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ABREVIATIONS

Ag : Antigéne
B-CLL : Leucémies lymphoides chroniques B
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INTRODUCTION :
LE MYELOME MULTIPLE




A. Définition et épidémiologie

Le myélome multiple (MM) est une hémopathie maligne caractérisée par
I’accumulation de cellules plasmocytaires tumorales dans la moelle osseuse. Les plasmocytes
malins sont caractérisés par la sécrétion d’une Immunoglobuline (Ig) monoclonale,
fréquemment de type IgG (60% des cas) ou IgA (25% des cas) et plus rarement de type IgD,
E ou M. Les plasmocytes peuvent aussi se distinguer par la sécrétion exclusive des chaines

légéres Igk ou Igh. Enfin quelques cas de myélome « non sécrétant » sont décrits.

Le MM représente 1% de I'ensemble des cancers et 13% des tumeurs hématologiques.
C’est la 2" hémopathie maligne en termes de fréquence aprés les lymphomes non-
Hodgkiniens. Dans les pays occidentaux, le MM est responsable de 2% de la mortalité due
aux cancers et son incidence est d'environ 4 cas pour 100000 habitants. Cette incidence varie
en fonction des origines ethniques, la population noire américaine étant 2 fois plus affectée
que les caucasiens. De plus, le MM affecte plus fréquemment les hommes que les femmes
(2/3). L'age médian au diagnostic se situe aux alentours de 65 ans et la médiane de survie est
d'environ 5-7 ans aprés chimiothérapie & haute dose plus autogreffe de cellules souches (Raab
et al., 2009).

B. Oncogenése
-> B1, Différenciation B normale

Au cours du processus de maturation des lymphocytes B (I.B), le réarrangement des
génes des Ig permet la constitution d’un répertoire fonctionnel nécessaire a 1’établissement
d’une réponse humorale. Trois mécanismes moléculaires majeurs sont impliqués dans ces
modifications : la recombinaison VDJ, Phypermutation somatique et la commutation
isotypique.

La recombinaison VDJ survient aux stades pré- et pro-B dans la moelle osseuse et
permet ’expression membranaire d’IgM et IgD qui caractérise les LB matures, Ces derniers
migrent de la moelle osseuse vers les organes lymphoides secondaires, les ganglions et la rate,
via la circulation sanguine. Les LB matures sont dits naifs tant qu’ils n’ont pas rencontré
’antigéne (Ag). Au niveau des organes lymphoides secondaires, la rencontre avec un Ag va
permettre leur survie et leur entrée dans le processus de différenciation,

La différenciation se déroule alors selon deux voies principales, une voie T

indépendante et une voie T dépendante. Dans le cas d’une différenciation T indépendante, les




plasmocytes générés sont caractérisés par la séerétion d’IgM et par une courte durée de vie,
La réponse humorale générée est de faible affinité mais reste cependant cruciale étant donné
qu’elle permet une réponse rapide, avec un taux d’anticorps suffisant pour pallier la rapide
multiplication des pathogénes.

Dans le cas d’une différenciation T dépendante, les LB vont initier la formation de
centres germinatifs caractérisés par la présence de cellules présentatrices d’antigénes et de
lymphocytes T. A ce stade, les LB sont soumis au processus d’hypermutation somatique des
genes variables des Ig permettant la sélection positive des cellules de forte affinité pour I’Ag,
De plus, la commutation isotypique du géne codant pour la chaine lourde des Ig (14g32)
permet la production des IgG, IgA et IgE ayant différentes caractéristiques fonctionnelles. Ces

derniers migrent vers la moelle osseuse ou ils rencontreront les facteurs de survie et de

différenciation permettant leur maturation en plasmocytes sécrétant et & longue durée de vie

(Figure 1).

Figure 1 : Développement et
différenciation des lymphocytes B

D’aprés Kuehl et Bergsagel, 2002

Le développement et la
différenciation des lymphocytes B
nécessite le réarrangement des geénes
des Ig via trois  mécanismes
moléculaires majeurs : la
recombinaison VDJ qui a lieu dans la
moelle osseuse puis, dans un deuxiéme
temps, les hypermutations somatiques et
la commutation isotypique qui sont
induites dans le centre germinatif.
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Des données récentes montrent que les mutations somatiques et les commutations
isotypiques sont des processus aléatoires et que seules les cellules ayant un réarrangement
«efficace » survivent (Blink et al., 2005). Ainsi, au décours de la différenciation, les
plasmocytes & longue durée de vie sécrétant une Ig de haute affinité gagnent rapidement la
moelle osseuse tandis que la dégradation du centre germinal constitue le pool de LB mémoire
comprenant des cellules présentant une Ig d’affinité variable. Au cours d’une réexposition 3
I’Ag, seules les LB mémoire de haute affinité seront activés et généreront une nouvelle vague

de plasmocytes.

Le processus de différenciation des LB mémoire en plasmocytes est dépendant de la
prolifération. Ces LB, qui ont un seuil d’activation plus bas que les LB naifs, peuvent étre
activés de fagon spécifique par I’Ag mais aussi de fagon non spécifique par le CD40 ou
encore les ligands de TLRs. Les LB mémoire activés entrent en cycle et proliférent
activement. L’arrét de la stimulation CD40 entraine une diminution progressive du cycle qui
permet leur différenciation. Ainsi, les plasmablastes, qui proliférent encore activement, vont
se différencier progressivement en précurseurs plasmocytaires puis en plasmocytes non
proliférants. In vitro et in vivo, les plasmocytes meurent massivement s’ils ne trouvent pas un
environnement adéquat. De plus, le nombre de plasmocytes médullaires d’un individu est

constant (<1% des cellules médullaire) suggérant une régulation fine de leur niche,

-> B2. Origine de la cellule myélomateuse

Bien que la nature exacte du précurseur myélomateux ne soit pas établie, il est défini
comme un plasmablaste « post-germinatif» ayant subi les phénoménes d’hypermutations
somatiques et de commutation isotopique. En effet ’analyse génétique des chaines lourdes et
légéres a démontré que les plasmocytes malins présentent un réarrangement VDJ identique,
avec les mémes hypermutations somatiques et la méme commutation isotypique, sans

évolution au cours de la maladie.

-> B3. Les étapes de I’oncogenése du MM
Le MM symptomatique est précédé de 2 stades asymptomatiques appelés

Gammapathie Monoclonale de Signification Indéterminée ou « MGUS » et Myélome

indolent,
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B3.1 Le MGUS

Le MGUS est caractéris¢ par une concentration sérique d’IgG ou IgA monoclonale
inférieure 4 30g/L, une plasmocytose médullaire inférieure & 10% et par ’absence de
symptomes cliniques séveéres. Le MGUS est fréquent chez les personnes dgées avec une
prévalence supérieure 3 3% pour les plus de 50 ans et atteignant 9% pour les plus de 85 ans.
Les patients présentant un MGUS ont un risque accru de développer des hémopathies
plasmatiques et il a récemment été démontré que tous les patients atteints de MM présentent
ce stade asymptomatique en amont (Landgren et al., 2009). Le taux de progression en MM
est de 1% par an avec une probabilité de transformation maligne de 26% sur 25 ans.

Bien que I’étiologie du MGUS reste inconnue, I’exposition a des risques environnementaux
tels que les radiations ou les pesticides ainsi que certains profils génétiques semblent étre

impliqués. (Kyle et Kumar, 2009)

B3.2 Le myélome indolent

Le My¢lome indolent peut étre interprété comme un stade intermédiaire entre le
MGUS et le MM. 1l est caractérisé par une concentration sérique d’IgG ou IgA monoclonale
supérieure 3 30g/L, une plasmocytose médullaire supérieure & 10% mais toujours par
Pabsence de complications symptomatiques. Le taux de progression en MM, beaucoup plus
¢élevé que pour les MGUS, est de 10% par an pendant les 5 premiéres années suivant le

diagnostic.

B3.3 Le MM symntomatigue

Comme le Myélome indolent, le MM symptomatique montre un pic monoclonal
sérique supérieur & 30 g/l et posséde une plamocytose médullaire supéricure a 10%.
Cependant a ce stade de la maladie les patients souffrent de nombreux symptémes cliniques.
En effet, ’accumulation progressive des plasmocytes malins dans la moelle osseuse se traduit
généralement par des lésions ostéolytiques douloureuses pouvant aboutir & des fractures
spontanées. Cet envahissement médullaire s’accompagne d’une forte diminution des Ig
normales, Ce défaut de I'immunit¢é humorale va rendre les patients particuliérement
susceptibles aux infections. En plus des lésions osseuses, les caractéristiques cliniques

majeures du MM sont I’hypercalcémie, Pinsuffisance rénale et ["anémie.

Plusieurs stades de MM symptomatiques ont ¢té décrits. En effet le MM

originellement intramédulaire peut évoluer en MM extramédullaire définit par la présence de
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plasmocytes circulant dans le sang, s’accumulant dans la cavité péritonéale (ascites) ou la
plévre (épanchements pleuraux). Lorsque la plasmocytose circulante est supérieure ou égale a
20 % on parle alors de leucémie & plasmocytes, ce qui constitue le stade le plus avancé de la
maladie. Les lignées cellulaires de MM sont majoritairement immortalisées 3 partir de
préiévements de ce stade terminal et sont de fait représentatives d*un stade avancé de MM.

II faut cependant distinguer les leucémies & plasmocytes primitives et ce passage leucémique
observé secondairement dans certains cas de MM (leucémies A plasmocytes secondaires), En
effet, les leucémies & plasmocytes primitives pourraient étre une entité séparé des MM
(Tiedemann et al., 2008).

C. Instabilités génomiques

L’instabilité génomique est un événement prépondérant dans 1’'oncogenése du MM. En
effet, le MM résulte de plusieurs étapes impliquant de multiples mutations génétiques
successives. Deux étapes d’instabilité génomique sont décrites: les anomalies primaires
survenant précocement au stade MGUS et les anomalies secondaires impliquées dans

I’émergence ou la progression du MM (Figure 2) (Bergsagel et Kuehl, 2005).

-> C1, Les anomalies primaires dans le MGUS

Deux voies oncogéniques mutuellement exclusives semblent survenir précocement

dans le développement du MM :

- une voie non-hyperdiploide caractérisée par une incidence élevée de translocations au
niveau de la zone « switch » du géne des chaines lourdes des immunoglobulines (14g32).

- une voie hyperdiploide caractérisée par la présence de multiples trisomies des chromosomes

impairs et associée 3 une faible incidence de translocation en 14¢32,

Cl1.1 Les translocations

Dans 50% des cas, les plasmocytes malins sont caractérisés par la présence d’une
translocation illégitime du géne des chaines lourdes des immunoglobulines (14¢32) avec
différents partenaires oncogéniques récurrents. Cette anomalie primaire, probablement
acquise lors des processus d’hypermutation somatique et de commutation isotopique, est
commune au MGUS et au MM ce qui démontre son apparition précoce au cours de

’oncogenése. De plus, la prévalence de ces translocations augmente en fonction du stade de
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la maladie atteignant 85% dans les leucémies & plasmocytes secondaires et 90% dans les
lignées de MM. Cinq translocations récurrentes sont décrites : La translocation (t) (11;14)
concerne 15 4 21% des patients et induit la dérégulation du géne de la Cycline D1 (CCNDI).
La t(4;14), décrite dans 10 & 15% des cas, entralne la dérégulation des génes FGFR3 et
MMSET, situés de part et d’autre du point de cassure du chromosome 4. Les translocations
t(14;16) et t(14;20) sont détectées dans 5% et 3% des cas. Ces derniéres provoquent la
dérégulation des génes codant pour C-MAF et MAFB respectivement, Enfin, la t(6;14),
impliquée dans moins de 2% des MM, est associée & la dérégulation du géne CCND3
(Gonzalez et al., 2007 ; Fonseca et al., 2009).

C1.2 L’hyperdiploidie

Dans 50% des cas, les plasmocytes malins sont caractérisés par une hyperdiploidie
chromosomique impliquant multiples trisomies des chromosomes 3, 5, 7, 9, 11, 15, 19 et 21.
De méme que pour les translocations du 14q32, la présence d’hyperdiploidie est commune au
MGUS et au MM et constitue donc une anomalie primaire. Comme les MM non-
hyperdiploides, les MM hyperdiploides montrent une certaine hétérogénéité. En effet, d’apres
une étude récente, 4 sous groupes de MM hyperdiploides, avec différentes caractéristiques
biologiques et cliniques, ont été définis (Chng et Fonseca., 2008). Cependant, ces
caractéristiques biologiques sont difficiles & étudier in vitro car contrairement aux MM non-
hyperdiploides, peu de lignées cellulaires hyperdiploides ont pu étre immortilisées malgré

certains progres récents (Li et al., 2007).

C1.3 Dérégulation des Cyclines D

Malgré I'hétérogénéité génétique acquise lors des différentes anomalies primaires,
tous les MGUS et MM sont caractérisés par [’expression dérégulée d’une Cycline D (D1, D2
ou D3) (Bergsagel et al., 2005). Cette expression aberrante des Cyclines D s’explique d*une
part par les translocations en 14q32. En effet, la t(11;14) et t(6;14) dérégulent directement les
Cyclines D1 et D3 alors que les t(14;16) et t(14;20) induisent indirectement la dérégulation du
gene de la Cycline D2. Enfin, les t(4 ;14) sont également associées & une dérégulation de la
Cycline D2, D’autre part, environ 40% des MGUS et MM hyperdiploides montrent une
expression ¢levée de la Cycline D1.

Bien que les cellules myélomateuses aient une expression aberrante des Cyclines par

rapport aux plasmocytes normaux de la moelle osseuse, les conséquences fonctionnelles de
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ces dérégulations ne sont pas claires. En effet, aucune corrélation entre ces dérégulations et la
prolifération ou encore la progression de la maladie n’a pu é&tre mise en évidence, Cependant
les Cyclines D ayant un rdle essentiel dans Pinitiation du cycle cellulaire (phase G0/G1), ces
dérégulations doivent étre impliquées dans la prolifération anormale des cellules
myélomateuses, En effet, 4 I’inverse des plasmocytes normaux, les plasmocytes myélomateux
proliférent encore malgré leur différenciation. Il est probable que la dérégulation d’une

cycline permette ’inhibition de I’arrét du cycle.

C1.4 Classification moléculaire du MM

L’hétérogénéité génétique caractéristique du MM a récemment été confirmée gréce A
la technique des puces ADN 2 haut débit (Zhan et al., 2006), Dans cette étude, ’analyse des
profils moléculaires de 414 patients au diagnostic a permis leur classification en sept groupes.
Trois groupes sont représentatifs des MM non-hyperdiploides. Les groupes CD-1 et CD-2
(CCND) correspondent aux MM caractérisés par une forte expression des Cyclines D1 et D3
via les t(11;14) et t(6;14). Le groupe MS (MMSET) correspond aux MM caractérisés par la
t(4;14). Enfin, le groupe MF (MAF) rassemble les MM ayant une t(14;16) et t(14;20).
La présence d’hyperdiploidie, caractéristique de 50% des patients, est représentée par le
groupe HY (Hyperdiploide). De fagon intéressante, deux nouvelles signatures
« fonctionnelles » ont émergées de cette étude. Un premier groupe, nommé LB pour « Low
Bone Disease », se caractérise par une faible incidence de lésions osseuses. Enfin, un second
groupe, nommeé PR est défini par la surexpression de génes associés a la prolifération, Ce
dernier rassemble en fait les patients de chague groupe avec une forme plus agressive.

En plus de ces 414 patients, 145 ont une signature myéloide (groupe MY). Malgré le
fait qu’elle ait une valeur pronostique, les auteurs n’ont pas pu exclure qu’une contamination

de cellules myéloides dans les échantillons analysés en soit I’origine.

~> C2, Les anomalies secondaires

Alors que les anomalies primaires sont communes aux MGUS et MM, seul un faible
pourcentage de MGUS évolue en MM. Les anomalies primaires, bien que nécessaires, ne sont
pas suffisantes a I’établissement d’un MM symptomatique. En effet, un certain nombre
d’événements secondaires semble provoquer I’accumulation des anomalies impliquées dans la

progression du MM.
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C2.1 Délétion du chromosome 13 (del(13))

L’incidence de la del(13) est globalement inférieure dans les MGUS (25%) que dans
Ie MM (47%). Cependant la présence de monosomie 13 est dépendante du contexte génétique.
D’une part, la del(13) est plus fréquemment décrite dans les MM non-hyperdiploides (66%)
que dans les MM hyperdiploides (34%). D’autre part, la del(13) semble étre une anomalie
acquise dés le stade MGUS, pour les patients présentant une t(4;14), t(14;16) ou (14;20).
Concernant les patients présentant une t(11 ;14) ou t(6 ;14), cette délétion n’est pas détectée

au stade MGUS et serait plutét impliquée dans la progression de la maladie.

Les conséquences biologiques associées a la del(13) ne sont pas définies mais pourraient
provoquer la dérégulation d’un géne suppresseur de tumeur ou d’un miRNA. (Avet-Loiseau et
al., 2002 ; Chiecchio et al,, 2009)

C2.2 Anomalies du chromosome 1

Les anomalies du chromosome 1 sont associées & la perte du bras court (1p) et au gain
de plusieurs copies du bras long (1q). Les anomalies en 1q semblent provoquer la
dérégulation de la protéine CKS1B, dont le role oncogénique serait la déstabilisation de
p27P! (Chang et al., 2010). De fagon intéressante, deux autres génes impliqués dans la
pathologic du MM, MCL! et IL6R, sont localisés en 1q mais les liens entre leur surexpression
et leur localisation génique n’ont pas été prouvés. Les anomalies liées au chromosome 1 sont
observées chez 1/3 des patients et sont associées 4 la transformation des MGUS en MM ainsi

qu’a la génération de clones particuliérement agressifs,

€2.3 Dérégulation de MYC

Les translocations impliquant le géne MYC sont décrites dans 15% des MM
symptomatiques mais sont indétectables au stade MGUS. De plus lincidence des ces
translocations augmente en fonction du stade de la maladie atteignant 45% dans les tumeurs
avancées et 90% dans le lignées de MM. La dérégulation de MYC est donc une anomalie
tardive dans ’oncogenése du MM. Un quart de ces réarrangements est di aux t(8;14) et
t(8;22), définies comme des translocations réciproques secondaires. Ces translocations ne sont
pas médiées par les mécanismes de remodelage d’ADN spécifique des lymphocytes B tels que
la commutation isotopique. En effet, la majorité des dérégulations de MYC serait la
conséquence de translocations ou insertions plus complexes impliquant de multiples

chromosomes. (Chesi et al., 2008)
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C2.4 Mutation de Ras

Plusieurs mutations induisent I’activation constitutive des oncogénes N-RAS et K-

RAS2. Ces dérégulations, plutdt rares au stade MGUS, sont détectées dans 25% des MM au
diagnostic et dans 45% des MM 4 la rechute et des lignées de MM. Ces mutations sont
associces a la progression de la maladie ainsi qu’a la résistance aux thérapies,
La surexpression ectopique de ces oncogénes mutés induit ’indépendance d’une lignée de
MM 2 P’IL6 (Billadeau et al., 1995). De plus, cette surexpression induit une augmentation de
la prolifération, de la capacité de migration ou encore de la résistance aux agents
chimiothérapeutiques. Ces phénoménes seraient médiés par I’induction, via RAS, des voies
Erk, Akt, mTOR et NF-kB, voies décrites comme essentielles dans la progression et
I’agressivité du MM (Hu et al., 2003 ; Hoang et al., 2006 ; Chng et al., 2008).

C2.5 Mutation de TP53

Le géne TP53, localisé en 17p13, code pour la protéine p53 qui est un facteur de
transcription impliquée dans la régulation du cycle cellulaire, la réparation d’ADN et
I’apoptose. Les mutations (ou délétions) de p53 sont détectées dans environ 10% des cas de
MM au diagnostic. Cet événement semble donc relativement rare et représenterait une
anomalie tardive dans la progression de la maladie (Chng et al., 2007). En effet, les mutations
de p53 sont associées avec le stade extramédullaire et nous les avons décrites dans 65% des
lignées avec perte d’hétérozygotie.

La perte du bras court du chromosome 17 (17p), qui a un poids pronostic trés péjoratif,
constitue une anomalie secondaire importante dans I’évolution du MM et est détectée chez
environ 10% des patients. Bien que les mutations de p53 soient exclusivement liées 4 une
perte du 17p (Avet-Loiseau et al., 2010), il n’est cependant pas déterminé si le phénotype
agressif associé 4 la perte du 17p est exclusivement dii & la mutation p53. Dans les lignées,
nous avons observé que les conséquences de mutations de p53 in vitro sont une résistance
accrue aux agents chimiothérapeutiques tels que le Melphalan, le Bortezomib, ou encore a

Trail.

C2.6 Les anomalies de la voie NF-kB

La voie NF-kB est constitutivement active dans 82% des cas de MM. Les interactions
enfre fe microenvironnement et la tumeur ont un rbéle essentiel dans cette activation.

Cependant, dans 15 3 20% des cas, elle est la conséquence de diverses anomalies génétiques
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impliquant les acteurs clefs de cette voie tels que Pactivation NF-kB1, NF-kB2, NIK ou
encore ’inactivation de TRAF3 ou cIAP1/2. Bien que les conséquences de ’hyperactivation
de la voie NF-kB dans la progression du MM ne soient pas encore définies, elle est considérée

comme une anomalie secondaire (Annunziata et al., 2007 ; Keats et al., 2007).

17



Stade
MGUS

Anomalie
Secondaire

Multiple

Ganglion
Lymphatique

Sélection
Antigénique

Figure 2A : Oncogenése du MM
D’aprés Gonzalez et al. Blood 2007

L’oncogenése du MM résulte de plusieurs étapes impliquant plusieurs anomalies successives, Deux
étapes d'instabilité génomique sont décrites : les anomalies primaires survenant précocement au
niveau des ganglions lymphatiques lors des mécanismes d’ hypermutations somatiques et de
commutation isotypique. Ces anomalies primaires résultent en ['émergence du stade MGUS. Les
anomalies secondaires impliquées dans I'émergence ou la progression du MM s'accumulent plus
tardivement dans la moelle osseuse.
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Figure 2B : Oncogenése du MM : Anomalies Génomiques
D’aprés Kuehl et Bergsagel, 2002

Deux voies oncogéniques mutuellement exclusives semblent survenir precocement dans le
développement du MM ;

- une voie non-hyperdiploide caractérisée par une incidence élevée de translocations au niveau de la
zone « switch » du géne des chaines lourdes des immunoglobulines (14932).

- une voie hyperdiploide caractérisée par la présence de multiples trisomies des chromosomes impairs
et associée a une faible incidence de translocation en 14¢32.

Alors que ces anomalies primaires sont communes aux MGUS et MM, seul un faible pourcentage de
MGUS évolue en MM. Les anomalies primaires, bien que nécessaires, ne sont pas suffisantes a
Uétablissement d’un MM symptomatique. En effet, un certain nombre d’événements secondaires
semble provoquer I'accumulation des anomalies impliquées dans la progression du MM. Parmi ces
anomalies secondaires les mutations de Ras et de p53, les délétions du chromosome 13 (del(13)) ou
encore amplification de c-myc par diverse franslocations sont des événements majeurs.
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D. Dérégulation de la prolifération et des processus apoptotiques

Les plasmocytes normaux ayant achevé leur différenciation ne proliférent plus dans la

moelle osseuse. Inversement, les cellules de MM sont caractérisées par une prolifération
persistante accompagnée d’un défaut d’apoptose résultant en une accumulation dans la moelle

osseuse (Witzig et al., 1999).

= D1. Prolifération

D1.1 Sous population proliférante

L’index de prolifération est une mesure permettant de déterminer le % de cellules en
phase S dans la tumeur, selon différentes techniques tel que I’incorporation du BrdU
(Robillard et al., 2005) ou le marqueur Ki67 (Gastinne et al., 2007). Le MM est décrit comme
une hémopathie peu proliférante, caractérisée par un faible index de prolifération globale,
rarement supérieure a 1%. Cet index de prolifération est un fort facteur pronostic et augmente
pendant I’évolution de la maladie. En effet, il est estimé & moins de 0,5% dans les MGUS

mais peut atteindre 50% dans les stades les plus avancés.

Alors que I’index de prolifération prend en compte la masse tumorale dans sa
globalité, seule une faible sous population de cellules malignes est fortement proliférante.
Ceci a ¢t¢ montré pour la premicre fois dans une étude utilisant in vivo des injections
thymidine tritiée (3H-TdR) chez 17 patients atteints de MM au diagnostic, en rémission ou en
rechute (Drewinko et al., 1981). Cette étude a permis de mettre en évidence que la masse
tumorale des patients au diagnostic ou en rémission est maintenue par une trés faible fraction,
généralement inférieure a 1%, de cellules proliférantes. Cette fraction augmente
dramatiquement au moment de la rechute, allant de 14% a 83%, particuliérement dans les cas
de rechute extramedullaire. Cette sous population proliférante, a ’origine du renouvellement
cellulaire impliqué dans la progression tumorale, montre un fort index de prolifération (5 a
25%) et semble morphologiquement immature, de type pro-plasmocytaire. D’un autre c6té, la
majorité de la masse tumorale semble plus mature avec un faible index de prolifération (0,4-

4%) (Greipp et al., 1987).

D1.2 Concept du CD45

Bien que les cellules myélomateuses proviennent d’un méme clone, elles semblent
donc intraclonalement hétérogénes. Récemment, notre équipe a mis en évidence que ces 2

populations peuvent étre discriminées par I’expression du CD45 (Robillard et al., 2005). Le
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CD45 est un récepteur transmembranaire & activité phosphatase nécessaire a 1’activation et &
la différenciation lymphocytaire. Présent a la surface des lymphocytes B proliférant,
I’expression du CD45 baisse progressivement au cours de la différenciation plasmocytaire

normale (Hermiston et al., 2003).

Dans le MM, le compartiment proliférant est cytologiquement immature, localisé le
long des travées osseuses, et caractérisé par une forte expression du CD45. Le reste de la
masse tumorale est au contraire constitué de plasmocytes peu proliférants caractérisés par une
faible expression du CD45. Tous les paticnts de MM analysés retiennent cette faible

50" alors que la faible expression du CDA45, caractéristique de la fraction

population CD4
majoritaire, est perdue chez 25% des patients au diagnostic. De plus, ces cellules CD45"%
sont globalement moins sensibles & 1’apoptose (Ishikawa et al., 2006). On distingue donc les
MM CD45%%! des MM CD45™2, ces derniers sont caractérisés par un mauvais pronostic et

représentent 50% des patients 4 la rechute (Pellat-Deceunynck et Bataille, 2004).

La phosphatase CD45 n’est pas seulement un marqueur des différents compartiments
cellulaires impliqués dans le développement du MM. En effet, la présence ou 1’absence du
CD45 est déterminante dans la réponse a I’IL6 ou I’IGF-1, principaux facteurs de croissance
et de survie impligués dans la biologie du MM. En effet, I’'IL6 entraine la relocalisation du
CD45 dans les rafts, localisation essentielle pour I’activation des kinases SRC. L’activation de
ces kinases est nécessaire 4 I’induction de la prolifération cellulaire IL6-dépendante (Ishikawa
et al., 2002). Bien que P’activation des voies Jak/Stat et Erk soit commune aux cellules CD45+
et CD45- apres stimulation par I’IL6, I’absence d’activation des kinases SRC rend les cellules
CD45- moins sensibles. D’un autre c6té, la phosphatase CD45 déphosphoryle I’'IGF1R,
bloquant ainsi 1’activation de la voie Pi3k/Akt qui est essentielle dans la réponse des cellules
de MM a ’IGF-1 (Descamps et al., 2004). L’expression du CD45 détermine donc le type de
signalisation & ’origine de la prolifération des cellules de MM. De plus, la progression des
cellules MM hors des travées osseuses serait caractérisée par la transition entre un MM

CD45+ dépendant de I’IL6 4 un MM CD45- dépendant de I’IGF-1.

-> D2. Anomalies dans les processus Apoptotiques

Le MM est caractérisé par une faible prolifération tumorale mais aussi par un faible
index apoptotique in vivo. Cette résistance aux stimuli apoptotiques est essentielle a la

croissance tumorale ainsi qu’a la résistance aux traitements.
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Les caspases sont un groupe de protéases a cystéine qui jouent un réle essentiel dans les
phénomenes d’apoptose, de nécrose et d’inflammation. Elles peuvent étre classées en trois
différents groupes :

- certaines caspases, tel que la caspase 1, sont impliquées dans les réponses
inflammatoires mais ne semblent pas avoir de rdle primordial dans le processus
apoptotique.

Les autres caspases jouent ont un réle dans 1’apoptose et se classent en deux groupes distincts

- les caspases initiatrices telles que les caspases 8 et 9

- les caspases effectrices telles que la caspase 3 et 7

Deux voies majeures d’apoptose conduisent a I’activation des caspases: la voie
extrinséque et la voie intrinséque. La voie intrinséque, ou voie mitochondriale de I’apoptose,
est régulée par les protéines de la famille bel-2 et implique le changement conformationnel
des protéines proapoptotiques comme BAX. Dans les cellules myélomateuses, 1’expression de
Bel-2, Bel-xL et MCL-1 est augmentée par rapport aux plasmocytes normaux. Ces
dérégulations sont associées a la survie cellulaire et 4 la chimiorésistance des cellules
my¢lomateuses (Oancea et al., 2004). De nombreux travaux effectués par notre équipe ont
mis en évidence un rdle primordial de MCL-1 dans le MM (Derenne et al., 2002). En effet, il
a ét¢ démontré que son expression corréle avec la progression de la maladie (Wuilleme-
Toumi et al., 2005), que son accumulation prévient I’apoptose et que son inactivation est
requise au déclenchement de 1’apoptose par divers agents chimiothérapeutiques (Gomez-
Bougie et al., 2005 ; Gomez-Bougie et al., 2007)

La voie extrinséque est activée par les ligands de la famille du TNF (Tumor Necrosis
Factor), tels que le TNFa, FasL ou encore TRAIL (TNF-Related Apoptosis Inducing Ligand)
ayant respectivement pour récepteurs TNF-R2, CD95 et TRAIL-R1/R2. Tous ces récepteurs
possédent un domaine de mort (DD, death domain) intracellulaire permettant la transduction
d’un signal apoptotique (Kimberley et Screaton, 2004).

TRAIL présente un intérét thérapeutique particulier car il induit I’apoptose de nombreux
types de cellules cancéreuses alors que les cellules normales sont relativement résistantes
(Van Geelen et al., 2004). En se liant a ses récepteurs, il induit la formation du complexe
DISC (Death-Inducing Signaling Complex). Le DISC est composé des récepteurs de mort et
de la protéine adaptatrice FADD qui assure le recrutement et 1’activation de la procaspase-8

(Kischkel et al., 2000). La caspase 8 va activer a son tour les caspases effectrices telles que la
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caspase 3 et ainsi induire ’apoptose cellulaire. Il a récemment été mis en évidence que
Pactivation du récepteur TRAIL par les anticorps a usage thérapeutique Mapatumumab et
Lexatumumab, respectivement agonistes de TRAIL-R1 et TRAIL-R2, induit une forte

apoptose dans les lignées et les cellules primaires de patients de MM (Ménoret et al., 2006).

E. Le microenvironnement myélomateux

- E1. La niche médullaire
L’environnement meédullaire forme une niche pour les cellules tumorales

myélomateuses. Il est composé d’un compartiment hématopoiétique constitué de cellules
souches hématopoiétiques, de progéniteurs hématopoiétiques et mésenchymateux ou encore
de cellules immunes (lymphocytes, cellules NK, macrophages, monocytes, cellules
dendritiques). De plus, il est composé d’un compartiment non hématopoiétique constitué de
cellules stromales, d’ostéoclastes, d’ostéoblastes et de cellules endothéliales. Enfin, un
compartiment non cellulaire comprend la matrice extracellulaire, la fibronectine ou encore le
collagéne (Figure 3). Les interactions avec ces trois compartiments sont essentielles a la
pathogenése du MM, En effet, elles soutiennent la prolifération, la survie, le recrutement, la

migration et la résistance aux drogues des cellules de MM (Podar et al., 2009).

Parall¢lement, les cellules myélomateuses vont influer sur 1’équilibre médullaire en
participant a I’inhibition de ’osteoblastogenése et A la stimulation de I’osteoclastogenése. Ce
déséquilibre est en parti médié via la modulation par les cellules de MM de ’OPG, RANKL,
MIPa, I'IL6, I’IL3 ou encore DDKI1. Sur le plan clinique ce déséquilibre va provoquer une
hypercalcémie ainsi que de nombreuses 1ésions ostéolytiques (Giuliani et al., 2001 ; Giuliani
et al., 2006 ; Roodman, 2009).

De nombreuses cytokines et facteurs de croissance sont produits et sécrétés par les
cellules de MM et les cellules de microenvironnement médullaire. Ainsi, I’IL6, I’'IGF-1, le
VEGF, les membres de la superfamille du TNF (CD40, TNFa, BAFF, APRIL) ou encore le
SCF, SDFla, I’IL1b, IL21 ou I’IFN sont impliqués dans la biologie du MM (Lauta et al,,
2003 ; Mahtouk et al., 2010).

En plus des facteurs solubles, des récepteurs membranaires impliqués dans 1’adhésion
a la matrice extracellulaire et dans les contacts entre cellules ont un rble essentiel dans la
niche médullaire. Parmi ces récepteurs, certaines integrines, cadherines, selectines, syndecans
ou encore certains membres de la superfamille de Ig ont été décrits (Podar et al., 2009). Les

boucles autocrines et paracrines ainsi que les contacts entre cellules vont induire des cascades
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de signalisation dans les cellules myélomateuses. Ainsi, de nombreux travaux ont mis en
¢évidence I'importance des voies Ras/Mapk, Pi3k/Akt, Jak2/Stat3, NF-kB ou encore Wnt ou
Notch.
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Figure 3 : Interactions de cellules myélomateuses avec
les différents compartiments de la niche médullaire
D’apreés Podar et al., 2009

Les nombreuses interactions entre les cellules myélomateuses et leur microenvironnement sont
essentiels a la pathogenése du MM. En effet, les différentes composantes cellulaires de
I’environnement sécrétent de nombreuses cytokines proinflammatoires impliquées dans la survie et la
prolifération des cellules myélomateuses. Parallélement, les cellules myélomateuses vont influer sur
I'équilibre médullaire en participant a [inhibition des ostéoblastes et & la stimulation des

ostéoclastes. CEPs : progéniteurs des cellules endothéliales.
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> E2. Les facteurs de croissance et leurs voies de signalisations

Les principaux facteurs de croissances impliqués dans la biologie du MM peuvent étre
différentiés en fonction des voies de signalisation qu’ils induisent préférentiellement (Figure
4).

E2.1 Voie Ras/Mapk et Jak/Stat
- L'interleukine 6 (IL6)

L’IL6 est un facteur essentiel pour la différenciation des LB en plasmocytes et est un
facteur de prolifération important au stade plasmablastique (Jego et al., 2001 ; Jego et al.,
2003). 11 est en outre un des facteurs de croissance et de survie les plus importants dans la
biologie du MM. I’IL6 est un facteur paracrin pour les cellules myélomateuses car il est
produit par les cellules de Penvironnement médullaire et plus particuliérement les
ostéoclastes, les ostéoblastes et les cellules stromales. Une autocrinie IL6 est toutefois
détectée dans certains cas et est associée & un phénotype malin sévére {(Kawano et al., 1988 ;
Klein et al., 1989 ; Bataille et al.,, 1989). La synthése d’IL6 est stimulée par des contacts
directs entre les cellules de Penvironnement et les cellules myélomateuses ainsi que par des
facteurs solubles comme le TNFa, I’'IL1b ou encore le VEGF. Les plasmocytes tumoraux
expriment le récepteur a I’'IL6 (IL6R) et I’augmentation de son expression est corrélée avec
I’évolution de la maladie (Barrillé et al., 1999). L’IL6R est composé de 2 chaines
polypeptidiques : une chaine o spécifique, la gp80 et une chaine B transductrice commune 3
plusieurs cytokines, la gp130. L’IL6 s’associe & la gp80 et le complexe ainsi formé va induire

’homodimérisation de la gp130 et permettre Ia transduction du signal.

Les principales voies de transduction activées sont les voies Jak2/Stat3 et
Ras/MAPK/Erk. Ces voies sont impliquées dans la survie et la prolifération des cellules de
MM. D’une part, les protéines STATs sont des facteurs de transcription et leur translocation
vers le noyau va permettre la transcription de génes impliqués dans la survie et la prolifération
des cellules de MM tels que Bel-XL, MCLI1 ou encore la CyclineD1 (Catlett-Falcone et al.,
1999 ; Puthier et al., 1999). D’autre part, I’activation de la voie Ras/Mapk/Erk s’initie par la
formation du complexe SHC/GRB2/SOS qui va recruter RAS, lui-méme a ’origine de la
cascade d’activation des MAPKs telles que MEK-1 puis ERK1/2. Une fois phosphorylé ces
derni¢res activent a leurs tours plusieurs facteurs de transcription essentiels a la survie et & la

prolifération de cellules de MM.
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L’expression de la protéine RAS mutée (N-RAS/K-RAS) induit I’activation
constitutive de cette voie, expliquant en parti DPagressivité particuliere des clones
myélomateux portant cette mutation. En plus des voies Jak2/Stat3 et Ras/Mapk/Erk, il a été
démontré que I'IL6 active la voie Pi3k/Akt dans certaine lignées de MM. Cependant cette
activation est faible et transitoire en comparaison a celle observée aprés stimulation par des

cytokines tel que I’IGF-1 (Klein et al., 2003 ; Lentzsch et al., 2004),

De nombreux travaux ont montré la conséquence de I’activation de ces voies par 1’TL6.
En effet, I'IL6 induit la prolifération in vitro des cellules de MM (Zhang et al., 1989) et
permet la résistance & certains stimuli apoptotiques induits par la privation de sérum,
I’activation de Fas et certaines drogues utilisées en clinique comme la dexaméthasone (Juge-
Morineau et al., 1995 ; Xu et al., 1998). In vivo, les souris KO IL6-/- ne développent plus de
tumeur plasmocytaire (Hilbert et al., 1995). De plus, les taux sériques en IL6 et IL6R soluble
ainsi que la forte expression de ’'IL6R sont associés & de mauvais pronostics (Bataille et al.,
1989). Etant donné I'implication de I'IL6 dans la biologie du MM plusieurs laboratoires

évaluent 'utilisation potentielle d’anticorps anti-IL6 dans le traitement du MM.

- Les membres de la famille IL6 ; et I'IL10

Plusieurs cytokines telles que I’OSM, le LIF, le CNTF ou encore ’'IL11, partagent la
gp130 avec 'IL6 (Zhang et al., 1994a). Ces cytokines sont produites en faible quantité par les
cellules myélomateuses et les cellules de I’environnement mais leur implication dans
’émergence de la maladie reste & préciser. L’IL10 est aussi un facteur de croissance des
cellules de myé¢lome et sa production autocrine semble étre dépendante de I’IL6 (Kovacs,
2010). De plus, PIL10 induit I’expression de ’OSMR, rendant fonctionnel ’effet autocrin de
1’OSM (Klein et al., 1999).

- L’Interféeron-o (IFNa)

Dans I’organisme, I’IFNo est principalement produit par les cellules dendritiques
plasmacytoides lors des réponses immunitaires aux infections virales.

Comme I'IL6, I'IFNa est impliqué dans la diftérenciation B (Jego et al.,2003) et active
les voies Jak/Stat et Ras/Mapk/Erk (Ferlin-Bezombes et al., 1998). Cependant, les
conséquences biologiques de I'IFNa dans le MM sont controversées. Alors que plusieurs
groupes le décrivent comme un facteur de survie (Jourdan et al., 1991 ; Ferlin-Bezombes et

al., 1998 ) ; d’autres lui imputent un rdle anti-tumoral. En effet, certains groupes ont décrit un
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effet antiprolifératif ou encore apoptotique de I'IFNa. sur les cellules de MM (Crowder et al.,
2005 ; Gomez-Benito et al,, 2007). L’IFNo a été utilisé pendant plus de 20 ans en
maintenance dans le traitement du MM et une méta-analyse effectuée sur 4000 patients met
en évidence un bénéfice de survie significatif, mais faible, des patients traités par ce facteur
(Myeloma Trialists' Collaborative Group, 2001).

De nombreuses études ont impliquées différents mécanismes dans 1’hétérogénéité de
la réponse IFN des cellules myélomateuses (Arora et al.,, 1998). De fagon intéressante, une
équipe a récemment mis en évidence I’importance d’un polymorphisme du facteur de
transcription NF-kB1 dans la réponse des patients a une thérapie IFN. D’aprés ces résultats,
seuls les sujets portant ’alléle normal de ce facteur bénéficient d’une telle thérapie. La
découverte de ce facteur pronostic de la réponse IFN chez les patients atteint de MM, pourrait

relancer le débat sur son utilisation dans le traitement de la maladie (Vangsted et al., 2009),

E2.2 Voie Ras/Mapk/Erk et Pi3k/Akt
- L’Insulin Growth Factor 1 (IGF-1)

Comme I’IL6, ’IGF-1 est un facteur majeur dans la biologie du MM. 11 est produit par
le foie mais aussi par certaines cellules de ’environnement médullaire telles que les
ostéoblastes, les cellules endothéliales ou encore les cellules stromales. Contrairement & 1’IL6,
PIGF-1 est un facteur autocrin pour la majorité des lignées et cellules primaires de MM.
L’IGF-1 favorise la prolifération, la survie, I’adhésion, la migration et la résistance aux
drogues des cellules de MM in vitro (Descamps et al., 2004 ; Qiang et al., 2004 ; Descamps et
al., 2006) et in vivo (Mitsiades et al., 2004).

Tout comme I’IL6, ’IGF-1 va induire la voie Ras/Mapk mais la voie Pi3k/Akt est la
voie majeure de régulation de ’apoptose et de la prolifération induite. Suite 4 sa ligation avec
I’IGF-1, L’IGF-1R, récepteur & activité tyrosine kinase, va activer la PI3K qui induit la
génération de PIP3 (phosphatidylinositol-3 phosphate) et la phosphorylation d’AKT. La voie
Pi3k/Akt régule la croissance cellulaire via I’activation de mTOR/p70S6K et influence le
cycle cellulaire en agissant directement sur les inhibiteurs de CDK p21WVAT! et p275%! ou
encore, indirectement sur p53 et la Cycline D1. Un anticorps antagoniste du récepteur a
I’IGF-1 entraine un blocage du cycle cellulaire des cellules myélomateuses CD45™%® qui
deviennent alors sensibles & différents stimuli apoptotiques (Descamps et al., 2006 ;

Descamps et al., 2009).
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La perte d’expression de PTEN, fréquente dans les cancers, conduit & une activation
constitutive de la voie Pi3k/Akt. Cependant, une étude effectuée sur les lignées de MM met en
évidence que P’expression de PTEN est conservée dans 90% des cas. Bien que I’on ne puisse
pas exclure la présence de mutations inactivatrices de PTEN dans le MM, la perte
d’expression du CD45 semble plus importante pour la suractivation de cette voie (Descamps
et al., 2004),

Une étude comparative du phénotype des plasmocytes de patients au diagnostic et en
rechute a mis en évidence une expression aberrante de PIGF-1R (CD221). L’expression de
PIGF-IR par les cellules de MM est associée 4 un génotype non-hyperdiploide,
majoritairement aux t(4 ;14), et corréle avec un mauvais pronostic chez les patients (Sprynski
et al., 2009). De plus, les taux sériques en IGF-1 sont aussi un facteur de mauvais pronostic
(Standal et al., 2002),

D’autres facteurs de croissance tels que I’IL21, le HGF, HB-EGEF, le FGF ou encore le
VEGEF activent la voie Pi3k/Akt et ont été impliqués dans la prolifération, la survie ou encore
’angiogénese. Cependant, 1’IL.21, le HGF ou encore le HB-EGF agiraient principalement via
I’induction d’une boucle autocrine IGF-1 (Ménoret et al., 2008 ; Klein et al., 2009).

- C-KIT (CD117) et le Stem Cell Factor (SCF)

Le récepteur a tyrosine kinase C-KIT, est exprimé sur les cellules souches
hématopoiétiques, les progéniteurs myéloides, les cellules dendritiques ou encore les cellules
proB et proT et semble avoir un r6le essentiel dans le développement et la survie des
progéniteurs hématopoiétiques {Ray et al., 2008). D’autre part, la dérégulation de ce
récepteur, notamment par la présence de mutations activatrices, a été décrite dans plusieurs
cancers tels que les tumeurs stromales gastro-intestinal (GIST) et le mélanome (Corless et al.,
2004 ; Miettinen et Lasota, 2005).

Deux différents isoformes de C-KIT, caractérisés par la présence ou I’absence d’un
tétrapeptide extracellulaire (GNNK), sont décrites dans le MM. L’absence de ce tétrapeptide
permet une réponse plus rapide et plus prononcée des cellules de MM au SCF. 11 a été mis en
¢évidence dans une lignée de MM, transfectée par ces différentes isoformes, que le SCF induit
la phosphorylation des MAPK ERK1/2, ERKS ainsi que P’activation de la voie Pi3k/Akt et

protége partiellement de 1’apoptose induite par la dexaméthasone (Montero et al., 2008) .

L’imatinib mesylate a un effet anti prolifératif ou apoptotique (3 forte dose) sur

certaines lignées de MM (Pandiella et al., 2003 ; Bai et al., 2010). L’imatinib mesylate n’est
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pas spécifique du récepteur C-KIT mais est un inhibiteur de tyrosine kinase ciblant la protéine
ABL, C-KIT et le PDGFR. Il a cependant montré une bonne efficacité dans le traitement des
GIST caractérisées par une activation constitutive du récepteur C-KIT (Joensuu et al., 2001).
De plus, certains travaux montrent des effets non spécifiques de I’imatinib mesylate sur le
remodelage osseux via une inhibition osteoclastique accompagnée d’une activation

osteoblastique (Vandyke et al., 2010)

Les cellules de MM, confrairement aux plasmocytes normaux, expriment C-KIT, If est
détecté dans 50% des MGUS et des MM au diagnostic mais dans seulement 8% des MM 3 la
rechute. De fagon surprenante, I’expression de C-KIT est un facteur de bon pronostic. En
effet, il est fortement associ¢ aux MM hyperdiploides et son expression s’oppose & celle de
PIGF-IR qui est de trés mauvais pronostic (Bataille et al., 2008). Enfin, un essai de phase 2
sur une série de patients en rechute n’a pas montré d’intérét thérapeutique a I'utilisation de

I’imatinib mesylate dans le MM (Dispenzieri et al., 2006).

E2.3 La voie NF-kB

NF-kB est composé d’une famille de facteurs de transcription assemblés 4 travers la
combinaison de protéines de type Rel : p50, p52, c-Rel, p65/RelA et Rel B (Moynagh et al.,
2005). Ces diméres sont séquestrés et inactivés dans le cytoplasme grice a la présence des
inhibiteurs IkB. Certains stimuli extracellulaires vont activer la voie NF-kB via 1’activation
des kinases IKK qui assurent & leur tour la phosphorylation de 1kB, alors dégradé par le
protéasome. Deux voies NF-kB sont décrites, la voie classique et la voie alternative. Les
cellules de MM montrent une activation constitutive de cette voie qui participe a la résistance
a certaines drogues telles que le bortézomib ou encore Trail. De plus, les cellules
myélomateuses sont tres sensibles a son inhibition qui induit un arrét de prolifération ainsi
qu’une forte apoptose (Romagnoli et al., 2007). Une étude des profils d’expression génigue a
révélé la présence d’une signature NF-kB pour 82% des patients au diagnostic. Dans la
majorité¢ des cas, I’impact du microenvironnement sur la tumeur serait & Porigine de cette
activation. En effet, il a été mis en évidence que les contacts entre cellules, ’adhérence i la
matrice extracellulaire ainsi que de nombreux facteurs solubles induisent ’activation de cette
voie dans les cellules myélomateuses (Li et al., 2008). Parmi ces facteurs, les membres de la
superfamille du TNF tels que le TNFo, CD40L, LToB, BAFF, APRIL ou encore RANKL sont
de puissants activateurs de la voie NF-kB (Tai et al., 2006 ; Romagnoli et al., 2007).

Cependant, dans 15 4 20% des cas, des anomalies génétiques ont été impliquées et concernent
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la surexpression d’activateur de cette voie tel que NIK ou encore I'inactivation d’inhibiteurs

tel que TRAF3 ou C-IAP (Annunziata et al., 2007 ; Keats et al., 2007).

~ Activation des voies de
- signalisation -

Séerélionde
cylokines et
facteurs de

- Réslstance aux
crolssance

droguas

Figure 4 : Principales voies de signalisation impliguées dans la biologie du MM
D’aprés Raab et al. 2009

Les voies Jak2/Stat3, Ras/Mapk, Pi3kidkt et NF-kB sont induites par les principaux facteurs de
croissance décrits dans le MM tels que I'IL6, I'IGF-1 ou encore les membres de la famille du TNF. Iis

sont sécrétés de facon paracrine par les cellules de I'environnement ou encore de facon autocrine par
les cellules myélomateuses.
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E. Les facteurs pronostiques

Les patients atteints de MM montrent une grande hétérogénéité en termes de survie,
Ceite variabilité est reliée aux caractéristiques du patient, tel que 1’ge, mais aussi aux
caractéristiques intrinséques a la tumeur. La définition de facteurs pronostics permettant de
déterminer la survie des patients et d’adapter le traitement est au centre des recherches
effectuées sur le MM depuis 40 ans (Carbone et al., 1967). Aujourd’hui, les facteurs
pronostics les plus pertinents sont liés & la masse tumorale ou aux caractéristiques phénotypes

et génotypiques du clone myélomateux.

Pendant de nombreuses années, le taux sérique de B2 microglobuline (B2M) a été le
facteur pronostic le plus important, ce taux étant d’autant plus élevé que la masse tumorale est
importante (Bataille et al., 1983). L’index pronostique prenant en compte la B2M associée au
taux d’albumine reste d’ailleurs le standard international. Les cellules de MM sont
caractérisées par I’expression importante d’héparane sulfate (syndecanl/CD138) a leur
surface (Pellat-Deceunynck et al., 1994), Récemment, le taux sérique de CD138 soluble a été
mis en relation avec un mauvais pronostic (Lovell et al., 2005). D autre part, la présence de
plasmocytes circulant au diagnostic (Billadeau et al., 1996) ou encore la détection de maladie
résiduelle, aprés chimiothérapie a4 haute dose et autogreffe, sont des facteurs de mauvais
pronostics (Paiva et al., 2008).

De nombreuses caractéristiques phénotypiques telles que 1’expression du CD45,
CD56, CD221, CD117 ou encore CD27 par les clones myélomateux sont aussi lides 2 la
survie des patients (Figure 5). Enfin, les caractéristiques cytogénétiques déterminées par la
technique du FISH ou encore la classification moléculaire ont permis de déterminer des
indicateurs pronostics importants (Zhan et al., 2008 ; Avet-Loiseau, 2007). Ainsi, ces
techniques de cytogénétique mettent en évidence que les t(4 ;14), t(14 ;16), t(14 ;20), mais
aussi la délétion du chromosome 17p et le gain du 1q sont associés 4 une survie plus courte
des patients traités par Melphalan & haute dose suivi d’une autogreffe de cellules souches.
D’un autre coté la t(11 ;14) serait de pronostic neutre et ’hyperdiploidie globalement de bon
pronostic. Concernant la classification moléculaire, Zhan et al ont mis en évidence que les
patients ayant un profil HY, CD-1, CD-2 et LB avaient une survie & 36 mois relativement

superieure a celle des patients ayant un profil PR, MS ou encore MF (Figure 5).
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Figure 5 : Hétérogénéité de la survie des patients en fonction des facteurs pronostics
D’aprés Moreau et al., 2004; Bataille et al., 2005; Moreau et al., 2006;
Bataille et al., 2007 ; Zhan et al., 2006.

Impact pronostic de différents marqueurs phénotypiques (CDI117, CD221, CD45, CD27) ou
génétiques (définit par la classification moléculaive d'aprés Zhan et al) sur la survie globale des
patients atteints de MM,

G. Traitements

Grice aux nombreux travaux sur les mécanismes impliqués dans la pathogenése du
MM et & la découverte de nouvelles molécules thérapeutiques, les traitements proposés aux
patients de MM sont en constante évolution (Kyle et Rajkumar, 2008). Les traitements font
appel a différentes modalités en fonction du type de MM, de son stade d’évolution ou encore
en fonction de 1’age du patient. Les méthodes utilisées sont principalement la chimiothérapie,
la corticothérapie ou encore les greffes de moelle osseuse.

Depuis 1998, le traitement s’est enrichi de deux nouvelles classes de molécules actives
permettant un allongement significatif de ['espérance de vie des patients: les imides
(thalidomide, lénalidomide, pomalidomide) et les inhibiteurs du protéasome (bortézomib,

carfilzomib).
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La Thalidomide cible directement les cellules myélomateuses mais montre aussi un
effet sur I’environnement médullaire en inhibant les interactions, la sécrétion de facteurs
solubles et I’angiogendse. Le 1énalidomide est un analogue structural de la thalidomide avec
un profil d’action similaire. Cependant, contrairement 4 la thalidomide, cette molécule n’est
pas tératogéne et provoque une moindre toxicité neurologique. Enfin, le bortézomib est un
inhibiteur du protéasome, il inhibe la prolifération et induit une fort apoptose des cellules de
MM in vifro (Hideshima et al, 2001). Son efficacité impressionnante a permis son
développement rapide dans le traitement du MM.

En France, les patients de plus 65 ans ont aujourd’hui pour traitement de référence un
cocktail associant le Melphalan (agent alkylant), la Prednisone (corticostéroide) et le
Thalidomide. Pour les patients de moins de 65 ans, une phase d’induction 3 base de
Bortezomib et Dexamethasone (hormone glucocorticoide de synthése) ainsi qu’une phase de
conditionnement, par 1’utilisation de Melphalan a haute dose, précédent une autogreffe de
cellules souches hématopoiétiques (CD34+). A la fin du traitement de premiére ligne, on peut
proposer un traitement d'entretien (Thalidomide, Lénalidomide ou Bortezomib) dont I'objectif
est de retarder la survenue d'une rechute.

Malgré les avancés médicales, les phénoménes de rechute sont constants. Ainsi, de
nouvelles association d’agents thérapeutiques sont continuellement en essai afin d’améliorer
la survie et la qualité de vie des patients. De nouvelles stratégies doivent 3 présent étre
envisagées pour obtenir une guérison des patients atteints de MM. Le développement des
nouvelles technologies telles que la cytométrie en flux multiparamétriques et les techniques &
haut débit, permettant la classification moléculaire des cellules de MM, pourrait permettre
d’envisager des thérapies plus ciblées. En effet, malgré I’hétérogénéité connue et caractérisée
du MM, aujourd’hui tous les patients sont traités de fagon similaire. Enfin, la caractérisation
des cellules initiatrices de cancer devrait permettre 1’émergence de traitements ciblant la

maladie résiduelle responsable des rechutes (Paiva et al., 2008).
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PROJET I : IMPLICATION DES TOLIL-
LIKE RECEPTORS DANS LA BIOLOGIE
DUMYELOME MULTIPLE
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A. Les senseurs du systéme immunitaire

Le systéme immunitaire inné est un mécanisme de défense essenticl 4 Ia mis en place
des processus inflammatoires nécessaires a la lutte contre les infections microbiennes. Le
déclenchement de I'immunité innée permet dans un deuxiéme temps la mise en place d’une
réponse immune adaptative plus spécifique médiée par les lymphocytes B et T. Ainsi,
certaines cellules immunitaires telles les neutrophiles, monocytes/macrophages, les cellules
dendritiques ou les cellules NK participent 4 la défense de I’organisme via la reconnaissance
immédiate des pathogénes. Cette reconnaissance s’effectue grice 3 une famille de récepteurs
appelée « Pattern Recognition Receptors » ou PRRs. Quatre différentes classes de PRRs ont
été identifiées : des récepteurs membranaires tels que les « Toll-like Receptors » (TLRs), et
les « C-type lectin receptors » (CLRs) mais aussi des protéines cytoplasmiques telles que les
« Retinoic acid-inducible gene (RIG)-1-like receptors » (RLRs) et les NOD-like receptors
(NLRs). Bien que I’expression de ces PRRs ait dans un premier temps été décrite sur les
cellules du systéme immunitaire, ils sont aujourd’hui caractérisés sur d’autres types cellulaires
tels que les cellules épithéliales, endothéliales ou encore les fibroblastes. Les PRRs
reconnaissent les « Pathogen-associated molecular patterns» (PAMPs) qui sont des motifs
moléculaires frés conservés chez les microorganismes. Des études récentes ont mis en
évidence que Ie PRRs sont aussi responsables de la reconnaissance de certaines molécules
endogénes issues des tissus endommagés. Ces derniéres sont alors appelées « Damage-
associated molecular patterns » (DAMPs).

Parmi les PRRs, les TLRs sont les mieux caractérisés. Ce sont des récepteurs
transmembranaires de type 1 constitués d’une partie extracellulaire formée de répétitions
riches en leucine (LRRs) et, d’une partie cytoplasmique appelée Toll-IL-1R (TIR) pour ses
homologies avec la partie cytoplasmique de I’IL-1R (Figure 6). La partie extracellulaire est
impliquée dans la reconnaissance microbienne alors que la partie cytoplasmique a un rdle de
transduction du signal. Dix TLRs ont été identifiés chez I’homme et chacun d’entre eux est

spécifique d’une certaine gamme de PAMPs et de DAMPs,
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IL-1R TLR

Figure 6 : Structure des TLRs et
homologie avec PIL-1R
D’aprés Akira et al,, 2004

Les TLRs sont des récepteurs transmembranaires
composés d'une partie extracellulaire riche en répétition
leucine (LRRs) responsable de la reconnaissance des
ligands et d'une partie intracellulaire, appelée domaine
TIR, responsable de la transduction des signaux et
présentant de nombreuses homologies avec I'ILIR.

B. Les TLRs

-> B1. Localisation

Les TLRs peuvent étre discriminés en deux catégories en fonction de leur localisation
cellulaire. En effet, les TLR1, 2, 4, 5, 6 et 10 sont exprimés & la membrane plasmique alors
que les TLR3, 7, 8 et 9 sont localisés au niveau des endolysosomes. Cette distribution
cellulaire est déterminante dans le type de ligands reconnus par les TLRs. Ainsi, les TLRs
exprimés 4 la surface vont étre spécifiques de molécules présentes sur les parois cellulaires
microbiennes alors que les TLRs intracellulaires, vont étre stimulés par des acides nucléiques
uniguement accessibles aprés endocytose. L’expression intracellulaire de certains TLRs est
essenticlle pour limiter les interactions avec les acides nucléiques du soi et de fait, éviter les

phénomeénes auto-immuns.

- B2. Les PAMPs

Le TLR2 reconnait différents composants exprimés par les bactéries (lipoprotéines),
les virus (hemagglutinin), les mycoplasmes (lipoarabinomannan) ou encore les champignons
(zymosan). Le TLR2 a pour propriété de s’associer avec le TLR1 ou le TLR6. Les
hétérodiméres ainsi formés, TLR1/TLR2 et TLR6/TLR2, vont respectivement étre activés par
les triacyls et les diacyls des lipoprotéines (Hajjar et al., 2001 ; Takeuchi et al., 2002). Le
TLR4 reconnait principalement les lipopolysaccharides (LPS) (Takeuchi et al., 1999) des
bactéries GRAM(-) bien que son implication dans la réponse inflammatoire contre certains
virus ait récemment été mis en évidence (Imai et al,, 2008). La protéine extracellulaire MD2

est un cofacteur essentiel & I’activation du TLR4 par le LPS (Kobayashi et al., 2006). Le
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TLRS permet la reconnaissance de la flagelline exprimée par les bactéries flagellées (Hayashi
et al., 2001). Bien que le TLR10 semble fonctionnel, ses agonistes restent inconnus 3 ce jour.
Les TLR3, 7, 8 et 9 sont impliqués dans la reconnaissance d’acides nucléiques
d’origine bactérienne ou virale. Le TLR3 détecte I'ARN double brin produit durant le cycle de
réplication de la plupart des virus (Alexopoulou et al,, 2001). Les TLR7 et 8 reconnaissent
PARN simple brin des virus & ARN, le TLR7 reconnaissant aussi ’ARN de certaines
bactéries (Mancuso et al., 2009). Enfin, le TLRY est activé par les ilots CpG de ’ADN
hypométhylé bactérien ou viral. Cependant, des études récentes sur les ligands du TLRY
montrent que la partie structurelle de ’ADN (groupement phosphate + sucre) est plus

importante que les motifs CpG dans le processus d’activation (Haas et al, 2008).

- B3. Les DAMPs

Dans les conditions physiologiques, la discrimination des composants du soi et des
composants microbiens par les TLRs est essentielle, Toutefois, dans un contexte auto-immun
ou en présence de tissus endommagés (stress ou mort cellulaire, dégradation de la matrice
extracellulaire), les TLRs sont activés par des molécules endogénes appelées DAMPs (Beg ct
al,, 2002).

Les acides nucléiques du soi sont rapidement dégradés par les nucléases en condition
physiologique. Cependant, dans certaines conditions ils peuvent étre stabilisés par des
protéines endogénes telles que HMGB! (High-mobility group box-1) ou encore des auto-
anticorps. Ces complexes sont alors reconnus par les TLR7 ou 9 qui vont déclencher une
réponse inflammatoire participant au développement de certaines maladies telles que le lupus
systémique erythémateux ou encore le psoriasis (Ganguly et al., 2009 ; Guiducci et al., 2010).
De plus, les ARN messagers endogénes, résultant par exemple de la nécrose cellulaire,
stimulent fortement le TLR3 in vitro (Kariké et al., 2004 ; Cavassani et al., 2008).

Les TLR2 et 4 sont aussi responsables de 1’induction de réponses inflammatoires aprés
activation par des ligands endogénes. Ainsi, il a été mis en évidence que HMGBI, en plus
d’étre un co-ligand pour les TLR intracellulaires, est un agoniste du TLR4. Enfin, d’autres
composants tels que la fibronectine, le hyaluronane soluble, les héparanes sulfates ou encore
les Heat Shock Proteins (HSPs) sont aussi des agonistes de ces TLRs (Apetoh et al.,, 2007 ;
Yanai et al., 2009). Néanmoins, ces données sont & prendre avec précaution car il est difficile
d’exclure une contamination des protéines recombinantes utilisées dans ces études,

majoritairement produites chez E. coli, par e LPS.
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Locallsation PAMPs Orlgine des Ligands DAMPs Agonistes In viiro

TLR1/2 membrane plasmique Triacyls des lipoprotelnes Bactéries ND Pam3CSK4
TLR2 membrane plasmique Lipoproteines, LTA Bactéries, virus, parasites oui LTA, PGN
TLR3 endolysosome ARN double brin Virus oui Poly(IC)

TLR4  membrane plasmigue LPS Bactéries, virus ouli LPS
TLRS  membrane plasmique Flagelline Bactéries ND Flagslline
TLR6/2 membrane plasmique Diacyls des lipoprotéines Bactéries, virus, mycobactéries ND Pam2CSK4
" TLR7 __endolysosome ARN simple brin Virus, bactéries oui Imidazoquineline
TLR8 endolysosome ARN simple brin Virus oui Poly{U)
TLR9 endolysosome ADN Virus, bactéries, parasites oul Oligodeoxynuclectides
TLR10 membrane plasmique ND ND ND ND

Tableau I : Localisation et ligands des TLRs humains
ND : non déterminé, LPS = lipopolysaccharide ; PGN = Peptidoglycanes ;
LTA = Acide Lipoteichoic

C. Les voies de signalisation

La liaison des ligands & leur TLR provoque une dimérisation et un changement
conformationnel de celui-ci, induisant le recrutement sélectif de molécules adaptatrices
spécifiques. La reconnaissance des PAMPs va induire la transcription de différents génes en
fonction du TLR activé et du type cellulaire qui I’exprime. La capacité des TLRs & induire
différentes voies de signalisation peut en partie s’expliquer par P’utilisation de différentes
molécules adaptatrices (TIR domain-containing adaptator). Cing adaptateurs sont décrits :
MyD88, TRIF (ou TICAM-1), TIRAP/Mal, TRAM et SARM. MyD88 s’associe & tous les
TLRs a ’exception du TLR3 tandis que TRIF permet la transduction des signaux initiés par
les TLR3 et 4. TIRAP/Mal est requis pour les voies de signalisation initiées par les TLR2 et 4
via sa capacité a recruter MyD88 et, TRAM permet le recrutement de TRIF par le TLR4.
Enfin, SARM semble avoir un role d’inhibition des voies induites par MyD88 et TRIF
(O’Neill et Bowie, 2007).

Sur la base de I’existence de ces différents adaptateurs, les voies de signalisation des TLRs

sont de deux types : la voie MyD88 dépendante et la voie TRIF dépendante.

-> C1. Voies de signalisation dépendantes de MyD88

MyD88 interagit avec la kinase IRAK4 qui & son tour va activer d’autres kinases tels
que IRAK1 et IRAK2. Le complexe IRAK ainsi formé va induire Pactivation de I’E3
ubiquitine ligase TRAF6. A I’aide d’un complexe enzymatique comprenant les Ubcl3 et
Uevl A, TRAF6 va catalyser la formation d’une chaine poly-ubiquitinilée (K63) permettant

’activation d’un complexe composé des protéines TAK1 et TABI, 2 et 3. S’en suit la
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phosphorylation des kinases (IKK)-p et MKK6 qui permettent d’activer les MAPKs ERK,
JNK ou encore p38 ainsi que des facteurs de transcription, NF-kB et AP-1, impliqués dans
Pinduction de nombreuses cytokines proinflammatoires.

En plus de ces facteurs de transcription, les TLR7 et 9 induisent la production d’IFN
de type I (IFNa ou IFNB) via une signalisation MyD88. En effet, MyD88 a la capacité de
former un complexe, composé de IRAK-1, TRAF6, TRAF3 et IKK-a, qui va entrainer la
phosphorylation et la translocation nucléaire de IRF7. Ce dernier active 1’expression des

geénes impliqués dans la réponse IFN (Figure 7).

->» C2. Les voies de signalisation dépendante de TRIF

Apres stimulation des TLR3 ou 4, TRIF s’associe 4 TRAF3 et TRAF6 ainsi qu’a RIP1
et RIP3. Via le recrutement de TRAFS, la voie TRIF va induire I’activation des MAPK et de
la voie NF-kB. De plus, TRADD, adaptateur clé de la voie du TNFR, est impliqué dans Ia
voie TRIF dépendante (Ermolaeva et al., 2008). TRADD en s’associant 4 FADD (Fas-
associated death domain-containing protein) et RIP1 participe a 1’activation de la voie NF-kB.
Cette activation est notamment médiée par le recrutement des caspases 8 ou 10 par FADD,
leur forme clivée ayant la capacité d’induire la voie NF-kB (Takahashi et al., 2006).

TRAF3 est une E3 ubiquitine ligase impliquée dans I’activation des kinases TBK-1 et
IKK-¢. TRAF3 a un réle déterminant dans le type de réponse obtenue aprés stimulation des
TLR3 ou 4 étant donné qu’il régule négativement la sécrétion de cytokine proinflamatoire et
positivement la sécrétion d’IFN de type 1 (Tseng et al,, 2010)., TBK-1 et IKK-g vont
permetire la phosphorylation et la translocation nucléaire des facteurs de transcription IRF3 et

IRF7 et I’induction d*une réponse IFN (Figure7).

Ces voies de signalisation sont hautement régulées afin de mettre fin rapidement aux
réponses inflammatoires et d’éviter les réponses immunitaires délétéres. Ainsi de nombreux
régulateurs négatifs des voies de signalisation des TLRs ont été décrits incluant différents
variants d’épissage des adaptateurs, des ubiquitines ligases et déubiquitinases, des régulateurs
transcriptionels et des microRNAs. Un grand nombre de ces régulateurs sont induits par les
TLRs eux mémes ce qui permet la mise en place rapide de rétrocontréles négatifs (Sheedy et
al., 2010).

Les voies de signalisation induites par les TLRs vont donc permettre 1’ activation des
facteurs de transcription NFkB, APl et IRF. Ces derniers régulent la transcription de

nombreux génes codant pour des facteurs essentiels & la réponse inflammatoire tels des
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cytokines (IL6, IL12p40, TNFa, I’IL10), des chimiokines (IL18, MIP1a, RANTES) et les
metnbres de la famille de 'IFN (Type Iou IFNy). Cependant, les génes induits par les TLRs
ne sont pas encore tous décrits et dépendent largement du type cellulaire concerné. Ainsi, la
stimulation des TLRs sur les macrophages semble induire I’expression de plusieurs centaines

de geénes dont la majorité est impliquée dans la défense antimicrobienne, le métabolisme ou

encore la réparation tissulaire,

Figure 7 : Voie de signalisation des TLRs
D’aprés Takeuchi et Akira, 2010

Représentation schématique des différentes voies de signalisation induites par les TLR1/2, TLR2/6,
TLR4, TLR3 (& gauche) ou encore par les TLR7 et TLRY (a droite). Ces voies de signalisation vont
permettre la translocation nucléaive de plusieurs facteurs de transcription (NF-kB, IRF) qui vont
mener a la synthése de cytokines proinflammatoires ou encore a la sécrétion d’Interférons (IFNs) de

ppel
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D. Expression et fonction des TLRs dans e systéme immunitaire

Les TLRs sont exprimés par un grand nombre de types cellulaires participant a la mise
en place de I'immunité. Ces derniers ont un profil hétérogéne et restreint de TLRs ce qui
permet une certaine spécialisation. De nombreuses études se sont intéressées & 1’expression
des TLRs ainsi qu'd la conséquence de leur activation sur les principaux acteurs de
I’immunité. Cependant, I’hétérogénéité d’expression des TLRs entre les espéces (de la souris
a ’homme par exemple), ou encore les différences d’expression observées entre les cellules
différentiées in vitro et celles récoltées in vivo complexifient la caractérisation de I’expression
des TLRs sur les cellules immunes humaines,

Les neutrophiles répondent aux ligands des TLR4, 6 et 7 (Hayashi et al., 2003) et les
monocytes/macrophages expriment les TLRI, 2, 4, 5, 6 et 8. D’autre part, les cellules NK
(Natural Killer) peuvent étre stimulées par les ligands du TLR3. Les TLRs sont aussi présents
sur les cellules épithéliales, les fibroblastes et les cellules endothéliales. Leur activation induit
la production de cytokines immuno-stimulatrices (IFNy, IL6, IL8) ainsi que 1’expression de
molécules d’adhérence impliquées dans le recrutement, ’activation et la migration des
cellules immunes au site de 1’infection.

Les TLRs jouent un réle prépondérant dans Dactivation des cellules de I’immunité
innée et constituent aussi une interface essentielle entre 1’immunité innée et adaptative
(Iwasaki et Medzhitov, 2004). En effet, les TLRs sont impliqués dans 1’activation et la
différenciation des cellules présentatrices d’antigéne (CPA) qui permettent I’activation des
lymphocytes T et B. Les principales CPA de I’organisme sont les cellules dendritiques (CD).
Ces derni¢res endocytent I’Ag, s’activent et migrent vers les tissus lymphoides ol elles
présentent les peptides antigéniques via les complexes majeurs d’histocompatibilité (CMH).
Ce processus implique des mécanismes de phagocytose, I’induction de molécules de
costimulation (CDS80 et 86) et de CMH ainsi que la sécrétion de cytokines et de chimiokines.
Tous ces processus sont induits par la reconnaissance des pathogénes via les PRRs exprimés
par les CD ainsi que par le microenvironnement ot elles résident. Plusieurs sous groupes de
CD ont été décrits (Figure 8). Ceux-ci présentent des répertoires de TLRs différents qui
influent sur leurs propriétés et leurs implications dans le systéme immunitaire, Ainsi les TLRs
7 ¢t 9 sont fortement exprimés par les CD plasmacytoides mais pas sur les CD myéloides qui
expriment préférentiellement les TLR2, 3, 4, 5 et 8. D’autres sous types tels que les CD de la
lamina propria ou encore les CD CD141+ expriment fortement les TLRS et 3 respectivement

(Jongbloed et al,, 2010). Grice & cefte expression hétérogéne, ils vont étre des acteurs
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importants & tous les stades du processus immunitaire. Par exemple, Ie répertoire TLR des CD
plasmacytoides va leur permettre, malgré leur rareté, d’étre la source majeure d’IFNa lors
d’une infection virale. De plus, en fonction des TLRs activés les CD vont sécréter différentes
cytokines (IL12p70, IL10, TNFa, IL6, I1.23,...) et présenter I’Ag par divers mécanismes.
Cette héterogénéité permet 1’induction de différentes réponses T telles que la réponse CD4+

(Th1, Th2, Th17 ou Treg) ou CD8+ (lymphocytes T cytotoxique/CTL). (Manicassamy et
Pulendran, 2009).

Celtules Dendritiques Cellules Dendritiques
Myéloides Plagmacitoides

A

& ol
L

TL.R1 TLR2 TLRG TLR4 TLR5S TLR3 TLRS TLR? TLRS

Présentation croisée < CTL

Figure 8 : Hétérogénéité d’expression des TLRs
et contréle de I’immunité adaptative
D’aprés Manicassamy et Pulendran, 2009

Les différents sous-types de cellules dendritiques expriment des répertoires spécifigues de TLRs. Cette
expression hétérogéne influe sur leurs propriétés et leur implication dans le systéme immunitaire,
notamment sur la nature des cylokines sécrétées (IL12p70, IL-10, IFN-0) et le type de réponse T'
induite (ThO, Th2, Treg, Thl ou encore CTL).

Treg : Lymphocyte T régulateur, CTL : Lymphocyte T cytotoxique
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Les TLRs ont aussi un rble direct sur les lymphocytes impliqués dans la réponse
immunitaire adaptative. Les lymphocytes T et B expriment et répondent & plusicurs TLRs.
Par exemple, ’activation des lymphocytes T humains naifs et mémoires par les agonistes des
TLR2, 3, 5 et 8 potentialisent leur prolifération et leur production d’IFNy (Caron et al., 2005).
De plus, Pactivation du TLR8 sur les lymphocytes T régulateurs réverse leurs fonctions
suppressives (Wang et al., 2008).

De nombreuses études concernant I'implication des TLRs dans la réponse B ont été
effectuées chez la souris. Cependant, le répertoire TLR exprimé par les LB humains et murins
est fondamentalement différent. En effet, les LB murins expriment des niveaux plus
importants de TLRs et sont plus sensibles & la stimulation de ces récepteurs que leurs
homologues humains. En outre, les LB humains sont caractérisés par un défaut d’expression
du TLR4, et de fait une insensibilité au LPS, contrairement au model murin ot tous les sous
types de LB expriment fortement le TLR4, Pour ces raisons, seules les connaissances sur le

réle des TLRs dans LB humains seront abordées dans le paragraphe suivant.

E. Implication des TLRs dans le développement des LB humains

Les LB humains sont caractérisés par I’expression des TLR1, 6, 7, 9 et 10. Une faible
expression des TLR2 et 5 a aussi été décrite (Hornung et al., 2002). Les LB naifs et mémoire
expriment différents niveaux de TLRs. En effet, les TLR6, 7, 9 et 10 sont peu exprimés par
les LB naifs circulants, qui répondent donc faiblement a leurs ligands respectifs, tandis que les
LB mémoire montrent une plus grande sensibilité (Bernasconi et al., 2003). La localisation
des LB influence aussi leur profil d’expression, par exemple les LB présents dans les
amygdales expriment plus de TLRs que les LB du sang périphérique. De nombreuses
modulations d’expression des TLRs ont été mises en évidence. Ainsi, ’activation par Ie BCR
(B-cell receptor), le CDA40L, ou encore les oligodeoxynucléotides CpG (ODN CpG, ligands
synthétiques du TLR9) augmente I’expression des TLR7, 9 et 10 sur les LB au repos
(Bernasconi et al., 2003 ; Bourke et al., 2003). De plus, ’'IFN de type 1 induit Pexpression du
TLR7 et de MyD88 sur les LB naifs du sang périphérique (Bekeredjian-Ding et al., 2005).
Cette expression est aussi variable en fonction des différentes sous populations étudiées ;
Pexpression de TLR2, 3 et 5 fonctionnels semble étre restreinte & certains sous types
(Mansson et al., 2006 ; Ganley-Leal et al., 2006).

Les PAMPs ont un rdle d’activateur polyclonal et ’engagement des TLRs sur les LB

participe a de multiples mécanismes telles que la prolifération, I’expression de molécules de
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costimulation (CD54, CD80, CD86, CMH), la sécrétion de cytokines (IL1§, IL2, IL10, IL6,
TNFo, IL8), la commutation isotypique, la différenciation ou encore le maintien des LB
mémoire dans ’organisme (Figure 9) (Bekeredjian-Ding et Jego, 2009 ; Annexe-1). Les
conséquences de P’activation des TLRs varient en fonction de Ia nature du LB impliqué. En
effet, contrairement aux LB mémoire, 1’activation des LB naifs est plus difficile et leur
stimulation par les seuls TLRs est rarement suffisante. Leur activation nécessite 3 différents
signaux (Ruprecht et Lanzavecchia, 2006) : 1’activation du BCR, une costimulation par les
lymphocytes T (principalement via I'interaction CD40/CD40L) et enfin par un engagement
des TLRs. Cependant, différents models d’activation de LB ont été décrits dont certains
indépendants des lymphocytes T. Par ailleurs, des études ont également montrées une
activation directe de certaines sous populations de LB naifs par les TLRs, principalement par
I’utilisation de CpG (Bekeredjian-Ding et Jego, 2009).

Différentiation

A 4

Mémolre

Séerétion
de cytokines

Figure 9 : Implication des TLR dans les lymphocytes B humains
D’apres Bekeredjian-Ding et Jego Immunology 2009

Représentation des mécanismes majeurs induits par les TLRs dans les LB humains. (?) indigue que la
Jonction n’a pas été directement démontrée dans les LB humains mais dans d’autres systémes
cellulaires.
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Les TLRs impliqués dans la reconnaissance des acides nucléiques tel que les TLR7 et
9 permettent une stimulation plus importante des LB que les TLRs impliqués dans la
reconnaissance des molécules exprimées & la surface des pathogénes tel que le TLR2. Ainsi,
Iactivation des LB par les ligands du TLR2 nécessite une co-stimulation par activation du
BCR ou encore par la présence de facteurs de virulence (SpA). Cette réponse limitée permet
d’éviter toute réponse immunitaire délétére envers les bactéries commensales, Ces résultats
montrent un réle essentiel des TLRs dans la mise en place d’une réponse humorale efficace.
Cependant, 1’engagement des TLRs ont différentes conséquences en fonction des sous
populations ciblées, du stade de différenciation ou encore de ”environnement.
L’étude des mécanismes qui ménent a4 une immunité humorale robuste et durable est
importante dans le développement des nouvelles stratégies de vaccination. L’efficacité de
certains vaccins tels que le vaccin contre la fidvre jaune est ainsi probablement due & sa
capacité d’activer plusieurs TLRs sur les CD (Querec et al., 2006). En plus du role établi des
ligands des TLRs dans Iactivation des CD, ’activation potentielle des LB et I’amplification
de la réponse T par ces mémes ligands en font des candidats intéressants en tant qu’adjuvants

dans les stratégies d’induction de I’immunité par les vaccins.

E. Implication des TLR dans les hémopathies B

La majorité des néoplasies lymphoides dérivent de LB 2 différents stades de
différenciation. Certains sont la conséquence d’une transformation maligne des précurseurs B
et incluent les leucémies lymphoblastiques aigues (pre-B-ALL). Celles dérivées des LB
matures naifs englobent les leucémies lymphoides chroniques (B-CLL), les lymphomes
lymphocytaires & petites cellules (SLL) ou encore les lymphomes du manteau (MCL). Les
lymphomes folliculaires (FL) et les lymphomes B diffus & grandes cellules (LCL) dérivent des
LB des centres germinatifs. Enfin, les LB mémoire peuvent se transformer en lymphomes de
la zone marginale (MZL) ou en sous-type de B-CLL.

Les hémopathies B retiennent certains marqueurs spécifiques de leurs précurseurs
normaux tels que le CD19, le CD20, le CD5 ou encore le CD10, Récemment, de nombreuses
études ont mis en évidence que 1’expression de TLRs fonctionnels est aussi conservée dans la
majorité des hémopathies B. Ainsi, les cellules des pre-B-ALL expriment de fagon hétérogéne
les TLR1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 et 9. Cependant, il reste 4 déterminer si I’expression aberrante des
TLR3, 4 et 5 est une conséquence de la différenciation maligne de la maladie ou encore, un

héritage du précurseur normal de la pathologie (Corthals et al., 2006). Les B-CLL expriment
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les TLR1, 2, 6, 7, 9 et 10 et malgré les variations observées entre les patients et les lignées
cellulaires, une expression faible du TLR7 et forte du TLRO est détectée dans la majorité des
cas (Liang et al., 2010 ; Annexe-1). Bien que peu d’études aient évalué 1’expression des TLRs
sur les autres hémopathies, la présence d’un TLRY fonctionnel est décrite pour les SLL, MCL,
FL, LCL et MZL (Figure 10) (Jahrsdorfer et al., 2005).

-> F1. Réponses hétérogines des LB tumoraux

L’activation du TLR9 induit une augmentation de la prolifération dans le MCL, le
SLL, le FL, le LCL et le MZL. La plus forte prolifération est observée dans le MZL, ceci est
peut étre la conséquence de Iorigine de cette maladie qui a pour précurseur un LB mémoire.
En effet, les LB mémoires sont plus sensibles aux ligands du TLR9 que les LB naifs
(Jahrsdorfer et al., 2005). Plusieurs équipes se sont intéressées aux conséquences de
Pactivation des TLRs sur les B-CLL et montrent des réponses hétérogénes. En effet, les
échantillons de patients caractérisés par ’absence de mutations somatiques, associée & un
mauvais pronostic, répondent par une augmentation de la prolifération aprés stimulation par le
CpG. Au contraire, les patients plus stables et caractérisés par la présence de ces mutations
somatiques, les LB tumoraux sont induits en apoptose, notamment via P’induction de la
sécrétion d’IL10 et la phosphorylation de STAT1 (Jahrsdorfer et al., 2005 ; Liang et al.,
2010). Par ailleurs, une étude récente a mis en évidence que le CpG réduit la fréquence de
cellules clonogéniques de MCL in vitro en induisant leur différenciation, ce qui limiterait leur
potentiel de formation de tumeur in vivo et les sensibiliserait au Bortezomib (Brennan et al.,
2010).

La stimulation des LB malins par les ligands des TLRs induit des changements
fonctionnels et phénotypiques pouvant augmenter leur sensibilité & certaines substances
pharmaceutiques. Par exemple, le CD20 est induit faiblement dans les MCL, LCL et FL et
fortement dans les SLL, MZL et B-CLL aprés activation du TLR9 (Jahrsdorfer et al., 2005).
La combinaison du Rituximab (anticorps monoclonal anti-CD20) avec le CpG a de fait été
envisagée. De plus, la combinaison de ligands du TLR7 avec différents agents
chimiothérapeutiques est en cours d’évaluation dans plusieurs essais cliniques (Spaner et al.,
2010).

L’activation des TLRs a donc des conséquences hétérogénes sclon les hémopathies
mais aussi selon les patients d’une méme maladie. D’une part, comme leurs homologues
normaux, certains LB tumoraux proliférent aprés stimulation par les TLRs. Dans ce contexte,

’activation des TLRs dans I’émergence leucémique a été envisagée. En effet, Pactivation
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polyclonale répétée des LB tumoraux lors d’infections ou d’inflammations chroniques
pourrait favoriser leur développement. Par exemple, les infections microbiennes, telles que
Helicobacter pylori ou le virus hépatite C, sont connues pour avoir un rdle dans le MZL
(Ferreri et Zucca, 2007). De plus, des polymorphismes du TLR2 sont des facteurs de risque
pour différents lymphomes et des variations dans les régions codant pour les TLR10-TLR1-
TLRO sont associées avec un risque de lymphome non hodgkinien (Purdue et al., 2009),

D’un autre c6té, étant donné les effets anti-tumoraux observés dans certains cas, les
ligands des TLRs sont envisagés comme outils potenticls dans les stratégies

d’immunothérapie.

-> F2. Immunothérapie

Pendant longtemps des extraits de bactéries tel que le Bacille Calmette-Guérin (BCG)
ou encore les toxines de Coley (mélange de bactéric GRAM(-) et GRAM(+)) ont été utilisés
comme adjuvants dans les thérapies antitumorales (Starnes, 1992; Kleef et al., 2001).
Récemment, les ligands de TLRs ont été identifiés comme étant les éléments actifs de ces
thérapies en permettant de « casser » la tolérance immune envers la tumeur, Par exemple, le
BCG qui active les TLR2 et 4, a été utilisé pendant 30 ans dans le traitement de tumeurs
localisées de la vessie et I’imiquimod, ligand du TLR7, est prescrit dans le traitement local de
certains cancers de la peau (Okamoto et al., 2004 ; Tsuji et al., 2000). Aujourd’hui, de
nombreux composants synthétiques activateurs des TLRs, surtout du TLR9, sont développés
par les firmes pharmaceutiques et sont évalués dans plusieurs essais cliniques de cancer
solides (colon, sein, melanome, poumons, glioblastoma) et de cancers hématologiques (Krieg,
2008 ; Hennesy et al., 2010).

Bien que Pactivité antitumorale des TLRs soit due & plusieurs mécanismes, un des
mieux caractérisé est leur capacité de stimulation des effecteurs de I’immunité adaptative tels
que les CD et les LB (voir p.43). De plus, Pactivation des TLRs a une propriété
immunomodulatrice directe sur les LB tumoraux. Ces derniers sont généralement caractérisés
par une faible capacité de présentation antigénique et par une incapacité 3 stimuler la réponse
T, notamment via la faible expression de molécules de costimulation (Dazzi et al., 1995). Les
ligands des TLR7 et 9 peuvent induire certaines de ces molécules telles que les CD40, CD54,
CD80, CD86 et les CMH de classe I et II dans plusieurs hémopathies (Jahrsdorfer et al.,
2005 ; Spaner et al.,, 2006 ; Decker et al,, 2000). Cependant, malgré plusieurs résultats

prometteurs obtenus in vitro et dans certaines études de phase I (Brody et al., 2010), la
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majorite des essais cliniques montrent des résultats décevants (Link et al., 2006 ; Spaner et al.,
2010).

Ceci pourrait en partie s’expliquer par I’induction de cytokines telles que 1’IL10,
connue pour avoir des fonctions immunosuppressives en absence d’IL12p70, par les cellules
tumorales aprés activation des voies des TLRs (Reid et al., 2005), Il semble donc nécessaire
de combiner ces approches visant & augmenter les capacités immuno-stimulatrices des LB
tumoraux avec des outils thérapeutiques neutralisant les effets protumoraux induits.

D’autre part, beaucoup de patients atteints d’une hémopathie B sont immunodéprimés
du fait de la maladie ou encore des traitements chimiothérapeutiques. De plus, le nombre de
lymphocytes T régulateurs et de CD sécrétant des hauts niveaux de cytokines
immunosuppressives augmente chez les patients atteints d’hémopathies B (Yang et al., 2006).
La stratégie d’utilisation des ligands de TLRs étant de sensibiliser la tumeur aux effecteurs de
immunité, les caractéristiques d’immunodépression observées chez les patients ne sont pas
favorables & une réponse optimale. Enfin, I’environnement tumoral caractérisé par un milieu
hypoxique ou encore des processus glycolytiques semble étre défavorable & une stimulation
par les ligands de TLRs (Spaner et al., 2008). Etant donné le nombre de régulateur négatif des
voies de signalisation des TLRs dans le microenvironnement tumoral, il n’est pas surprenant

que D’efficacité clinique des agonistes de TLRs soit modeste.
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Figure 10 : Expression et fonction des TLRs dans la différenciation B
et dans les hémopathies B
D’aprés Chiron et al., 2008 (voir Annexe 1)

SLL : lymphome lymphocytaire a petites cellules, MCL : lymphome & cellules du manteau, B-CLIL :
leucémie lymphoides chroniques de type B, FL . lymphome folliculaire, LCL : lymphome B diffus a
grandes cellules, MZL : lymphomes de la zone marginale.

A cause de I’hétérogénéité des réponses et des effets protumoraux observés in vitro,
I'utilisation thérapeutique des ligands de TLRs dans les hémopathies B doit étre faite avec
prudence sur des patients sélectionnés. Les futurs essais cliniques devraient prendre en
compte cette hétérogénéité et 1’évaluation de marqueurs prédictifs de la réponse ainsi que la

neutralisation des effets protumoraux induits semblent indispensables (Conforti et al., 2010).

G. Implication potentielle des TLRs dans la biologie du MM

En plus des caractéristiques cliniques classiques décrites dans le MM (voir p.11), les
patients sont trés susceptibles aux infections bactériennes, fongiques ou virales. En effet,
’expansion clonale des plasmocytes malins est associée & une baisse dramatique du nombre

de plasmocytes normaux et donc & un défaut de production d’Ig normales. De plus, les
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traitements chimiothérapeutiques ainsi que les greffes utilisés dans le traitement du MM
amplifient I'immunodéficience. Ces défauts immunitaires rendent les patients atteints de cette
pathologie particuliérement vulnérables face aux infections (Gang et al., 2010).

Des ¢tudes ¢épidémiologiques récentes mettent en évidence une association entre
plusieurs maladies auto-immunes, infectieuses et inflammatoires et un risque plus élevé de
deévelopper un MGUS ou un MM (Brown et al., 2008). Plus particulidrement, un nombre
élevé de pneumonies a été mis en évidence dans les 5 années qui précédent le développement
d’un MM (Landgren et al., 2006). Bien qu’on ne puisse exclure le fait que ces patients aient
déja développé un MGUS ou un MM non détecté au moment du diagnostic de ces maladies
inflammatoires, les auteurs de ces études mettent en évidence leurs réles potentiels dans
I’initiation ou encore la progression du MM.

Les pathogénes associés aux MM incluent des bactéries GRAM(+) (Streptococcus
pneumoniae, staphylococcal infections), des bactéries GRAM(-) (pseudomonas, Haemophilus
influenzae, Escherichia coli), certains virus (hépatite C, Zona) ou encore des infections
fongiques invasives (aspergillus). (Nucci et Anaissie, 2009 ; Kalambokis et al., 2009).

Parmi les composantes de la niche médullaire (voir p.23), la fibronectine, les
hyaluronanes solubles, les HSPs ou encore les ARN endogénes, principalement accessibles en
cas de dommages tissulaires, de dégradation de la matrice extracellulaire ou encore de mort
cellulaire, sont des ligands endogénes (DAMPs) pour les TLRs (voir p.37). Ainsi, HMGBI,
agoniste du TLR4 et co-activateur des TLR3, 7 et 9, est reldché par les cellules osseuses telles
que les ostéoblastes ou les ostéoclastes (Apetoh et al., 2007 ; Yanai et al., 2009). Enfin,
plusieurs études suggérent que les héparanes sulfates sofubles activent le TLR4 (Johnson et
al., 2002). Les cellules de MM sont caractérisées par une forte expression du CD138 qui
appartient a la famille des héparanes sulfate. Le CD138 soluble, dont le niveau corréle & un
mauvais pronostic (Lovell et al., 2005), pourrait donc activer le TLR4 de fagon autocrine.

Etant donné le contexte infectieux caractéristique du MM, la présence éventuelle de
ligands endogénes dans le microenvironnement mais aussi I'utilisation potentielle de ligands
synthétiques des TLRs dans les hémopathies, nous avons étudié I’expression et le role des
TLRs dans la biologie du MM,
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H. Expression des TLRs dans le MM

Les cellules primaires et les lignées de MM expriment un vaste répertoire de TLRs
(Bohnhorst et al,, 2006; Jego et al., 2006). Bien que I’expression des TLRs par les
lymphocytes B humains soit & présent bien définie (voir p.43), leur expression sur les
plasmocytes n’est pas clairement décrite. En effet, deux études montrent une expression
relativement rare des TLRs sur les plasmocytes normaux issus de la moelle osseuse (Bonhorst
et al., 2006 ; Xu et al., 2010) tandis qu’une troisiéme met en évidence une forte expression de
tous les TLRs sur les plasmocytes des amygdales et du sang périphérique (Dorner et al.,
2009). Afin de confirmer ou infirmer ces résultats contradictoires, la réévaluation de
I’expression des TLRs sur les plasmocytes normaux par des approches protéiques telles que la
cytométrie en flux semble nécessaire, Cette étude permetirait de déterminer si ’expression
des TLRs par les cellules de MM est un héritage de leurs équivalents normaux ou une
caractéristique inhérente 3 la pathologie. Cette approche a trés récemment été effectuée pour
les TLR2, 4 et 9 et a démontré une expression protéique supérieurs des TLR4 et 9 sur les
plasmocytes des patients de MM en comparaison avec les patients sains (Xu et al., 2010).
Enfin, 1’évaluation des TLRs sur les plasmocytes présents lors d’un contexte infectieux
comme lors une plasmocytose réactionnelle ou encore sur les plasmocytes présents au stade
MGUS pourrait mettre en évidence I’origine de 1’expression des TLRs dans le MM.

Sur un panel de 25 lignées, nous avons mis en évidence, par RT-PCR, une expression
fréquente des TLR1, 7 et 9 (96%, 68% and 64%, respectivement), Les TLR3 et 4 sont
exprimés par la moitié¢ des lignées étudiées alors que les TLR2 et 8 sont détectés dans 28% et
24% des lignées respectivement.

Des analyses par RT-PCR, sur un petit nombre d’échantillons, ont aussi mis en
évidence I’expression de TLRs sur les cellules myélomateuses des patients (CD138+) (Jego et
al., 2006 ; Xu et al., 2010). Afin de déterminer de fagon plus représentative les profils
d’expression des TLRs dans le MM, nous avons utilisé une base de données publiques
comprenant le profil d’expression génique de 414 patients au diagnostic
Le TLRI est exprimé par la quasi totalité des patients alors que le TLR2 est absent ou trés
faiblement exprimé. Le TLR8 est exprimé dans 50% des cas mais avec un niveau
d’expression faible comparé a un témoin positif tel que I’expression monocytaire (valeur

médiane 20 fois inférieur).
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Tableau II : Expression hétérogéne des TLR3,4, 7 et 9
par les cellules primaires de patients.
D’aprés Chiron et al., 2010 (Annexe 2)

Expression des TLR3, 4, 7 et 9 sur les cellules myélomateuses de patients en fonction de Ia
classification moléculaire défini par Zhan et al (voir p.14). p = valeurs significatives déterminées par
le test du CHI2 pour les % d’expression et par le test de Wilcoxon pour le niveau d’expression
(médiane). Les surexpressions et sousexpressions significatives sont représentées en gras et italique
respectivement, NS = non significatif

Les TLR3, 4 et 7 sont exprimés dans environ 30% des cas analysés et l¢ TLR9 dans
79%. L’expression des TLR est hétérogéne si on 1’adresse en fonction de la classification
moléculaire du MM définie par Zhan et al. (voir p.14). Les patients hyperdiploides (HY)
(pronostic le plus favorable) expriment plus fréquemment les TLR3 et 7 et sous-expriment les
TLR4 et 9 (Tableau II). Au contraire, les patients de type MS (MMSET) (pronostic le moins
favorable) sous-expriment le TLR7 mais surexpriment le TLR9. Cependant, la plus forte
association est mise en évidence chez les patients de type MAF (MF) caractérisés par unc trés
forte surexpression du TLR4 par rapport aux autres groupes (Figure 11). De facon
intéressante, 1’expression de MAF et du TLR4 est directement corrélée chez ces patients
laissant suggérer un lien direct entre ces 2 protéines (Spearman test p<0,05). Cette forte
association est conservée dans les lignées, En effet, toutes celles qui présentent une
dérégulation de C-MAF ou MAFB expriment le TLR4 (n=7) alors que seul 33% des lignées
sans ces dérégulations "expriment (n=18). MAF est un facteur de transcription mais aucun

lien entre MAF et le TLR4 n’a été rapporté. Il parait cependant intéressant d’étudier cette
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relation afin de comprendre I’implication du TLR4 dans la pathogenése de ce groupe de

patients.
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Figure 11 : Expression du TLR4 sur les cellules primaires de MM
D’aprés Chiron et al., 2010 (Annexe 2)

Hétérogénéité de I'expression du TLR4 sur les cellules primaires de MM selon les groupes définis par
la classification moléculaive (Zhan et al, 2006). PR: “Proliferation”, LB: “Low Bone Disease”, MS:
“"MMSET”, HY: “Hyperdiploidy”, CD: “CyclinD”, MF: “MAF”.

Les protéines nécessaires aux voies de signalisation des TLRs sont exprimées dans la
majorit¢ des lignées de MM étudiées. Ainsi, MyD88, TRIF et TRAF6 sont exprimés dans
toutes les lignées évaluées (n=8) (Chen et al., 2006 ; Liu et al., 2007). L’expression de
TRAF3 est plus hétérogéne et des travaux récents ont mis en évidence que cette protéine est
fréequemment mutée ou délétée dans les lignées et les cellules primaires de MM (17% et
12,3% respectivement). Bien que son rdle de suppresseur de tumeur soit bien défini
(Annunziata et al., 2007 ; Keats et al., 2007), son implication dans les voies de signalisation
des TLRs doit encore étre précisée dans le MM.

Les cellules de MM expriment donc une large gamme de TLRs et les voies de
signalisation associée semblent étre fonctionnelles, Elles semblent donc équipées pour
répondre aux PAMPs et DAMPs potenticllement présents dans le microenvironnement

tumoral.
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L. Réponses TLRs hétérogénes des cellules de MM

-> 11. TLRY et immunomodulation

Comme les autres hémopathies B décrites auparavant (voir p.45), de nombreux défauts
du systéme immunitaire ont été décrits dans le MM. On retrouve des dysfonctionnements aux
niveaux de nombreuses cellules immunitaires telles les lymphocytes T, les lymphocytes T
régulateurs, les cellules NK, les LB ou encore les CD (Pratt et al., 2007). Un rapport récent
met en évidence que les CD plasmacytoides présentes dans la moelle osseuse des patients de
MM sont au repos et ont une capacité réduite d’induction de prolifération des lymphocytes T.
D’autre part, ces cellules induisent la prolifération, la survie et la résistance aux drogues des
cellules myélomateuses, principalement via P’activation de la voie NF-kB (Chauhan et al.,
2009). De fagon intéressante, ’activation de ces CD plasmacytoides par le CpG a pour
consequence de restaurer leur habilité & sécréter de ’IFNo. et & induire Ia prolifération des
lymphocytes T. Ainsi, cette activation réduit leur capacité d’induction de prolifération des
cellules de MM,

Une autre étude montre que le CpG induit ’expression de molécules impliquées dans
le recrutement des leucocytes, tel que le CD54, et augmente 1’expression des molécules de co-
stimulation CD80/CD86 ainsi que celles nécessaires a la présentation antigéniques (CMH-II)
sur une lignée TLRY positive (Assaf et al., 2009). Ces régulations ont pour conséquences
d’augmenter la capacité de cette lignée & induire la prolifération de lymphocytes T
allogéniques. Ces résultats suggérent que la stimulation des cellules de MM par le CpG peut
les rendre plus sensibles aux effecteurs du systéme immunitaires. Donc I’utilisation des
ligands du TLR9 pourrait étre théoriquement efficace dans le but d’augmenter la réponse

immunitaire dans le microenvironnement tumoral du MM,

-» 12, Implication des TLRs dans la progression du MM

Comme décrit auparavant pour les lymphomes et leucémies B, I’activation des TLRs
va induire des effets protumoraux dans le MM. En effet, ’hétérogénéité des réponses aux
TLRs est retrouvée dans le MM et, malgré les effets d’immunomodulation, les TLRs semblent
étre impliqués dans la progression de cette pathologie via I’induction de mécanismes
participant & [’évasion immune ou encore via la sécrétion de cytokine et ’activation de voie

de survie.
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I2.1 Evasion immune

Les cellules NK et les lymphocytes T cytotoxiques peuvent étre inhibés par certaines
molécules de surface exprimées sur les cellules tumorales. Parmi ces molécules, B7H1, ligand
de PD-1, est principalement induit par I’JFNy dans les cellules normales et peut mener 3
I’inactivation des lymphocytes T (Dong et al., 2002). B7H1 est surexprimé sur les cellules de
MM, confrairement aux plasmocytes normaux ou de MGUS, faisant de cette protéine un
candidat potentiel pour expliquer les réponses T anormales dans le MM, De fagon
intéressante, I'IFNy mais aussi les ligands de TLRs tels que le PGN, le LPS ou le CpG,
augmentent I’expression de B7H1. Cette induction est médiée par les protéines MyD88 et
TRAF6 (Liu et al., 2007). L’activation de MyD88 permet la phosphorylation des MAPKs
ERK1/2 responsables de la surexpression de B7H1. L’implication de la protéine adaptatrice
MyD388 dans la signalisation de I’'IFNy est en accord avec des travaux récents démontrant que
I’association entre MyD88 et le récepteur 4 I’I[FNy est nécessaire pour 1’induction de la
réponse (Sun et al., 2006). 11 est important de noter que I’IFNy et le LPS ont la méme
efficacité d’inhibition de la génération de lymphocytes T cytotoxiques contre la lignée RPMI-
8226 et les cellules primaires de patients testés dans cette étude. Les TLRs pourraient donc

induire des mécanismes d’autoprotection participant 3 1’évasion immune du MM,

12.2 Induction d’IL6

Trois rapports ont récemment mis en évidence que les ligands des TLR2, 4, 5, 6, 7 et 9
induisent la sécrétion d’IL6 par les cellules primaires et les lignées de MM (Bohnhorst et al.,
2006 ; Jego et al., 2006 ; Xu et al,, 2010). Cette induction autocrine d’IL6, facteur majeur
dans la biologie du MM (voir p.25), a pour conséquence d’augmenter la prolifération et la
survie des cellules myélomateuses. De plus, I’IL6 induit la résistance des cellules de myélome
4 la privation en sérum ou encore, & [’apoptose induite par la dexaméthasone, agent cortico-
thérapeutique utilisé dans le traitement des patients. Dans Ie microenvironnement tumoral,
I’IL6 est principalement produit par les cellules stromales, les ostéoblastes et les ostéoclastes.
L’activation des TLRs pourrait donc fournir une source autocrine d’IL6 aux cellules
myé¢lomateuses et contribuer & la pathologic en augmentant la prolifération, la survie et la
résistance des cellules aux traitements. Il est important de noter que les lignées caractérisées
par une dérégulation de MAF, et donc une surexpression du TLR4, utilisées dans ces études
répondent aux LPS. Les ligands du TLR4, PAMPs ou DAMPs, résultant des infections
chroniques ou de la dégradation matricielle pourraient avoir une implication dans I’émergence

ou la progression de ce groupe de MM.
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12.3 Induction de la voie NF-kB

Les cellules de myélome sont caractérisées par une activation constitutive de la voie
NF-kB et sont trés sensibles aux inhibiteurs de cette voie qui induisent un arrét de
prolifération ainsi qu’une forte induction en apoptose (Romagnoli et al,, 2007). Cette
activation constitutive est la conséquence de mutations activatrices fréquemment présente
dans les cellules myélomateuses mais aussi de I'impacte du microenvironnement (voir p.29).
Les TLRs sont de puissants inducteurs de la voie NF-kB que se soit par la voie MyD88 ou
TRIF dépendante (Kawai et Akira, 2007). Par exemple, certains travaux ont démontré que le
CpG induit la sécrétion de TNFa, une forte activation de la voie NF-kB ainsi qu’une
augmentation de la prolifération cellulaire (Assaf et al., 2009). De plus, une étude récente met
en évidence que 'induction de la sécrétion d’IL6, la prolifération, la survie et la résistance
aux drogues observées aprés stimulation des TLR4 et 9 sur les cellules myélomateuses sont en
grande partie dépendante de I’activation de la voie NF-kB (Xu et al., 2010). Les PAMPs et les
DAMPs pourraient donc participer in vivo & la progression du MM via activation chronique
de la voie NF-kB (Figure 12).

- Prolifération
- Survie
- Résistance
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/
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H NF-kB

Figure 12 : Activation des MAPK et de la voie NF-kB par les TLRs dans le MM
D’aprés XU et al., 2010

1llustration schématique de Uactivation du TLR4 et du TLRY par leur ligand respectif, le LPS et le
CpG. L'activation de ces récepteurs va induire la production d’IL6 via activation de la voie NF-kB
ce qui induit une augmentation de la prolifération et une protection des cellules de MM contre
apoptose.
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ARTICLE 1;
Les ligands du TLR3 activent la voie NF-kB dans les cellules de Myélome Multiple

mais induisent différentes réponses cellulaires en fonction de la production d’1FN-¢

-» Introduction et résultats

Le Toll-like récepteur 3
Dans cette étude, nous avons évalué le réle du TLR3 dans les cellules de MM.

Contrairement & tous les autres membres de la famille des TLRs, le TLR3 va exclusivement
induire une voie de signalisation MyD88-indépendante et TRIF-dépendante (Figure 7). Via sa
reconnaissance des ARN double brins, il a tout d’abord été décrit pour son réle essentiel dans
la réponse immunitaire antivirale. Ce récepteur intracellulaire induit la sécrétion d’IFNo/p, de
cytokines et de chimiokines par les fibroblastes, les cellules épithéliales ou encore les CD
my¢loides. Les ligands synthétiques du TLR3, tels que le poly(IC), sont aussi décrits pour leur
capacité d’activation des cellules NK (Sivori et al.,, 2004), pour favoriser la présentation
antigénique croisée par les CD et par conséquent la réponse T cytotoxique (Schulz et al.,
2005). Ces caractéristiques font des ligands du TLR3 des adjuvants potentiels pour
I’activation du systéme immunitaire (Jasani et al., 2009),

En plus de leurs propriétés immuno-stimulatrices, certains TLRs ont la capacité
d’induire I’apoptose dans plusieurs types cellulaires, ce mécanisme étant notamment
important dans les processus d’élimination de cellules infectées (Salaun et al., 2007a). De
fagon intéressante, 1’expression du TLR3 a été soulignée dans de nombreux modéles
cancéreux et son activation induit ’apoptose dans les mélanomes, les cancers du sein, des
reins, de la prostate ou encore dans les carcinomes hépatocellulaires (Salaun et al., 2006 ;
Khvalevsky et al., 2007 ; Morikawa et al., 2007 ; Salaun et al., 2007b ; Paone et al., 2008 ).
Bien que les mécanismes impliqués différent selon les modéles cellulaires étudiés, 1’activation
de la voie NF-kB et/ou la sécrétion d’IFN de type I sont déterminantes dans les effets pro-

apoptotiques observés.

Expression du TLR3 dans le MM
Afin de déterminer si les voies de signalisation induites par le TLR3 sont

fonctionnelles dans le MM, nous avons dans un premier temps étudié son expression dans les

lignées et les cellules de patients. Sur un panel de 25 lignées de MM nous avons montré que
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ARN du TLR3 est présent dans 50% des cas. De plus, comme décrit dans le tableau I (voir

p.51), 26% des patients expriment ce récepteur,

Induction de la voie NF-kB associée 3 une réponse hétérogéne

La premiére réponse observée aprés stimulation du TLR3 sur les cellules de MM est
Pactivation de la voie NF-kB, caractérisée dans cette étude, par la phosphorylation d’1kB et la
translocation nucléaire de la sous unité p65. La réponse NF-kB est classique aprés Pactivation
des TLRs, notamment dans le MM (voir p.56 et Figure 12). En accord avec les études
décrivant le role protumoral de la voie NF-kB dans le MM, le poly(IC) induit une
augmentation de la prolifération de la lignée KMM1. Cependant de fagon surprenante, une
inhibition de la prolifération, accompagnée d’une induction en apoptose, est observée sur 2
autres lignées, NCI-H929 et RPMI8226. L’activation du TLR3 induit donc un effet cellulaire
hétérogéne. Cet effet proapoptotique, est indépendant de 1’activation de la voie NF-kB
observée. De plus, il est confirmé sur les cellules primaires de patients, 2 des 4 échantiflons
testés répondant aux poly (IC) par une réduction dramatique du nombre de plasmocytes
tumoraux (CD138+).

Mitleu Poly(IC)
i %
o1 - 2 Figure 13 : Effet du poly(IC) sur les
: e cellules primaires de MM
:: Les cellules mononucilées du sang périphérique sont marquées
§ B i par un anticorps anti-CD138 ciblant les cellules myélomateuses.
8 L’effet du poly(IC) est caractérisé dans 2 cas sur 4 par une baisse

conséquente du nombre de cellules myélomateuses.
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Induction de la sécrétion d’ IFNo et d’ 116

Etant donné que le poly(IC) induit la sécrétion de cytokines proinflammatoires mais
aussi celle d’IFNa/B dans plusieurs types cellulaires, nous avons évalué la présence de ces
facteurs apres activation du TLR3 sur les lignées de MM, Nous avons alors constaté une forte

sécrétion d’IFNo et d’IL6 aprés stimulation par le poly(IC) mais exclusivement sur les lignées

59




induites en apoptose. Grice a la neutralisation de la boucle autocrine d’IFNa, par des
anticorps spécifiques, nous avons démontré que I’apoptose induite par le poly (IC) sur les

lignées est exclusivement dil 4 un effet proapoptotique de I’'TFNG.

Implication des MAPK p38 et ERK1/2 dans le processus apoptotique

Nous avons ensuite €tudié les voies de signalisation impliquées dans I’apoptose
induite par la poly(IC). Nous avons observé une activation précoce de la MAPK p38 et des
protéines STAT! et 3 ainsi qu’une activation tardive des MAPK ERX1/2. Nous avons
démontré, par I'utilisation d’inhibiteurs spécifiques, que I’activation de la MAPK p38 est
nécessaire 4 ’induction de la sécrétion d’IFNo par la poly(IC) et que les MAPK p38 et

ERK1/2 sont impliquées dans le processus apoptotique.
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TLR3 Ligand Induces NF-«kB Activation and Various Fates of
Multiple Myeloma Cells Depending on IFN-a Production’

David Chiron,*" Catherine Pellat-Deceunynck,*" Martine Amiot,*" Régis Bataille,*"
and Gaétan Jego®*'

Multiple myeloma (MM) cells express TLR. It has been shown that TELR ligands induce the proliferation, survival, and immune
surveillance escape of MM cells through MyD88-TER pathways, Deciphering TLR function in MM cells will help in understanding
the mechanisms of tumor cell growth. In this study, we examined the response of MM cells to the MyD88-independent/FIR-
domain-centaining adapter-inducing IFN-B-dependent TLR3. Deregulation of NF-xB pathway s a feature of MM cells, and we
wondered whether TLR3 activation could mobilize the NF-xB pathway. We show that five of seven human myeloma cell line
(HMCL) cells expressed TLR3. In the presence of the synthetic TLR3 ligand (poly(I:C})), activation of NF-xB pathway was
observed in three of five selected TLR3* HMCL, NCI-H929, RPMI 8226, and KMM1. In agreement with NF-xB activation, only
these three HMCL responded to poly(I:C), although by either an increase (KMM1) or a decrease (NCI-H929, RPMI 8226) of
proliferation. We show that KMM1 increase of proliferation was prevented by NF-«B inhibitor. In contrast, inhibition of pro-
liferation in both NCI-H929 and RPMI 8226 was due to IFN-a-induced apoptosis, We next demonstrated that p38 MAPK pathway
controlled both IFN-a secretion and IFN-a-mediated cell death. Moreover, cell death also involved activation of ERK1/2 pathway.
In conclusion, our results show that TLR3 ligand induces NF-«B pathway activation in MM and support a switching function of
type I IEN in the functional outcome of TLR3 triggering in tumor cells. The Journal of Immunology, 2009, 182: 4471-4478.

through pattern recognition receptors Jike TLR (1), TLRs rec-

ognize highly conserved structures from microorganisms, of ei-
ther viral (TLR3, 7, 8, and 9) or bacterial origin (TLR1, 2, 4, 5,6, 7,
8, and 9), They also recognize endogenous TLR ligands (heat shock
proteins, fibronectin, heparan sulfates . . .) either released by damaged
tissue during a cellular stress or present in the context of autoimmune
diseases (2), Upon activation, TLRs induce a cascade of events aimed
at the etimination of the pathogen (dendritic cell (DC)® maturation,
immune cell migration, and differentiation) (3).

Although initial studies have focused on the TLR function in the
immune system, more recent studies have shown that TLR expres-
sion is shared by many different cell types either normal or ma-
lignant. Furthermore, reports have suggested that TLR could play
a role in solid tumor development either through TLR ligands, or
deregulated TLR signaling (hepatocarcinoma, gastric carcinoma,
colon, lung) (4-8). In those cases, chronic infections by a well-
identified infectious agent or common bacteria induce a deregu-
lated inflammatory secretion and are often associated with NF-xB

I nvading pathogens are sensed by the human immune system
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activation. B cell neoplasias such as multiple myeloma (MM) or B
¢l chronic lymphocytic levkemia express functionat TLR that
can be activated in vitro by TLR ligands (9). Indeed, we and others
have recently shown that TLRZ, 4, 5, 7, and 9 ligands promole
MM cell proliferation, drug resistance through an autocrine secre-
tion of IL-6, and immune surveillance escape through the expres-
sion of B7-H! (10-12). The in vivo relevance of these experimen-
tal results is supported by recent epidemiological studies showing
that having several episodes of pneumonia before MM or B cell
chronic fymphocytic leukemia diagnosis increases the risk of de-
veloping the disease (13, 14). Furthermore, due to B cell leucope-
nia, MM patients are strongly vuinerable to bacterial, fungal, and
viral infections (15). Finally, next to the general organ failure, re-
cutrent infections remain a major cause of death in MM patients.
Thus, deciphering TLR function in MM cells could help us to under-
stand the involvement of TLRs in tumor cell growth and survival,
TLR3 is a receptor for the dsRNA from viruses and for the
mammalian RNA associated or released from necrotic cells (16,
17). TLR3 triggering induces type I IFN, inflammatory cytokine/
chemokine production by fibroblasts, epithelial cells, and myeloid
DC. TLR3 lgand also induces DC maturation, and TLR3 is critical
in mice for cross-presentation (18). TLR3 sigaaling involves
TNFR-associated factor {TRAF) 3 for the production of type I
IFN, NF-«B, and MAPK for the production of inflammatory cy-
tokines (1}, Studies of TLRs in MM have to date focused on the
MyD88-dependent TLR pathways, including TLR1, 2, 4,7, and 9.
In contrast, the role of TLR3, which uses a MyD83-independent/
TIR-domain-conlaining adapter-inducing IFN-B (TRIF); depen-
dent pathway, has not been investigated despite frequent expres-
sion in human myeloma cell lines (HMCL). Furhermore, the
TRIF-dependent pathway is functional in different types of tumors
that show various and even opposite effects in response to TLR3
ligand. Indeed, TLR3 triggering induces apoptosis in breast cancer
cells, metanoma cells, and renal cell carcinoma (19-21). In con-
trast, proliferation increase and cytokine secretion are observed in
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fung cancer cells and in head and neck squamous cell carcinoma
(22, 23), prompting us to wonder whether this pathway is also
functionat in MM cells,

Materials and Methods
HMCL

The XG1 HMCL has been established in our laboratory (24) and is cultured
in the presence of 3 ng/ml rIL-6 (Novartis Pharmaceuticals). The KMM1
HMCL has been provided by Dr. T. Otsuki (Kawasaki Medical School,
Okayama, Japan) NCI-H929, OPM2, 1266, and 1.363 HMCL were pur-
chased from Deutsche Sammilvng von Mikroorganismen and Zelkulturen,
RPMI 8226 was obtained from the American Type Culture Coliection.
HMCL were maintained in RPMI 1640 medium supplemented with 5%
FCS and 2 mM glutamine.

RNA isolation and quantitative real-time PCR

RNA was isolated using the NucleoSpin RNA 1I kit (Macherey-Nagel),
Two micrograms of the total RNA was reverse transcribed using the Molo-
ney murine leukemia virus reverse transcriptase (Invitrogen) and random
hexamers (Amersham Biosciences). Quantitative PCR was performed us-
ing the TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems) and the
MX4000 instrument (Stratagene), TLR3 (Hs01551078_m1) and RPL37a
(Hs01102345_m1) TagqMan gene expression assays were from Applied
Biosystems. The thermal cycting parameters used were 50°C for 2 min for
optimat AmpErase UNG activity, then 40 cycles at 95°C for 30 s and 60°C
for 1 min. To control specificily of the amplified product, & melting curve
analysis was performed, No amplification of unspecific product was ob-
served. Amplification of the housekeeping gene RPL37a was conducted for
each sample as endogenous control.

Subcellular p65 NF-«B subunit localization by
immunofiuorescence

HMCL were treated with or without poly(I:C) at 200 pg/ml for 2 h, then
spotted on a glass slide, fixed with PBS + 2% formol, and permeabilized
with 0.05% Tween 20 plas 0.05% Triten X-100. After incubation for | h
with anti-human p65 Ab (1:100; Santa Cruz Biotechnology), cells were
washed and incubated for 20 min with a FITC-conjugated anii-rabbit Ab
(1:100; Jackson ImmunoRescarch Laboratories). Images were collected us-
ing a Leica TCS NT microscope with a 63 X 1.3 Fluotar objective (Leica
Microsystems).

Proliferation assay

HMCL were washed and cultured 4 days in RPMI 1640/5% FCS at 10°
cellsf200 pl in triplicate. After [PH]thymidine incorporation, cells were
harvested and counted on a liquid scintillation analyzer.

Cell viability assay

HMCL (10° cells/200 Iy were cultured with or without poly{1:C) for
24-48 h, depending on the experiment. Cell viability was determined with
FITC-conjugated annexin V labeling (Beckman Coulter) and analyzed on
& FACSCatibur flow cytometer (BD Biosciences).

Western bloiting

Myeloma celts (10® cells/ml) were serum starved for 18 h, treated or not,
harvested, and resuspended in lysis buffer (10 mM Tis HCI (pH 7.6), 150
mM NaCt, 5 mM EDTA, § mM PMSF, 2 mM Na;VO,, 1 mM NaF, 2
pg/ml aprotinin, 1 pg/ml leupeptin, and 0.5% Nonidet P-40). Protein con-
centration was measured vsing bicinchoninic acid (BCA protein assay;
Picrce), and 90 g of proteins was separated by 10% SDS-PAGE and
electrotransferced to polyvinylidene difluoride membeanes. Signals were
detected by standard techniques using ECL detection (Roche).

Abs for Western blotting

Abs against phospho-ERK1/2 The?®/Tyr®™ (197G2, rabbit mAb), phos-
pho-Akt Ser'” (587F11, mouse mAb), phosPho-pSS MAPK Thr'®/Tyr'#?
(28810, mouse mAb), phospho-STAT! Tyr"® (58D6, rabbit mAb), phos-
pho-STAT3 Tyr’% (rabbit polyclonal), phospho-IxBa Ser’?3¢ (5AS,
mouse mAb), and Abs against ERK1/2, Akt, p38, STATI, and IxBa (all
rabbit polyclonal) were from Cell Signaling Technology (Ozyme). Abs
against STAT3 (mouse polyclonal} were from BD Biosciences.

Neutralizing Abs, cytokines, and reagents

IFN-a and IL-6 were purchased from R&D Systems, Y0126 and Bayl1-
7082 from Alexis (Febu-Bio), p38 MAPK inhibitor 1l frem Calbiochem
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FIGURE I, HMCL express TLR3, Expression of TLR3 mRNA in
seven HMCL analyzed by real-time PCR, as described in Materials and
Methods, The data are normalized to the expression of the housekeeping
gene RPL37a.

(VWR), zVAD-fmk from Promega, and poly(I:C) from InviveGen. Neu-
tralizing Abs to IFN-aff receptors were from R&D Systems. IL-6 and
IFN-a ELISA were purchased from Sanquin and R&D Systems,
respectively.

Results
MM cells express TLR3 and TLR3 ligand induces IxBu
phosphorylation

We first determined the expression of TLR3 by real-time PCR on
seven HMCL. As shown in Fig. 1, five of seven HMCL (RPMI
8226, NCI-H929, XG1, KMM1, and OPM2) expressed TLR3, al-
though at various levels, L.363 and U266 being negative, Because
TLR ligands induce activation of the classical NF-«B pathway in
many different cell types (25), we looked at the NF-«B activation
status through IkBa phosphorylation in HMCL upon poly(1:C)
stimulation. As shown in Fig. 2A and summarized in Table I,
poly(L:C} induced a sustained IxB phosphorylation in TLR3-pos-
itive HMCL RPMI 8226, NCI-H929, and KMM]1. No increase of
phosphorylation was observed, even lately (6 h), in 363 (Fig, 24),
OPM2, and XG1 (data not shown). Furthermore, immunoftu-
orostaining confirmed that poly(!:C) promoted p635 NF-xB subunit
nuclear localization in RPMI 8226, NCI-H929, and KMM1 (Fig.
2B). No significant change of p63 localization was observed in the
TLR3-negative 1.363.

Poly(1:C) induces heterogeneous HMCL responses

Because poly(I:C) increased IxBa phosphorylation, we deter-
mined the effect of poly(I:C} on the proliferation of HMCL. The
effect of poly(1:C) was heterogeneous (Table I). A lack of a sig-
nificant response was observed for four of seven HMCL (OPM2,
1363, U266, and XG1). In contrast, a decrease of proliferation was
observed for two of seven HMCL (NCI-H929 and RPMI §226).
Finally, more than 50% of the proliferation increase was observed
for KMM1. Of note, cell response to poly(l:C) was restricted to
HMCL, which showed an increase of IxBa phosphorylation (Fig.
2, A and B). No correlation between the level of TLR3 expression
and the type or magnitude of the response observed in the presence
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poly(1:C) during 3 h.

of poly(I:C} could be established (Table I). Taken together, these
resulis indicated that MM cells express TLR3 and respond to its
ligand in opposite ways.

TLR3 induces proliferation of KMMI through NF-xB activation

To determine whether the activation of the classical NF-«B path-
way was responsible for the increase in proliferation, we blocked
it by using a specific inhibitor of IxBa phosphoryiation (Bayil-
7082) (26). As shown in Fig. 2C, inhibition of NF-xB activation
completely blocked the poly(I:C)-increased proliferation of
KMMLI in a dose-dependent manner without affecting basal pro-
liferation. Accordingly, the poly(I:C)-induced phosphorylation of
IxkBa was abrogated by the specific inhibitor of IxBa phosphor-
ylation (Fig. 2D).

Poly(I:C) induces apoptosis of HMCL through IFN-o

To determine the mechanism of the proliferation decrease ob-
served for NCI-H929 and RPMI 8226, we measured the viability

of the seven HMCL in the presence or absence of poly(L:C). As
shown by annexin V staining for NCI-H929 and RPMI 8226 (Fig.
3A and summarized in Table I for all the HMCL), the percentage
of dead cells strongly increased (percentage of induced cell death
in the presence of 50 pg/mi poly(I:C): mean = 65% * 12 (n = 3),
and mean = 28% * 6 (n = 3) for NCI-H929 and RPMI 8226,
respectively). No variation of survival was observed for OPM2,
L363, U266, XG1, and KMMI. Furthermore, the pan-caspase in-
hibitor zZVAD-fmk completely blocked the cell death of NCI-H929
{data not shown), confirming that poly(I:C) induces cell death
through a caspase-dependent mechanism.

The activation of DC and macrophages by poly(1:C) induces the
production of inflammatory cytokines and type ! IFN. Further-
more, IFN-a is known to induce apoptosis of HMCL (27, 28).
Thus, to decipher the mechanism of poly(1:C)-induced apoptosis,
we next determined the presence of IFN-« in the supernatant of
HMCL treated or not by poly(I:C). As shown in Fig. 3B, no cy-
tokine was detected in the absence of stimulation. In contrast, high
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Table I Poly(1:C) induces heterogeneons profiles of NF-xB activaiion, proliferation, and cell survival

responses of

HMCL”

TLR3 NF-xB Variation of Proliferation Percentage of

HMCL Expression Activation Relative to Medium Induced Cell Death
RPMI 8226 + + —-278% + 12.2 +28% £ 6
NCI-H929 + + ~03.4% + 1.3 +65% + 12
XGl1 + - —0.8% £ 5.3 0% £ ~1
KMMmM1i + + +58% + 22.8 —3.5% + -2
OPM2 +/— - ~84% *+ 6.4 1% * —0.5
L363 - - —8.2% *+ 6,2 1% * —1
U266 - - ~275% * 0.5 0% 0

“TLR3 expression was determined by real-time PCR. NF-«B sctivation was determined by immuncblot anatysis and
immunofluorostaining. Veriation of proliferation and servival of seven HMCL in the presence of poly(L:C) (50 up/m), relative
1o the proliferation and survival observed in cubture with medium alone, were determined by [*H]thymidine incorporation and
anpexin V staining, respectively. The mean values * SDs of three independent experiments are shown.

amounts of IFN-o were detected in the supernatant of RPMI 8226
and NCI-H929 after 24 h of poly(L:C) stimulation. OF note, IL-6
was also detected in those HMCL (Fig. 3B). Strikingly, we did not
detect IEN-o and IL-6 in any of the other HMCL tested,
Because some HMCL are induced inte apoptosis in the presence
of IFN-«, we wondered whether this could be the mediator of the

apoplosis, Indeed, nevtralization of the IFN-aB receptor strongly
inhibited the poly(I:C)-induced apoptosis of NCI-H929 (Fig. 3C).
On the conirary, neutralization of the 1L.-6R alone or in combina-
tion with the IFN-aB receptor did not modify the effect of poly(l:
C). Similarly, neutralization of the IFN-af3 receptor strongly in-
hibited the poly(I:C)-induced apoptosis of RPMI 8226, Taken

A

al

”l
%
3
g 18
16 -
[P

:.'4'.--'_.7‘9 Sk nk ww e PO i it IR A SR 4

| P
e AR e ey ot it
R

09 10! 102 103 0%
- PoIIC) g :

PLEL R L RO

"

=y

ok e et
% "?'1 iol ‘\03 w-l

o e o TS b e € Frrnm .
0% @l etied 0% 0% wt wl wd ! 10? w' w0l

AnsatinV -

FIGURE 3. Poly(L:C) induces apoptosis of HMCL through the secretion of IFN-a. A, Percentage of cell death of NCI-H929 and RPMI 8226 in the
absence or presence of pely({:C) (50 pg/ml) determined at day 2 by annexin V staining. One experiment representative of more than three experiments.
B, Concentration of 1IFN-o (left graph) and IL-6 (right graph) produced by HMCL in the absence or presence of 50 ug/ml poly(I:C}. Celis were washed
extensively, then cultured at 0.4 X 106/200 l in triplicate. Supematants were harvested after 24 h, and cytokine concentration was determined by BLISA.
One experiment representative of two experiments. C, The percentage of annexin V-positive cells determined at day 2 in NCI-H929 in the presence or
absence of poly(I:C) (50 pg/mi}, of a blocking Ab to IFN-a£R, of a blocking Ab to IL-6R {gp80), or a mix of both. The percentage of annexin V-positive
cells determined at day 2 in RPMI 8226 in the presence or absence of poly(I:C) (50 pg/ml), of a blocking Ab to IFN-apR. One experiment representative
of three experiments.
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activation in HMCL that undergo
apoptosis. A, Kinetic of STAT1 phos-
phorylation determined by immuno-
blet analysis in the sensitive cell lines
NCI-H929 and RPMI 8226, and in
the resistant cell line L363 treated by
200 pg/ml poly(I:C). B, Kinetic of
STAT3, p38 MAPK, and ERKI12
phosphorylations determined by im-
munoblot analysis in NCI-H929
treated by 200 pg/m! poly(I:C). C,
Kinetic of ERK1/2 phosphorylation
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determined by immunoblot analysis
in NCI-H929, RPMI 8226, and 1.363
treated by 200 pg/ml poly(1.C) for
16, 20, and 24 h. D, Level of p38
MAPK phosphorylation determined
by immunoblot analysis in TLR3-
positive HMCL KMM1, OPM?2, and
XGl treated by 200 pg/ml poly(I:C) ]
at different time points, P-Erk1/2
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together, these data indicated that TER3 figand induces apoptosis
through IFN-« secretion,

PolyW(I:C) induces STATI, p38 MAPK, and ERK1/72 activation in
HMCL that underge apoptosis

To identify the mechanism of IFN-« production upon poly(l:C)
stimulation, we first determined the signaling pathways activated
by poly(L:C} in the sensitive cell lines NCI-H929 and RPMI 8226,
and the resistant cell line £.363. STAT! phosphorylation is known
to be a sign of both type I IFN and IL-6 signaling (29, 30). Ac-
cording to the cytokine secretion profile, STATI phosphorylation
increased at 3 h of poly(1:C) treatment in NCI-H929 and RPMI
8226, but not in 1.363 (Fig. 4A). Streng phosphorylations of p38
MAPK and STAT3 were detected at 1 and 3 h, respectively, afier
poly(k:C) stimulation (Fig. 48}. Finally, a strong phosphorylation
of ERK1/2 was detected later. As shown in Fig. 4C, increase of
ERK1/2 phosphorylation was observed at 16 h in NCI-H929, and
at 20 h in RPMI 8226. No increase of ERK1/2 phosphorylation
was observed in the resistant HMCL L363. Finally, no p38 MAPK
phosphorylation was detected in TLR3-positive HMCL that are
not induced in apoptosis (KMM1, OPM2, and XG1) during the
treatment with poly(I:C) (Fig. 40). Taken together, these data sug-
gest that ERK1/2 and p38 MAPK activation could be involved in
the apoptosis process.

IFN-a induces apoptosis through ERK1/2 and p38 MAPK
activation

Because p38 MAPK has been shown to be involved in the process
of IFN-« secretion by plasmacytoid DC (pDC) upon TLRY trig-
gering (31), we added a specific inhibitor during the stimutation of
NCI-HS29 by poly(I:C). As shown in Fig. 54, the inhibition of p38
MAPK activity almost completely blocked IFN-a secretion,
whereas ERK1/2 inhibition had limited effects. Accordingly, apo-
ptotic cells in the presence of poly(L.C) strongly decreased when
the p38 MAPK signaling was blocked (mean of death reduction =
73.6% * 11, n = 3) (Fig. 3B). Interestingly, inhibition of ERK1/2
activation in the presence of poly(I:C) also rescued the cell {ine
from death (mean of death reduction = 65% % 5, # = 3). The
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combination of both inhibitors further improved the survival in
both NCI-H929 (mean of reduction = 85% * 9, n = 3) and RPMI
8226 (data not shown). Taken together, these results suggested that
p38 MAPK was involved in the secretion of IFN-z, whereas
ERK1/2 was not. Furthermore, despite late activation, neuiraliza-
tion experiments suggested that ERK1/2 could be involved in the
IFN-e-mediated cell death, tegether with p38 MAPK.

To further decipher the involvement of p38 MAPK and ERK1/2
in the mechanism of poly(I:C)-induced apoptosis, we replaced
poly(L:C) by a mix of the two cytokines produced upen TLR3
triggering, As shown in Fig. 5C, NCI-H929 treated with IFN-« and
IL-6 showed, despite timing differences, a profile of signaling
pathway activation close to the one induced by poly(l:C). Indeed,
phosphorylation of both STAT] and STAT3 was detected 15 min
after the beginning of the incubation, ERK1/2 phosphorylation
was maximal at 30 min, whereas p38 MAPK phosporylation
was detected after 3 h of incubation. Furthermore, p38 MAPK
and ERK1/2 inhibitors, alone (mean of reduction = 54% + 5
and 62% = 5, respectively) or in combination (mean of reduc-
tion = 72.7% * 2, n = 4), strongly inhibited the cytokine-
induced apoptosis (Fig. 5D).

Taken together, these data suggested that the p38 MAPK path-
way controis both the autocrine secretion of IFN-« and the induc-
tion of apoptosis. They also suggest that ERK1/2 solely plays a
role in the IFN-a-induced apoptosis.

Discussion

TLR are expressed by many different types of tamoss, of both solid
(melanoma, breast, lung, colon) and leukemic types (4, 5, 7, 10,
11). The described effects of ligands of MyD88-dependent TLR
are mostly protumoral by increasing cytokine secretion, prolifer-
ation, resistance to drugs, and resistance to immune effector lysis.
This is in agreement with studies in MM published by us and by
other groups. In this study, we show that the TLR3-TRIF-depen-
dent pathway activates NF-«B, leading or not to proliferation in-
crease. In MM and in other hematological neoplasia, NF-kB acti-
vation contributes to the malignant transformation and dmg
resistance (32). Despite recent breakthroughs in the deciphering of
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absence of p38 MAPK inhibitor IIE (2 uM), ERK1/2 inhibitor U0126 (10 pMj, or both, Cell death was determined after 24 h of culture, The mean values =+
SDs of three independent experiments are shown. C, Kinetic of STAT1, STAT3, p38 MAPK, and BRK1/2 phosphorylations determined by immunoblot
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the NF-kB mechanism of activation in MM (33, 34), more studies
are needed to understand the mechanisms goveming the expres-
sion of intrinsic activated NF-xB. Among the known NE-«kB-in-
ducing factors are cytokines produced by the bone marrow envi-
ronment, as well as celi-cell interactions (35). Becavse TLR3 is a
receptor for dsRNA from virus and for mammalian RNA associ-
ated or released from necrotic cells, this could suggest that a ligand
of TLR from either infectious or endogenous origin could be part
of the NF-«B-activating mixture in MM bone marrow,

In contrast, it has been shown that the TLR3 pathway induces or
potentiates the apoptosis of melanoma and breast cancer cells, We
show in this study that TLR3 triggering can also induce apoptosis
in HMCL, afthcugh only in two of five TLR3-positive HMCL.
This implies that only a subpopuiation of MM patients could ben-
efit from a TLR3 ligand-based therapy, and it could explain the
mitigating result of the unique poly(l:C)-based clinical trial in MM
(36). We show that the apoptosis induced by poly(L:C) is linked to
the production of IFN-a by the MM cell. This mechanism is rem-
iniscent of the one observed in breast cancer cells, although in this
case, the type I IFN production is required, but not sufficient, for
apoptosis (19).

The present data support a switching function of type I IFN in
the functional outcome of TLR triggering in tumor cells, as it has
been recently shown in DC (37). Indeed, TLR3 triggering induces
NF-xB activation in tumor cells regardiess of their fate, but only
cells producing TFN-a through the p38 MAPK pathway are in-
duced into apoptosis. Type I IFN production is involved in the
mechanisms of resistance to infections and tissue damage. There-
fore, the loss of the capacity to produce type I IFN while main-
taining NF-«B activation might be an advantage for tumor cells in
the context of chronic infections (Fig. 6). This kind of response has
not been observed with MyD88-dependent TLR in MM, suggest-
ing the preferential induction of type I IFN by TRIF compared
with other TLR adaptor proteins,

In this study, we addressed for the first time the mechanism of
IFN-o production by MM cells. We show that it is controlled by
the p38 MAPK. Accordingly, the involvement of p38 MAPK in
the production of IEN-a by pDC has been shown (31, 38), sug-
gesting that some pathways of IFN production are conserved
through cell types. We also found that, in HMCL, the production
of IFN-a was coupled to that of IL-6, This suggests a common
pathway for these two cytokines downstream of TRIF. In this
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FIGURE 6. Model determining the fate of MM cells in the presence of TLR3 ligands. A, TLR3 stimulation induces both NF-xB and p38 MAPK
activation. The latter drives IFN-e production that induces apoptosis through MAPK pathways. B, In the absence of p38 MAPK activation, NF-kB

activation is dominant and promotes cell survival and/or proliferation.

pathway, TRAF3 has been shown to be critical for IFN-« produc-
tion by mouse pDC and macrophages (39, 40), but it is frequently
mutated or deleted in HMCL (including RPMI 8226, which does
produce IFN-«) and primary MM cells (33, 34). In contrast,
TRAF6, which is expressed by all the HMCL tested, has been
shown to be critical for inflammatory cytokine production in mac-
rophages and IL-6 production in breast cancer cells (19). Thus, it
remains to be determined whether TRAFG is involved in the cy-
tokine production in HMCL.,

Several studies have shown that IFN-a induces apoptosis in
HMCL. However, authors do not agree on the signaling pathways
mediating this effect. Some involve the PI3K-ERK1/2-JNK path-
way (41), whereas others rule out its role (27, 28, 42). This dis-
crepancy could be explained by the strong heterogeneity of MM
cells (43). In this study, our data suggest that ERK1/2 might par-
ticipate synergistically with p38 MAPK to the apoptosis signal in
some MM upon stimulation by poly(I:C)/IFN-a plus IL-6. Indeed,
we show that the signaling pathways responsible for the induction
of apoptosis upon poly(I:C) treatment are also activated by IFN-«
and IL-6. Although it is likely that these signaling pathways are not
solely induced by the two cytokines during poly(I:C) treatment, we
were able to reproduce the cell death in a p38 MAPK and ERK1/
2-dependent mechanism,

Given that ERK1/2 is known to be essential to the cell growth
of diverse leukemic cells and MM, our result suggests a new un-
expected composite role for this MAPK. The involvement of p38
MAPK in the apoptotic effect of IFN-« in MM is in accordance
with its role in the suppressive effect of IFN on normal hemato-
poiesis and other malignancies (44). In addition, we observed in
NCI-H929 a cleavage of the antiapoptotic molecule Mcl-1, which
is essential to the survival MM cells, and an up-regulation of the
apoptosis sensitizer Noxa (45, 46) (data not shown). These data
suggest that Mcl-1 cleavage and Noxa up-regulation could play a
role in the mechanism of poly(I:C)-mediated apoptosis. It was pre-
viously described that IFN-«r induced Noxa, a BH3-only protein
(47). Furthermore, we have extensively shown that early Mcl-1
cleavage is always associated with MM apoptosis (48, 49). Mcl-1
is cleaved upon melphalan, bortezomib, or trail treatment (46, 49,
50). The up-regulation of Noxa has been shown to be required for
bortezomib-induced apoptosis in both myeloma and melanoma
(46, 51). Therefore, it would be of high interest to determine the
involvement of MAPK in both Mecl-1 cleavage and Noxa
up-regulation.

TLR2, 4, 7, and 9 ligands have been shown to induce prolifer-
ation and drug resistance of MM cells through IL-6 secretion.
Given our data, we can add TLR3 ligand to the list, although the
mechanism of action is different. This shows that different types of
TLR are functional in MM cells in vitro, and it suggests that they
could be involved in MM pathogenesis. The study of TLR function

-in murine MM models is now necessary to definitively demon-

strate their role in vivo.

In conclusion, our results confirm the importance of the TLR-
mediated effects in MM cells, because the TLR3-TRIF-dependent
pathway can promote cell growth as well as TLR-MyD88-depen-
dent pathways. These findings support further investigation to un-
derstand the role of these pathways in MM pathogenesis. How-
ever, TLR3 has a unique profile among TLR because it can
mediate the apoptosis of MM cells, as well as of other types of
tumors, through type I IEN. Finally, these data increase our un-
derstanding of the function and diversity of TLR in tumors.
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= Conclusion

Cette étude nous a permis de mettre en évidence un effet anti-tumoral du TLR3 dans le
MM, comme il avait été décrit dans d’autres modéles cellulaires. Cet effet est largement
dépendant de la production d’IFNo, et seules les cellules myélomateuses ayant la capacité de
le produire vont pouvoir étre induites en apoptose par le poly (IC).

Les effets de I’IFNa sur les cellules myélomateuses sont controversés comme je 1’ai
décrit auparavant (voir p.26). De plus, divers mécanismes ont été impliqués dans 1’apoptose
dépendante de I’IFNo que ce soit par activation des voies Pi3k, Erk, Jnk ou encore par
I’intermédiaire de I’induction de Trail (Crowder et al., 2005 ; Gomez-Benito et al., 2007 ;
Panaretakis et al., 2008). Dans notre étude, nous suggérons un réle essentiel de la MAPK p38
dans I’induction de la sécrétion d’IFNa mais aussi dans le processus apoptotique induit par
cette boucle autocrine. Ces résultats sont en accord avec les travaux démontrant le rdle de la
MAPK p38, d’une part dans la production d’IFNa par les CD plasmacytoides (Takauji et al.,
2002) mais aussi dans le role suppressif de I’'IFNa au cours de I’hématopoiése (Caraglia et al.,
2005).

Nous avons aussi observé que le poly(IC) induit le clivage de la protéine MCL-1,
protéine essentielle pour la survie des cellules de MM (voir p.21) ainsi que I’induction

précoce des protéines pro apoptotiques BIM et NOXA (Figure 14)
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Cinétique d’activation de protéines impliquées dans I'apoptose
(Mcl-1, Bim, Noxa) par la technique du western-blot. L actin
est utilisé comme contréle de chargement protéique.
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Notre équipe a mis en évidence que le clivage précoce de MCL-1 est associé a I’induction
d’apoptose aprés stimulation des cellules myélomateuses par le Melphalan, le Bortézomib ou
encore Trail (Gomez-Bougie et al., 2004 ; Ménoret et al., 2006) et que ’induction de Noxa est
requise pour I’induction d’apoptose par le Bortézomib (Gomez-Bougie et al., 2007). Bien que,

dans cette étude, nous ne démontrions pas un réle direct de ces protéines dans 1’apoptose
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induite par le Poly(IC), il semblerait intéressant d’étudier le réle des MAPK dans le clivage
ou I’induction de ces protéines clefs de ’apoptose.

Parallélement, & la production d’IFNo, nous avons observé que le poly(IC) induit
’activation de la voie NF-kB dans toutes les lignées de myélome ayant un TLR3 fonctionnel,
Bien qu’une forte et précoce activation de cette voie soit observée aprés stimulation par le
poly(IC), la voie NF-kB n’inhibe pas I’apoptose induite par P’IFNa. Cependant, la lignée
KMMI ne sécréte pas d’IFNa en réponse aux poly (IC) et I'activation de la voie NF-kB a
pour conséquence d’augmenter sa capacité proliférative. Ces réponses cellulaires hétérogénes
pourraient en partie expliquer les résultats mitigés obtenus lors de 1’unique essai clinique
ayant utilisé du poly (IC) dans le traitement du MM (Durie et al., 1985). Ainsi, les PAMPs ou
les DAMPs spécifiques du TLR3, tout comme ceux du TLR4 et 9, pourraient en activant la
voie NF-kB, participer in vivo & la progression du MM.
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ARTICLE 2 :
Les ligands du TLR9Y contenant des liaisons phosphorothioate protégent les cellules

cancéreuses de Papoptose induite par TRAIL

-> Introduction et résultats

Le Toll-like récepteur 9
Comime décrit précédemment le TLR9 cumule les propriétés immuno-stimulatrices par

sa capacité a induire la sécrétion d’IFNa et I’expression des molécules de costimulation sur
les CD plasmacytoides ou encore par sa capacité d’inducteur de prolifération et
différenciation des LB (voir p.43-45). Ces propriétés ont mené de nombreuses études et essais
cliniques & évaluer la capacité des ligands du TLRY dans I’immunothérapie antitumorale
(Krieg, 2007). Cependant le TLRO est, aprés le TLR1, le plus fréquemment exprimé par les
cellules et les lignées de MM (64% et 79%, respectivement) et, comme dans plusieurs
hémopathies, I’activation de ce TLR sur les cellules myélomateuses induit de nombreux effets
protumoraux. En effet, les études portées sur I'implication du TLR9 dans le MM ont mis en
évidence une induction d’IL6, des MAPK ou encore de la voie NF-kB, ceci résultant en une
augmentation de prolifération et de survie des cellules myélomateuses. L’activation de ces
voies peut aussi induire une résistance aux drogues telle la dexaméthasone (Jego et al., 2006).

Les cellules myélomateuses expriment les récepteurs TRAIL-R1 et TRAIL-R2 et sont
induites en apoptose aprés stimulation par le ligand Trail. De plus, les anticorps 4 usage
thérapeutique Mapatumumab et Lexatumumab, respectivement agonistes de TRAIL-R1 et
TRAIL-R2, provoquent une forte apoptose dans les lignées et les cellules primaires de
patients de MM (Ménoret et al., 2006). Cependant, certaines cellules myélomateuses sont
résistantes aux processus apoptotiques induits par l’activation de ce récepteur de mort,
Récemment notre équipe a montré que cette résistance est en partic médiée par Iactivation de
la voie NF-kB dans les lignées de MM (Romagnoli et al., 2007).

Le but de ce projet était alors d’étudier I’implication de la voie NF-kB dépendante du

TLRY dans la résistance 4 Trail des cellules de MM (Figure 15)
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Figure 15 : Hypothése sur ’implication du TLR9 dans la résistance 3 Trail

Les cellules myélomateuses expriment les récepteurs TRAIL-RI et TRAIL-R2 et sont induites en
apoptose aprés stimulation par le ligand Trail et la formation du complexe DISC (death-inducing
signaling complex). Les anticorps a usage thérapeutique Mapatumumab et Lexatumumab sont
respectivement agonistes de TRAIL-RI(R1) et TRAIL-R2 (R2),

Inhibition de ’apoptose induite par TRAIL-R2

Nous avons tout d’abord constaté que le CpG induit une forte inhibition de I’apoptose
induite par le ligand Trail dans certaines lignées mais ceci indépendamment de I’expression
basale du TLRY. Ensuite, 1’utilisation des anticorps Mapatumumab et Lexatumumab nous a
permis de révéler que le CpG inhibe spécifiquement 1’apoptose induite via TRAIL-R2 et non
TRAIL-R1. Enfin, nous avons observé que cet effet protumoral du CpG n’était pas restreint
au modé¢le myélomateux mais €tait aussi effectif dans certaines tumeurs solides telles que le

sein ou le colon.

Inhibition dépendante de la structure phosphorothioate des oligodeoxynucleotides (ODN)

Bien que D’activation du TLR9 ait, dans un premier temps, été décrite comme

dépendante des ilots CpG de I’ADN hypométhylé bactérien ou viral, des études récentes

mettent en évidence que la structure de I’ADN (groupement phosphate + sucre) ou encore sa

65



multimérisation sont primordiales. Afin de pouvoir étudier I’implication des ODN dans
’activation du TLR9, des modifications chimiques les rendant résistants aux nucléases ont été
apportées afin qu’ils ne soient pas dégradés avant leur intégration dans la cellule. Ainsi, des
modifications telles que le remplacement du groupement phosphodiester en groupement
phosphorothioate (Figure 16) ou encore I’ajout d’une queue poly-G sur les ODN ont été
développées. Ces modifications structurelles ont cependant induit plusieurs changements dans
les modalités d’activation du TLRY, tel que la nécessité des flots CpG (Tableau III) (Haas et
al., 2008).

H, NH,

/ Y

—0

Figure 16 : Modification structurelle des ligands du TLR9
D’aprés Haas et al., 2008

Tableau III : Différentes propriétés des ligands du TLR9Y
en fonction des modifications structurelles
D’aprés Wagner, 2008
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La grande majorité des ligands du TLRO utilisés pour les études in vitro et les essais
cliniques contient des modifications phosphorothicates qui permettent d’augmenter leur demi-
vie de quelques minutes a plusieurs jours. Cependant, nous avons mis en évidence dans notre
étude que ces modifications provoquent des effets inattendus, En effet, nous avons montré que
I’inhibition de [’activation de TRAIL-R2 par les ODN est due & cette structure
phosphorothioate et est indépendante de ’activation du TLRY.

La technique de résonance plasmonique de surface, qui permet de visualiser en temps
réel des interactions entre biomolécules non marquées, nous a permis de démontrer qu’en
s’accrochant de fagon spécifique au ligand Trail ou encore au Lexatumumab, les ODN
inhibent fortement ’activation de TRAIL-R2.
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Phosphorothioate-Modified TLR9 Ligands Protect Cancer
Cells against TRAIL-Induced Apoptosis’

David Chiron,”*" Catherine Pellat-Deceunynck,*' Mike Maillasson,*'* Régis Bataille, "
and Gaétan Jego*'

Hypomethylated CpG oligodeoxynucleotides (CpG ODNs) target TLR9 expressed by immune cells and are currently being
evaluated as adjuvants in clinical trials. However, TLR signaling can promofe some tumor growth and immune evasion, such as
in multiple myeloma (MM), Therefore, deciphering the effects of CpG ODNs on cancer cells will help in preventing these adverse
effects and in designing future clinical trials, TLR activation induces multiple signaling pathways, notably NF-«xB that has been
involved in the resistance to TRAIL. Thus, we wondered if CpG ODNs could modulate TRAIL-induced apoptosis in different
models of tumers, Here, we show that TLR9* (NCI-H929, NANG, KMM1} and TLR9™ MM cells (MM18S) were protected by CpG
ODNs against recombinant TRAIL-induced apoptosis, By using two fully human, agonist mAbs directed against TRAIL receptors
DR4 and DRS (mapatumumab and lexatumumab, respectively), we show that the protection was restricted to DRS5-induced
apoptosis, Similar results were observed for two colon cancer (C45 and Colo208) and two breast cancer cell lines (HCC1562 and
Cal51), The protection of CpG ODNs was mediated by its nuclease-resistant phosphorothioate backbone independent of TLR9.
We next demonstrated by surface plasmon resonance that phosphorothioate-modified CpG ODNs directly bound to either TRAIL
or lexatumumab and then decreased their binding to DRS. Finally, NK cell lysis of a DR5-sensitive MM cell line (NCI-H929)
through TRAIL was partially inhibited by phosphorothioate-modified CpG ODNs, In conclusion, our results sugpest that the
phosphorathioate modification of CpG ODNs could dampen the clinical efficacy of CpG ODN-based adjuvants by altering TRAIL/

TRAIL receptor interaction. The Journal of Immunology, 2009, 183: 0000-00600.

ceptors that sense highly conserved structures from mi-

croorganisms (1). Among the TLR family, TLR9 recog-
nizes the DNA sugar backbone 2'deoxyribose of hypomethylated
CpG oligodeoxynucleotides (CpG ODNs)® from invasive bacteria
and from autologous DNA of patients who suffer from systemic
tupus erythematosus (2-4). CpG ODNs represent a potent activa-
tor of the immune system (5, 6). TLR9 activation in immune cells
induces a cascade of events aimed at the elimination of the patho-
gen; TLRY agonists activate plasmacytoid dendritic cells to secrete
type I IFN and to fully mature into APCs (7). As a result, activa-
tion of innate immune effectors such as NK cells and expansion of
CTLs is obtained, Additionally, CpG ODNs can generate humoral
immune responses by the induction of polyclonai B cell prolifer-
ation and Ig synthesis (8). This immune cascade has prompled the
development of synthetic TLR9 ligands that could be used to en-
hance the immune response in a tumor environment, which could

F] "\ oil-like receptors are a family of pattern recognition re-
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translate into a clinical benefit for patients with cancer. Indeed,
TLR9 agonists are currently being evalvated as an adjuvant in
many clinical trials of solid cancer {colon cancer, breast cancer,
melanoma, non-small cell lung cancer, glioblastoma) and hemato-
logical malignancies (B cell chronic lymphocytic leukemia, non-
Hodgkin's lymphema) (9),

However, although TLR expression was initially thought to be
restricted to the celis of the immune system, recent studies suggest
that many different tumor celi types express TLR9 and that TLR9
signaling promotes tumor growth, survival, and immune evasion
(10). B cell neoplasms such as multiple myeloma (MM; 2 plasma
cell matignancy), lymphocytic leukemia, and lymphomas misror
their normat precursors and respond to TLR9Y ligands (8). Indeed,
CpG ODNs can promote both MM cel} proliferation and drug re-
sistance through an avtocrine secretion of IL-6, as well as prolif-
eration of B cell chronic lymphocytic leukemia cells from patients
either with progressive diseases or bearing unmutated Ig variable
H chain genes (11-13). Additionally, many solid rumor c¢H types
do express TLRY and are responsive to CpG ODNs (e.g., colon,
prostate, breast, melanoma, lung) (14},

TLR signaling induces Erk1/2 MAP kinase and NF-xB activa-
tion in MM and colon cells that could contribute to malignant
transformation (15). NF-«B activation, either through mutations or
interactions with the microenvironment, has been involved in the
progression of many cancers, including MM (16). As we previ-
ously published, resistance of MM cells to TRAIL can occur
through the activation of the NF-kB pathway {17). TRAIL is a
member of the TNF ligand superfamily, expressed and used by
immune effector celis such as NK, NKT, and CD8 T cells to elim-
inate tumor cells (18). TRAIL induces the death of cancer cells but
spares normal celis; therefore, TRAIL-induced apoptosis could be
involved in the immune surveillance of cancers (19}, Furthermore,
TRAIL. resistance has been observed in many cancer cell types and



various mechanisms including translocation of NF-«B, and acti-
vation of PKB/Akt or Erk MAPK seem to be involved (17, 20, 21).
These pathways can be induced by TLRs, including TLR9 (22~
24), therefore jeopardizing the efficiency of the therapeutic use of
TLR9 ligands. The aim of this work was to study the effects of
CpG ODNs on TRAIL-induced cell death of tumors by using MM,
colon, and breast cancer cell lines.

Materials and Methods
Human myeloma cell lines (HMCLs), colon cancer cell lines,
and breast cancer cell lines

The HMCL named MDN has been established in our laboratory and is
cultured in the presence of 3 ng/ml rlL-6 (Novartis Pharmaceuticals). The
KMM1 HMCL was provided by Dr. T. Otsuki {Okayama, Japan) and the
Karpas 620 cell line by Dr. A, Karpas (Cambridge, UK.). The MM.18
HMCL was provided by Dr. 8. T. Rosen (Chicago, IL}). NCI-H929 was
purchased from Deutsche Sammlung von Mikroorganismen and Zelkul-
turen. C45 was established in our laboratory from an ascites of a stage IV
colon cancer patient. The colon cancer cell line Colo205 and the breast
cancer cell line HCC1569 were obtained from the Amercan Type Culture
Collection. Cal51 was provided by Dr. }.-L.Merin (Nancy, France). Al
cetl lines were maintained in RPMI 1640 medium supplemented with 5%
FCS, 2 mM glutamine, and antibiotics.

RNA isolation and RT-PCR

Total RNA was extracted, treated by DNase, and reverse transcribed as pre-
viously deseribed (11), ¢cDNA concentration was quantified by a spectropho-
tometer (NanoDrop) before amplification by PCR (35 cycles) using the fol-
lowing specific primers for TERS (Sigma-Genosys): 5'-TTATGGACTTCC
TGCTGGAGGTGC-3 and 5'-CTGCGTFTTGTCGAAGACCA-3',

Cell viability assay

Cell lines (10° cells/200 pi) were cultured with or without mapatumumab,
lexaturmumab, recombinant human TRAIL, or agonist Fas Ab for 48 h in
the presence or absence of CpG ODN. Cell viability was determined with
PE-conjugated Apo2.7 labeling and analyzed on a FACSCalibur flow cy-
tometer (BD Biosciences).

Western Blotting

Cells (10° cells/ml) were serum-starved for 18 h, treated or not, harvested,
and resuspended in lysis buffer (10 mM Tris-BCl {(pH 7.6), 150 mM NaCi,
5 mM EDTA, | mM PMSF, 2 mM Na,V0,,} mM NaF, 2 ug/mi aprotinin,
1 pg/ml leupeptin, and 0.5% Nonidet P-40). Protein concentration was
measured by using bicinchorinic acid (BCA protein assay; Pierce) and 90
pg was separated by 10% SDS-PAGE and electrotransferred to polyvi-
nytidene difleoride membranes. Signals were detected by standard tech-
nigues using ECL detection (Roche).

Abs, cytokines, and reagents

Human TRAIL-R} or -R2 agenist mapatumumab and texatumumab mAbs,
respectively, were provided by Human Genome Sciences. Recombinant
tuman TRAIL and recombinant TRAIE. receptors DR4 and DR5 were
purchased from R&D Systems. mAb CD95 (FAS clene CHI11) was pur-
chased from Beckman Coulter. mAbs against caspase-8, phospho-IxBa
Ser?6 (SA5), and IxBor were from Cell Signaling Technology; actin was
from Chemicon Intemational. U0126 and Bayl1-7082 were purchased
from Alexis. CpG ODNs were provided by Invitrogen. Bases shown in
uppercase letters are phosphodiester and those in lowercase letiers are
phosphorothioate (nuctease resistant): the ODN 2006 sequence was 5'-
togtegtuigtegtitigtegtt-3', the all-phosphodiester ODN 2006-G5 sequence
was 5'-TCGTCGTTTTGTCGTTTTGTCGTTGGGGG-3', and the TLRY
inhibitory ODN sequence was 5'-titagggttagggttagggttagge-3°.

Surface plasmon resonance (SPR)

Experiments were conducted at 25°C on a BlAcore 3000 instrument. For
binding analysis, either 200 resonance units of DR4 and DRS5, 2000 reso-
nance units of recombinant TRAIL, or 8000 resonance units of lexat-
mumah were covalently coupled to a research grade CM5 chip (GE Health-
care) by amine coupling as recommended by the manufacturer. All
measurements were baseline-corrected by subtracting the valves obtained
from the analyte being injected over a control flow cell. Binding of mapa-
tumumab (3 pg/mi), lexatumumab (3 pg/ml), or recombinant TRAIL (2
pg/ml) either alone or preincubated for 60 min with CpG ODN {0.78-12.5
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FIGURE 1. TLR9 is expressed by HMCLs. Expression of TLR9 mRNA
in six HMCLs analyzed by RT-PCR as described in Materials and
Methods,

MMIS

pg/mi) was assayed for 2 min at a flow rate of 40 u/min on DR4- or
DRS5-immobitized chips. Dissociation was monitored for 3 min and then
the surface was regenerated by injection of 10 mM glycine {pH 2.0). Mea-
surement of the direct binding of CpG ODN to recombinant TRAIL-im-
mobilized or fexatumumab-immobilized chips was performed as foltows.
Five concentrations of CpG GDN ranging from 3.25 to 52 nM for CpG
ODN injected over a LexA-immobilized chip and from 103 nM to 3.3 pM
for CpG ODN injected over a recombinant TRAH.-immobilized chip were
titrated from low to high concentrations in a single-cyele mode for 3 min
at 40 pb/min. Dissociation was monitored for 4 min. Data were analyzed
using the BiaBval 4.1 sofiware (Bizcore).

NK cell expansion and cytotoxic assays

Assessment of NK cell expansion was performed as previously described
(25). Briefly, PBMCs from nomnal volunteers were purified by Ficoll-
Hypaque centrifugation and cocultured with irradiated EBV-transformed B
lympheblastoid cells in 8% human serum and in the presence of IL-2 for
4-6 wk. The proportion of CD3~/CD16™ NK cells increased to >50%
during the culture, Expanded CD37/CD16™ NK cells were then purified
using anti-CD16 microbeads (Miltenyi Biotec) and the cytotoxic assay was
performed. 3*Cr-labeled target cells were incubated for 15 min with CpG
ODN, and cytoloxic assays were performed in 96-well V-bottom plates
with 3000 *'Cr-labeled target cells in 200 p! (4 h). The percentage of
specific cytotoxicity was determined as follows: {experimental release —
spontancous release)/(total release - spontanecus release) X 100.

Results
CpG QDN inhibits the apoptosis of HMCLs induced by TRAIL
through DRS

We first determined the expression of TLRS on a panel of six
representative HMCLs. As shown in Fig. 1, we detected TLRY at
various levels in the HMCLs KARPAS 620, MDN, NCI-H929,
NANG6, and KMM], but not in MMIS. Incubation of KARPAS
620, MDN, and KMM1 with CpG ODN did not modify the apo-
ptosis induced by 50 ng/ml human recombinant TRAIL. Cn the
contrary, CpG ODN decreased the apoptosis of NCI-H929, NANG6,
and, more surprisingly, TLR9-negative MM1S celis (mean of re-
duction, 53 * 3, 84 * 6, and 62 =+ 12%, respectively) (see Fig. 24
and Table ). The effect of CpG ODN on TRAIL-induced apopto-
sis was dose dependent as shown in Fig. 2B, and the inhibition of
apoptosis was obtained over a wide range of TRAIL concentra-
tions as shown in Fig. 2C for NCI-H929, It is known that TRAIL
induces apoptosis through the activation of two receptors,
TRAIL-R1 {DR4) and/or TRAIL-R2 (DRS). To better characterize
the mechanism of apoptosis inhibition observed with CpG ODN,
we replaced human recombinant TRAIL with mapatumumab and
lexaturnumab, two agonist Abs direcied against DR4 or DRS, re-
spectively {26, 27). As summarized in Table I for all six HMCLs
and illustrated in Fig. 3A, HMCLs were either solely sensitive
through DR4 (KARPAS 620), DRS (NCI-H929, NANG6, and
MMIS), or both (MDN, KMM1). Strikingly, CpG ODN com-
pletely blocked the apoptosis induced by lexatumumab in MDN,
NCI-H929, KMM1, NANG, and MMI1S, but not that induced by
mapatumumab. The effect of CpG ODN on DR5-induced apopto-
sis was dose dependent, as shown in Fig. 3B. No inhibition of
mapatumumab-induced apoptosis was observed in MDN even at
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FIGURE 2, CpG ODN inhibits the apoptosis of HMCLs induced by human recombinant TRAIL, A, Percentage of cell death of KARPAS 620, MDN,
NCI-H929, KMM]1, NANG, and MM1S induced by human recombinant TRAIL (50 ng/ml) in the absence or presence of CpG ODN (5 pg/mi) determined
at day 2 by Apo2.7 siaining, Three independent experiments are shown for each cell line. B, Percentage of cell death of NCE-H929 induced by human
recombinant TRAIL (50 ng/ml} in the presence of increasing doses of CpG ODN (0.039, 0.156, 0.625, 2.5, and 10 ug/ml) and determined at day 2 by
Apo2.7 staining. The mean values * 8D of three independent experiments are shown, C, Percentage of cell death of NCI-H929 induced by increasing doses
of human recombinant TRAIL (12.5, 25, 50, and 100 ng/ml) in the absence or presence of CpG ODN (5 pg/mi) determined at day 2 by Apo2.7 staining.

The mean values *+ SD of three independent experiments are shown.

suboptimal concentrations of Ab (Fig. 3C). As shown in Fig. 3D,
the cleavage of caspase-8 in NCI-H929 induced by lexatumumab
was blocked by the addition of CpG ODN to the culture. This
result suggested that CpG ODN could act at the initiation of the
cell death sigraling pathway.

As Fas is a member of the TNF ligand superfamily that also
induces apoptosis of tumor cells, we wondered whether CpG ODN
could alse inhibit its function. NCI-H929 was Fas-resistant, but
KMM]1 and MDN were Fas-sensitive (Fig. 3E and data not
shown), Stimulation of KMMI or MDN by an anti-Fas mAb ag-
onist induced a dose-dependent apoptosis that was not inhibited by
CpG ODN. Taken together, our results suggested that CpG ODN
specifically inhibited TRAIL-induced apoptosis through DRS.

CpG ODN inhibits the apaptosis of colon and breast cancer cell
lines induced by TRAIL through DR5

As CpG ODNs are intended for use in both solid and hematologic
cancer patients, we also performed the experiment on two coton

cancer cell lines, C45 and Colo205 (Fig. 4), and two breast cancer
cell lines, HCC1569 and Cal51 {data not shown). Both colon can-
cer cell lines express TLR9 (Fig. 44), and CpG ODN decreased the
apoptosis of the Colo203 line induced by recombinant human
TRAIL (mean of reduction, 60 * 14%). The colon and breast
cancer cell lines were only sensitive to DRS stimulation. As itlus-
trated in Fig. 48 for Colo2035, addition of CpG ODN decreased the
fexatumumab-induced apoptosis, either partially in Colo205, C45,
and HCC1569 (mean of reduction, 47 % 15%,n = 3; 60%,n = 2;
and 74%, n = 2, respectively) or completely in Cal51 {mean of
reduction, 97%, n = 2),

The blocking of lexatumumab-induced apoptosis depends on the
phosphorothioate modification of CpG ODN

Synthetic CpG ODNs that are currently used in vitro and in clinical
investigations bear a nuclease-resistant phosphorothioate back-
bone that increases their half-life. In contrast, the phosphediester

Table I. CpG inhibition of TRAIL-induced apoptosis does not correlate with TLRY expression®

TLRY thTRAIL Sensibility CpG Inhibition of Mapatumuamab Lexatumumab
Expression (% Apo2.T) thTRAIL Apoptosis (%) Sensibility {% Apo2.T) Sensibility (% Apo2.7)

K620 ++ 7433 *+ 125 8.52 81.00 + 3.61 100 = 1.00
MDN + 48.33 = 8.08 16.55 78.00 £ 4.36 69.00 = 11.14
NCi-H929 + 50.67 = 9.29 53.28 1167 =208 48.67 + 493
KMM1 +i— 54.67x£10.02 15.24 55.67 £9.71 32,67 £3.719
NANé& A 34.60 £ 694 84.31 300+ 73 3433 £ 10.21
MM.1S - 35332503 62.26 13.00 = 2.65 40.00 = 8.66

% TLRY expression was determined by PCR. Survival of six HMCLs in the presence of rthTRAIL (56 ng/mli), mapatumumab, or lexatumumab (6p2g/mL) was determined by
Apo2.7 staining at day 2. The mean values = SD of three independent experiments are shown, rtTRATL, recombinant human TRAIL.
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directed against DR5. A, Percentage of cell death of KARPAS 620, MDN, and

NCI-H929 induced by either mapatumumab or lexatamumab (6 pg/mi) in the absence or presence of CpG ODN (5 pg/mi) determined at day 2 by Apo2.7
staining. Three independent experiments are shown for each cell line. B, Percentage of cell death of NCI-H929 induced by lexatumumab (6 pg/ml) in the
presence of increasing doses of CpG ODN (0.039, 0.156, 0.625, 2.5, and 10 pg/ml) and determined at day 2 by Apo2.7 staining, The mean vatues * SD
of three independent experiments are shown. C, Percentage of cell death of MDN induced by increasing doses of eilher mapatumumab or lexatumumab
in the presence of CpG ODN (5 pg/ml) and determined at day 2 by Apo2.7 staining. The mean values + SD of three independent experiments arg shown,
D, Expression of caspase 8 (full-length and cleaved form) determined by immunoblot analysis in NCI-H929 treated by 6 pg/ml lexatumumab, § pg/ml CpG
ODN, or both. Actin was used as a protein loading control. £, Percentage of cetl death of KMM]1 induced by increasing doses of anti-Fas Ab (cione CHL1)
in the presence of CpG ODN (5 prg/mi) and determined at day 2 by Apo2.7 staining. The mean values * 8D of three independent experiments are shown,

bond of native DNA is highly sensitive to degradation by endo-
nucleases. Both forms of CpG ODNs stimulate TLR9 and induce
immunostimulatory activities. To determine whether the native
form of CpG ODN was as potent as the synthetic form in the inhi-
bition of apoptosis, we measured the TRAIL-induced apoptosis in the
presence of either phosphorothioate-modified CpG ODN (CpG 2006)
or a synthetic phosphodiester CpG ODN (CpG 2006-G5). The later
sequence had a higher capacity to be internalized and to stimulate
TLRY than did native CpG ODN due to the addition of a 3' poly-G

A

FIGURE 4. CpG ODN inhibits the apoptosis of colon
cell lines induced by human recombinant TRAIL and by
an agonist Ab directed against DRS. A, Expression of
TLR? mRNA in two colon cancer cell lines analyzed by
RT-PCR as described in Materials and Methods. B, Per-
centage of cell death of Colo205 induced by human re-
combinant TRAIL (50 ng/ml), mapatumomab (6 pg/mi),
or lexatumumab (6 pg/ml) in the absence or presence of
CpG ODN (5 pg/mil) determined at day 2 by Apo2.7 stain-
ing. Three independent experiments are shown,

string. As shown in Fig. 5, the phosphodiester CpG ODN did not
inhibit the lexammumab-induced apoptosis, suggesting that the pro-
tection was TLR9-independent. Furthermore, addition of a non-CpG
ODN sequence designed to compete with the binding of CpG ODN
2006 to its receptor and that lacks TLR9 stimulatory capacity totally
abrogated the apoptosis. As this CpG ODN also has a phosphorothio-
afe backbone, our data suggest that the protection of tumors cells
against TRAIL depends on the phosphorothioate modification of CpG
ODN rather than on TLR9 stimulation.
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FIGURE §, The phosphorothioate modification of CpG ODNs is re-
sponsible for the inhibition of the TRAIL-induced apoptosis. Percentage of
cell death of NCI-H929 induced by lexatumumab (6 gg/ml) in the presence
of 5 pg/mt CpG ODN 2006 with phosphorothioate modifications, phos-
phodiester CpG ODN 2006-GS5, or a nonstimuiatory TLR9 ODN sequence
with phosphorothioate modification. Survival was determined at day 2 by
Apo2.7 staining. The mean values + SD of three independent experiments
are shown.
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Phosphorothioate-modified CpG ODN inhibits the binding of
lexatumumab to DRS

It has been previously shown that the internalization of DR4 and
DRS3 occurs within minutes of TRAIL binding (28). In agreement,
we observed a decrease of DR5 cell surface staining in the pres-
ence of lexatumumab (data not shown). Surprisingly, the addition
of phosphorothicate-modified CpG ODN blocked the disappear-
ance of DR5 from the cell surface. This result suggested that phos-
phorothioate-modified CpG ODN could perturb the interaction of
TRAIL or anti-DR4/DR5 mAbs with their respective receptors in
a TLRY-independent manner.

To test this hypothesis, we immobilized recombinant DR4 or
DR35 on an SPR chip surface and observed the binding of either
mapatumumab or lexalumumab, respectively, in the presence or
absence of CpG ODN. DR4 and DRS formed a saturated complex
with mapatumumab and lexatumumab mAbs, respectively (Figs. 6,
A and B). In agreement with our hypothesis, incubation of phos-
phorothiocate-modified CpG ODN with DRS (Fig. 6A), but not with
DR4 {Fig. 6B), inhibits the interaction with the corresponding Ab
in a dose-dependent manner. Furthermore, the binding of recom-
binant TRAIL to DR5 was also inhibited by phosphorothioate-
modified CpG ODN in a dose-dependent manner (Fig, 6C), Con-
versely, phosphodiester CpG ODN did not inhibit these
interactions (supplemental Fig. $1).

Taken together, these results suggested that phosphorothioate-
modified CpG ODN could directly bind to DRS, recombinant hu-
man TRAIL, or lexatumumab. Surprisingly, no direct binding of
CpG ODNs to DR35S was observed {data not shown). In contrast, we
observed binding of CpG ODNs to lexatumumab when it was im-
mobilized on an SRP chip surface, but not to mapatumumab (Fig.
6D). Similarly, binding of CpG ODNs to recombinant human
TRAIL immobilized on an SRP chip surface was also observed
(Fig. 6E}.

Phospherothioate-modified CpG ODN inhibits the killing of
DRS5-sensitive tumor cells by NK cells

TRAIL is expressed and used by immune effector cells such as
NK, NKT, and CD8 T cells to eliminate infected cells, tumor cells,
or autoreactive cells (18). As NK cells have been reported to be
involved in the immune surveillance of cancer, we wondered if
CpG ODN could alter their cytotoxicity toward tumor cells. To this

4'The online version of this article contains supplemental materiat.

end, we incubated NCI-H929 with or without a phosphorothioate-
modified CpG ODN and then measured the cytotoxicity induced
by NK cells. As shown in Fig. 74, the lysis of NCI-H929 by NK
cells was significantty reduced in the presence of CpG ODN (mean
of lysis reduction at an E:T ratio of 1:15, 45 * 23%, n = 3}, A
similar result was obtained for another DR5-sensitive cell line
(Colo205) but not with the doubly DR4- and DR5-sensitive MDN
cell line (data not shown). Finally, neutralization of TRAIL on NK
cells by a blocking Ab partially decreased the cytotoxicity of
NK cells to the same level as that obtained upon CpG ODN in-
cubation (mean of lysis reduction at E:T ratio of 1:15, 49 * 1%,
n = 3; Fig. 7B). These data suggested that the component of NK
cell cytotoxicity involving TRAIL was inhibited by CpG ODN.

Discussion

TLRs are expressed by cells of the immune system, as well as by
tumor cells of various origins. Although biclogical consequences
of TLR activation have been extensively studied in immune cells,
the effect on cancer cells is largely unknown. In the present study,
we aimed to determine the effect of CpG ODN on the TRAIL-
induced cell death of cancer cells. We show that a synthetic phos-
phorothioate-modified CpG ODN inhibits the killing of various
DR35-sensitive tumor cells through a TLR9-independent binding to
TRALL or to lexatumumab. This inhibition reduces the cytotoxic
activity of NK cells through TRAIL and could therefore dampen
the clinical efficacy of CpG ODN-based adjuvants.

Although synthetic CpG ODN sequences have been widely used
in vitro to decipher the TLR? signaiing pathway and to stimulate
the immune system, their exact mechanism of action has only been
recently uncovered (2, 29). Indeed, TLR9 recognizes natural phos-
phodiester DNA through the DNA sugar backbone 2'-deoxyribose
rather than through CpG muotifs, as thought so far. In contrast,
phosphorothioate-modified synthetic ODNs, despite strong bind-
ing, are dependent on CpG motifs to activate TLRY. Our results
extend the structure-dependent function of phosphorothicate-mod-
ified ODNSs in the cell death pathway.

So far, known effects of CpG ODN on cell death resistance have
involved TLRY stimulation and Erk1/2 or NF-«B signaling pathway
activation, Additionally, it has been shown that NF-«B activation con-
tributed to LPS/TLR4-induced apoptosis resistance of lung cancer
cells against TRAIL. (30). We also observed NF-xkB activation
through phosphorylation of 1kB in the presence of CpG ODN; how-
ever, inhibition of either NF-«B or Erk1/2 activation by specific in-
hibitors did not reverse the effects of CpGG ODNs (supplemental Fig,
$2). Therefore, the survival effect was not mediated by these previ-
ously described pathways. On the contrary, despite activation of
TLRY signaling by classical synthetic CpG ODN, the mechanism of
survival was TLR9-independent, as it was also observed in a TLR9™
cell line and with a sequence designed to act as an antagonist of
TLRY. Furthermore, we showed that the phosphorothioate modifica-
tion of the CpG ODN, necessary for the nuclease resistance of the
sequence, conferred the inhibitory capacity. In agreement with this
finding, it has been previously shown that the phosphorothioate back-
bone of ODN sequences strongly increased nonspecific binding to
various proteins, In particuiar, phosphorothioate sequences inhibit ba-
sic fibroblast growth factor binding to its receptor (31, 32). This stick-
iness of phosphorothioate sequences is also observed in the binding to
TLRY, as a phosphiorothioate-modified sequence, regardless of the
bases, has a higher TLR9 affinity than does the same phosphodiester
sequence (29). Taken together, these data imply that natural DNA
sequences from bacteria would trigger TLRY signaling in tumors and
immune cells, leading to activation. On the other hand, synthetic
phosphorothioate CpG ODNs would both mediale the previous effects
and induce TLR9-independent phenomena such as receptor-ligand
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binding inhibition. This phenomenon could be extended to the inhi-  phorothioate-modified ODNG, regardless of CpG motifs (33-36). One
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FIGURE 7.  Phosphorothioate-modified CpG
ODN inhibits the killing of the HMCL NCI-H$29
by NK cells. A, Cytotoxicity of NK cells against
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CpG ODN, Data shown are means * SD of one
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tative of three independent experiments, B, Cytotox-
icity of NK cells against NCI-H929 was determined
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contrel Ab. Data shown are means + SD of one
experiment performed in triplicate and are represen-
tative of three independent experiments.



The Journal of Immurology

Given our present finding, it is likely that the capacity of phos-
phorothioate CpG ODNs to inhibit TRAIL-induced apoptosis
could have an influence on the outcome of previously published
studies. Therefore, interpretation of experiments should be done
with caution and would better be completed with phosphodiester
sequences stabilized by 3’ poly-G extensions that confer a nano-
particle-like structure (37).

Regarding the inhibition of TRAIL-induced apoptosis, we ob-
served a decrease in the cytotoxicity mediated by NK cells. This
result suggests that cells of the immune system could be partially
dampened in their function of tumor surveillance, particularly in
the case of CpG peritumoral injection. Fortunately, note that the
lysis machinery of immune effector eells is not restricted to TRAH.
and therefore could be protected from a major shutdown,

In conclusion, our results confirm the need for an encapsulation
of CpG ODNs that would avoid unspecific binding with unex-
pected consequences, Finally, these data increase our understand-
ing of the function of CpG ODNs in tumors.
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=> Conclusion
Cette ¢tude nous a permis de mettre en évidence I’inhibition spécifique de I’apoptose

induite par TRAILR2, de fagon dépendante de la structure phosphorothioate et indépendante
du TLR9,
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Figure 17 : Inhibition de I’apoptose induite par TRAIL-R2 par les ODN
phosphorothioates

Quelques travaux ont mis en évidence des fixations non spécifiques des ODN
phosphorothioates, empéchant par exemple la fixation du FGF sur son récepteur. De plus,
plusieurs études ont observées des effets dépendants du phosphorothioate tels que I’inhibition
de ’entrée de certains virus (CMV, HIV, Hépatite C) dans la cellule. On ne peut pas exclure
que cet effet soit en partie dii & I’inhibition d’une interaction entre le virus et la cellule cible
par un accrochage des ODN phosphorothiates. 11 serait donc intéressant de déterminer quel
mécanisme permet ’interaction de ces ODN avec d’autres protéines.

Nous avons démoniré que ce mécanisme peut inhiber 1’activité cytotoxique Trail
dépendante des cellules NK in vitro. Ceci suggére que Pactivité de ces cellules pourrait étre

diminuée particuliérement en cas d’injection péritumorale de ces CpG. Cependant les
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conséquences de ’effet inhibiteur de ces ODN modifiés in vivo restent a prouver. Nous
pouvons tout de méme suggérer que 1’utilisation des ODN phosphodiesters avec queue poly-
G ou encore ’encapsulation des ODN phosphorothioates serait préférable in vivo car

empécherait les effets indésirables observé in vitro.
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DISCUSSION

Immunité, inflammation et cancer

L’inflammation est la conséquence de la réponse de I’organisme face 3 une agression,
de type infectieux, allergique ou encore physique (dommage tissulaire), via activation de son
systéme immunitaire.

Les différentes composantes du systéme immunitaire vont aussi participer & des
mécanismes de surveillance permettant de limiter I'émergence de tumeurs. Les preuves d’une
implication du systéme immunitaire dans inhibition de P’initiation ou de I’expansion
tumorale se basent sur plusieurs principes fondamentaux. Ce concept est notamment porté par
la susceptibilité accrue des patients immunodéprimés aux tumeurs solides et hématologiques
(Swann et smyth, 2007). D’autre part, de nombreuses études ont mis en évidence
Pimplication des CD, des macrophages, des cellules NK ou encore des lymphocytes T dans le
controle des cellules cancéreuses via Trail, Fas ou encore la sécrétion d’IFN (Figure 18). Ces
principes sont les bases des traitements immunothérapeutiques qui ont pour but d’induire une
réponse immunitaire spécifique de la tumeur.,

Cependant, il est devenu évident que les réponses inflammatoires sont impliquées &
différents stades du développement tumoral. En effet, plus de 20% des cancers sont liés a des
infections chroniques qu’elles soient bactériennes, avec par exemple I’implication
d’Helicobacter pylori, ou encore virales par le papilloma virus ou les virus de I’hépatite C (de
Martel et al,, 2009). Par ailleurs, 30% sont associés a une inflammation résultant d’une
exposition répétée 4 des substances irritantes telles que le tabac ou encore I’amiante
(Aggarwal et al,, 2009). Parmi les mécanismes associés aux propriétés protumorales de la
réponse immunitaire, les cytokines proinflammatoires secrétées par les leucocytes peuvent
étre de puissants facteurs de croissance et de survie pour les tumeurs,

Il existe donc un équilibre entre les mécanismes anti- et protumoraux de la réponse
inflammatoire dans I’initiation tumorale {(Figure 18). Cependant, cette balance semble étre en
faveur de la progression tumorale des tumeurs déja établies étant donné le peu de régressions

tumorales observées aprés la seule activation du systéme immunitaire.
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Figure 18 : Implication de la réponse inflammatoire dans le développement tumoral
D’aprés Grivennikov et al., 2010

LT: Lymphocytes 1, CD. Cellules Dendritiques, NK: Cellules NK, MC: Macrophage

Les TLRs, précurseurs de la réponse inflammatoire, sont impliqués dans la biologie du MM
Par leur capacité a reconnaitre les DAMPs et les PAMPs, les TLRs sont les

précurseurs de la réponse inflammatoire. Ces récepteurs sont définis comme des « épées a
double tranchant », pouvant selon les types cellulaires et le contexte induire une réponse
inflammatoire favorable ou défavorable 4 la tumeur, En effet, en plus des cellules du systéme
immunitaire, de nombreux types tumoraux, parmi lesquels e MM, ont conservé P’expression
de ces récepteurs de I'immunité.

La niche médullaire fournit un environnement propice au développement des cellules
myélomateuses via la sécrétion de nombreuses cytokines par les différentes composantes
cellulaires la constituant (Figure 3). De plus, les cellules myélomateuses pourraient étre
chroniquement activées par divers DAMPs et PAMPs ce qui renforcerait le potentiel
proinflammatoire de leur microenvironnement. En effet, 1’activation de NF-kB et la sécrétion
cytokines sont des événements classiques observés dans les cellules normales aprés activation
des TLRs et les cellules myélomateuses ont largement conservées ces réponses.

Malheureusement, le facteur de transcription NF-kB ou encore I’IL6 font partie des facteurs
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de survie et de prolifération les plus importants de cette pathologie. Les effets protumoraux

des TLRs semblent donc largement prédominants dans le cas du MM.

Les TLRs dans le MM : Un cercle vicieux ?

Sur la base de ces données, il est envisageable que les TLRs puissent étre impliqués
dans un cercle vicieux entre les cellules myélomateuses et les épisodes infectieux. En effet, la
sensibilité accrue des patients aux infections, causées par un défaut de I'immunité humorale
inhérent & la pathologie, mais aussi renforcées par les traitements chimiothérapeutiques,
pourrait en retour étre impliguée dans ’initiation, la rechute ou encore la progression du MM

via ’activation des TLRs (figure 19).
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Figure 19 : Implication des TLRs dans la biologie du MM
D’aprés Chiron et al., 2008 (Annexe 1)

Les infections bactériennes et virales, ainsi que la libération de ligands endogénes par les tissus
endommagés (ex : collagéne, fibronectine, héparane sulfate, Heat-Shock Protein (HSP)) pourraient
Jfavoriser ['expansion des cellules malignes exprimant des TLRs.
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Il serait intéressant d’étudier si I’activation chronique des précurseurs plasmocytaires
par les TLRs induit des instabilités génomiques participant & Pinitiation des anomalies
primaires caractéristiques du myélome. En effet, activation des LB est caractérisée par de
nombreuses recombinaisons et mutations génétiques nécessaires a la mise en place d’une
réponse humorale optimale. Cependant, !’instabilit¢é génomique qui en résulte a pour
conséquence d’augmenter fortement le risque de translocations ou encore de mutations, hors

de I'Tg, qui sont des éléments précurseurs de I’oncogenése du MM,

Le TLR4 dans le MM

Quelques récentes études épidémiologiques mettent en évidence un lien potentiel entre

certaines infections et la susceptibilité de développer un MM. Cependant, "implication des
TLRs dans ’initiation ou la progression du MM reste encore largement inconnue. Dans ce
contexte, I’étude des TLRs dans le groupe de patients caractérisés par la dérégulation des
protéines MAF apparait intéressante. En effet, ce groupe caractérisé par un mauvais pronostic
montre une forte expression du TLR4 sur les cellules myélomateuses. En plus du LPS, ce
récepteur est potentiellement activé par de nombreux DAMPs présents dans le
microenvironnement myélomateux tels que HMGB1 ou le CD138 soluble. Ensuite,
I’activation du TLR4 sur les cellules myélomateuses in vitro provoque de nombreuses
réponses protumorales. Ce modéle représente donc une opportunité d’étudier ’implication des
TLRs dans ’oncogenése du MM, du diagnostic jusqu'au stade terminal représenté par les

lignées cellulaires.

Utilisation thérapeutique des ligands de TLRs dans le MM ?

Les agonistes du TLRY ont la capacité d’accroitre la réponse immunitaire en activant
les CD plasmacytoides ou encore en régulant I’expression de plusieurs molécules
immunostimulatrices sur les cellules de MM in vitro. Cependant, dans le contexte de certaines
hémopathies B, ces stratégies d’immunomodulation sont inhibées par les caractéristiques
d’immunodéficience sévéres des patients et par les propriétés du microenvironnement tumoral
largement défavorables & la réponse aux TLRs. De plus, les cellules tumorales myélomateuses
sont des plasmocytes au stade terminal de différenciation qui ont des capacités des cellules
présentatrices d’antigénes (CPA) limitées en comparaison aux LB. Augmenter la sensibilité
des cellules tumorales en les rendant plus immunogéniques semble difficilement applicable

dans le cas du MM, du fait méme de la nature des précurseurs normaux.
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On peut alors douter de I’efficacité d*une stratégie d’immunothérapie basée sur les
ligands des TLRs dans le MM. Il serait de toute maniére indispensable de découpler les effets
protumoraux induit par [>activation directe des TLRs sur les cellules myélomateuses avec des
capacités stimulatrices du systéme immunitaire de ces mémes ligands. Ceci nécessiterait
’utilisation combinée des agonistes synthétiques des TLRs avec des composants neutralisant

la sécrétion de cytokines et les voies de signalisation protumorales.

Perspectives dans |’étude de I’implication des TLRs dans la biologie du MM
Notre compréhension de 1'implication des TLRs dans ’organisme est aujourd’hui

incompléte et de nombreuses études sont encore nécessaires afin de mettre en évidence leurs
roles hétérogénes selon les types cellulaires. Cependant, il semble évident que ces récepteurs
jouent un réle déterminant dans I’oncogenése de nombreux cancers, Cette hypothése est
notamment soutenue par I’association de nombreux polymorphismes des TLRs avec une
variété de cancer solides et hématologiques (EI-Omar et al., 2008 ; Purdue et al., 2009 ). De
nouvelles études sont & présent nécessaires pour déterminer si des gains ou des pertes de
fonctions associées aux polymorphismes des TLRs sont impliqués dans les tumeurs, telles que
le MM, ot les TLRs sont fonctionnels.

Enfin, la majorité des travaux effectués sur le réle des TLRs dans le MM a été
conduite in vitro. Il est 4 présent nécessaire de confirmer ces études in vive dans un modéle
murin tel que le modéle STMM (Asosingh et al,, 2000). Ceci permettra de démontrer
I’implication de ces récepteurs au sein du microenvironnement ainsi que leurs réles dans

’initiation, la progression ou encore la rechute.
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PROJET II : ETUDE DE LA
CLONOGENICITE SPONTANEE DES
CELLULES DE MM
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Au cours de mon doctorat, j’ai eu l'opportunité de travailler sur un deuxiéme sujet,
concernant 1’étude de 1a clonogénicité spontanée des cellules de MM.

Plusieurs mécanismes caractéristiques des cellules souches normales et cancéreuses telles que
"autorenouvellement ou encore 1’activation de la voie Notch semblent impliqués dans ce

processus. Pour ces raisons ces sujets seront abordés au cours de cette introduction.
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A, Cellules souches hématopoiétiques (CSH)

Une cellule souche est une cellule indifférenciée, caractérisée par une capacité
d’autorenouvellement a long terme accompagnée d’une capacité de division asymétrique,
résultant dans la formation d’une cellule fille plus mature et spécialisée, Les cellules souches
pluripotentes ont un réle essentiel dans ’établissement des différents tissus dans les premiers
stades du développement embryonnaire. D’autre part, des réservoirs de cellules souches
somatiques multipotentes, tissus-spécifiques, sont maintenus jusqu’a la fin de la vie adulte.
Ces derniéres permettent le renouvellement des effecteurs matures a courte durée de vie ainsi
que la régénération tissulaire. Parmi celles-ci, les cellules souches musculaires squelettiques
(cellules satellites), intestinales, épidermiques, neurales ou encore hématopoiétiques sont
aujourd’hui bien caractérisées (Laird et al., 2008),

De nombreuses études montrent que les cellules souches nécessitent in vivo un
microenvironnement spécifique appelé «niche», Chaque type de cellules souches
multipotentes est préservé dans une niche spécifique qui permet leur maintien a long terme

(Moore et Lemischka, 2006).

- Al. Hématopoidse et caractérisation des CSH

Les cellules souches hématopoiétiques (CSH) sont des cellules rares résidant dans la
moelle osseuse des mammiféres adultes. Ces cellules multipotentes, majoritairement
quiescentes, siégent au sommet d’une hiérarchie de progéniteurs proliférants qui se
spécialisent progressivement. Ces progéniteurs produisent des précurseurs hématopoiétiques
destinés a la production des cellules matures du sang telles que les globules rouges, les
mégacaryocytes, les cellules myéloides (monocyte/macrophage et neutrophiles) et les
lymphocytes (Figure 20).

La preuve fonctionnelle de I’existence des CSH provient d’études ayant démontré
qu’une seule de ces cellules pouvait reconstituer a long terme le systéme hématopoiétique de

souris 1éthalement irradiées (Osawa et al., 1996).
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8 Celitles souches

Progéniteurs

. Coliules matures

Figure 20 : Hématopoiése
D’apres Orkin et Zon, 2008

CSH-LT : Cellules souches a capacité d’autorenouvellement a long terme ;
CSH-ST : Cellules souches a capacité d’autorenouvellement a court terme ;
CMP : Progéniteurs myéloides ; CLP : Progéniteurs lymphoides ; MEP : Progéniteurs
Mégacaryocytes/Erythroides ;| GMP : Progéniteurs Granulocytes/Macrophages ;
TBA ; Os Trabéculaire, Les génes représentés en rouge ont été définis comme essentiels a
l'engagement des cellules dans une voie donnée.

La distinction des CSH dans la masse de cellules différenciées est essentielle pour
’étude de leurs caractéristiques ex vivo ainsi que pour leur purification dans un contexte
thérapeutique. La majorité des études ont été effectuées dans le modele murin. Les CSH ayant

la capacité d’autorenouvellement & long terme (CSH-LT) sont caractérisées par le phénotype
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Lin- (absence de marqueur des cellules matures), Scal+, C-KIT+, CD34-, FLT3- alors que les
CSH ayant une capacité d’autorenouvellement plus limitée (CSH-ST) expriment le CD34. De
nombreux travaux permettent d’améliorer continueliement les techniques d’isolation des CSH
murines via I’identification de marqueurs supplémentaires, comme par exemple le CD150
(Hock, 2010).

D’autres études ont mis en €vidence une possible isolation des CSH, alors appelées
cellules SP (Side Population), par leur capacité exclusion du Hoechst 33342 (Eliasson et al.,
2010). Cette exclusion est notamment médiée par la surexpression de transporteurs
membranaires ABC tel que ABCG2/BCRP.

Cependant, malgré la conservation générale des niches hématopoiétiques et de la
hiérarchisation similaire des CSH/progéniteurs, les marqueurs de surface facilitant leur
identification sont particuliérement différents entre les 2 espéces. Le profil alors utilisé pour la
purification des CSH humaines est le CD34+CD38-.

- A2, Les niches hématopoiétiques

La production de CSH est accomplie par la spécialisation de certaines cellules
embryonnaires dans différents sites au cours du développement. Chez les mammiféres, ces
sites incluent séquentiellement le sac vitellin, la région AGM (Aorte-Gonade-Mésonéphros),
le foie feetal et enfin la moelle osseuse (Galloway et Zon, 2003). Les propriétés des CSH
différent dans chacun de ces sites ce qui refléte ["importance des niches dans la spécialisation
des cellules souches. Par exemple, les CSH du foie feetal sont en cycle alors que celles de la
moelle osseuse adulte sont majoritairement quiescentes.

Au niveau de la moelle osseuse, les CSH s’accumulent dans la région endostéale de
I’os trabéculaire, aux contacts des ostéoblastes, formant ainsi la niche « osteoblastique »
(Calvi et al., 2003). D’autre part, une niche vasculaire, localisée sur les capillaires sinusoides
médullaires, a aussi récemment été décrite ; les CSH sont alors au contact de cellules
endothéliales (Kiel et al., 2005) (Figure 21). Ces deux niches localisées dans la moelle
osseuse ont la capacité de soutenir les CSH-LT (Butler et al., 2010).

Les propriétés d’autorenouvellement et de différenciation des CSH sont fortement
régulées pour permettre un équilibre entre homéostasie des cellules sanguines et maintenance
du réservoir de cellules souches. Cet équilibre est contrdlé a travers de nombreuses voies de
signalisation impliquant un nombre important de facteurs solubles et d’interactions cellulaires.
Les interactions entre les CSH et les ostéoblastes ou encore, les CSH et les cellules

endothéliales sont déterminantes dans le devenir et la survie des CSH.
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Niche hématopoYétique
de la moelle osseuse

Figure 21 : Les niches Hématopoiétiques
D’aprés Orkin et Zon, 2008

Au niveau de la moelle osseuse, les CSH sont localisées dans la région endostéale de [I'os
trabéculaire, au contact des ostéoblastes, formant ainsi la niche « ostéoblastique ». D’autre part, une
niche vasculaire, localisée sur les capillaires sinusoides médullaires, a ét6 décrite ; les CSH sont
alors au contact de cellules endothéliales.

Parmi les facteurs déerits, on retrouve des molécules d’adhérence telles que la N-
cadhérine, VLA-4 et V-CAM-1. De nombreuses hormones, facteurs de croissance et
récepteurs ont aussi été impliqués tels que ’hormone parathyroidienne (PTH), I’ostéopontine
(OPN), la BMP, le SDF-1 et son récepteur CXCR4, ’angiopoiétine et Tie-2 ou encore le SCF
et C-KIT. L’activation de certaines voies de signalisation telles que Wnt ou Notch semble

aussi essentielle (Wilson et Trumpp, 2006) (Figure 22).
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Ces interactions sont cruciales pour prévenir 1’épuisement du réservoir des CSH-LT,
pour contrdler leur entrée en cycle et, empécher une prolifération et une différenciation
excessive. Ainsi, les CSH-LT sont majoritairement quiescentes dans leur niche (G0) ce qui
leur permet par exemple d’étre largement résistantes aux agents chimiothérapeutiques. De
plus, la niche et ses différents composants protégent les CSH de différents stress tels que

Paccumulation des ROS (Reactive Oxygen Species) ou encore des dommages 4 I’ ADN,

CxEliz

, \
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Figure 22 : Complexité de la niche ostéoblastique
D’aprés Wilson et Trumpp, 2006

Les nombreuses interactions entre les ostéoblastes et les CSH permettent d’assurer les processus
d’autorenouvellement et de quiescence essentiels pour prévenir I'épuisement du réservoir de CSH
ainsi que pour contréler leur entrée en cycle,

Ainsi, les intégrines, les cadhérines, les récepteurs & cytokines et chimiokines ou encore les récepteurs
Wnt et Notch semblent essentiels pour le maintien de CSH dans la niche ostéoblastique.
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Les mécanismes de protection des CSH sont en parti régulés par les conditions
hypoxiques (faible % d’oxygéne) présentent dans la niche médullaire. Ainsi le % 4’0, décrit
dans la moelle osseuse est de 1 & 3% contrairement aux 20% présents dans Pair ambiant. HIF-
la est 1’élément majeur de la réponse a I’hypoxie et, de nombreux génes sous le contrdle de
ce facteur de transcription sont exprimés dans les CSH. Ainsi, par exemple, le VEGF, C-KIT
ou encore NOTCHI sont induits en conditions hypoxiques par HIF-1qa dans plusieurs modéles
in vitro (BEliasson et al., 2010). Plusieurs études montrent que ces conditions permettent de
réguler le cycle cellulaire, de maintenir le phénotype indifférencié des CSH et, potentialisent
leur retour dans les niches {« homing »). De plus, Ie fait de cultiver les cellules CD34+CD38-
en condition hypoxique, avant transplantation dans des souris immunodéprimées, améliore la

prise des greffes (Danet et al., 2003).

Sinusoides endothéfiales

{cravascularisat]

Figure 23 : Mécanismes de circulation des CSH dans ’organisme
D’aprés Wilson et Trumpp, 2006

Les cellules souches hématopoiétiques (CSH) localisées dans la niche ostéoblastique sont mobilisées
en réponse au G-CSF (granulocyte colony-stimulating factor). Aprés extravasation dans le systéme
microvasculaire, les CSH vont circuler et seront distribuées dans les tissus périphériques comme la
rate ou le foie. Le processus de « Homing » est contrélé par un certain nombre de molécules
d’adhésion telles que VLA4, LFA-1 ou encore le CD26. Aprés leur retour dans la moelle osseuse, les
CSH vont se reloger dans la niche, un processus qui nécessite la présence de plusieurs facteurs telles
que le SCF, l'ostéopontine (OPN) ou encore l'Angiopoietine-1 (Angl).
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Dans le systcme hématopoiétique adulte, les CSH multipotentes clonogéniques
donnent naissance & des millions de nouvelles cellules sanguines matures chaque jour. Les
mécanismes de migration et de « homing », sont essentiels afin de garder un équilibre entre la
formation de ces cellules et la préservation des réservoirs de CSH. Par ailleurs, I’importance
de ces processus a été confirmée par 1’utilisation clinique des CSH. En effet, 1a mobilisation
des CSH médullaires vers la périphérie, par I'utilisation de G-CSF, a révolutionné Ia

technique de récolte de CSH dans les protocoles d’autogreffes (Figure 23).

B. Concept de cellules souches cancéreuses (CSC)

Parallélement a la découverte des cellules souches normales, I’existence potentielle de
cellules souches cancéreuses (CSC) a été le sujet de nombreuses études ces 30 derniéres
années. D’aprés cette hypothese, il est possible qu*une population de cellules tumorogéniques
ait un potentiel d’autorenouvellement (clonogénicité) et puisse se différencier en cellules non
tumorogéniques composant la masse tumorale. Les CSC sont principalement définies par leur
capacité a initier et maintenir une tumeur en progression et, pour cette raison, elles sont aussi
appelées « cellules initiatrices de tumeur » (Figure 24). Bien que les CSC soient décrites
comme une population rare dans plusieurs pathologies, cette rareté relative n’est pas un critére
consensuel de leur définition. De plus, le potentiel pluripotent des cellules souches normales
n’est pas conservé dans la définition des CSC. En effet, bien que ces derniéres puissent
dérivées de cellules souches normales, elles peuvent aussi provenir de la transformation de
progéniteurs ou de cellules terminalement différenciées ayant acquis, via certaines mutations

ou dérégulations, la capacité d’autorenouvellement (Clarke et al., 2006) (Figure 24).
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Figure 24 : Concept de cellules souches cancéreuses
D’apreés Frank et al., 2010

La définition des CSC n'impligque pas une relation spécifique avec les cellules souches physiologiques.
En effet, les CSC peuvent provenir de la transformation maligne de cellules souches, de progéniteurs
mais aussi de cellules terminalement différenciées. Les CSC sont capables de conduire la
tumorogenése grdce a 2 caractéristiques déterminantes : leur capacité d'autorenouvellement & long
terme et leur capacité de différenciation en populations non tumorogéniques qui forment la masse
tumorale.

Des populations tumorogéniques ont été identifiées dans de nombreux cancers solides
et hématologiques telles que les leucémies, les lymphomes, les cancers de la vessie, du sein,
du colon, des ovaires, du foie en encore dans le gliome et le mélanome. De fagon générale, les
CSC sont particuli¢rement résistantes aux traitements conventionnels tels que la chiomio- et
la radiothérapie, et pourraient de fait constituer la maladie résiduelle responsable des rechutes
observées dans de nombreux cancers (Bruns et al., 2009 ; Cheng et al.,, 2010 ; Martinez-
climent et al., 2010 ; McDermott et Wicha, 2010).

Les approches thérapeutiques dirigées contre les CSC peuvent donc étre des stratégies
intéressantes dans P’évolution des traitements anti-cancéreux, en particulier dans les
pathologies aujourd’hui réfractaires aux agents chimiothérapeutiques conventionnels ciblant
majoritairement la masse tumorale. Ces approches thérapeutiques peuvent étre possibles via le
ciblage de marqueurs spécifiques des CSC ou via l’inhibition de voies de signalisation

essentielles a leur autorenouvellement dans un tissu donné (Frank et al., 2010).
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Ainsi, la recherche de marqueurs de surface spécifiquement exprimés par les CSC,
permettant de les isoler, a été le but de nombreux travaux. Des marqueurs tels que le CD133
(colon, systéme nerveux central, pancréas), le CD44 (vessie, sein, ovaire), le CD90 (foie) ou
encore le CD34 (AML) ont été décrits comme associés aux CSC de différents tissus (Frank et
al., 2010). On peut noter que la spécificité de ces marqueurs sur les CSC est souvent
controversée. Par exemple, alors que le CD133 a été défini comme étant un marqueur des
CSC dans le cerveau (Singh et al.,, 2004), une autre étude montre que les gliomes CD133-
contiennent aussi une sous population de cellules initiatrices de tumeurs (Beier et al., 2007).
De plus, la majorité de ces marqueurs est aussi exprimée par certaines cellules normales
limitant leur intérét en tant que cible thérapeutique.

Un autre phénotype utilisé pour distinguer les CSC est le phénotype SP,
caractéristique des CSH. La surexpression des transporteurs ABC, responsable du phénotype
SP, est aussi impliquée dans les mécanismes de résistance aux drogues des CSC, Mais comme
pour les autres marqueurs, le phénotype SP n’est pas une caractéristique universelle des CSC.,
Enfin, certains facteurs de transcription tels que Sox2, Oct4, Nanog, c-Myc, ou encore Bmil
semblent critiques dans les capacités d’autorenouvellement, de prolifération et de survie de
nombreux type de CSC. Cependant, leur inhibition est rendue difficile par leur role crucial
dans la physiologie normale et plus particuliérement dans les cellules souches (Cheng et al.,
2010).

Les approches biologiques fonctionnelles utilisées pour mettre en évidence existence
et déterminer la proportion de CSC dans unc tumeur sont, d’une part leur capacité
clonogénique in vitro en milieu semi-solide (agar, collagéne, méthylcellulose) et, d’autre part
leur capacité 4 reconstituer une tumeur en série in vivo dans des modéles de souris
immunodéficientes. Ces deux techniques permettent de mettre en évidence la capacité
d’autorenouvellement caractéristique des CSC.

Bien que la xénotransplantation de cellules cancéreuses humaines chez la souris
immunodéficiente soit aujourd’hui le modéle de référence pour la caractérisation des cellules
tumorogéniques, une étude récente remet en cause sa fiabilité. En effet, les travaux de
I’¢quipe du Dr. Morrison ont mis en évidence, dans le mélanome, que le potentiel
tumorogénique des cellules cancéreuses humaines varie fortement en fonction du degré
d’immunodéficience du modeéle murin utilisé¢ (Quintana et al., 2008). Ainsi, alors que
seulement 0,0001% des cellules de mélanome implantées dans des souris NOD/SCID sont
définies comme étant tumorogéniques, cette étude démontre que 25% d’entre elles le

deviennent dans le modéle NOD/SCID IL2Ry-/-. Ce dernier est caractérisé par 1’absence de
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cellules NK fonctionnelles, rendant ces souris plus immunodéficientes que les souris
NOD/SCID. L’optimisation des modéles de xénotransplantation pourrait alors révéler des
proportions plus importantes de cellules tumorogéniques au sein des tumeurs qu’on ne

pouvait I’envisager auparavant.
C. Cellules initiatrices de cancer et MM

- C1. Découverte des cellules myélomateuses clonogéniques

L’hypothése de I’existence de cellules souches myélomateuses a été émise il y a plus
de 30 ans, en paralléle & ’émergence de la caractérisation des CSH. L’existence d’une sous
population particuliérement clonogénique in vitro a été mise en évidence par Salmon et
Hamburger dans la fin des années 70 (Hamburger et Salmon, 1977). Dans ce rapport, plus de
86% des tumeurs de patients peuvent former des colonies en milieu semi-solide (Agar et
milieu conditionné murin), la fréquence de cellules clonogéniques déterminée étant de 1/100 &
171000 selon les cas. Ainsi, ce test de clonogénicité a permis dans un premier temps de tester
la sensibilité des cellules aux différents agents chimiothérapeutiques ; une bonne corrélation
entre la sensibilité des cellules dans ces tests de clonogénicité et la réponse des patients a
d’ailleurs été constatée (Salmon et al., 1978). I a ensuite été montré que les cellules
clonogéniques ont une certaine capacité de prolifération et pourrait étre responsables des
rechutes. En effet, ces derniéres constitueraient la maladie résiduelle résistante aux traitements
(Karp et al., 1984).

C’est & partir de cette technique de clonogénicité transférable en séries indéfiniment,
suivi d’un passage en milieu liquide, que les premiéres lignées cellulaires de MM ont émergé
(Takahashi et al., 1985 ; Wandl et al., 1988). Plus tard, de nombreuses lignées cellulaires de
MM ont été établies & partir de cellules primaires de patients, majoritairement
extramédullaires, directement en milieu liquide grice a ’ajout d’IL6 exogéne (Zhang et al.,
1994b).

Toutes ces lignées cellulaires sont alors caractérisées comme des concentrés de
cellules clonogéniques de MM ou encore de cellules souches myélomateuses et, ont permis
aux nombreuses études in vitro de faire évoluer les connaissances sur la biologie du MM. Cet
outil est caractéristique d’un stade avancé de la pathologie myélomateuse et est représentatif
de son hétérogénéité, Ceci a été confirmé par notre équipe grice a 1’analyse génique d’un
large panel de lignées cellulaires. On peut cependant noter la faible incidence de lignées

hyperdiploides, caractéristique de 50% des patients. Cette trop faible représentativité pourrait
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étre liée a la faible incidence d’hyperdiploidie dans les leucémies a plasmocytes secondaires
(17%), stade a partir duquel sont immortalisées la plupart des lignées (voir p.11). De plus, les
MM hyperdiploides sont les plus ostéolytiques suggérant une forte dépendance a

I’environnement meédullaire.

- C2. Caractérisation des cellules initiatrices de MM

Les cellules de MM sont clonales et présentent une recombinaison V(D)J stable ainsi
que les mémes mutations somatiques sans évolution au cours de la maladie. Ces
caractéristiques supportent 1’idée que les cellules myélomateuses sont dérivées du centre
germinatif, soit d’un plasmocyte CD138+ « post-germinatif », caractéristique de la masse
tumorale myélomateuse, soit d’un LB mémoire.

De nombreuses équipes ont mis en évidence la présence, dans le sang périphérique, de
cellules CD19+ clonotypiques, c’est a dire ayant la méme recombinaison VDJ et les mémes
mutations somatiques que les plasmocytes matures de la masse tumorale (Bakkus et al.,
1994 ; Szczepek et al., 1997 ; Billadeau et al., 1993 ; Pilarski et al., 2000). La grande majorité
des cellules plasmocytaires matures de la masse tumorale ne montrant qu’une faible capacité
proliférative, plusieurs équipes ont émis [’hypothése que les cellules initiatrices
myélomateuses sont des LB ayant une forte capacité d’autorenouvellement. En effet, bien que
les LB soient trés engagés dans la différenciation hématopoiétique, elles gardent une capacité
d’autorenouvellement essentielle dans le développement de la réponse immunitaire. Celles-ci
constitueraient alors le réservoir tumorogénique du MM avec un potentiel clonogénique a
long terme responsable de I’initiation, de la maintenance et des rechutes.

La caractérisation de ces cellules non plasmocytaires a tout d’abord été effectuée par
I’équipe de L.M. Pilarski qui a mis en évidence une sous population clonotypique,
phénotypiquement immature, de type progéniteurs hématopoiétiques, CD138-CD34+, et
CD19- ou CD19+ selon les études, présente chez des patients de MM. Ces cellules ont une
capacité clonogénique in vitro et tumorogénique in vivo remarquable, sont particuliérement
résistantes aux drogues et pourraient constituer la maladie résiduelle (Pilarski et al., 1994 ;
Pilarski et al., 2000 ; Reiman et al., 2001 ; Pilarski et Belch, 2002).

Plus récemment, c’est ’équipe de W. Matsui qui a permis une caractérisation

phénotypique et fonctionnelle avancée des cellules initiatrices myélomateuses (Matsui et al.,

2004 ; Peacock et al., 2007 ; Matsui et al., 2008 ; Huff et Matsui, 2008).
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Phénotypiquement, ces cellules seraient CD19+, CD20+, CD27+, CD38-, CD138- et
donc ¢quivalentes 4 des LB mémoire. Ces cellules clonotypiques présentent les mémes
translocations des Ig que les plasmocytes CD138+ de la masse tumorale et sont détectables en
faible quantité dans le sang périphérique et dans des lignées cellulaires telles que NCI-H929
ou RPMIB226. Les études fonctionnelles ont permis de montrer qu’elles ont un potentiel
clonogénique in vitro supérieur aux cellules CD138+ 3 long terme. De plus, elles sont plus
résistantes a certaines drogues telles que la dexaméthasone, le Iénalidomide, le bortézomib ou
encore la cyclophosphamide mais montrent une sensibilité accrue au rituximab, un anticorps
anti-CD20. Dans les lignées de MM, ils ont mis en évidence que la sous population CD138-
montre des caractéristiques de cellules SP, surexpriment PALDH (aldéhyde déhydrogénase)
et sont majoritairement en GO/G1 ; trois caractéristiques essentielles des cellules de type
souche. Enfin, ils ont démontré que la voie Hedgehog (Hh) est préférenticliement activée dans
ce compartiment, que son activation induit son expansion, alors que son inhibition entrave
leur capacité clonogénique via P’induction de leur différenciation. Par ailleurs, dans leur
modele de souris NOD/SCID, les cellules CD138+ des patients sont incapables de former une
tumeur alors que les cellules CD138-, CD19+, CD20+, CD27+ reconstituent parfaitement la
tumeur CD138+ initiale. Ce concept est confirmé dans une étude mettant en évidence que la
clonogénicité des cellules CD138- est augmentée via leur interaction avec les CD (Kukreja et
al., 2006).

Cependant, bien que ce model puisse paraitre convainquant, il semble nécessaire de
souligner que I’ensemble des données ne se base que sur un phénotype et non une
fonctionnalit¢ B meémoire. En effet, par exemple, les LB mémoire se distinguent des
plasmocytes par leur incapacité a sécréter des Ig, qui sont & ce stade de la différenciation
exprimés a la membrane. Cette différence devrait alors étre mise en évidence dans le
compartiment CD138-,

De plus, certaines études meftent en doute la spécificité de ce model. En effet,
quelques travaux contredisent ’hypothése d’un compartiment exclusivement CD138- de
cellules initiatrices myélomateuses. Deux études ont démontré que les cellules myélomateuses
CD138+ peuvent proliférer et étre transplantées en série dans des os ectopiques chez la souris
SCID-hu (humain) ou SCID-rab (lapin), alors que les cellules CD38- ou CDI138- ne
proliférent pas de facon significative dans ces modeles. (Yaccoby et Epstein, 1999 ; Yata et
al., 2004). Ces études indiquent que les cellules initiatrices de myélomes doivent résider dans
la fraction CD138+. L’(in)capacité tumorogénique des fractions CD138- et CD138+ semble

alors trés dépendante du modéle murin utilisé.
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Une étude récente remet aussi en cause conceptuellement le modéle de cellules
initiatrices de tumeur « B mémoire » (Rasmussen et al., 2010). Cette étude part du principe
que I’oncogenése du MM est définie par ’accumulation & différents stades d’anomalies dites
primaires et d’anomalies dites secondaires (voir p.14-20), Les anomalies primaires, telles que
la présence de translocation en 14932, sont des événements précoces acquis dans le centre
germinatif et sont responsables de ’émergence du stade MGUS, Cependant, alors que les
anomalies primaires sont communes aux MGUS et MM, seul un faible pourcentage de MGUS
évolue en MM. Ainsi, les anomalies primaires, bien que nécessaires, ne sont pas suffisantes a
I’établissement d’un MM symptomatique. En effet, un certain nombre d’événements
secondaires semble provoquer 1’accumulation des anomalies impliquées dans 1’émergence ou
la progression du MM. La masse tumorale que ce soit 4 'initiation, & la progression ou a la
rechute d’un myélome symptomatique est donc porteuse des anomalies 3 la fois primaires et
secondaires.

Cette étude met en évidence que seules les cellules CD38+(CD45-) ou CD138+, et non
les CD38-CD19+CD27+, présentent & la fois les anomalies primaires et secondaires
impliquées dans [>oncogenése du MM. En effet, alors que la présence des translocations des
Ig caractéristiques de la masse tumorale est détectée dans certains LB mémoire clonotypiques,
ils n’ont dans aucun des cas étudiés, pu metire en évidence I’anomalie secondaire, représentée
dans ces travaux par les mutations de RAS.

Cette ¢tude suggére alors que la présence des anomalies primaires dans certains LB
mémoire est due 4 une dérégulation précoce localisée dans un précurseur B, pouvant se
différencier en LB mémoire et en plasmocytes. Cependant, si ces LB mémoire ne présentent
pas les mutations oncogéniques secondaires caractéristiques de la masse tumorale, elles ne
peuvent pas étre impliquées dans son maintien. Elles ne seraient donc pas représentatives des
cellules initiatrices myélomateuses directement impliquées dans la pathologie mais seulement

des cellules partiellement transformés résultant du centre germinatif.

Plusieurs arguments s’opposent donc sur la nature du compartiment initiateur de
tumeur, LB mémoire CD138- d’un coté, plasmocytes CD138+ de l'aufre. Ces deux
hypothéses sont schématisées Figures 25 et 26.

Il semble difficile de réconcilier une oncogenése myélomateuse « multi-étapes »,
comprenant une phase plasmocytaire MGUS, [’existence d’anomalies primaires et
secondaires (Figure 2), et des cellules initiatrices de type LB mémoires (Figure 25). De plus,

la conservation de sous populations LB mémoire dans les lignées cellulaires majoritairement
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plasmocytaires, comme il est démontré dans les études de W. Matsui, est difficilement
concevable. Comment ce compartiment CD138- indifférencié peut il rester stable dans un
environnement non spécifique ? Enfin, on peut souligner que le MM n’est jamais caractérisé
par une expansion de cellules CD138-CD19+CD20+ méme au décours des rechutes précoces

ou terminales.

B mémoires
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Figure 25 : Hypothése d*un compartiment initiateur myélomateux CD138-

D’aprés plusieurs études, le réservoir souche du myélome multiple serait composé de LB mémoire
clonotypigues. 1l semble cependant difficile de réconcilier une oncogenése myélomateuse « multi-
étapes », comprenant une phase plasmocyvtaire MGUS, [existence d’anomalies primaires et
secondaires, et des cellules initiatrices de type LB mémoires.

D’un autre coté, alors que plusieurs études ont caractérisé phénotypiquement (CD38-
CDI19+CD27+, ALDH+) et fonctionnellement les cellules initiatrices de cancer CD138- (forte
clonogénicité, forte tumorigénicité, résistance au drogue, cellules SP, voie Hedgehog), un
sous-compartiment CD138+ ayant des caractéristiques de cellules initiatrices n’est pas
formellement décrit (Figure 26). Néanmoins, il serait intéressant d’étudier si la sous
population CD138+CD45++, caractéris¢é comme une fraction proliférante de la tumeur

myélomateuse (voir p.20), ne correspondrait pas & ce réservoir CD138+.

91



Une preuve de principe de DPexistence des cellules initiatrices
CD19+CD20+CD27+CD138- pourrait étre obtenue avec [’'utilisation thérapeutique du
Rituximab qui, en ciblant le compartiment CD20+, éliminerait le réservoir CD138- et de fait,
devrait étre trés efficace dans le traitement du MM. Le Rituximab a déja été utilisé dans
quelques protocoles cliniques afin de cibler les cellules CD20+CD138+ d’un sous groupe de
myélome aujourd’hui bien caractérisé (Zhan et al., 2006 ; Kapoor et al., 2008). Bien que les
effets observés soient assez décevants, ces protocoles ont utilisé le Rituximab 4 court terme.
Une utilisation en maintenance sur le long terme est nécessaire pour savoir s’il cible, ou non,

cette sous population CD138-CD20+,

- Fort potentie! Myélome
clonogénique Multiple
B mémoires et tumerogénique

Réservolr CD138+ |- Résislance aux drogue
otyplaues
"i',:ﬂo.,ffnz IRy {Anomalies IRet 17 e

CD138- CD20+
CD27+ CD19+

Masge tumorale CD138+

B
%:‘é . (Anomalles IR et IIF}
% g : E plasmocyles - Falble prolifération
2o ST apiage - Sensibllité drogue
& & A (Anomalie If) « Faible tumorogénlcité
g i3 b - Faible clonogénicité
i Stade
MGUS
; Anomalie
AW Primaire
. &**' |
L 1 LAY ; Caractérisation
s E Gangti
boste 1) “r“F °:‘ A du réservoir
N . CD138+7
S Sélaction
Antigéalque

Figure 26 : Hypothése d’un compartiment initiateur myélomateux CD138+
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Les cellules souches et certaines cellules myélomateuses partagent donc la propriété
d’autorenouvellement. Des études ont monfré que certaines voies trés conservées dans
I’évolution, sont & la fois associées au processus de développement embryonnaire, a la
biologie des cellules souches et a Pinitiation et la progression de certains cancers. C’est
notamment le cas des voies Wnt, Hh et Notch qui sont impliquées dans 1’autorenouvellement
des cellules souches hématopoiétiques, neurales, germinales et épidermiques. Lorsqu’elles
sont dérégulées, elles sont aussi liées 4 1’émergence de certaines tumeurs telles que le
carcinome du colon (Wnt), les médulloblastomes (Hh) ou les leucémies, certaines tumeurs du

systéme nerveux et les tumeurs mammaires (Notch).

D. La voie Notch

->D1. La signalisation Notch

D1.1 Les récepteurs

Quatre différents récepteurs, NOTCHI1 a 4, ont été décrits chez les mammiféres,

chacun ayant 4 la fois des fonctions uniques et redondantes (Figure 27).

Leur expression membranaire est conditionnée par plusieurs mécanismes post-
traductionnels. En effet, la glycosylation de la protéine NOTCH par les enzymes O-fut et
Rumi est essentielle & 1a production d’un récepteur fonctionnel. De plus, un autre mécanisme
de glycosylation, contr6lé par la glycosyltransférase Fringe, détermine D’affinité des
récepteurs pour leurs ligands potentiels,

Le récepteur mature subit un premier clivage (S1) au niveau de I’appareil de Golgi par
la convértase Furin. Celui-ci permet de convertir le polypeptide NOTCH en hétérodimére
compose d’une partie extracellulaire (INECD) et d’une partie transmembranaire/intracellulaire
(NTMIC). Ces deux protéines sont liées par une interaction non covalente entre leur partie C-
et N- terminal respective.

Le NECD contient de nombreuses répétitions de type EGF impliquées dans les
interactions avec les ligands. Alors que certains de ces motifs de type EGF sont responsables
de la «trans-activation » par les cellules voisines, d’autres induisent des « cis-inhibition »
permettant de limiter les auto-activations dans les cellules exprimant & la fois les récepteurs et
les ligands. Le domaine de régulation négative (NRR), composé de répétitions riches en
cystéine (LNR) et d’un domaine d’hétérodimérisation, inhibe I’activation des récepteurs en

absence de ligand. Ce domaine NRR est essentiel pour assurer 1’intégrité d’une activation
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contrélée et est le principal mécanisme de régulation de la voie Notch. Enfin, d’autres
domaines ont un réle important : RAM et ANK sont essenticls pour I’association avec les
facteurs de transcription, NSL permet la localisation nucléaire, TAD est important dans la
trans-activation nucléaire et PEST régule la demi-vie de la protéine (Figure 27 et 28) (Kopan
et Ilagan, 2009).

D1.2 Les ligands
Les ligands de la voie Notch sont aussi des protéines transmembranaires. Ils sont tous

caractérisés par un domaine DSL en C-terminal, suivi d’un domaine DOS et des répétitions de
type EGF; ces frois motifs sont impliqués dans les mécanismes d’interaction avec le
récepteur. Cinq ligands ont été décrits chez ’homme : JAGGED!1 et 2 (JAG1/2) et DELTAI,
3 et 4 (DI11/3/4). Ces 2 familles de ligands se différencient par la présence (JAG1, JAG2) ou
’absence (DIl1, 3 et 4) d’une région riche en cystéine (CR) (Figure 27). Les domaines
intracellulaires de DII1, DIl4, JAGI et 2 contiennent plusieurs résidus lysines pouvant servir
de sites potentiels aux E3 ubiquitines ligases Mind bomb (Mib) ou Neuralized (Neur).

De nombreuses protéines sans domaine DSL ni DOS ont été décrites comme étant des
ligands de la voie Notch mais leurs fonctions physiologiques sont encore largement inconnues

(D’souza et al., 2008).

Figure 27 : Ligands et récepteurs de la voie Notch
D’aprés Radtke et al., 2010

Structure des récepteurs NOTCHI, 2, 3 et 4 (N1,2,3,4) et des
ligands JAGI, 2 (J1,2), DIl1, 3 et 4 et de leurs principaux motifs
Jonctionnels (EGF, LNR, NLS, RAM, ANK, TAD et PEST). Le
domaine HD représente les motifs permettant I'hétérodimérisation
des récepteurs.
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D1.3 Les processus d’activation
Le récepteur NOTCH est activé par la ligation d’agonistes présentés par les cellules

adjacentes. Cette interaction permet a la metalloprotéase ADAM (TACE) de cliver le
récepteur au niveau du site S2. Ce clivage juxtamembranaire libére le récepteur de sa partie
extracellulaire alors « trans-endocytée » par la cellule exprimant le ligand. La capacité
d’endocytose des ligands participe aux mécanismes d’activation. En effet, elle génére une
force mécanique induisant un changement conformationnel du récepteur qui permet
1’accessibilité du site $2 & ADAM. Le fragment transmembranaire/intracellulaire ainsi généré,
appelé NEXT, est un substrat pour la y-sécrétase. Cette protéase est composée d’un complexe
de 4 protéines : I’élément catalytique, appelé préséniline, est associé a trois cofacteurs, la
Nicastrine, Pen2 et Aphl. La y-sécrétase clive NEXT en 2 sites, le site S3 permettant la
libération du domaine intracellulaire actif de NOTCH (NICD) dans le cytoplasme et, le site
S4 provoquant le relargage extracellulaire du peptide NB. Ce peptide est 1’équivalent du
peptide AP, libéré lors du clivage de 1a protéine précurseur de l'amyloide par la y-sécrétase,
associ¢ a la maladie d’Alzheimer (Okochi et al ., 2006). Le clivage des sites S3 et S4 peut
avoir lieu 4 la surface membranaire ou dans les endosomes, mais ce dernier induit la
production d’un NICD moins stable.

Gréce a ses motifs NLS, le NICD est transloqué dans le noyau ou il s’associe avec le
facteur de transcription CSL via son domaine RAM (CBF1/RBPjk). En absence de NICD,
CSL est li¢ & des corépresseurs ubiquitaires (Co-R) et des histones deacétylases (HDACSs) qui
répriment toute transcription génique. Suite & la formation du complexe NICD/CSL, des
changements allostériques facilitent le déplacement des co-répresseurs et permettent le
recrutement de ’activateur Mastermind (MAM) et de co-activateurs {Co-A). Le nouveau

complexe ainsi formé permet I’initiation de la transcription de génes cibles (Figure 29).

SI 52 §}

EGE LNR HDN HDC RAM ;mx 3 TAD PEST
NECD i NTMIC |

Figure 28 : Sites de clivage nécessaires a I’activation de la voie Notch
D’aprés Nefedova et Gabrilovich, 2008

Représentation des sites de clivage par la protéase Furin (51),
la métalloprotéase ADAM (S2) et la y-sécrétase (S3).
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D1.4 Signalisation bidirectionnelle ?

Tout comme les récepteurs, les ligands de la voie Notch peuvent étre clivés par la y-
secrétase, ce qui provoque la libération d’un fragment intracellulaire. Quelques études ont mis
en évidence la translocation nucléaire de ces fragments ainsi que leur capacité a activer la
transcription génique (LaVoie et Selkoe, 2003 ; Kolev et al., 2005). Il existerait donc une
signalisation bidirectionnelle potentielle lors des interactions entre les ligands et les récepteurs
de la voie Notch, Cependant, il est important de noter que ces mécanismes ont été démontrés
par transfection directe des domaines intracellulaires des ligands. L’existence de tels
mecanismes aprés clivage physiologique des ligands transmembranaires n’a pas encore été

démontrée.
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Figure 29 : Mécanismes d’activation de la voie Notch
D’aprés Kopan et al., 2009

NEXT : Fragment transmembranaire/intracellulaire, NICD : Domaine intracellulaire actif de
NOTCH, MAM : Mastermind, Co-R: Co-répresseurs, Co-A : Co-activateurs, N : Pepftide issu du
clivage S4.

D1.5 Les génes cibles

Les cibles induites par I’activation de la voie Notch sont principalement déterminées
par la présence de CSL sur différents promoteurs. De nombreux membres de la famille des
facteurs de transcription HES, HERP et HEY ont été décrits comme des cibles ubiquitaires de
1a réponse Notch. De plus, p21°PV* les Cycline D et A, 1'ubiquitine ligase SKP2 ou encore
c-Myc peuvent étre induits dans certains types cellulaires (Miele, 2006). La suppression
directe de p53 a aussi été mise en évidence par [’activation de Notch (Beverly et al., 2005).
Enfin, le NICD a la capacité de s’associer a différents cofacteurs transcriptionels, autre que

CSL, induisant ainsi de multiples voies de signalisation telies que NF-kB, HIFlo ou encore
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SMAD. Cependant, ces résultats proviennent d’études ayant utilisé des techniques de
surexpression directe du NICD par transfection, ce qui induit une voie Notch anormalement
¢levée et non représentative des conditions physiologiques. Beaucoup de cibles géniques
semblent donc étre sous la dépendance de la voie Notch et leur induction dépend 4 la fois de

Pintensité du signal, du microenvironnement et du type cellulaire concerné.

Notch participe & de nombreux processus cellulaires tels que la différenciation, la
prolifération, 1’apoptose, 1’adhésion, la transition épithélio-mésenchymateuse, la migration ou
encore I’angiogenése. De fait, les perturbations de cette voie de signalisation sont associées a
de nombreux phénoménes pathologiques. Les exemples les mieux caractérisés sont décrits
dans le tableau I'V qui détaille également la conséquence de I’inhibition ou de la surexpression

des diftérents acteurs de la voie Notch dans le modéle murin.
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Fhns oy Pathologie humalnes Phénotype sourls KO Effet de la surexpresslon (souris)
NOTCH1 Leucémie lymphoblastique aigue T Léthalité embryonnaire (E11,5) Déficience en LB
(T-ALL) Défaut de neurogendse, somilogendse et Promotion et différenciation des
vasculogenése kérati uction de T-ALL
NOTCH2 |Léthalité embryonnaire (E11,5) i T
- |Défauts dans le déterminisme et mort
: L es cellules neurales s
NOTCH3 Syndrome CADASIL Pas de défaut phénotypique Néoplasie T
Inhibition apoptose médiée par FAS
NOTCH4 Schizophrénie (polymorphisme) Pas de défaut phénotypique Léthalité embryonnaire (E10,5) due &
des défauts de la vasculogengse
DLL1 /{Léthalité embryonnaire (E11,5) s
* |Défaut de neurogendse, somilogendse Lo -
___|Production accrue de neuronnes (Télencéphale) GUEtR
DLL3 Viabilité malgré un défaut de segmentation i
axiale e S
b
DLL4 - |Léthalité embryonnaire Leucémie Lymphoproliférative T
b |Défaut de vasculogenase
§y. N By AN g ol il
JAGT Tétralogie de Fallot Léthalité embryonnaire (E11,5)
Syndrome Alagille Défaut de vasculogengse
JAG2 éthalité post natale

|Anomalies cranofaciales, du thymus et des
_|membres

Tableau IV : Effets des pertes et gains de fonctions des acteurs de la voie Notch

La Tétralogie de Fallot est une forme fréquente de malformation cardiaque congénitale. Le syndrome
Alagille est une maladie autosomique dominante rare caractérisée par de graves troubles de
développement du ceeur, du foie, des yeux et du squelette. La dysostose spondylo-costale est une forme
de nanisme causé par une mauvaise segmentation des vertébres et par la fusion de certaines cétes. Le
syndrome CADASIL se traduit par des troubles vasculaives provoquant migraines, troubles du
comportement et ischémies (Tableau adapté de Harper et al., 2003).

=> D2. Voie Notch dans le développement des cellules normales

L’activation de la voie Notch est essentielle au cours de I’embryogenése des
mammifcres et participe a la somitogenése, au développement du systéme nerveux,
cardiovasculaire, osseux et endocrinien (pancréas, intestin). Cette voie conserve aussi un role
important dans de nombreux types cellulaires au cours de la vie adulte (Bolos et al., 2007).
Son implication dans le systéme hématopoiétique, particuliérement dans les CSH et les

cellules du systéme immunitaire, est développée dans les paragraphes suivants.

D2.1 Voie Notch dans cellules souches hématopoiétiques
La voie Notch est essentielle & 1’établissement des CSH dés les premiers stades de

I’embryogenése. En effet, NOTCH1 est requis pour la production des CSH aortiques
(Kumano et al., 2003 ; Dzierzak et Speck, 2008) mais I’importance de cette voie dans
I’homéostasie des CSH chez I’adulte est elle plus controversée :

Tout d’abord, I’expression constitutive de la partie active de NOTCH1 (NICD1), dans

les cellules souches et les progéniteurs hématopoiétiques, permet 1’établissement de lignées
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cellulaires immortalisées. Celles-ci peuvent a la fois générer des cellules lymphoides et
myéloides in vitro et, in vivo, dans les expériences de reconstitution a long terme (Varnum-
Finney et al., 2000). D’autre part, la surexpression du NICD1 dans des CSH facilite leur
autorenouvellement, inhibe leur différenciation et influence leur engagement vers les
précurseurs lymphoides, chez la souris immunodéficiente (Stier et al., 2002). Par ailleurs,
I’expression de JAGI est augmentée sur les ostéoblastes exposés a I’hormone
parathyroidienne (PTH). Cette augmentation de JAG1 induit alors une activation de NOTCH]1
sur les CSH, ce qui entraine in vivo une augmentation de leur nombre (Calvi et al., 2003).

En utilisant des souris transgéniques, une équipe a ensuite mis en évidence que la voie
Notch est activée in vivo dans les CSH et qu’elle diminue tout au long du processus de
différenciation. L’extinction de cette voie, via l’inactivation de MAM, provoque leur
différenciation de fagon accélérée in vitro et, dépléte le réservoir de CSH in vivo. Enfin, la
voie Notch, en coopération avec la voie Wnt, est requise pour le maintient des CSH
indifférenciés in vitro (Duncan et al., 2005).

Chez I’homme, une population de cellules de la moelle osseuse enrichit en CSH
(CD34+, CD38-, Lin-) montre une meilleure capacité de prise chez la souris lorsqu’elle est
préalablement cultivée avec JAG1. En effet ce ligand favorise leur maintien et leur expansion

(Karanu et al., 2000).

Toutes ces études indiquent donc un réle important de la voie Notch, et
particuliérement, via I’activation NOTCHI1 par JAG1 exprimé par les ostéoblastes, dans les
processus d’autorenouvellement des CSH. Des résultats similaires ont été mis en évidence
dans des systémes de coculture entre les CSH murines ou humaines et, des cellules
endothéliales ou de fibroblastes surexprimant JAG2 (Carlesso et al., 1999 ; Tsai et al., 2000).
On peut cependant noter que plusieurs de ces études utilisent des systémes de transfection du
NICDI1 et/ou de surexpression des ligands qui ne reflétent pas les mécanismes physiologiques.

D’un autre coté, plusieurs travaux utilisant des techniques d’extinction n’ont pas pu
démontrer un role essentiel de la voie Notch dans la maintenance des CSH a I’état d’équilibre.
En effet, des études effectuées chez des souris conditionnellement invalidées pour les génes
JAGI, JAG2, NOTCHI, NOTCH2, CSL ou encore MAM contredisent les études précédentes
en montrant que la voie Notch n’est pas nécessaires au maintient des CSH dans la niche
hématopoiétique in vivo (Mancini et al., 2005 ; Maillard et al., 2008).

Enfin, une étude récente montre que la voie Notch est essentielle dans la niche

vasculaire en cas de stress hématopoietique (ablation de la moelle osseuse). Les CSH-LT
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expriment le récepteur NOTCHI et NOTCH2 et les cellules endothéliales, - principales
composantes de la niche vasculaire, expriment JAG1, JAG2, DIl et 4. Alors que les CSH
NOTCHI-/- ou NOTCH2 -/- ont la capacité de reconstituer le systéme hématopoiétique de
souris 1éthalement irradiées, leur capacité d’autorenouvellement supportée par les cellules
endothéliales est dramatiquement inhibée. L’inactivation de la voie Notch ne semble pas
nécessaire a la reconstitution du systéme hématopoiétique, elle est cependant essentielle 4 la
préservation du réservoir de CSH, au moins dans la niche vasculaire sur le long terme (Butler
et al., 2010).

Bien que ces derniéres années 1’ intérét ait surtout été porté sur le role controversé de la
voie Notch dans ’homéostasie des CSH, elle semble avoir un réle essentiel dans
Pengagement, la différenciation et la prolifération de nombreuses cellules du systéme

immunitaire,

D2.2 Voie Notch dans les cellules du systéme immunitaire
- Les Lymphocytes T (LT)

Le role essentiel de la voie Notch au cours du développement précoce des LT dans le
thymus est aujourd’hui bien décrit. I ’inactivation de NOTCHI1, Fringe, MAM ou CSL inhibe
le développement des LT et induit une accumulation de LB dans le thymus. Récemment, une
¢étude a montré que NOTCHI limite le potentiel des précurseurs hématopoiétiques a la seule
différenciation T en inhibant les engagements B et myéloides (Feyerabend et al., 2009).

Suite au processus de maturation, les LT fonctionnels migrent en périphérie ol ils vont
avoir un role crucial dans la défense immunitaire. La voie Notch a ét¢ associée 4 la réponse de
tous les types de LT. Ainsi, cette voie est impliquée dans la différenciation des LT CD8+ en
LT cytotoxique via la régulation de la perforine ou encore du granzyme B (Cho et al., 2009),
L’expression ectopique de DIl sur les CD favorise les réponses Thl et Th17 alors que,
Pexpression de JAG induit la différenciation Th2 in vitro (Amsen et al., 2004). Enfin, la
coculture des LT régulateurs (Trég) essenticls a Ia suppression de I’auto-immunité avec des
progéniteurs hématopoiétiques exprimant JAG2 induit leur prolifération et prévient le

développement de diabétes dans un modéle murin (Kared et al., 2006).
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- Lymphocytes B (LB)

Pax 5 est requis pour I’engagement des progéniteurs hématopoiétiques dans la voie de
différenciation B et le maintien de son expression est nécessaire tout au long de la
lymphopoiése B. Une équipe a démontré que ce facteur interfére avec ’engagement T et le
développement de thymocytes précoces, notamment grice 4 sa capacité de répression du géne
NOTCH! (Souabni et al., 2002). Cependant, une autre étude a mis en évidence chez I’homme
que les LB naifs, du stade pro-B au stade B immature, exprime ’ARN de NOTCHI. De plus,
les cellules CD19+ de la moelle osseuse expriment faiblement NOTCHI & la membrane
(Bertrand et al., 2000).

L’expression de I’ARN de NOTCH? est limitée au stade pré-B, et les cellules pro- et
pré-B expriment PARN de DIl et non celui de JAG! (Bertrand et al., 2000), De fagon
intéressante, ’analyse par puces géniques de LB différenciés et activés in vitro révéle
I’absence d’expression de J4G! mais montre une forte induction de ce ligand dans les
plasmocytes matures de la moelle osseuse.

Bien que ces résultats préliminaires esquissent un réle de la voie Notch dans la
régulation des LB, son implication n’est vraiment démontrée que pour les LB localisés dans la
rate. Deux populations de LB sont décrites dans cet organe : les LB folliculaires, qui sont des
cellules circulantes regagnant les centres germinatifs afin de participer & la réponse
immunitaire antigénique et dépendante des LT et, les LB de la zone marginale, qui sont des
LB mémoire non circulants et localisés dans la partie externe de la pulpe blanche splénique.
La voie Notch est essenticlle dans la spécialisation des LB de la zone marginale via
P'interaction entre leur récepteur NOTCH2 et le ligand DIl exprimé par les cellules
endothéliales de la rate (Hozumi et al., 2004),

Enfin, dans le mod¢le murin, 1’activation de NOTCH par DII1 induit la prolifération
et la production d’Ig par les LB de la rate. Cette activation n’est possible qu’en coopération
avec des signaux d’activation classiques tels que ’activation du BCR, du CD40 ou des TLRs.
Ces résultats indiquent cependant que les ligands de la voie Notch peuvent influencer la

différenciation terminale des LB matures (Santos et al., 2007 ; Thomas et al., 2007).

- Les autres acteurs du systéme immunitaire

Bien que peu d’études aient étudié Pimplication de la voie Notch dans la biologie des
autres acteurs hématopoiétiques, quelques exemples peuvent étre soulignés. Ainsi, le
développement des mégacaryocytes est augmenté in vifro aprés co-culture des précurseurs

hématopoiétiques avec des cellules stromales surexprimant DII1, D’autres études in vitro ont
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mis en évidence un réle de ce ligand dans le développement des CD muyéloides et
plasmacytoides (Olivier et al., 2006). Enfin, la stimulation des cellules NK par JAG2
augmente leur cytotoxicité, leur capacité de production d’IFNy et leur prolifération, Ce
meécanisme peut notamment &tre induit in vifro via I’activation de NOTCH?2, exprimé par les
cellules NK, par le ligand JAG2 présenté par les CD (Kijima et al., 2008).

-> D3. Notch et hémopathies

Les dérégulations ou les mutations des récepteurs, des ligands et des cibles géniques
de la voie Notch ont été mises en évidence dans de nombreux cancers solides tels que le
cancer des reins, des poumons, du pancréas, des ovaires, du sein, de la prostate, les
ostéosarcomes, le mésothéliome ou encore le gliome. Par exemple, la surexpression de
NOTCHI et JAGI1 est associée avec un mauvais pronostic dans le cancer du sein (Reedijk et
al., 2005) et avec le stade métastasique du cancer de la prostate (Santagata et al., 2004).

Bien que dans la majorité des cas décrits, ces dérégulations soient oncogéniques, une
exception notable provient des études sur les kératinocytes épidermaux ou la fonction
suppressive de tumeur de NOTCHI1 est bien définie (Dotto et al., 2008).

La deregulation de cette voie importante dans le développement normal des cellules
hématopoiétiques est aussi impliquée dans I’oncogenése de plusieurs hémopathies telles que
le lymphome de Hodgkin, le T-ALL, le B-CLL ou encore le MM,

D3.1 Leucémie lymphoblastigue aigue T (T-ALL)

[’implication de 1’activation de la voie Notch dans les leucémies humaines a pour la
premicre fois ét€ mise en évidence dans le T-ALL. En effet, 1% des patients sont caractérisés
par la t(7;9) qui a pour conséquence un réarrangement d’une partie du géne de NOTCH1I avec
le promoteur du TCR-B. Cette translocation résulte en une expression aberrante et constitutive
de la forme active de NOTCHI1. Des études effectuées a la suite de cette découverte ont
montré la présence de mutations activatrices de NOTCH1 dans plus de 50% des cas de T-
ALL (Breit et al., 2006). La dérégulation de cette voie est aujourd’hui définie comme un
élément majeur de la pathogenése de cette maladie. Dans ce modéle, les mutations activatrices
de NOTCHI vont induire des voies de signalisation impliguées dans la prolifération et la
survie des cellules malignes telles que ’activation de la cyclinD3, de c-Myc et de NF-kB ainsi

que la dégradation de p27<"! ou encore I'inhibition de p53 (Radtke et al., 2010).
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D3.2 Hémopathies B
Le rble de Notch dans les hémopathies B est hétérogéne et parfois controversé. En

effet, plusieurs études suggérent qu’une voie Notch constitutivement active méne 3
Pinhibition de prolifération et & 1’apoptose de LB malins dans la leucémie lymphoblastique
aigue (preB-ALL) ou encore dans le lymphome hodgkinien. Ces effets ont été observés aprés
transfection des formes actives de Notch (NICD1 & 4) ou encore aprés activation par les
ligands (Zweidler-Mckay et al., 2005).

D’un autre c6té, plusieurs tfravaux soulignent un réle oncogénique de la voie Notch
dans les LB tumoraux. Par exemple, dans une étude récente, les auteurs montrent que les
cellules de B-CLL de 25 patients ont une expression élevée de NICD-1 et NICD-2 indiquant
une forte activité de cette voie dans la pathologie. De plus, ils mettent en évidence une
surexpression des ligands JAG! et JAG2. L’extinction de NOTCH2 par siRNA induit
Papoptose des cellules de B-CLL alors que leur stimulation par JAG1 augmente leur survie
(Rosati et al., 2009),

Par ailleurs, une activité aberrante de NOTCH1 via I’activation homo ou hétérotypique
de JAGI est impliquée dans le développement, la prolifération et la survie des LB de
lymphome hodgkinien. Cette sur-activation est notamment liée 4 la sous-expression de
DELTEX, un inhibiteur spécifique de la voie Notch. NOTCH1 participe aussi aux
meécanismes de dédifférenciation caractéristiques de cette pathologie (Jundt et al, 2002 ;
Jundt et al., 2008).

Ensuite, dans un modéle de LB humain immortalisé par le virus EBV, similaire 3 un
lymphome de Burkitt, JAG2 est induit par la surexpression ectopique de MYC. La
surexpression de JAG2 provoque une augmentation de la prolifération en milieu hypoxique et
une augmentation de la vitesse de croissance tumorale chez la souris (Yustein et al., 2010).

Enfin, dans les plasmocytomes murins, les plasmocytes tumoraux sont caractérisés par
une forte activité de la voie Notch. Son inhibition, via Dutilisation d’inhibiteur de la y-
sécrétase ou encore via la génération de mutants MAM-/-, provoque une baisse de la capacité

proliférative accompagnée d’une induction d’apoptose (Shin et al., 2008),

=> D4, Implication de la voie Notch dans le Myélome Multiple

D4.1 Les cellules myélomateuses expriment les différents acteurs de la voie Notch

Récemment, plusieurs travaux ont décrit I’expression des différents acteurs de la voie
Notch sur les plasmocytes normaux et myélomateux. NOTCHI1, NOTCH2 et JAGI ne sont

exprimeés que par un faible pourcentage de plasmocytes normaux dans la moelle osseuse, alors
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qu’une surexpression est observée sur les cellules primaires de patients (Jundt et al., 2004),
Les lignées de MM présentent aussi une expression fréquente de NOTCH1, NOTCH?2 et
JAGI. On observe cependant des résultats hétérogénes selon les études, bien que les mémes
lignées et les mémes techniques (immunohistochimie (IHC), western-blot) aient été utilisées
(Jundt et al., 2004 ; Nefedova et al., 2004 ; Nefedova et al., 2008).

D’aprés plusicurs études, les plasmocytes myélomateux, que se soient les cellules
primaires de patients ou encore les lignées, expriment fortement et de fagon ubiquitaire le
ligand JAG2 (De Vos et al.,, 2001 ; Houde et al., 2004 ; Takeuchi et al., 2005). Celui-ci n’est
pas exprimé chez les donneurs sains, faisant de JAG2 un marqueur spécifique des cellules de
MM. Le gene JAG2 est localisé en 14¢32, juste en amont de la zone « switch » des IgH
impliquée dans les translocations caractéristiques du MM (voir p.12) mais sa surexpression ne
semble pas liée 4 sa localisation génique. Par ailleurs, des mécanismes d’hypométhylation ou
encore d’hyperacétylation du promoteur ont été proposés, sans pour autant étre démontrés
(Houde et al., 2004 ; Ghoshal et al., 2009). Enfin, MIB2, une E3 ubiquitine ligase spécifique
de JAG2, est surexprimée dans le MM, et participe & la réponse cellulaire via la facilitation
des mécanismes de trans-endocytose (Takeuchi et al., 2005). Cependant, 1’expression
ubiquitaire de JAG2 dans le MM est contredite par une étude plus récente qui montre que
scules 2 des 4 lignées utilisées dans leur étude I’expriment (Nefedova et al., 2008).

Afin de confirmer ou infirmer ces résultats hétérogénes, nous avons analysé
Pexpression de NOTCH1, NOTCH2, JAGI et JAG2 sur un panel de 40 lignées cellulaires,
grice a la technique des puces géniques. Nous avons observé que les ARN de NOTCH] et
NOTCH?2 sont présents dans respectivement 75% et 100% des cas. L’ARN de JAGI est
détecté dans 75% des lignées alors que JAG2 n’est présent que dans 45% des cas, I’expression
de ce dernier étant particuliérement élevée dans 25% des lignées. Ces résultats, validé par une
étude protéique (western blot et cytométrie en flux), confirment donc ’expression fréquente
de NOTCHI, NOTCH2 et JAG1 mais infirment une forte expression ubiquitaire de JAG2.

Afin d’évaluer I’expression sur les cellules primaires de patients nous avons utilisé une
base de données publique comprenant le profil d’expression génique de 414 patients au
diagnostic (Zhan et al., 2006). Nous observons que plus de 98% des échantillons de patients
sont positifs pour JAG! et NOTCH2 alors que seulement 50 % d’entre eux expriment
NOTCHI. De fagon intéressante, NOTCH?2 est surexprimé chez les patients de type MAF
(MF) (voir p.14) et, I’analyse de ce récepteur par westerm blot révéle sa surexpression sur les
lignées présentant une dérégulation des protéines C-MAF ou MAFB. Ces observations

confirment des résultats récemment publiés sur le fait que NOTCH?2 est induit par c-
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MAF/MAFB dans les cellules myélomateuses (Van Stralen et al., 2009). L’analyse de JAG2
montre une expression élevée sur seulement 15% des patients. Cependant, la fiabilité de la
sonde a ¢té remise en cause dans une publication récente (Mahtouk et al., 2010). En effet, ils
émettent ’hypothése que le niveau d’expression observé pour JAG2 dans les cellules
primaires de MM est 4 la limite de la sensibilité permise par la technique des puces géniques.
Une étude par PCR ou par cytométrie en flux sur un grand nombre de patients reste

nécessaire pour confirmer les expressions géniques observées.
Etant donné que les cellules myelomateuses expriment & la fois les ligands et les
récepteurs de la voie Notch, une activation hétérotypique mais aussi homotypique de cette

derniére est envisageable.

D4.2 Implication de la voie Notch dans la biologie du Mvélome multiple

A T'instar des différents travaux révélant I’expression des acteurs de la voie Notch, son étude

fonctionnelle dans le MM montre aussi des résultats contradictoires.

- Co-stimulation par les cellules stromales

Une premiére étude a mis en évidence que la co-stimulation des lignées de MM par
des fibroblastes surexprimant le ligand JAG1 protége les cellules myélomateuses de
I"apoptose induite par certaines drogues telles que le Melphalan, Le mécanisme impliqué dans
cette résistance est une inhibition de prolifération des cellules de MM associée 4 un blocage
en GO/G1 par une induction de p21VA**C" dépendante de NOTCHI (Nefedova et al., 2004).
Deux ¢tudes confirment en partie ces résultats : d’une part, la transfection rétrovirale du
NICD-1 protége les lignées de I’apoptose (Jia et al., 2004) ; d’autre part, la transfection des
NICD 1 & 4 induit une forte inhibition de la prolifération médié par une augmentation de Hes]
dans les lignées de MM utilisées (Zweidler-Mckay et al., 2005).

Cependant, de fagon surprenante, une autre étude démontre que la co-culture de ces
mémes lignées avec des fibroblastes surexprimant JAG1 induit une augmentation de la
prolifération des cellules myélomateuses. Cet effet prolifératif est décrit comme étant
dépendant de I’activation dela voie Notch car d’un coté, une augmentation de Hesl est
détectée et d’un autre coté, 1’effet est annulé en présence d’un inhibiteur de la voie (DAPT).

Ainsi, malgré le fait que ces études utilisent les mémes lignées de myélome,

I’implication de la voie Notch sur la prolifération est contradictoire. Ces différences doivent
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étre dépendantes des différents protocoles et de la nature trés éloignée et non physiologique

des fibroblastes utilisés dans ces études.

- Induction de la sécrétion d’IL-6

Les cellules myélomateuses exprimant fortement JAG?2 induisent la sécrétion d’IL6
par les cellules stromales en co-culture in vitro. Bien que cette induction de cytokine soit
dépendante de NOTCHI, car inhibée en présence d’un anticorps bloquant, il n’est pas
démontré que cette induction soit vraiment médiée par JAG2. En effet, les lignées de MM
exprimant aussi fréquemment JAGI, un réle de ce dernier ne peut étre exclu (Houde et al.,
2004) (Figure 30).

Cellule
myélomateuse

Figure 30 : JAG2 et induction d’IL6
D’apres Houde et al., 2004

L'activation de NOTCH par JAG2 induit la translocation
nucléaire du NICD dans les cellules stromales. Une fois dans
le noyau, le NICD induit la transcription de plusieurs
Jacteurs tels que I’IL6,

- Induction de I’activité osteoclastique

Dans un mod¢le de co-culture in vitro, certaines lignées de MM ont la capacité d’activer la
voie Notch dans les ostéoclastes via I'induction de Hesl. Cette activation, non reproductible
en présence d’ostéoblastes ou encore de cellules souches mésenchymateuses, a pour
conséquence d’augmenter I’activité ostéoclastique. La voie Notch pourrait donc participer aux

mécanismes précurseurs de 1’ostéoporose caractéristique du MM (Schwarzer et al., 2008).
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- Effet de I'inhibition de la voie Notch dans les cellules myélomateuses.

Etant donné le réle essentiel du clivage des récepteurs par la y-sécrétase dans
I’activation de la voie Notch, de nombreux inhibiteurs de cette protéase (GSI) ont été
développés et évalués pour leurs capacités antitumorales potentielles. Ainsi, plusieurs études
ont démontré, in vitro, les effets antiprolifératifs ou encore pro-apoptotiques de ces inhibiteurs
dans certains modéles de tumeurs solides (poumons, ovaires, mélanomes) et hématologiques
(T-ALL, AML, lymphomes B) (Nefedova et Gabrilovich, 2008). Un essai clinique de phase I
a méme ét€ inifié¢ pour le T-ALL, mais malheureusement les résultats ne mettent en évidence
qu’une faible réponse antitumorale accompagnée d’une toxicité intestinale trop importante
(Ferrando, 2009).

Dans le MM, trois différents inhibiteurs de la y-sécretase ont été testés in vitro : le
DAPT (Jundt et al., 2004), le GSI-15 (Schwarzer et al., 2008) et le GSI-XII (Nefedova et al.,
2008). Le DAPT a pour propriété d’inhiber la prolifération des cellules myélomateuses
stimulées par JAG1. Le GSI-15, induit 1’apoptose des cellules myélomateuses exprimant le
récepteur NOTCHI. De plus, cet inhibiteur a la capacité d’abolir I’augmentation de ’activité
ostéoclastique dépendante de Notch et induite par les cellules myélomateuses.

Le GSI-XII a une forte activité proapoptotique dans les cellules myélomateuses alors
que les cellules normales sont particuliérement résistantes. De fagon intéressante, le processus
apoptotique est dépendant de I’inhibition de Hesl ainsi que de I’induction de la protéine
NOXA. De plus, cette étude montre un effet synergique du GSI-XII avec la doxorubicine ou
encore le melphalan dans différents modéles murins, Curieusement, et contrairement au GSI-
15, la sensibilité des lignées au GSI-XII n’est pas liée & ’expression des différents acteurs de
la voie NOTCH. Ainsi, la lignée U266 qui n’exprime ni NOTCH1 ni JAG1 et ni JAG?2 est
résistante & I’apoptose induite par le GSI-15 mais est trés sensible 4 ’apoptose induite par le
GSI-XIL.

Il semble donc que ces différentes molécules, ciblant la méme protéase, n’aient pas le
méme mécanisme d’action. Ceci remet en cause leur spécificité d’inhibition de la voie Notch.
En effet, la y-sécrétase est impliquée dans le clivage de nombreuses protéines
transmembranaires (plus de 20 décrites aujourd’hui) ce qui a pour conséquence de moduler
différentes voies de signalisation (Kopan et Ilagan, 2004).

Par ailleurs, le GSI-I est décrit pour avoir une forte activité inhibitrice du protéasome dans le
cancer du sein (Han et al., 2009). Le GSI-I a une structure proche de celle du GSI-XII, et étant
donné que les mécanismes impliqués dans ’apoptose induites par le GSI-XII dans le MM

sont trés similaires & ceux impliqués dans [’apoptose induite par le bortézomib (Gomez-
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Bougie et al,, 2007), il serait intéressant d’étudier 'implication de cet effet secondaire
potentiel dans les mécanismes d’action décrits.

Les GSI inhibent de nombreuses voies de signalisation autres que la voie Notch, ne
permettent pas de dissocier les voies de signalisation induites par les récepteurs NOTCH1 ou
NOTCH2 et, provoquent une forte toxicité intestinale in vivo. Pour ces raisons, des anticorps &
usage thérapeutique ciblant directement les récepteurs NOTCH1 ou NOTCH2 sont en cours
de développement et des études préliminaires montrent une absence de foxicité intestinale
(Wu et al., 2010). L'utilisation de ces nouveaux outils apparait aussi nécessaire in vitro afin

de vérifier les différents résultats acquis avec le GSI,

La majorité des études montre 1’importance de la voie Notch dans I’interaction entre
les cellules myélomateuses et leur microenvironnement. De plus, la capacité d’induction
d’IL6, facteur de croissance paracrine essentiel dans la progression du MM, et la capacité
d’augmenter I’activité ostéoclastique, symptéme clinique prépondérant, font de la voie Notch
une voie oncogénique supplémentaire dans la biologie du MM.

Cependant, les résultats hétérogénes et contradictoires présentés dans les différentes
études ne permettent pas de conclure sur ’importance de la voie Notch dans Pinitiation ou
encore la progression du MM. De plus, ceci montre les difficultés d’étude de cette voie

notamment par le manque d’outils spécifiques.

109




PUBLICATION

110



ARTICIE3:
La clonogénicité des celiules de myélome multiple est médiée

par une autocrinie IGF-1 et/ou SCF et dépend de ’expression de JAG2

~» Introduction et résultats

Modéle de clonogénicité
Dans cette étude, nous avons analysé la capacité clonogénique des cellules de MM

dans un milieu semi-solide a base de collagéne sans sérum ni cytokine. Ce milieu est
originellement défini pour la culture clonogénique des progéniteurs hématopoiétiques
humains. Il est notamment utilisé dans les laboratoires d’hématologie pour évaluer la qualité
fonctionnelle des greffons hématopoiétiques.

Les cellules de MM y sont ensemencées & faible densité (1000 cellules/mL), ce qui
permet de limiter les agrégats cellulaires et d’étudier la formation de colonies provenant
exclusivement de cellules isolées. Aprés 21 jours d’incubation, les colonies formées sont
transférées sur lames et comptées manuellement aprés coloration May-Griinwald-Giemsa
(MGG).

Tout d’abord, ce test nous a permis d’étudier le role des facteurs de croissance et des
cytokines individuellement sans sérum. En effet, le sérum maintient les cellules en culture
dans un milieu ou elles peuvent survivre et proliférer indéfiniment. Cependant, la présence de
de protéines indéterminées dans le sérum est un frein quant 4 1’étude précise des mécanismes
impliqués par I’ajout de facteurs exogénes. Ainsi, en utilisant ce modéle, notre équipe a mis
en évidence que I'IGE-1 et ’IL6 sont deux facteurs essentiels dans la physiopathologie du

MM (Collette et al., 2007 ; Ménoret et al., 2008).
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Dans un deuxiéme temps, nous avons mis en évidence que, sur un panel de 32 lignées
de MM, 8 (25%) ont la capacité de former des colonies sans apport de facteur exogéne et sont
donc caractérisées par une capacité de clonogénicité spontanée (autorenouvellement). Le but
de cette ¢étude est de déterminer les mécanismes impliqués dans cette capacité

d’autorenouvellement (Figure 31).

Colonie isolée
dans le collagéne
in situ

KMM1 JJN3 K620

Nombre total de colonies
dans un puits aprés transfert
et coloration sur lame

OPM2 KMM1 JUN3 K620

Figure 31 : Clonogénicité spontanée des cellules de MM en milieu semi-solide

Les lignées KMM1, JIN3 ou encore K620 forment des colonies spontanément & J+21 sans sérum, ni
cytokine exogéne. OPM2 ne montre pas cette propriété.

La capacité clonogénique corréle avec la présence de mutation de RAS

Alors que la capacit¢ de clonogénicité spontanée n’est pas liée 4 I’hétérogénéité
geénetique des lignées de MM (translocations) ou encore au statut p53, une forte association
avec la présence de mutations de RAS (NRAS ou KRAS) est révélée. En effet, 88% des lignées
qui clonent spontanément ont une mutation de RAS décrite contre seulement 37,5% pour les

autres lignées {p = 0,037).

La capacité clonogénique corréle avec la surexpression de JAG2
L’étude des profils d’expression génique des lignées, obtenus griace a la technique des

puces pangénomiques (Affimétrix), met en évidence une forte surexpression de JAG2, ligand

de la voie Notch, dans les 8 lignées qui clonent de fagon spontanée. Cette surexpression a

112



ensuite €té confirmée par RT-PCR, Western Blot et cytométrie en flux. La capacité de
clonogénicité spontanée est hétérogéne, allant de 5% 4 40% des cellules ensemencées en
fonction de lignées. De facon intéressante, cette hétérogénéité est associée au niveau
d’expression membranaire de JAG2, renforgant ainsi son réle potentiel (r=0,87).

Afin de mettre en évidence le réle fonctionnel de la voie Notch dans la clonogénicité,
nous avons, dans un premier temps, utilisé des protéines NOTCH-Fc afin de bloquer les
interactions entre les récepteurs NOTCH et leurs ligands. La présence des NOTCH-Fe¢ induit
une forte inhibition (90%) de la clonogénicité. Ensuite, afin d’étudier I’implication directe de
JAG2, nous avons utilisé un systéme de modulation stable par shRNA dans 2 lignées (JIN3,
KMMI). La forte diminution de JAG2 résulte en une forte inhibition de la capacité
clonogénique.,

En ensemencant & faible densité les cellules de MM dans un milieu liquide sans sérum,
ni ¢ytokine, nous obtenons des conditions proches de celles présentes dans le milien semi-
solide. Nous avons alors constaté une baisse de prolifération accompagnée d’une
augmentation de la mortalité des cellules shTJAG2 par rapport aux contréles.

Enfin, aprés injection sous-cutanée chez la souris immunodéficiente, nous avons mis
en évidence que la réduction de I’expression membranaire de JAG2 sur les cellules

my¢lomateuses induit une diminution de leur potentiel tumorogénique.

JAG?2 est exprimé chez les patients

Afin d’étudier I’expression de JAG2 chez les patients, nous avons utilisé la technique
de RT-PCR sur 30 échantillons. Nous observons alors des profils hétérogénes : 8 expriment
fortement J4G2, 12 faiblement et 10 ne semblent pas I’exprimer. L’analyse cytométrique de
JAG2 sur les plasmocytes primaires de 4 patients au diagnostic, ou encore de 2 patients en
phase leucémique montre une faible sous population de cellules JAG2+, représentant de
0,05% 4 1,7% des cellules CD138+.

Implication de I’ IGF-1/IGF1R
L’IL6 et L’IGF-1 exogénes sont les 2 principaux inducteurs de colonies dans le MM

(Colette et al., 2007). Alors que le CD45 inhibe les voies de signalisation induites par PIGF-1,
elle favorise celles induites par I’'IL6 (voir p.20). En absence de CD45, les cellules
myélomateuses répondent a I’IGF-1 par une forte induction des voies Erk et Akt. Les lignées
cellulaires formant des colonies spontanées sont caractérisées par une activation constitutive

de ces voies, de plus, elles ont un phénotype CD45- ou CD45+/- (sous populations CD45+ et
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CD45- dans NCI-H929, JIN3 et XG11). Nous avons alors évalué I’implication d’une boucle
autocrine IGF-1 dans la clonogénicité spontanée. D’une part, I’analyse des puces géniques
révele que la majorité des lignées de MM exprime 4 la fois ’IGF1 et ’'IGF1R, confirmant
'implication potentielle de cette voie. Par ailleurs, la présence d’un anticorps neutralisant
'IGFIR dans le milieu semi-solide, inhibe partiellement ou totalement la formation spontanée

de colonies selon les lignées.

- Implication de C-KIT/SCF
Nous avons mis en évidence que 2 des 8 lignées clonogéniques (XG11, JIN3)

expriment fortement le récepteur C-KIT et sécrétent aussi le ligand SCF. L’utilisation de
Pimatinib mesylate ou d’un anticorps neutralisant le SCF nous a permis de mettre en évidence
’implication d’une boucle autocrine SCF dans la clonogénicité de ces 2 lignées. De plus,
nous avons démoniré que le SCF induit une forte activation des voies Erk et Akt dans ces
lignées. La lignée K620 exprime aussi C-KIT, ce dernier pourrait étre constitutivement actif
car bien qu’elle n’exprime pas le SCF, I’imatinib mesylate inhibe partiellement son potentiel
clonogénique.

D’autre part, nous avons mis en évidence que les lignées C-KIT+, ont une expression
de JAG2 beaucoup plus élevée que les lignées C-KIT-. L’imatinib induit une forte inhibition
de ’expression membranaire de JAG2 sur les lignées C-KIT+ contrairement aux lignées C-

KIT-. L’activation de cette voie pourrait donc étre impliquée dans la surexpression observée.

IGF-1R et C-KIT exprimés chez la majorité des patients

Les deux récepteurs principalement impliqués dans la clonogénicité spontanée des
lignées de MM sont donc P'IGF-1R et C-KIT. Afin de déterminer leur expression sur les
cellules primaires de patients, nous avons utilisé une base de données publiques comprenant
le profil d’expression génique de 414 patients au diagnostic (Zhan et al., 2006). 53% des
patients expriment ’un ou ’autre, 27% expriment & la fois 'IGFIR et C-KIT, et 20%
n’expriment aucun des 2. Ces récepteurs peuvent donc étre impliqués dans la majorité des cas
de MM,
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Abstract

The purpose of this study was to identify the pathways associated with the ability of
human myeloma cells to provide colonies in a serum-free semi-solid human collagen-based
assay. Only 25% (8 of 32) of human myeloma cell lines were able to provide colonies
spontaneously and this capacity to grow correlated with RAS mutations (p=0.04). Gene
expression profile analysis identified one gene, JAG2, overexpressed in cell lines that are able
to provide colonies spontaneously. Blocking Jag-Notch interactions with Notch-Fc chimeric
molecules impaired self-colony formation underlying a role for Jag-Notch pathway in colony
formation. Furthermore, silencing JAG2 blocked colony formation in two myeloma cell lines
that was associated with proliferation arrest and cell death. Xenograft in
immunocompromised mice showed that JAG2 silencing impaired in vivo fumor growth. RT-
PCR evaluation of JAG2 expression showed that 20 of 30 CD138+ purified primary myeloma
cells expressed JAG2 and a subpopulation JAG2+ was identified by flow cytometry in
CD138+ MM cells. Finally, we demonstrated that clonogenic growth of myeloma cell lines
was mediated by either IGF1/IGFIR or SCF/C-KIT loop underlying the role of these two
tyrosine kinase receptors.



Introduction

Multiple Myeloma (MM) is a plasma-cell malignancy with a high degree of biological
and genetic heterogeneity at presentation and a great variability with regards to the clinical
outcome of the patients in response to chemotherapy, and survival ranging from a few weeks
to more than 10 years (1). Combined studies of genotype, phenotype and response to
treatments have brought up the now well- known concept of many and multiple myelomas
(2,3). Despite heterogeneity and new treatments, MM remains a fatal disease suggesting that
resistant MM cells are rarely eradicated. Indeed, remaining MM cells at day 100 after high-
dose melphalan and autologous transplant is a powerful prognostic factor for relapse and
overall survival (4). Cancer stem cells (CSCs) are a subpopulation of tumor cells that
selectively possess tumor initiation, self-renewal capacity and the ability to give rise to bulk
populations of non tumorigenic cancer cell progeny through differentiation. CSCs have been
identified in both hematological and solid malignancies (5). Signaling in stem cells involve
numerous pathways, including Notch, Kit, Wnt, Hedgehog and hypoxia (6-9). In MM,
clonogenic cells have been addressed since more than 30 years (10). The origin of MM
“stem” cells, plasma cells or B cells, is still a matter of debate, (11-12). Matsui et al have
reported that CD138°CDI19+CD20+ cells, even present in Human Myeloma Cell Lines
(HMCLs), are the MM “stem cells” (11). However, a recent report has shown that clonotypic
memory B cells bear Ig translocation but not Ras mutations of MM cells arguing against a
malignant B-cell reservoir (12). HMCLs that represent a concentrate of clonogenic MM cells
always derived from in vivo proliferating MM cells in refractory patients mostly in terminal
relapse although we recently obtained a HMCL from a patient at diagnosis with acute
refractory disease (13 and unpublished data).

The concept of CSCs is based on the capacity of some cells to provide colonies in
semi-solid assay or tumors in immunocompromised animal models. Recently, the use of more
highly immunocompromised NOD/SCID interleukin-2 receptor gamma chain null IL2R0(-/-)
mice has shown that detection of tumorigenic melanoma cells increased by several orders of
magnitude suggesting that tumorigenic cells are common in some human cancers (14).

To evaluate the clonogenicity of myeloma cells, we have developed a serum-free
semi-solid collagen-based clonogenic assay in which most HMCLs provide colonies only in
the presence of IL6 or to a less extent of IGF1 (15). In the present study, we focused on
HMCLs that were able to provide spontaneous colonies in the absence of serum, growth
factors or cytokines. We demonstrated that self-colony formation correlates to the presence of
RAS mutations, depends on JAG2 expression, and is mediated by IGF1/IGFIR or SCF/C-KIT
loop.



Materials and Methods
Human Myeloma Cell Lines (HMCLs) and primary myeloma cells

XGs, NANs, BCN, MDN and SBN HMCLs were derived in our laboratories from primary
myeloma cells cultured in the presence of 5% fetal calf serum (FCS) and 3 ng/ml recombinant
(r) IL-6 as previously described (13,15-17). ANBL-6 was kindly provided by Dr Jelinek
(Rochester,USA), KMS-11, KMS12-PE and KMM1 by Dr Otsuki (Kawasaki Medical
School, Kurashiki, Japan), JJN3 by Dr Van Riet (Brussells, Belgium), JIM3 by Dr
MacLennan (Birmingham, UK), Karpas620 by Dr Karpas (Cambridge UK) and MM1S by Dr
S. Rosen (Chicago, USA). LP1, L363, NCI-H929, U266 and OPM2 were from DSMZ
(Braunsweig, Germany) and RPMI8226 from ATTC (USA). All HMCLs derived in our
laboratories and ANBL-6 were cultured in the presence of r-IL-6. Bone marrow and
peripheral blood of patients with MM were collected after informed consent at the Nantes
University Hospital.

Reagents and antibodies

Notch-Ig and Control-Ig were purchased from R&D. Anti-human Jag2 mAb (clone 241002)
and (clone C83A8) were purchased from R&D Systems and Cell Signaling Technology,
respectively. APC and PE conjugated anti-CD117 (C-KIT), clone IM3638, was purchased
from Beckman Coulter, Blocking anti-IGF1R mAb was purchased from Aventis and blocking
Polyclonal Goat Anti-Human SCF Ab was purchased from Peprotech. Anti-phospho-Akt
(Ser473) and anti-phospho-p44/42 MAPK (Thr202/tyr204) were from Cell Signaling
Technology. Imatinib mesylate (Gleevec®) was purchased from LC laboratories and
puromycin dihydrochloride from Sigma.

Clonogenic assay

Clonogenic assays were performed in collagen semi-solid medium as previously described
(15). This medium is currently used for evaluation of human clonogenic hematopoietic
precursors before autologous stem cell transplant of patients with hematologic malignancies.
Briefly, myeloma cells (10° cells) were plated in 1ml serum-free, cytokine-free, human
purified collagen-based, semi-solid medium (Stemalpha III, StemAlphA SA, France) in
triplicate (330 pl/well) in 4-well plates (well diameter 1.5 cm) and grown for 21 days. The
gels were harvested on glass slides, dried and stained with May-Grunwald-Giemsa. Number
of colonies was counted on triplicate gels by microscopy and expressed as an average per 10°
cells, only colonies with more than 10 cells were counted.

Jag2 shRNA cell lines

Mission® JAG2 shRNA Lentiviral transduction particles and non-target shRNA control
transduction particles were provided by Sigma-Aldrich. The sense strand of the JAG2 shRNA
had the following sequence, 3
CCGGCTGTGTGTAAACAAGGGTGTACTCGAGTACACCCTTGTTTACACACAGTTT
TTG -3', (Clone ID : NM_002226.3-1132s1c1).

According to the manufacturer's instructions, KMMI1 and JIN3 cells were infected with
lentiviral vectors delivering JAG2 or non-target shRNAs to generate, cell lines displaying
JAG2 silencing (KMM1/JIN3 sh-JAG2), or control cell lines (KMMI/JIN3 sh-CONT),
respectively. Three days after infection, cells were selected using puromycin at a
predetermined concentration of 8 pg/mL.



The efficiency of infection was evaluated by Western blot analysis using the Anti-human Jag2
mAb 2 weeks after infection.

Western blotting

Myeloma cells (5 millions/10 ml) were pelleted and resuspended in lysis buffer (10mM Tris-
HCL pH=7.6, 150mM NaCl, SmM EDTA, 1mM PMSF, 2mg/ml aprotinin, 1% Triton X100).
After 40 minutes on ice, lysates were cleared by centrifugation at 10,000g for 30 min. at 4°C.
Protein concentration was measured using bicinchoninic acid (BCA Protein assay, Pierce,
Rockford, IL). Cleared lysates (70 pg) were separated by SDS-PAGE (7.5% acrylamide) and
electrotransferred to polyvinylidene difluoride membranes. Western blot analysis was
performed by standard techniques with ECL detection (Pierce Perbio Science France,
Brebiéres, France).

Xenotransplant

Female SCID beige 6-week-old, mice were purchased from Charles River. Mice were bred
and housed in INSERM U892 laboratory under the animal care license n°44565. Tumors
were generated by implanting 10x10° cells in 100pl of PBS subcutaneously on the right flank
above the hind leg of 4 mice per group. Tumor growth was recorded weekly in tree
dimensions using a digital caliper. Tumor volume was calculated as follows: length x width x
depth.

RT-PCR detection of Jag2 expression

For RT-PCR study, myeloma cells were purified with anti-CD138 microbeads (Miltenyi
Bioteh, Bergish Gladbach, Germany) from mononuclear cells isolated by Ficoll-Hypaque
centrifugation. RNA isolation, reverse transcriptase-polymerase chain reaction were
performed as previously described (17). Primers used for Jag2 detection had the following
sequences; >’AGGTGGAGACGGTTGTTACG3’ and 5’TTGCACTGGTAGAGCACGTC3’.

The primary myeloma cells were isolated from bone marrow (n=30) or peripheral blood (n=2)
from patients at diagnosis (n=20) or relapse (n=12).

Gene expression profiling

HMCLs were cultured with or without IL-6 (as described above) and RNA were prepared
from exponentially growing cells. Biotinylated cRNA was amplified with a double in vitro
transcription and hybridized to the human U133 2.0 plus GeneChips, according to the
manufacturer’s instructions (Affymetrix, Santa Clara, CA). Fluorescence intensitics were
quantified and analyzed using the GECOS software (Affymetrix). Gene expression data of
HMCLs (Moreaux et al, submitted) were normalized with the MASS algorithm and analyzed
with our bioinformatics platforms: RAGE(http:/rage.montp.inserm.fi/) and Amazonia
(http://amazonia.montp.inserm.{t/).

Statistical analysis

Statistical analyses were performed using Wilcoxon rank sum test, Fisher exact test, Chi-
square, Pearson and Student t tests.



Results
Colony formation correlates with RAS mutations and IL6 independency

To evaluate the clonogenic ability of 32 HMCLs (Table 1, Figure 1A) we used a
collagen-based semi-solid medium previously described where most HMCLs were unable to
provide any colony without added FCS or cytokines (15). In this assay, we identified that IL6
and to a less extent IGF1 were the main factors able to induce colony formation. Without
FCS, 24 HMCLs were unable to provide colonies {Group 1) and 8 HMCLs provided colonies
spontaneously, Group 2 (Figure 1B, Table 1). Clonogenic ability of HMCLs was not related
to the genetic heterogeneity of HMCLs (p=0.96, Fisher exact test, Table 1). Our HMCL
collection gathers IL6-dependent and IL6-independent HMCLs. Ability to form colonies was
significantly related to the IL6 status of HMCLs because IL6-type HMCLs were more
frequent in Group 1 (17 of 24) than in Group 2 (2 of 8), p=0.038. We next wondered whether
colony formation could be related to RAS or T7P33 mutations because both have been reported
to favor colony formation. Indeed, spontaneous clonogenicity of HMCLs was associated with
the presence of RAS (N or K}, p=0.037 Fisher exact test (Table 1, Table S1). In contrast, no
significant difference in 7P53 abnormalities was found between the 2 groups of HMCLs
(p=0.43).

Clonogenic ability of HMCLs correlates to J4G2 expression

To address the ability of spontaneous self-renewal of HMCLs, we looked for genes
differentially expressed between the 2 HMCL groups. A SAM multiclass analysis (1000
permutations, False Discovery Rate=0) identified 3 probe sets differentially expressed, all
overexpressed in Group 2: 2 specific for JAG2 and 1 for TEAD4. As shown in Table 1,
Figures 2A and S1A, JAG2 and TEAD4 expression correlated to spontaneous colony
formation (p=0.00017 and p=0.0005, respectively). Jagged2 is a NOTCH ligand and TEAD4,
a member of the transcription enhancer TEF family, is involved in the hippo pathway (18).
Because both RAS mutations and JAG2 expression were associated to clonogenicity, we
wondered whether R4S mutations and JAG2 expression were directly correlated. Indeed, we
found that JAG2 low/negative HMCLs (cut-off Affymetrix value of <100 corresponding to
lack of protein detection by Western blot) were mostly RAS wt (73%) whereas JAG2" HMCLs
(=100) were mostly RAS mutated (71%), p=0.03 Fisher exact test. Reciprocally, RAS wild-
type HMCLs have a trend to express less JAG2 (median 39, range 13-1089) than RAS mutated
HMCLs (median 125, range 10-1696), p=0.073. On the other hand, no correlation was found
between TEAD4 expression and presence of RAS mutations (p=0.43).

JAG2 expression was reported inversely correlated to SMRI/NCoR2 repressor
expression in MM (19). However, SMRT/NCoR2 was strongly expressed in quite all HMCLs
(Figure S1B) and we did not find that SMRT/NCoR2 was differentially expressed between
JAG2 positive+ HMCLs (>100) as compared with low/negative (<100) ones (p=0.9) and none
correlation was found, Spearman test (Figure S1C).

SAM analysis (1000 permutations, FRD=0) of JAG2" (>100) versus low/negative
(<100) HMCLs only identified TEAD4 (p<0.001) and a direct correlation (1=0.73) between
TEAD4 and JAG2 expressions was found, p<0.001, Spearman test (Figure S1C). However,
silencing JAG2 did not decrease TEAD4 expression and reciprocally silencing TEAD4 did not
decrease JAG2 expression too (data not shown).



Silencing J4G2 prevents colony formation and induces cell death

The microarray expression of JAG2 fully correlated to both RT-PCR detection (data
not shown) and protein detection measured either by Western blot or flow cytometry (Figure
2A-C). As previously reported, HMCLs widely expressed JAG/ and the receptors NOTCH!
and NOTCH?2 (20-21) but no correlation with colony formation was found (Figure S1D-F,
p>0.4). Interestingly, flow cytometry analysis of JAG2 expression showed that the level of
membrane JAG2 expression positively correlated (r=0.87) to the percentage of colony
formation, p=0.0045, Spearman test (Figure 2C).

To further explore JAG2 involvement in clonogenicity we first used Noich-Fc
chimeric proteins that blocks NOTCH-JAG interactions. As illustrated in Figure 2C, addition
of either NOTCH1-F¢ or NOTCH2-Fc¢ inhibited self-colony formation (90% inhibition,
p<0.01). To specifically demonstrate a JAG2 involvement, we used a shRNA approach to
silence JAG2 expression in two HMCLs, KMMI1 and JIN3. Protein expression of JAG2 was
decreased by more than 90% in both KMMI1 and JIN3 (Figure 2E). This decrease fully
blocked the emergence of spontaneous colonies: the colony number was decreased by 90%
for KMM1 and 82% for JIN3, respectively p=0.001 (Figure 2E).

To address whether lack of clonogenicity was related to cell death or lack of
proliferation, we cultured KMM1 and JIN3 at very low concentration (30 000 cells/ml) in
liquid medivm containing RPMI 1640 supplemented with 0.5% BSA. In good correlation
with spontaneous colony formation, both KMM1 and JIN3 cells were able to grow in this
FCS-free medium: the fold increase within 3 days was 2,6:0.1 for KMMI1 and 2.3+0.4 for
JIN3, respectively (Figure S2A-B left). In confrast, growth of both shJAG2 KMM1 and JIN3
cells was significantly blocked: the fold increase within 3 days was 1.0+0.5 for KMM1 and
0.4£0 for JJN3, p=0.01 and p=0.05 respectively. The proportion of cell death was increased
by 2.6+0.8 fold (KMM1) and 2.6+0.3 fold (JJN3) in shJAG2 cells as compared with
respective  shCONT cells, p=0.006 and p=0.05 respectively (Figure S2A-B right).
Interestingly, in the presence of FCS, but not of IGF1, no more significant differential growth
or survival was observed between sShCONT and shJ4G2 cells in both KMMI1 (Figure S2A)
and JIN3 (data not shown).

Silencing JA4G2 prevents in vivo growth in SCID mice

Control and J4G2-silenced JIN3 and KMM1 HMCLs were injected to the mice
subcutaneously. As compared with the one of shCONT HMCLs, growth of both shJ4G2
KMMI1 and JIN3 was significantly impaired (p<0.05): 14 days after transplantation, the
median tumor volumes were 10-fold lower in mice transplanted with sh/4G2 KMM1 and
JIN3 as compared with the ones transplanted with shCONT HMCLs, Figure 3. While
shCONT tumors went on growing, shJ4G2 tumors were undetectable after 3 weeks.

JAG2 is expressed in primary cells

Affymetrix microarray analysis of JAG2 expression in primary cells was impossible
because of a too weak signal (data not shown). Thus, we looked at JAG2 expression by RT-
PCR in purified myeloma samples. We found a strong expression in 8 patients, a weak one in
12 and no expression in 10 patients analyzed (as illustrated in Figure 4A). No correlation was
found between JAG2 expression and the disease stage (diagnosis versus relapse). Using a
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recently available anti-JAG2 mAb that allows flow cytometry analysis, we could identify a
very tiny population of JAG2+ cells among the CD138+ myeloma population in two
consecutive patients with leukemic phase at relapse (patient A) or diagnosis (patient B): 0.5%
and 1% of CD138+ MM cells express JAG2 in MM cells of patients A and B, respectively
(Figure 4B). In bone marrow purified myeloma cells from 4 patients at diagnosis, few JAG2"
cells were also found: the median value was of 0.6% with a range from 0.05% to 1.7% (data
not shown). For one of 4 patients (patient 8), both RT-PCR and cell staining of medullary
myeloma cells could be performed: a weak expression was found by both RT-PCR and cell
staining (Figure 4A-B).

Autonomous colony formation depends on autocrine activation of tyrosine kinase
receptors, IGFIR or C-KIT.

We previously reported that IL6 and IGF1 were the main factors able to induce colony
formation of myeloma cells and that colony formation in the presence of 1GF1, but not IL6,
correlated to a strong activation of both ERK and AKT (15-16). Moreover, IGF1 signaling, in
contrast to IL6, is favored by a low or lack of expression of the tyrosine phosphatase CD45
(15,22-23). Because HMCLs providing spontaneous colony formation have a constitutive
activation of both ERK and AKT (data not shown) and are all CD45- except XG11 we
wondered whether an IGF1 loop was involved, Indeed, a blocking IGFIR mAb prevented
spontaneous colony formation (from 28% to 97%) in 7 of § HMCLs (Figure 5A). IGFIR
expression of all HMCLs by Affymetrix microarray or flow cytometry showed that all
HMCLs of group 2 express IGFIR with a fluorescence ratio of expression ranging from 2.8
up to 15 (Figure S3A-B). Inhibition of colony formation of XG11 was quite surprising since
XG11 express CD45, although heterogenously, that impairs IGF1 signaling (22-23).
However, XG11 expresses strongly IGFIR (immunofluorescence ratio=15) suggesting that
IGF1 signaling rather depends on the ratio between IGFIR and CD45 expression. Concerning
KARPAS620, despite IGFIR and IGF1 coexpression no inhibition was found suggesting that
this HMCL does not use IGF1 loop for growth (Figure S3).

On the other hand, XG11, JIN3 (50% of cells), and KARPAS620 express C-KIT
(Figure 5C,D), and the blocking IGFIR mAb did not inhibit (KARPAS620) or partially
inhibited (JIN3, XG11) colony formation suggesting that these HMCLs use other pathway(s).
Because XG11 and JIN3 also express KITL (SCF), we investigated the role of a possible
SCF-C-KIT loop by using both an inhibitor of C-KIT signaling (Imatinib mesylate or
Gleevec) and a blocking anti-SCF mAb (24-25). Imatinib mesylate (10 pM) reduced the
number of colonies of XG11, JIN3 and KARPAS620 (90%+10, 70%+ 5%, and 38%+1%
inhibition, respectively) but did not affect KMM1 and RPMI8226 colony formation (Figure
5E). Involvement of SCF loop in colony formation was confirmed in XG11 with a blocking
SCF mAb (5 pg/ml) that reduced the colony formation (55%+5.6% inhibition) but did not
affect KMM1 colony formation (data not shown). In XG11 and JIN3, SCF induces a strong
activation of both AKT and ERK (Figure 5F). Concerning KARPAS620, despite lack of KITL
expression, AKT and ERK1/2 were self-phosphorylated and SCF did not increase their
phosphorylation level. However, since Imatinib mesylate reduced KARPAS620 colony
formation, we can propose that C-KIT signaling is abnormally regulated in this cell line and
requires further investigation.



In summary, autonomous self-renewal of MM cells was mediated by an autocrine
IGF1 or SCF activation of their respective tyrosine kinase receptors, IGFIR or C-KIT, that
both activate AKT and ERK1/2 signaling (Figure 5, 22-25).

All 3 C-KIT* HMCLs highly express JAG2 with a significant higher expression as
compared with the 11 other JAG2' C-KIT HMCLs (p=0.038), Figure 2C. It has been reported
in mice that JAG2 expression is dependent on C-KIT in DCs and increased through C-KIT on
endothelial cells (26,9). To address a possible relationship between C-KIT and JAG2, we
treated HMCLs with Imatinib mesylate and monitored JAG2 expression by flow cytometry.
In all the C-KIT" HMCLs, but not in negative ones (as illustrated by KMM1), JAG2
expression decreased by 69%+8% after a 48-h culture with 20uM Imatinib mesylate (Figure
S4A).

On the other hand, U0126 that is well known to prevent RAS-MAPK activation (16)
reduced JAG2 expression in the 4 HMCLs evaluated, 50%+9% (Figure S4B).

Primary myeloma cells frequently express either IGFIR or C-KIT

The self-growth of 8 HMCLs revealed that it is mainly dependent on autocrine
tyrosine receptor activation, either IGFIR or C-KIT (or on both). To address expression of C-
KIT and IGFIR in primary myeloma cells, we used Amazonia database containing public data
from 414 patients at diagnosis published by Arkansas University (27,28). Expression of C-
KIT and IGFIR was found in 56% and 50% of patients at diagnosis, respectively: 53% of
patients express one or the other receptor, 27% express both and 20% express none, Table 2A.
Expression of receptors is not similar with regard to the molecular classification of patients as
previously shown by cytometry (28-32): indeed, MS patients underexpress C-KIT (p<0.001)
but overexpress IGFIR (p<0.001), in full contrast to HY patients who overexpress C-KIT
(p<0.001) but underexpress IGFIR (p<0.001). Moreover, IGFIR expression is lower on C-
KIT" patients as compared with C-KIT" ones (p=0.049). Of note, CD-1 and CD-2 patients
underexpress both C-KIT (p=0.039) and IGFIR (p<0.001), Table 2B.



Discussion

In this study we explored the molecular bases of spontaneous myeloma clonogenicity
in a collagen-based assay. The self-growth of 8 HMCLs was mainly dependent on autocrine
tyrosine receptor activation, either IGF1R or C-KIT. Interestingly, 53% of primary myeloma
cells at diagnosis express one or the other receptor, 27% express both and 20% do not express
any, suggesting that most MM cells could grow through IGFIR and/or C-KIT. IGF1R
expression at diagnosis is associated with a reduced survival (29). Interestingly, most primary
MM cells do express IGFI, although it remains unclear whether this expression is
autonomous or depends on microenvironment (Table 2, 28). IGFIR signaling is favored by a
lack of CD45 expression and MM patients lacking CD45 overexpress IGFIR (29,31). C-KIT
expression is associated with a rather good prognosis reflecting perhaps that quite all
hyperdiploid patients (88%), who have the best survival prognosis, express C-KIT (27,32).
KITL/SCF is produced by the microenvironment, only 1.9% of the patients (8 of 414) express
KITL. Interestingly, these few patients belong to the CCNDI-2 (n=5), MAF (n=2) and
hyperdiploid (n=1) groups and most of them (75%) coexpress C-KIT. In HMCLs, C-KIT is
expressed by JIN3 (MAF), KARPAS620 and XG11 (CCND1), and XG4 (without recurrent
14932 translocation) and both JIN3 and XG11 coexpress KITL. Of note, previous evaluation
of C-KIT expression on JIN3 and KARPAS620 did not show any expression probably
because of a lower efficiency of the previously mAb used (32). Interestingly, although self-
renewal is mediated either by IGFIR or C-KIT (or both for JJN3 and XGl1), signaling
through IGF1R or C-KIT induces AKT and ERK phosphorylation mediating both growth of
myeloma cells (15,22-25). PI3K/AKT/mTOR is an identified pathway of myeloma resistance
to treatment (33).

Although required, IGF! or SCF loop remains insufficient to promote self-growth.
Indeed, we showed that HMCLs that do spontaneously grow are heavily RAS mutated (all but
XGl11) and overexpress JAG2.

It is well known that R4S mutations favor permanent RAS activation and thus
downstream ERK signaling and proliferation. In normal condition of liquid culfure, in the
presence of FCS with IL6 for IL6-dependent HMCLs or without for the others, no significant
difference in gene expression was found between RAS wildtype and RAS mutated HMCLs
suggesting that RAS pathway was always activated in all HMCLs (data not shown). However,
in clonogenic assay without FCS, RAS wild-type HMCLs were far less able than mutated ones
to survive and grow, p=0.02 Fisher exact test. Of note, all HMCLs with a spontaneous
clonogenicity exhibit a basal P-ERK in RPMI1640 alone. In MM, R4S mutations are found at
all stages of the pathology and their frequency increases with transitions from MGUS to MM
and from intramedullary to extramedullary MM (34-35). Of major interest, in mice knockout
for Ras-GFRI, a RAS effector, microarray analysis has shown that 7 genes, including JAG2,
were down regulated in the hippocampus (36). Of note, JAG2 expression decreased on
HMCLs treated with U0126, an inhibitor of RAS-MAPK pathway. In breast cancer, Ras and
Notch pathway also cooperates for survival and proliferation in semi-solid assays (37).

Colony formation was clearly correlated to JAG2 because blocking JAG-NOTCH
interactions or JAG2 silencing prevented colony formation. Interestingly, silencing JAG2
expression blocked short-term autonomous growth and induced cell death in the absence of
FCS. IGF1 could not rescue the JAG2-silenced cells indicating that IGF1 could not account
for FCS. Moreover, in vivo growth of JAG2 silenced HMCLs in immunocompromised mice
was abrogated. Notch pathway is mainly involved in self-renewal of normal hematopoietic
stem cells and JAG2, but not JAGI1, expression at the cell membrane is increased by SCF on
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endothelial cells (9). Interestingly, Yustein et al reported that ectopic expression of JAG2
increases hypoxic growth and tumorigenesis in a B-cell model (38). In MM, JAG-NOTCH
pathway has been reported associated with proliferation and cell survival (20-21,39). NOTCH
triggering by JAGI increases proliferation of HMCLs, activation of NOTCH1 pathway
protects myeloma cells from drug-induced apoptosis and gamma-secretase inhibitor induces
MM cell death (20-21,39). JAG2 expression has been addressed by Houde et al who reported
an ubiquitous expression of JAG2 expression in MM (linked to hypomethylation of JAG2
promotor) identifying JAG2 as a myeloma associated marker (40). More recently, the same
team reported that JAG2 expression was not due to hypomethylation but to lack of expression
of SMRT/NCoR2 since modulation of SMRT/NCoR2 expression induced JAG2 expression
change (19). In contrast and in good correlation with our data, Nefedova et al have shown that
JAG?2 was not expressed by all HMCLs (21) and microarray data shows that SMRT/NCoR2 is
widely expressed by all HMCLs (confirmed by RT-PCR, data not shown) and without any
link with JAG2 expression (Figure S1C).

On the other hand, we found that JAG2 expression positively correlated to TEAD4
expression and RAS mutation, TEAD1 and TEAD4, through their interaction with YAP, have
been reported to mediate the hippo pathway that is essential in development in insect and
mammalian at least through its regulation of organ size (18,41). Target genes of hippo
pathway include SURVIVIN, MYC, SOX4 and MCL1 (42). In numerous cancer cells, hippo
pathway is aberrantly activated deregulating both proliferation and survival (43). On the other
hand, JAG2 is a target of Hedgehog pathway frequently deregulated in cancer cells and
involved in tumor maintenance of myeloma cells (8,42). Silencing 7EAD4 in KMMI1 did not
impact JAG2 expression and reciprocally, silencing JAG2 did not modify TEAD4 expression
(data not shown). These data suggest that both TEAD4 and JAG2 expressions could be rather
under the control of a same pathway and not related to each other.

Some HMCLs express (weakly) JAG2 but were unable to clone spontaneously. This
inability could be related to an inactive IGF1 loop because of either lack of /GFI expression
(JIM3, KMSI11), or lack of IGFIR expression (XG2, XG16) or strong expression of CD45
(XG6) or lack of IGFIR signaling downstream IGFIR (NAN3). Of note, none of these
HMCLs does express C-KIT. It was quite surprising that self-renewal of none HMCL was
dependent on IL6 loop although IL6 was the most potent cytokine for inducing colony
formation (15). Moreover, HMCLs unable to clone spontaneously are more of IL6-dependent
type as compared with HMCLs that clone spontaneously (p=0.038). Finally, XG11 should be
considered as IL6-independent because XG11 cells spontaneously grow in semi-solid medium
and removal of IL6 from the liquid culture only very weakly decreased cell growth (data not
shown), Concerning XG7, the situation is less clear because only a minor population provides
colonies and removal of IL6 from liquid culture partially decreases the growth (data not
shown). Taken all these data together, it seems that none spontaneous colony formation was
IL6-dependent. However, addition of IL6 has allowed reproducible establishment of 27
HMCLs. Moreover, for several HMCLs established in Montpellier or Nantes, primary cells
were cultured with or without added IL6 and primary cells failed to provide HMCLs in the
absence of added IL6 (data not shown). This is in favor of a strict exogenous IL6-dependence
of MM cells that could explain the lack of IL6 loop involvement in HMCLs that do
spontaneously grow.

In primary medullary myeloma cells, RT-PCR analysis of JAG2 expression suggests
that all (strong expression in 8 of 30 samples) or some (weak expression in 12 of 30 samples)
tumor cells express JAG2, At least in 6 samples, we have identified a medullary or circulating
JAG2" CD138+ subpopulation in patients. In contrast to JAG2, JAGI, NOTCHI and
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NOTCH2 were frequently expressed in primary myeloma cells since a positive expression
was found in 98%, 51% and 99% of samples respectively (Amazonia and 44). This pattern of
expression is similar to the one of our HMCL panel.

In summary, our data are the first to identify a functional role of JAG2 in MM even
though previous reports have pointed out the importance of NOTCH pathway. Survival of
MM cells in the absence of serum or growth factors, both in vitro and in vive in
immunocompromised mice, depends on JAG2 expression and autonomous growth is
supported by IGF1R/IGF1 or C-KIT/SCF loop both involving ERK and AKT pathways.

It remains to determine whether the JAG2 subpopulation of primary MM cells is
related to cancer progression and/or to tumor cells resistant to treatment. Further work is
required to address the function of these JAG2" MM cells in patients.
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Legends to figures
Figure 1. Clonogenic growth of HMCL:s in semi-solid collagen based assay

A Clonogenic growth of HMCLs in semi-solid collagen based assay. HMCL cells (1000 cells)
were seeded 21 days in collagen-based semi-solid medium. Left: images of one CFU-MM
(colony forming unit of MM cells) in 3 HMCLs were captured in situ. Right: number of CFU-
MM formation was determined after transfer of whole well on glass slide followed by May-
Griinwald staining,

B Data represent the number of spontaneous colonies of HMCLs seeded in collagen-based
semi-solid medium (1000 cells). Values are the mean + SD of at least 5 experiments for each
HMCL.

Figure 2, Clonogenic growth of HMCLs depends on JAG2 expression

A,B,C JAG2 expression in HMCLs. (A) Analysis of JAG2 mRNA expression in HMCLs by
micro-array. (B) Analysis of JAG2 expression by Western blot. (C) Mean fluorescence
intensity of JAG2 expression in HMCLs; Left: cells were stained with PE-anti-JAG2 mAb
(thick line) or with PE-control mAb (thin line). Level of JAG2 expression was evaluated by
the mean fluorescence ratio (specific over control staining); Right: the intensity of JAG2
expression correlated to the colony formation frequency. Mean fluorescence intensity ratio of
JAG2 expression was plotted against the frequency of colony formation (expressed as % of
total seeded cells) for all 8 HMCLs.

D NOTCH-Fc molecules prevented colony formation. Cells were seeded in semi-solid
collagen wells in the presence of NOTCHI-F¢, NOTCH2-F¢ or Control-Fc molecules
(10pg/ml). Data represent the mean + SD of 3 independent experiments

E Silencing JAG2 prevented colony formation. Left: Western blot analysis of JAG2
expression in shControl and shJAG2 KMMI1 and JIN3 HMCLs. Right: ShControl or shJAG2
KMMI1 and JIN3 were seeded in semi-solid collagen wells. Data represent the meantsd of 3
independent experiments. ShJAG2 colonies were expressed as the percentage of shControl
CFU-MM formation.

Figure 3, Silencing J4G2 prevents in vivo growth

Cells (10x10° per mouse) were injected subcutaneously. Data represent the mean + SD of
tumor volume from four mice for each condition, *; (p<0.05).

Figure 4. Primary MM cells express JAG2.
A RT-PCR expression of JAG2 mRNA expression in purified CD138+ primary MM cells.

B Flow cytometry expression of JAG2 in myeloma cells. Mononuclear cells were double
stained with anti-CD138-PE and control-APC or anti-JAG2-APC mAbs. Flow cytometry
analysis was performed on a FACSCalibur using the CellQuest program (BD Biosciences).
Patient A and B, peripheral blood, patient 8 CD138+ BM MM cells.
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Figure 5, Clonogenic growth of HMCLs is mediated by IGF1R or C-KIT autoactivation

A Inhibition of colony formation in the presence of blocking IGFIR mAb (6pug/ml). The data
represent the mean + SD of 3 independent experiments.

B C-KIT and KITL expression by HMCL collection, Analysis of mRNA expression of C-KIT
and KITL was performed by microarray.

C Flow cytometry analysis of C-KIT expression on XG11, JIN3, KARSPAS620 and KMM1,
Overlay histograms represent cells stained with APC-anti-CKIT mAb (thick line) or APC-
Control mAb (dashed line). The expression level was expressed as the mean fluorescence
intensity ratio of positive staining over control staining (r).

D Clonogenic assays were performed in the presence of 10uM Imatinib mesylate. Mean + SD
of 3 independent experiments.

E Western blot analysis of AKT and ERK1/2 activation induced by SCF (100 ng/ml) in JIN3,
XG11 and KARPAS620.
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Figure $1. Microarray analysis of TEAD4, NCOR2, JAGT,NOTCH1, NOTCH2 mRNA expression in

relation to spontaneous clonogenic growth.

(A) TEAD4, (B) NCOR2, (D) JAG1, (E) NOTCH1, (F) NOTCH2. (C) JAG2 mRNA expression is not

correlated to NCOR2 but to TEAD4 mRNA expression,



Figure S2
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Silencing JAG2 prevents self growth in liquid medium and induces cell death
ShControl and shJAG2 KMM1 (A) and JUN3 (B) were seeded in RPMI1640
supplemented by BSA (0.5%) with or without IGF1 (50ng/ml) or FCS (6%) at the
concentration of 50,000 or 30,000 cells/ml, respectively. Growth was evaluated by
direct counting of cell density (left) and cell viability (right) was measured by eosin
exclusion as well as by APO2.7 staining (FACS analysis) after 3 days. Data represent
the mean + SD of 3 (KMM1) or 2 (JUN3) experiments.
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Figure S3. mRNA expression of IGF1 and IGF1R in HMCLs
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Figure S4
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Figure S4. Imatinib mesylate and U0126 decrease JAG2 expression

Cells (200 000/ml) were incubated 48h with 20uM Imatinib mesylate (A) or 10 pM
U0126 (B), stained with APC-anti-JAG2 mAb or APC-control mAb, fixed with 1%
paraformaldehyde. Fluorescence was analyzed by flow cytometry. Dashed line
represents control expression on untreated cells, thin line represents JAGZ expression
on untreated cells and thick line represents JAG2 expression on Imatinib mesylate or

U0126 treated cells (representative experiment out of 3).



Table 1 Characteristics of HMCL groups

HMCL HMCLs Deregulated | 116 RAS TP53 JAGZ | TEAD4
Groups genes mutations | abnormalities | median | median
(range) | (range) |

Group 1 ANBL6*, BCN*, MM1S§, 29%MAF, 1 71% | 37.5% 62.5% 38.5 75
(no NAN1*3",6%, U266, 21%CCND1 (10- | (1-134)
spontaneous SBN*,JIM3, KMS 11 21%MMSET, 773)
colony) KMS12PE,LP1,MDN*,OPM2 | 25%other

XG1-6*,10%,12*,13*,18" 4% none
Group 2 JUN3,KARPAS620, 37.5% MAF | 25% 88% 75% 783 104
(spontaneous KMM1,L363,NCIH929 25% (100- {58-
colonies) RPMI8226,XG7* XG11* CCND1, 1209) 162)

25%
MMSET,
12.5% other

Deregulated genes designate genes deregulated by 14g32 or 22qg11 translocation, XG3, XG4, XG10
and SBN have a not-recurrent 14g32 translocation deregulating other genes than CCNDs, MAFs or
MMSET (designated as other), XG 16 has a wild-type 14g32 locus.

IL6 designates HMCLs (marked by *} that have been derived in the presence of L6 and maintained

with IL6.

N-RAS, K-RAS mutation and TP53 abnormality (punctual mutation, deletion, insertion, lack of
expression) were identified as previously described.

TEAD4 and JAG2 mRNA expression was measured by microarray.



Table 2. C-KIT and IGF 1R expression in primary myeloma cells
Table 2A. C-KIT and IGF1R expression in MM patients

% (Nn) IGF1R median (range)  C-KIT median (range)

IGF1R- C-KIT- _ 20% (84/414)
IGF1R+ C-KIT-  23% (97/414) 433 (89-6332) -

IGF1R- C-KIT+  30% (122/414) 2615 (418-17988)
IGF1R+ C-KIT+ 27%(111/414) 360 (54-2872) 2104 (350-13612)

Expression was defined by Affymetrix microarray. Expression was considered negative when the call
was absent. Median and range were calculated for positive calls only.

Table 2B. C-KIT and IGF1R expression in MM patients with respect to MM molecular
classification

C-KIT expression IGF1R expression
%n P Median (range) P %{ny P Median (range} P
value value value : value

All 56 2334 (350-17988) 50 403 (54-6332)
(414) (233) (208)
PR 51 NS 2084 (799-8160) NS 72 0.001 404 (98-1536) NS
(47) (24) (34)
L.B 48 NS 1860 (608-9689) NS 50 NS 361 (124-6332) NS
(58) (28) (29)
MS 29 <0,001 983 (350-4937) <0.001 81 <0.001 474(224-1174) <0.001
(68) (20) (55)
HY 88 <0,001 3279 (412-15807) <0.001 30 <0.001 267 (89-781) <0.001
(116) (102) (35)
CCND1 43 0.007 1700 {(487-6009) 0.039 36 0.004 284 (54-2872) <0.001
(88) (38) (32)
MF 57 NS 3356 (409-17988) NS 62 NS 457 (145-1472) NS
(37) (21) {23)

Expression was defined by Affymetrix microarray: only values with an Affymetrix present call were kept
for analysis. Groups CD-1 and CD-2 were pooled (CCND1).



Table S1. Ras and TP53 mutations in HMCLs

BCN

SBN

XG6
ANBL-6
JIM3
KMS11
KMS12PE
LP1

NAN1
NANG

OPM2
U266
XG13
XG4
XG5
MDN

MM1S
XG3
XG10
XG1i2

NAN3
XG1
XG16
XG2

XGai
NCI-Hg29
XG7

L363

RPMI 8226
JUN3
Karpas 620
KMM1

translocation

t(14:16)
(14 :7)
1{16;22)
1(14;16)
1(4;14)
1(4;14)
1(11;14)
1(4;14)
1(14;16)
t(14;20)
1(4;14)
t(11;14)
1(14;16)
t(14;7)
t(11;14)
1(11;14)
t(14;16)
{14 ;7)
(14 ;7)
1(14;16)
t(4:14)
K(11;14)
none
1(12;14)

K(11;14)
t(4;14)
t(4:14)

1(20;22)

H14;16)

t(14;16)

t(11;14)
1(6;14)

N, K-ras cd nt Change

wi

wit

wi

wi

wi

wi

Wit

wi

wt

wi

wt

wit

wi

wi

wit
N13 G>D GGT>GAT
Ki2z G=A GGT>GCT
N6t Q>L CAA>AAA

K13 8>8+C GGC>GGC+TGC

N6t QsL CAA>AAA
N61 Q>H CAA=AAA
N12 G>R GGT>CGT
N 61Q-H CAA-CAC
Ki2 G=A GGT>GCT

wt
N13 G>D GQAT>GAT
Ki2 G>C GGT>TGT
N61 Q>H CAA>CAC
Ki2 G>A GGT>GCT
N12 G=D GGT>GAT
Ki2 G=D GGT>GAT
N13 G>D GGT>GAT

P53 cd

wi
wi
wt
331 Q=8TOP
273 R>S
No PCR product
337 R>L
286 E>K
180 E>STOP
Deletion excns 7-9
175 R>H
161 A>T
248 R>Q
181 A>R+C
282 R>W
wi
Wit
wt
wi
wi
248 R>A+Q
126 Y>N
220 Y>C
176 C>Y

135 C>Y
wi
wi
Insertion intron 7-8
285 E>K
No PCR product
135 C>Y
135 C>C+F

nt Change

CAG>TAG
CGT>TGT

CGC>CTC
GAA>AAA
GAG>TAG

CGC>CAC
GCC>ACC
CGG>CAG
CGC>CGC+TGC
CGG>TGG

CGG>CGG+CAG
TAC>AAC
TAT>TGT
TGC>TAC

TGC>TAC

GAG>AAG

TGC>TAC
TGC>TGC+TTC

exon

a®g

O~ M;

M~

o

Ras and TP53 mutations were identified by direct sequencing of RT-PCR products. Sequences (forward and
reverse) were performed on RT-PCR products of the cDNAs from HMCLs by the « Piate-Forme de Séquengage-
Génotypage OUEST Génopole @ », For K and N-ras, a region spanning codons 12,13 and 61 was amplified
using the following primer pairs: GGC CTG CTG AAA ATG ACT GAA TA and CCC ACC TAT AAT GGT GAA
TAT CT for K-ras , ACT GAG TAC AAA CTG GTG GTG GTT GGA and CAA ATG ACT TGC TAT TAT TGA TG
for N-ras. For TP53, two overlapping amplifications, a 750 pb (codons 1-250) and a 819 pb (codons 187-370)
products, were performed using the following primer pairs: ATG GAG GAG CCG CAG TCA and GGC CTC CGG
TTC ATG CCG (1-250), GGC CCC TCC TCA GCA TCT T and TCC CCA TCC TCC TCC CCA (187-370).



DISCUSSION

Dans cette étude, nous avons €tudié les bases moléculaires impliquées dans la capacité
clonogénique spontanée des cellules myélomateuses en milieu semi-solide. Nous avons
démontré que ce processus nécessite une coopération entre les voies Ras/Mapk, Pi3k/Akt et
Notch.

D’une part, les voies Ras/Mapk et Pi3k/Akt sont induites par des mutations
oncogéniques de RAS (NRAS et KRAS) et, par une activation autocrine des récepteurs a
tyrosine kinase IGF-1R et C-KIT. D’autre part, ’activation de la voie Notch est médiée par
une forte surexpression du ligand JAG2 (Figure 32).

Implication des mutations de RAS dans la clonogénicité

Les mutations KRAS et NRAS résultent en la traduction de protéines RAS
oncogéniques constitutivement actives. Dans le MM, cette suractivation dérégule
principalement les voies Erk et Akt, et participe & une augmentation de la prolifération, de la
capacité de migration ou encore de la résistance aux agents chimiothérapeutiques (Hu et al.,
2003 ; Hoang et al., 2006 ; Chng et al., 2008). De plus, ces dérégulations sont assocides 4 la
progression et & Pagressivité de la maladie et procurent aux cellules myélomateuses une
certaine indépendance aux facteurs microenvirronementaux tels que 1’IL6 (Billadeau et al.,
1995). On peut donc penser que les cellules qui clonent de fagon spontanée sont en partie

indépendantes de I’apport d’IL6 exogéne grice a la présence de ces mutations de RAS.

De fagon intéressante, certaines études mettent également en évidence une coopération
entre D’activation constitutive de RAS et la voie Notch dans PPoncogenése de plusieurs
pathologies. Ainsi, les oncogénes RAS activent la voie Notch en augmentant activité
intracellulaire de NOTCH1. L’activation de ce dernier est nécessaire a la transformation
néoplasique RAS-dépendante des fibroblastes humains (Weijzen et al., 2002). Ensuite, les
mutations KRAS induisent une augmentation de la prolifération des CSH, et sont responsables
de I’émergence de désordres myéloprolifératifs, ou encore de 1I’émergence des T-ALL quand
elles sont associées avec certaines mutations de NOTCH1 (Chiang et al., 2008 ; Sabnis et al.,
2009). De plus, les voies Notch et Ras coopérent dans la survie et la prolifération des cellules
initiatrices de cancer du sein en milieu semi-solide (Mittal et al., 2009). Enfin, ’inactivation
de Ras-GFRI, un effecteur de RAS, dans des souris invalidées pour ce géne, diminue

fortement 1’expression de JAG2 dans I’hippocampe (Fernindez-Medarde et al., 2007). Dans
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notre étude, Pinhibition de la voie RAS induit aussi une baisse de 1’expression membranaire

de JAG2, suggérant une interaction directe entre ces 2 voies.

Boucle Autocrine
C-KIT/SCF
IBF1RAGF1

®

Boucle Autocrine
C-KIT/SCF
IGF1RAGFY -]

L 4

Clonogénicité
spontanée

Figure 32 : Mécanismes impliqués dans la clonogénicité spontanée

des cellules myélomateuses
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Implication des récepteurs 4 tyrosine kinase
Nous avons démontré que des boucles autocrines IGF-1/IGF-1R et SCF/C-KIT avaient

un rble essentiel dans la clonogénicité spontanée des lignées de MM, De fagon intéressante
dans 80% des cas, les plasmocytes primaires de patients expriment au moins un de ces deux
récepteurs, suggérant que la plupart des cellules myélomateuses peuvent proliférer a travers
leur activation.

L’IL6 est un facteur majeur dans la physiopathologie du MM (voir p.25). Toutes les
cellules myélomateuses expriment I’IL6R et 36% d’entre elles ont la capacité de sécréter
I’IL6 de fagon autocrine. Cependant, le niveau d’expression d’IL6 autocrin est beaucoup plus
faible que celui sécrété par Penvironnement médullaire, I'IL6 est donc défini comme un
facteur majoritairement paracrin (Mahtouk et al., 2010). Ce concept semble se confirmer dans
notre étude étant donné que cette cytokine n’est pas impliquée dans le processus de
clonogénicité spontanée. On peut aussi noter que, dans notre panel de 32 lignées, 8 (25%) ne
forment pas de colonie en milieu semi-solide que se soit spontanément ou en présence d’IL-6
et IGF-1. Nous avons cependant observé la formation de quelques colonies en présence de
sérum. Il est donc probable que ces lignées puissent former des colonies en milieu semi-solide
mais sous la dépendance d’un facteur exogéne, présent dans le sérum, mais encore non
identifié.

- IGF-1R

L’implication des voies de signalisation induites par I'IGF-1, facteur majeur dans la
biologie du MM, est aujourd’hui bien connue (voir p.27). Toutes les cellules myélomateuses
semblent avoir la capacité de sécréter de 'IGF-1 et I’expression de I’IGF-1R (CD221) est un
facteur de mauvais pronostic (Bataille et al., 2005 ; Mahtouk et al., 2010). Son activation est a
la fois paracrine et autocrine et pourrait permettre aux cellules myélomateuses CD45- de
devenir indépendantes & ’environnement médullaire et de fait, favoriser I’envahissement
extramedullaire (Menu et al., 2009 ; Sprinsky et al, 2009). Notre étude confirme ces
informations étant donné que sans sérum, ni cytokine exogéne, la clonogénicité spontanée est
largement supportée par une boucle autocrine IGF1/IGFIR. Les différentes études mener par
notre équipe, nous ont permis de déterminer un réle prépondérant de I'IGF-1 dans la
prolifération et la résistance aux drogues des cellules myélomateuses CD45-, via une forte
activation des voies Erk et Akt (Descamps et al., 2004, Descamps et al., 2006, Descamps et
al., 2009).
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- CKIT

C-KIT (CD117) est un récepteur a tyrosine kinase essentiel dans le développement et
la survie des CSH et des progéniteurs hématopoiétiques (Figure 22). Cependant, sa
dérégulation via la surcxpression de son ligand, le SCF, ou encore via la présence de
mutations activatrices, a été décrite dans plusieurs cancers tels que le GIST et le melanome
(Corless et al., 2004 ; Lefevre et al ; 2004 ; Miettinen et Lasota, 2005).

Malgré le fait que plus de 50% des patients I’expriment de fagon aberrante au
diagnostic, peu de travaux ont étudié son implication dans la biologie du MM (voir p.28).
Dans notre étude, nous confirmons la forte activation des voies Erk et Akt aprés stimulation
de 2 lignées C-KIT+ par le SCF.

Paradoxalement C-KIT est associé 3 un pronostic plutét favorable dans le MM. Ceci
pourrait étre la conséquence indirecte de sa surexpression chez 88% des patients du groupe
hyperdiploide (HY), qui sont de bon pronostic, alors que seulement 29% des patients du
groupe MS (MMSET), qui sont de trés mauvais pronostic, sont C-KIT+.

Contrairement 4 'IGF-1, seul un faible pourcentage de lignées et cellules primaires de
MM sécrétent du SCF. C-KIT serait alors activé de fagon paracrine et pourrait de fait rendre
les cellules myélomateuses C-KIT+ dépendante du microenvironnement. Les MM
hyperdiploides sont les plus ostéolytiques suggérant une forte dépendance a I’environnement
médullaire. De plus, étant donné la forte expression de C-KIT dans le groupe HY, il serait
intéressant d’estimer la dépendance des cellules myélomateuses hyperdiploides au SCF. Si ce
groupe de MM est vraiment dépendant de ’activation de ce récepteur & tyroéine kinase,
1’addition de SCF 2 la place de I’IL6 dans les protocoles d’immortalisation des lignées de MM
devrait étre envisagée. En effet I’hyperdiploidie est caractéristique de 50% des patients et on
observe pourtant une faible incidence de lignées hyperdiploides.

De fagon intéressante, quelques études mettent en évidence une coopération entre la
signalisation C-KIT et la voie Notch. En effet, il a ét¢ démontré chez la souris que
I’expression de JAG2 est dépendante de C-KIT dans les CD et les cellules endothéliales de la
moelle osseuse (Krishnamoorthy et al., 2008 ; Butler et al,, 2010). Ce mécanisme peut étre
étendu aux lignées de MM. En effet, nous avons mis en évidence que les lignées C-KIT+
expriment plus fortement le ligand JAG2 et que I'imatinib mesylate réduit fortement cette
surexpression.

Malgré un réle potentiel de C-KIT dans I’oncogenése du MM, un essai clinique de
phase Il a conclu que ’imatinib mesylate n’avait pas d’effet sur la survie des patients C-

KIT+. Cependant, cet essai a été effectué sur un faible nombre de patients en rechute (11
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patients C-KIT+) (Dispenzieri et al., 2006). Des études supplémentaires sont nécessaires afin
d’évaluer 1’intérét potentiel de P’imatinib mesylate sur les patients hyperdiploides au

diagnostic.

Que se soit I'IGF1 ou le SCF, les facteurs impliqués dans la clonogénicité spontance
induisent majoritairement les voies Akt et Erk et, sont principalement des inducteurs de
prolifération dans les cellules myélomateuses. L’activation de ces voies est donc centrale dans
les mécanismes de clonogénicité spontanée et sont induites a la fois par des mutations (RAS)
et pas des boucles autocrines (IGF-1, SCF). Cependant, la formation de colonies spontanées
nécessite 1’activation d’une autre voie. En effet, dans notre étude, seules les lignées exprimant

fortement JAG?2 ont cette capacité d’autorenouvellement.

Caractérisation des cellules clonogéniques
Contrairement aux précédentes études qui ont défini JAG2 comme un marqueur

ubiquitaire des ccllules myélomateuses, nous avons démontré que ce ligand n’est exprimé que
par un groupe spécifique de lignées de MM (Houde et al,, 2004 ; Takeuchi et al., 2005 ;
Ghoshal et al.,, 2009). De plus, nous avons mis en évidence que cette surexpression est
nécessaire A la capacité de clonogénicité spontanée. Bien que plusicurs travaux aient montré
un rdle oncogénique de la voie Notch, notre étude est la premiere & démontrer un rble direct
de JAG2 dans les lignées de MM.

Nos résultats montrent que ’expression de JAG2 n’est pas nécessaire 4 la survie et 4 la
prolifération des cellules myélomateuses en milien liquide contenant du sérum. Son activation
est cependant nécessaire en condition stringente caractéristique de la clonogénicité spontanée
ainsi que dans les processus de tumorogenése chez la souris immunodéprimée.

L’étude des différents génes cibles induit par JAG2 devra alors étre effectuée, in situ,
dans les colonies formées 3 partir de cellules isolées. De plus, I’utilisation d’anticorps
bloguant spécifiques de NOTCHI ou NOTCH2 nous permettrait d’évaluer Pimplication de
ces récepteurs dans le processus d’autorenouvellement. Par ailleurs, étant donné la description
de signaux bidirectionnels dans cette voie (voir p.96), nous ne pouvons pas exclure I’existence
d’une réponse directement induite par le clivage et la libération, dans la cellule, d’un fragment
intracellulaire actif de JAG2. Enfin, il serait intéressant de confirmer le r6le de JAG2 dans
I’oncogenése du MM via 1'utilisation du modéle murin STMM qui est plus représentatif de la

physiopathologie du MM que les modgles de xénogreffes chez la souris SCID.
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L’analyse de son expression sur les cellules primaires révéle I'existence de sous
population CDI138+JAG2+. Si les lignées JAG2+ dérivent directement de ces sous
populations, il est possible que celles-ci soient dotées des mémes capacités
d’autorenouvellement. Cependant la faible proportion de cellules CD138+JAG2+, de 0,05% a
1,7%, est un frein a leur purification en nombre suffisant. Nous devons a présent metire en
place des protocoles permettant leur enrichissement, ce qui permettrait d’évaluer leur capacité
clonogénique et de déterminer si elles peuvent représenter une population de cellules

initiatrices de cancer dans le MM.

Hypoxie

Les conditions hypoxiques sont essentielles 4 la survie et au maintien des propriétes
d’autorencuvellement des cellules souches dans leurs niches., Cependant, de nombreux
travaux ont démontré que les microenvironnements hypoxiques contribuent aussi largement 2
la progression tumorale. De plus, des études récentes mettent en évidence que ces conditions
faibles en O, joue un rble critique dans fe maintien des cellules initiatrices de cancer dans la
masse tumorale (Keith et Simon, 2007).

Les facteurs de transcription HIF (hypoxia-inducible factors), HIFla et HIF-2a,
induisent 1’expression de nombreux génes, dont certains impliqués dans la voie Notch. Ainsi,
une étude démontre que ’hypoxie augmente la stabilisation du NICD et induit des génes
spécifiques de la voie Notch, tels que Hes-1 et Hey-2, dans les cellules souches neurales et
musculaires (Gustafsson et al., 2005) . De plus, plusieurs études montent un réle important de
la voie Notch en condition hypoxique dans 1’oncogenése de modéles tumoraux tels que le
mésothéliome ou encore ’adénocarcinome pulmonaire (Graziani et al., 2008 ; Eliasz et al,,
2010 ). Enfin, dans un modéle de LB humain immortalisé par le virus EBV, similaire & un
lymphome de Burkitt, la surexpression de JAG2 provoque une augmentation de la
prolifération en milieu hypoxique. Cette observation n’étant pas reproduite en normoxie, elle
montre une coopération essentielle entre I’hypoxie et la voie Notch (Yustein et al., 2009).

Certaines études récentes mettent en évidence un role essentiel de I’hypoxie dans le
microenvironnement médullaire myélomateux (Hu et al., 2010). Il serait donc intéressant
d’évaluer les coopérations entre la voie Notch et I’hypoxie MM. Il serait aussi important
d’évaluer I’implication des HIFs dans la surexpression de JAG2 ainsi que dans le processus

de clonogénicité spontanée.
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The humoral Immune system senses mi-
crobes via recognition of specific micro-
bial molecular motifs by Toil-like recep-
tors (TLRs). These encounters promote
plasma cell differentiation and antibody
production. Recent studies have demon-
strated the importance of the TLR system
in enhancing antibody-mediated defense
agalnst infections and mailntalning
memory B cells, These results have led
the way to the design of vaccines that

target B cells by engaging TLRs. In hema-
tologic mallgnancies, cells often retain
B cell-specific receptors and associated
functions. Among these, TLRs are cur-
rently exploited to target different sub-
classes of B-cell leukemia, and TLR ago-
nists are currently being evaluated In
clinical trlals. However, accumulating evi-
dence suggests that endogenous TLR
ligands or chronic infections promote tu-
mor growth, thus providing a need for

further investigations to decipher the ex-
act function of TLRs in the B-cell lineage
and in neoplastic B cells. The aim of this
review is to present and discuss the lat-
est advances with regard to the expres-
sion and function of TLRS In both healthy
and malignant B cells. Special attention
will be focused on the growth-promoting
effects of TLR ligands on leukemic B cells
and their potential clinical impact. {Blood.
2008;112:2205-2213)

Introduction

The human immune system is continuously challenged by
commensal microflora as well as invasive infections agents, The
decision to mount a rapid and protective immune response {o a
pathogen is a consequence of the activation of the innate
immune system via patlern recognition receptors, such as
Toll-like receptors (TLRs), that sense microbial products.! TLR
polymorphisms have been implicated in increased severity and
predisposition to infection and septic shock? in both mice and
humans. TLRs recognize highly conserved structures of viral
(TLR3, 7, 8, and 9) and bacterial (TLR1, 2,4,5,6,7, 8, and 9)
origin, known as pathogen-associated molecular patterns
(PAMPs; Figure 1). TLR2 heterodimerization with TLR1 or
TLR6 is triggered by bacterial lipopeptides, whereas TLR3 is
activated by double-stranded RNA, TLR4 is activated by
lipopolysaccharide (LPS), TLRS is activated by flagellin, TLR7
and TLR8 are activated by single-stranded RNA (ssRNA), and
TLRY is activated by unmethylated CpG DNA motifs. More-
over, endogenous ligands released during cellular stress or
matrix degradation {eg, heat-shock proteins, fibronectin, hepa-
ran suifates) are thought to activate TLRs.> Numerous reports
have described how TLRs orchestrate the immune response to
pathogens in dendritic cells (BCs) and macrophages.* Much less
is known about the effects of TLR-mediated B-cell activation,
although the design of vaccines could benefit from a more
detailed undesstanding of this process.

Eeukemic B cells often retain the expression of markers
specific for their cellular origin (eg, CD5, CDI10, CD138).
Furthermore, several reports have demonstrated TLR expression
and function in neoplastic B cells. Because DCs can be activated
and matured upon triggering of TLRs, immunotherapeutic
protocols in leukemia have recently included TLR agonists to
improve tumor antigen presentation and subsequent T-cell
activation.” However, recent reports have indicated that leuke-
mic cells could hijack the TLR machinery to their own benefit. A
better understanding of the effects of TLR ligands on normat

B cells and their leukemic counterparts could therefore help
avoid adverse vaccination effects. In this review, we wil discuss
the role of TLRs in generating the humoral immune response
and their dual effects on different leukemic cell types.,

TLR expression in normal and neoplastic
B cells

Normal B-cell subsets and moduiatlon of expression

The TLR expression pattern is specific for each cell type and is
summarized in Figure 2 for human B cells. TLRs expression in
human B cells is characterized by high expression of TLR1, 6,7,
9, and 10.%3 Low expression of TLR2 allows for the formation
of the functional heterodimers TLR1/2 and TLR2/6, which are
required to respond to diacylated and triacylated lipoproteins.
The inability to be activated by LPS is a hallmark of human
B cells because they lack TLR4, in conirast to mouse B cells.
However, human B cells are well equipped to recognize nucieic
acids given their expression of TLR7 and TLR9. This profile
allows them to act synergistically as part of the innate immune
system: with plasmacytoid dendritic celis (pDCs) that bear the
same TLR expression pattern. This cellular duo can be further
stimulated with immune complexes (Ab-RNA/DNA, Ab-
viruses), and therefore represents a crucial player in the
initiation and amplification of antimicrobial responses as well as
the propagation of autoimmaune diseases such as systemic lupus
erythematosus.®' More detailed studies on human B-ceil
populations have shown that peripheral blood-derived naive and
memory B cells express distinct levels of TLR6, 7, and 9.
Indeed, TLR6, 7, 9, and 10 are barely expressed by circulating
naive B cells,” whereas memory B celis display a higher
sensitivity to TLR activation with a concomitant higher capacity
for differentiation inte plasma cells. Naive B cells are thus
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Flgure t. Overview of TLRS-TLR tgands and thelr signallng comptexes In normal and malignent human B cells. TLA2 assoclales with TLRS or TLRY to form receplors
\hat recognize diacylaled and riacyiated lipopeptides, respectively, TLRA recognizes virally derived dsRNA. TLR4 recognlzes L.PS from Gram-negallve bacleria, and several
putative endogenous lgands, TLRS recognizes bactedal fiagellin, TLR7 and TLRS recognize ssANA from virsses, imidazoguinolines, and nucleoside analogs. TLRS
recognizes CpG DNA from bacteria and viruses, immunogiobufin-DNA complexes, and HMGB1. Unlike TLR1, 2, 5, 6, 7/8, and 9, which are expressed by normal and mafignant
human B cells, TLR3 and TLR4 are expressed solely by malignant B cells and are shown halched. A total of 4 signaling adaplors are involved in TLR signaling: MyD88, TRIF,

TAAM, and TIRAF, TLR signaling pathways result in the production of IL-6, IL-10, and type | IFN,

poorly responsive to circulating PAMP and require additional
signals to mature into plasina cells,

Human B-cell localization seems to infiuence their TLR expres-
sion profile, as similarly high expression levels of TLR are found in
naive, germinal center (GC), and memory B cells in the tonsils,
while TLRY levels are lower in circulating blood B cells.!?
Interestingly, TLR2 expression is restricted to a fraction of
circulating B cells (IgG~, CD277} that are characterized by
intermediate expression levels of CD19 and CD69, whereas most
tonsillar B cells express TLR2.'%13 Increased TLR expression in
tonsillar B cells may thus result from lIocal infections.!* Indeed,
activation via the B-cell receptor (BCR) andfor CD4CL, or by CpG
oligodesoxynucleotides (ODNs), temporarily increases expression
of TLR7, 9, and 10 in resting B cells.® Furthermore, type [
interferon (IFN), which is highly produced by pDCs during
infections, induces TLR7 and MyD88 expression in naive periph-
eral btood B cells.!S However, TLR levels in B cells of infected and
vninfected hyperplastic tonsils were found to be similar.i2 TLR
expression regulation may therefore also differ depending on the
local environment.

TLR expression studies in different subsets of murine B cells
reveal a pattern slightly different from that found in human B ceils,
as murine naive B cells express high levels of TLRs. While TLRI,
2, 6,7, and 9 are expressed to various degrees, TLR3 expression is
primarily restricted to marginal zone B cells. Of note, TLR4 is
conserved independently of the B-cell subtype. As in humans,
expression of TLRS and TLR& is absent or negligible.!64?

Human B cells and DCs share the expression of several TLRs. In
both cell types, intracellular signal transduction initiated by TLR
activation depends on the key signaling moelecule MyD88 (except for
TLR3) and results in nuclear translocation of NFkB, activation of
PKB/AKt, Erk, and JNK mitogen-activated protein (MAP) kinases, and
phosphorylation of interferen regulatory factor (ERF) transcription factor
family members!® (Figure 1), These pathways induce similar cytokine
secretion pattems (IL-6 and IL-10) and up-regulation of activation
markers (ie, CD80, CD86, MHC II) in both cell types.t?

Notably, TLR3 and TLR4, which both signal via TRIF, an
adapter molecule that promotes MyD88-independent signaling, are
not expressed in human B celis. To date, it is unclear whether TRIF
plays a role in TLR-mediated B-cell activation. Similarly, a role for
the TLR2/4-associated adapter proteins Mal/TIRAP and TRAM
has thus far not been described in B cells. Another discrepancy
exists in the recognition of LPS between B cells and DCs. Indeed,
CD180 (RP105) structurally resembles TLRs but lacks a Toll/IL-1
receptor (TIR) domain and promotes LPS-driven B-cell responses
in mice, In contrast, CD180 acts as a negative regulator of TLR4
signaling in monocytes and DCs.2? Furthermore, human B cells are
much less responsive than DCs to bacterial cell wall components
due to their low or absent expression of surface TLRs. Thus,
recognition of microbes is restricted to endosomai activation of
nucleic acid—sensing TLRs in pDCs and B cells. This stands in
marked contrast to human myetoid DCs, which are characterized
by the absence of TLR7 and TLR9 but are fully equipped to react
quickly to LPS and lipopeptides.
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Heterogeneous TLR expression in B-cell neoplasms

Information regarding TLR expression in B-cell chronic lympho-
cytic leukemia (B-CLL) is restricted to TLR7, 8, and 9, and mirrors
expression in normal B cells (Figure 2). Although variations exist
among patients and cell lines, TLR7 and TLRY have been detected
in most samples,?"-?> whereas TLR8 was found to be absent.s
Molecules involved in TLR signaling (IRAK1, IRAK4, TRAFG,
and MyD88) are also expressed with high heterogeneity.22 B-CLL
cells express TLRY levels similar to those of peripheral blood
B cells. TLR7 expression is frequently lower than in human
peripheral blood mononuclear cells, where it is expressed by pDCs
and memory B cells,??

Precursor B acute lymphoblastic leukemia (pre-B-ALL) cells
express TLR1, 2, 3,4, 5, 6, 7, and 9; however, the question remains
as to whether the aberrant expression of TLR3, 4, and 5 is a
consequence of malignant differentiation or just a reflection of the
normal B-cell precursor phenotype.

In multiple myeloma (MM), most primary tumors and cell lines
express TLR1, 2, 3, 4, 7, 8, and 9. Among those, TLR1, 4, 7, and 9
are most frequently expressed.?®?7 This expression pattern does not
correlate with that of B cells or normal plasma cells (G.J. et al,
unpublished data, August 2006), as TLR10 is lost, while TLR3, 4,
and 8 are acquired by MM cells. A high level of heterogeneity
exists among patients and cell lines; in some cases, this can be
associated with disease activity markers. Indeed, DNA microarray
analysis of a large panel of patients with MM has identified that

TLR4 is overexpressed in patients bearing activated ¢-MAF and
MAFB proto-oncogenes, a condition that represents approximately
6% of patients and is associated with a poor outcome (Zhan et al?8
and G.J., unpublished data, December 2006). Furthermore, a recent
report presented at the llth International Myeloma Workshop
suggested that high levels of TLR and MyD88 expression could be
acquired during the transition from monoclonal gammopathy of
undetermined significance (MGUS) to overt MM (Munshi et al,
meeting report). Thus, TLR expression may be associated with
disease progression or even with poor outcome. Monitoring TLR
and MyD88 expression during long-term follow-up of individuals
with MGUS is necessary to confirm this observation.

Physiologic responses to TLR binding in
normal B cells

The first encounter of naive B cells with a pathogen induces
secretion of both antigen-specific and -unspecific IgM. Accumulat-
ing evidence suggests that TLR engagement in B cells could be
instrumental in the initiation and amplification of this response.
Bacterial cell walls contain various molecules that activate surface
TLRs (TLR1/2, TLR2/6, or TLR4). However, expression of these
TLRs is low or even absent in naive human B cells. In marked
contrast, endosomally located nucleic acid—sensing TLR7 and
TLR9 are present in naive human B cells and are thought to be
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major players in B-cell stimuvlation by microbes. Due to their
endosomal localization, TLR7 and TLRY stimulation must be
preceded by endocytosis of microbial nucleic acids, which may
occur upon bacterial disintegration or cellular infection via cell-
surface receptor-mediated uptake. This leads to spatial and tempo-
ral segregation of TLR ligand availability, which translates into
different levels of B-cell activation. Indeed, activation of human
B cells by Staphylococcus aureus cell walls or TLR2 ligands
depends on the presence of a costimulus, such as BCR ligation with
anti-human Ig, or virulence factors, such as staphylococcal surface
protein A (SpA). Only dual stimulation by SpA- and TLR2-active
lipopeptides induces cel cycling, and additional IL-2 is required to
fully differentiate 2 small number of Ab-secreting celis.? On the
contrary, CpG ODN and synthetic TLR7 ligands are more potent
stimuli that are sufficient to induce Ig synthesis. These findings
suggest that safety mechanisms have evolved to avoid premature
responses to ubiguitous TLR2 ligand-bearing commensat bacteria
while allowing potent B-cell activation in the context of proliferation-
induced microbial disintegration.

Another level of TLR-mediated B-cell activation control resides
in the nature of naive B cells themselves. Indeed, in contrast to
memory B cells, activation of naive B cells is difficult,?® and TLR
stimulation alone only induces limited activation.!>?! Full activa-
tion requires a combination of 3 signals® BCR triggering,
assistance by T cells, and TLR stimulation. The absence of the
latter prevents strong activation and plasma cell differentiation,
This triple requirement suggests that full responsiveness of human
naive B cells to TLR-activating PAMPs occurs only after specific
antigenic engagement of the BCR.

Adiacent immune cells can regulate B-cell sensitivity to TLR
ligands and provide costimulatory signals, such as BAFF and
APRIL, that enhance TLR signaling (1.B.-D., unpublished data,
April 2007)."* K has also been shown that DCs and paricularly
pDCs can control the humoral memory response to viruses through
TLR expression and subsequent secretion of type F IEN.3* Thus,
TLR activation can regulate the humoral respense at several
checkpoints.

In many aspeclts, the murine immune system is more sensitive to
stimulation than that of humans, This is true for TLR function, as
both naive and memory murine B cells respond equally to TLR
agonists in vitco despite the absence of BCR activation, 1647
Furthermore, the murine B-cell subsets that are involved in
T-independent responses (marginal zone B cells, B-1a and B-1ib
cells) respond to various TLR agonists (with the exception of
flagellin and polyl:C) with strong proliferation and differentiation
into plasma cells in vitro. This permits polyclonal secretion of
antibodies during infections and thus increases the innate response,
However, the role of TLRs in T-dependent immune responses has
been explored with controversiat results. One in vivo study showed
that TLR4 and MyD38 in B cells were necessary for optimal GC
formation and plasma cell differentiation.® In marked contrast,
2 other studies showed either no difference in Ab responses as
compared with wild-type mice®® or only a role restricted to
response amplification.3” The reasons for this discrepancy are still a
matter of intense debate that will not be discussed in this review.®

Ig class-switch recombination (CSR) permits the transition
from IgM to the 1gG, IgE, and IgA isotypes that have higher affinity
to the targel antigen and can enhance opsonization of microbes via
Fc receptors. Studies in mouse models have shown that TLR can
initiate CSR through up-regutation of the activation-induced cyti-
dine deaminase (AID)3® Additionai signals from BCR, CD40L,
BAFF, APRIL, IL-4, and/or IL-10 are needed, however, to fully
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produce the Ig CSR. Furthermore, active CSR has been observed
during murine B-cell bone marrow development after BCR or TLR
engagement.*#! In humans, CSR has been demonstrated upon
TLRY stimulation in combination with IL-10, BAFE, CD40L, or
APRIL, the latter having been shown to induce CSR to IgA.
Formation of long-term humoral immunity is obtained through
a persistent pool of memory B cells and long-lived plasma cells.
Indeed, Ag-specific memory B cells must survive in the absence of
cognate Ag, a situation that can last for months or even years. Their
reactivation permits replenishment of their pool and is a source for
new plasma cells. Recent reports suggest that TLRs play a role in
this particular aspect of long-term memory. Because TLR trigger-
ing induces memory B-cell proliferation in the absence of BCR
triggering, polyclonal activation by TLR ligands can occur during
any kind of infection. In the absence of infection, minute amounts
of TLR ligands may be sufficient to sustain homeostasis by
allowing self-perpetuation of the system. Furthermore, this process
represents & very efficient means for generating plasma cells.
indeed, vaccine boosts are accompanied by increased numbers of
circulating plasma cells that are specific for vaccine antigens in
addition to plasma cells specific for other recall antigens.?
However, the origin of the circulating polyclonal plasma cells has
been challenged by studies suggesting that these cells represent
resident bone marrow plasma cells that are reconducted to the
blood by the newly formed antigen-specific plasma cells.*** This
mechanism is thought to generate space in the bone marrow niches,
which have a finite capacity. However, because MyD88 is neces-
sary to maintain long-lived mouse plasma cells,* and we have
detected TLRs in normal plasma cells generated in vitro (G.J. et al,
unpublished data, August 2006}, we hypothesize that direct activa-
tion of plasma cells by TLR ligands could contribute to plasma
cell—derived Ig secretion in addition to migration and survival.

B-cell neoplasms’ response to TLR ligands
Proliferation

The effects of TLR activation in leukemic cells frequently mirror
those observed in normat B cells. Upon CpG ODN stimulation,
increased proliferation was observed in different lymphomas
(mantie cell, B-cell small lymphocytic, follicular, and diffuse large
B cell}.2 Despite this common increase in proliferation, a highly
heterogeneous level of response was observed when comparing
different lymphomas and even on a patient-to-patient basis. To-
gether with the variability in TLR expression, the variability in the
response of malignant B cells to TLR binding is representative of
the heterogeneity of B-cell neoplasias.

The highest proliferation induction was seen in marginal zone
lymphomas (MZLs), possibly because MZL is derived from
memory B cells. Memory B cells are very sensitive to TLR9
activation when compared with naive and GC B cells. However, a
broader panel of patients in each category is necessary to validate
these data and fully explore the cause of the variability because the
number of patients was limited.

In contrast (o data on B-cell lymphomas, several reports have
shown a frequent increase of proliferation in B-CLLs, Stimulating
B-CLLs with CpG ODNs induces celi-cycle entry and increases
thymidine incorporation.2’*47 Synergy with IL-2- or CD40L-
induced proliferation of B-CLLs has also been observed.*8 The
latter effect could be explained by up-reguiation of CD40 expres-
sion in B-CLLs upon CpG ODN stimulation.2! On the contrary,
heterogeneous and mostly weak proliferation of B-CLL cells has



BLOOD, 15 SEPTEMBER 2008 « VOLUME 112, NUMBER 6

been observed upon TLR7 stimulation **3¢ FLR9-induced prolifera-
tion is mainly observed in samples from patients with progressive
diseases or bearing unmutated immunoglobulin variable heavy
chain genes (Vy), which correlate with bad prognoses.? Contrarily,
CpG ODNs frequently induce apoptosis in patients with stable
disease, Vy mutations,”® or low serum thymidine kinase activity.’!
Interestingly, the differences observed between patients in these
2 B-CLL subgroups do not correlate with TLR9 expression
levels?3*2 but rather with prolonged activation of signaling path-
ways, including Akt, MAP kinase p38, and NFxB.

Unlike findings obtained in other B-cell feukemic cell types, no
change in proliferation was observed for pre-B-ALL cells in the
presence of ligands for TLR2, 7, and © despite changes in
cell-surface marker expression, 3354

Similar to B-CLLs, MMs frequently respond with strongly
increased proliferation when chalienged with ligands for TLR2,
3.4, 5,7, or 9. Cell viability and absolute cell numbers for cell
lines and primary MM cells increase over the time in culture,2
In several MM cell lines, TLR-induced proliferation and
survival is mediated by autocrine secretion of IL-6, which is the
major MM growth factor. IL-6-independent increases in prolif-
eration have also been observed for some MM celi lines (G.J, et
al, unpublished observation, June 2007). The TLR responsive-
ness of MM cells raises the question of whether this phenom-
enon can be considered a hallmark of the plasma cell differentia-
tion that is conserved throughout the oncogenic process or rather
a characteristic of malignant transformation, However, evidence
of a ceniral role for MyD88 in bone marrow plasma cell
formation supports the former.%

Immunomodulatory effects of TLR on neoplastic B cells

Because triggering TLRs induces DC maturation and increases
their stimulatory properties, several studies have focused on the use
of TLR ligands to improve the immunostimuiatory potential of
leukemic B cells as a therapeutic tool.

B-CLL cells display poor antigen-presenting capacity and
costimulatory activity when cocultured with autologous or alloge-
neic T cetls. This is partially due to low expression of costimulatory
molecuies.” Interestingly, ligands for TLR7 and TLR9 but not
ligands for TLR2 and TLR3 can induce changes in costimulatory
molecule expression in B-CLLs. CpG ODNs and imidazoguino-
lines equal or even surpass CD40L in their ability to up-regulate
CD40, CD54, CDBO, CD86, and MHC class [ and 11.21.2248

Lymphoma cells similarly respond to TLRY triggering by
increasing their expression of these costimulatory molecules.
However, differences exist because mantle cell lymphoma (MCL)
cells show no significant up-regulation of CD80, CD86 or MHC
class I, and large celt iymphoma {(LCL) cells do not show increased
MHC class 1 and 1I expression,

Recent questions have addressed whether these phenotypic
changes are sufficient to trigger T-cell responses against {umor
antigens or whether they actually contribute to tumor evasion of the
immune response. It should be noted that partial or inappropriate
T-cell activation can induce anergy and regulatory T celis.*® This
may be particularly true for ALLs because the effect of CpG ODNs
on the costimulatory capacity of pre-ALL cells is limited; CD40 is
the only costimulatory molecule that is up-regulated. Furthermore,
ALL cells treated with CpG ODNs are unable to induce prolifera-
tive allogenic T-cell responses, and their cytokine profile is shifted
toward IFNvy and IL-10 secretion without IL-5 production, a
phenotype that closely corresponds to that of Trl cells. This
cytokine secretion profile is further accompanied by high levels of
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IL-6 and IL-10, 2 cytokines with known immunosuppressive
function in the absence of IL-12p70.5 This cytokine profile is
reminiscent of normal B cells upon CpG ODN stimuiation (I.B.-D.
et al, unpublished data, September 2007). Similarly, stimulation of
B-CLL cells with CpG ODNs or imidazoquinoline induces little or
10 T-cell proliferation,*$*0 but generates high tevels of IL-6 and
IL-10 synthesis. Upon restimulation with imidazoguinoline, this
cytokine pattem is either sustained or slightly enhanced, while
TNFo secretion is strongly inhibited,?* Given that TNFx is a DC
maturation factor, we hypothesize that repeated stimulation may
shift the immune response toward tolerization. Interestingly, in-
creased IL-10 levels have been described in patients with B-CLL
with progressive disease.5

Morcover, MM cel! stimulation via activation of TLR2, 4, or
9 inhibits cytotoxic T lymphocyte (CTL) generation by inducing
B7-H! expression.?” Furthermore, our unpublished data (June
2006) suggest that the resistance of MM cells to these effectors is
increased. Altogether, there are abundant data that support a direct
role for TLR ligands in the shaping of the immune response via
activation of leukemic B cells.

Therapeutic approaches to improve the immunostimulatory
potential of leukemic cells must be combined with a therapeutic
tool that will abrogate protumoral machinery while preserving
or even enhancing the expression of costimulatory molecules, In
B-CLLs, exogenous IL-2 strongly increases CD80 and CD386
expression and allogeneic T-cell stimulation when combined
with CpG ODNs or imidazoquinoline,*63% However, recent in
vitro and in vivo studies have demonstrated that IE-2 contributes
to regulatory T-cell development,*®? thus bringing the potential
benefit of this combination into question. More recently, proto-
cols including concomitant administration of a protein kinase C
(PKC) agonist with a TLR7? ligand have attracted attention,
Initial studies have observed inhibition of tumor cell prolifera-
tion and reduced IL- 10 secretion, in addition to increased T-cell
proliferation 3¢

Prug sensitivity in the context of TLR stimulation

Targeting TLRs on malignant B cells results in phenotypic and
functional changes that affect cellular sensitivity to pharmacologic
substances. These alterations can induce resistance to chemothera-
peutic agents but can also be exploited for combined therapeutic
approaches. For example, CD20 expression is increased in many
different types of malignant B cells after CpG ODN stimulation
{small lymphocytic lymphoma [SLL}, MZL, and CLL strongly;
MCL, LCL, and follicular lymphoma {FL] weakly).?* Because
increased CD20 expression could improve the efficacy of the
anti-CD20 monoclonal antibody rituximab, clinical trials are under
way 1o investigate the efficacy of this combination. Moreover, the
sensitivity of B-CLL cells to fludarabine alone or in combination
with mafosfamide can be strongly enhanced by a TLR7 ligand
(loxoribine).® It has also become clear that the time of TLR ligand
administration is critical to properly enhance the effect of cytotoxic
drugs. For example, a single treatment of B-CLL cells with a TLR7
tigand protected the cells against high-dose vincristine toxicity,
whereas repeated exposure sensitized the cells.? In MM, however,
CD20 expression has not been observed after stimulation with TLR
ligands (Jahrsdorfer et al?! and G.J., unpublished data, November
2007), and TLR7 and TLR9 ligands protect MM cells from
dexamethasone-induced apoptosis.?® Therefore, MM cells may
form a separate entity with different characteristics.
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Figure 3. Model of cell growth-promoting etfects of TLR iigands on malignant B cells. Recurrent bacterial or viral Infections, or endogencus TLR figands released by
callular slress (eg, collagen, fibronectin, heparin sultate, heal-shock protelns) coutd favor the expansion of TLR-sxpressing malignant B-cell clones over those that have niot
acquired or retalned TLR oxpression, TLR ligands would then promote cell growth and/or escape from Immune survelllance,

Putative involvement of endogenous TLR
ligands in leukemic cell growth

Apart from microbial molecular patterns, a broad array of mol-
ecules released in the context of tissue damage, cellular stress, or
cell death may also be recognized by TLRs. These danger-
associated molecular patterns (DAMPs) represent host-derived
TLR ligands. Recently, a broad variety of molecules has been
described as endogenous TLR ligands and mainly target TLR2 and
TLR4. Among them, fibronectin, fibrinogen, heparan sulfate, and
heat-shock proteins comprise the most prominent examples 3.6t
Interestingly, DAMPs can also be generated by cell death during
chemotherapy; one of the molecules that accumuiates in this setting
is HMGB1, which is described as a TLR4 or TLR9 agonist.5263
However, care must be taken regarding the ability of endogeneous
molecules to bind TLRs; difficulty in chemically separating
contaminating TLR2-active lipopeptides and LPS from candidate
molecules results in a very heterogeneous panel of identified
autologous TLR ligands. Only very few of these ligand will be
validated over time.** Despite this drawback, accumulating evi-
dence suggests that endogenous TLR ligands are involved in solid
tumor progression,®% although evidence for leukemia-promoling
effects has not yet been found, Nevertheless, HMGBI is released
by osteoclasts®” and could stimulate adjacent MM cells; in addition,
heparan sulfate proteogiycans expressed on MM cells such as
CD138 couid bind to TLR4 and act as autocrine survival factors.
Despiite the findings that soluble CD138 and heparanase levels as
well as TLLR4 expression all comelate with poor prognoses and
degradation of the MM celiufar matrix could facilitate the interac-

tion of endogenous TLR ligands with tumor cells, further investiga-
tions are required to validate this association.

TLR activation of both immune and neoplastic
cells: how to shift the balance?

Synthetic TLR ligands improve DC function and break immune
tolerance in vitro and in mouse models of cancer. These findings
prompted investigators to start clinical trials using TLR ligands as
adjuvants. Although there is evidence for immune cell activation,
the clinical benefits have been limited. This could be due to
tumor-derived immunosuppressive substances that are released
into the tumor environment. Importantly, this release of immunosup-
pressory mediators could be enhanced via direct activation of the
tumor cells through TLRs.

Morcover, the number of regulatory T (Treg) cells and DCs that
secrete high levels of immunosuppressive cytokines are often
increased in patients with lymphoma and MM.%7® {n MM, the
monocyle-derived DCs generated by the patients are functionally
defective; this was found to be due to cytokines released by MM
cells.” TLR ligands may amplify these effects and inhibit DC
maturation. Although recent reports show that Treg-celt function
can be inhibited by directly targeting TLRE,7 studies using other
TLR ligands have observed enhanced Treg-cell induction and
improved Treg-cell function.” In pasticular, CpG ODNs and LPS
promote Treg-cell induction through IL-10 production by DCs, 747

Conversely, the efficacy of anthracycline-based therapy may be
partly mediated by HMGBI1 released from dying tumor cells. This
process would permit optimal cross-presentation by DCs and thus
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may provide an explanation for the faster relapse of patients with
breast cancer carrying loss-of-function TLR4 mutations.

Taken together, these findings suggest that targeting TLRs in
B-cell neoplasia can result in both positive and negative outcomes,
Therefore, more refined strategies designed to selectively neutral-
ize the tumor-promoting effects may represent a decisive step in the
improvement of immunotherapy. In support of this strategic
approach, neutralization of IL-10 secreted by DCs in response to
TLR ligands has been shown to improve the efficacy of CpG ODNs
in mouse models of cancers,’>76

Conclusions

Elucidating mechanisms that lead to robust and long-lasting
humoral immunity is critical for developing new vaccination
strategies. The success of one of the most effective vaccines
available, the yellow fever vaccine, is thought to be due to the
combined triggering of several TLRs on DCs.”? In addition,
myeloid DCs or pDCs promote plasma cell differentiation upon
stimulation with whole viruses or synthetic ligands for TLR7 and
TLR9,3 but it remains unclear whether vaccine efficacy could
partially arise from direct B-cell activation. Many studies summa-
rized in this review support direct B-cell activation because TLR
triggering is mandatory for full activation of naive human B cells
and strong amplification of T-dependent responses and because
polyclonal stimulation of memory B cells by TLR ligands appears
to be involved in maintaining the human memory B-cell pool.
‘Therefore, selected TLR ligands are promising candidates for novel
adjuvants that could improve the efficacy and duration of vaccine-
induced immunity.

Although the humoral immune system is activated to protect
organisms against infections, it can also give rise to different types
of lenkemic cells. The normal differentiation process invoives
multiple steps in which oncogenic events can occur. Fortunately,
these events are rare and generally not stable over time because
fatal mutations in the clone, elimination by the immune system, and
DNA repair mechanisms efficiently prevent the development of
malignancies. However, the capacity of TER ligands to promote
B-cell cycling and the secretion of cytokines with immunosuppres-
sive capacily could favor the persistence of malignant clones. In
this context, conserved TLR expression or acquisition of new TLR
cxpression patterns could be critical for promoting leukemic
ontogenesis. We therefore suggest a model (Figure 3) in which
repeated polyclonal activation of leukemic B cells by microbial
molecules during natural infection or inflammation is the initial
step in the oncogenic process that lowers the thresheld for
outgrowth of malignant celi clones.
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Current knowledge of MM and B-CLL pathophysiology favors
this hypothesis. In addition, concomitant B-cell deficiency predis-
poses patients with MM and B-CLL to infection. Recent epidemio-
logic studies have shown that several episodes of pneumonia prior
to MM or B-CLL diagnosis increase the risk of developing
MM.™87 Although additional epidemiologic studies are necessary
to validate these observations, it is striking that these malignancies
are often newly diagnosed in the context of infections and that
recurrent infections remain a major cause of morbidity in patients.

Due to the adverse effects of TLR ligands on neoplastic B cells,
their therapeutic use needs to be addressed with care, This is also
complicated because a broad heterogeneity of TLR responsiveness
exists among B-cell neoplasias. Among B-CLL subtypes, opposite
responses to TLR ligation have been described depending on Vy
mulation status. Furthermore, only protumoral effects have been
observed in vitro for ligands for TLR7 and TLRY in MM cells.
Therefore, TLR-based therapy should only be performed in care-
fully selected patients. Future clinical trials will have to account for
cellular heterogeneity and evaluate possible predictors of in vivo
response. Soon, the first results will be available from several
early-stage clinical trials that have already examined B-CLLs using
TLR agonists as a single agent®; however, future protocols should
include combined therapeutic approaches to prevent undesirable
effects due to direct activation of tumor TLRs.

As TLRs are broadly expressed and display functional activity
in normal and neoplasic B cells {Figure 2}, we conclude that both
antimicrobial vaccine design and immunotherapy in B-cell leuke-
mia will benefii from studies that decipher TLR function in the
human B-cell lineage,
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1. Introduction

Multiple Myeloma (MM) is a fatal hematological plasma cell
(PC) malignancy defined as a heterogeneous disease in terms of
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phenotype, genotype, growth factors, and drug responses. MM
always emerges from Monoclonal Gammapathy of Undetermined
Significance (MGUS) which is characterized by the presence of
monoclonal IgG or IgA in the serum, medullar plasmacytosis and
frequently diagnosed in old-aged population[1,2]. Besides the com-
mon clinical features described in MM [3], patients are highly
susceptible to recurrent and persistent bacterial, fungal and viral
infections. Indeed, the clonal expansion of malignant plasma cells is
associated with a decreased production of normal Ig. This defect of
humoral immunity makes patients vulnerable to infections which
are the major cause of death next to general organ failure, Further-
more, recent epidemiological studies have shown that there are an
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increased number of pneumonia episodes in the 5 years preced-
ing the development of MM |[4,5}. Pathogens associated with MM
include both Gram(+) bacteria (Streptococcus preumonia, staphylo-
coccat infections) and Gram( -} bacitli (pseudomonas, Haemophilus
influenzae, Escherichia coli} as well as invasive fungat infections,
These invading pathogens share highly conserved microbial struc-
ture termed as PAMPs (pathogen-associated molecular patterns)
that are sensed by the organism through Pattern-Recognition
Receptors (PRRs), in which Toll-Like Receptors (TLRs) are the best
characterized.

Given the important role of TLRs in the activation of the immune
systern, TLR agonists are currently developed to enhance anti-
infectious and anti-tumoral responses [6], however many recent
studies have shown that solid and hematological cancer cells
also express these receptors, Besides, several reports indicate that
cancer cells can divert TLR signaling to their own advantage to pro-
liferate, survive, or evade the immune system {7,8]. Among them,
B-cell neoplasms, such as lymphocytic leukemia, lymphomas, or
MM express and respond to a wide range of TLRs [9]. Given the
context of chronic infections or the potential therapeutic use of
synthetic TLR ligands in hematological malignancy, several stud-
ies have focused on TLR expression and responses in MM, In this
review, we will discuss about the heterogeneous expression of TLRs
in MM primary celis and cell lines, Furthermore, we will review the
consequences of TLRs activation recently highlighted in MM,

2. TLRs, ligands, and signaling

TLRs are type-1 transmembrane proteins bearing a cytoplas-
mic TolifIL-1R homology demain (TIR). Currently, 10 TLRs have
been identified in humans and each TLR has specificity for different
PAMPs: TLR1/2 and TLR2/6 heterodimers recognize components
of Gram(+)} bacteria, such as lipoproteins or lipotechoic acid,
and fungal zymosan; TLR3 is triggered by double-stranded RNA
{dsRNA) produced by many viruses during replication; TLR4 is acti-
vated by lipopolysaccharide (LPS) from Gram{-) bacteria; TLR5
is triggered by bacterial flagellin; TLR7 and TLR8 are triggered
by single-stranded RNA (ssRNA) from viruses; and TLRS Is acti-
vated by unmethylated CpG DNA present in both bacterial and
viral genomes. However, the ligand for TLR10 remains uniden-
tified. Given the high susceptibility of MM patients to recurrent
infections, MM plasma cells could be chronically triggered by such
inflammatory components.

In addition to PAMPs, an increasing number of endoge-
nous molecules, named Dangers Associated Molecular Patterns
(DAMPs), are found to be TLR agonists. Bone-marrow microen-
vironment that is crucial to promote MM migration, growth,
survival, and drug resistance, forms a niche composed by mar-
row stromal cells, osteociasts, osteoblasts, endothelial cells and
extracellular matrix [1}. Among these microenvironment com-
ponents, fibronectin, soluble hyaluronan, heat shock proteins, or
endogenous RNA, mainly released in the context of tissue damage,
extraceltular matrix breakdown, cellular stress, or ceil death are
described as DAMPs {10]. Furthermore, HMGB1, which is described
as a TLR4 agonist and as a co-ligand for TLR3, 7 and 9, is found to be
released by bone cells such as osteoblasts and osteoclasts {11,12].
Finally, various studies suggest that soluble heparan sulfate pro-
teoglycans could bind to TLR4 [13]. MM highly express CD138 that
belongs to the heparan sulfate family, Sofuble CD138, whose level
correlates with poor prognosis [14], could thus bind to TLR4 and
might act as an autocrine factor,

Various signalling pathways might occur afcer TLR activation.
When activated, TLR adaptators, MYD88 or TRIF, couple to down-
stream transduction proteins such as IRAK1, IRAK4, TRAF3 and
TRAFG. This couldlead to phosphoerylation of MAPK Erk, Jnk and p38,

activation of PKBJAkt pathway and to activation of transcription
factors such as Nuclear Factor-xB (NF-xB) or Interferon Regula-
tory Factors {IRFs). Finally TLR mediated signaling could lead to
the secretion of inflamrnatery cytokines and IFNa [15]. The key
TLR signaling proteins appear 10 be expressed in the majority of
HMCLs studied. Indeed, MYD88, TRIF, and TRAFS were found to
be expressed in all HMCLs evatuated (personal data, n==8)[16,17}.
TRAF3 expression showed more heterogeneity, and a recent pub-
lication demonstrated that this protein is frequently mutated or
deleted in HMCLs and primary MM cells (17% and 12.3%, respec-
tively) [18], Although its role as tumor suppressor is now well
defined, more studies are required to define its precise functions in
MM TLR signaling. Thus, MM cells have retained the expression of
TLRs associated signaling proteins, and appear to be well equipped
to respond to PAMPs and DAMPs potentially present in the tumor
microenvironment,

3. Heterogeneous expression of TLRs in MM cells

MM primary cells and Human Myeloma Celi Lines (HMCLs)
express both a broad range of TLRs [ 19,20). Although TLR expres-
slonin human B-cells is nowwell defined | 21], expression in human
PC remains unclear. Indeed, normal bone marrow plasma cells (BM
PCs) were reported to mainly lack TLR expression although tonsi-
lar or peripheral PC expressed all TLRs [19,22), Reevaluation of TLR
expression on BM PCs by other approaches than RT-PCR (such as
flow cytometry) might help to define whether TLR expression of
MM celis is or not related to malignancy. Finally, evaluation of TLR
on plasma cells detected during infection contexts such as reactive
plamacytosis or on plasma cells from MGUS could also highlight
the origin of MM TLR expression,

HMCLs frequently express TIRT, 7, and 9 (96%, 68%, and 64%,
respectively). TLR3 and 4 are expressed in nearly half of the HMCLs,
whereas TLRZ and 8 are only detected in 28% and 24% of the cell
lines, respectively {personal data, n=25),

RT-PCR analyses have been done on primary myeloma cells but
only on a small number of patients [20]. To assess TLR expression
on a large cohort of MM patients, we analyzed TLR expression on
an available database gathering gene expression profiles of 414
patients at diagnosis [50}. TLR] is expressed in aimost all sam-
ples whereas TLR2 expression appears to be weak to absent. TLR8
is expressed in nearly 50% of the samples although its expression
was relatively low when compared with that of monocytes (TLR8
median level was 20 times higher than that of myeloma cells).

TIR3, 4 and 7 are expressed in around 30% of patient samples
and TLR9 by 79%. Interestingly, TER expression is highly heterc-
geneous when addressing the molecular classification of patients
defined by Zhan et al. (mainly based on chromosemal abnormal-
ities) [23), Hyperdipleid patients (who have the more favorable
outcome) more frequently express TLR3 and TLR7 but underexpress
TLR4 and TLR9 (Table 1), In contrast, MS patient {who have the most
adverse outcome) underexpress TLR? but overexpress TLR9. MAF
patients (who have also a poor outcome) underexpress TIR7 and
TLR9 but overexpressed TLR4 (Fig, 1). Interestingly, MAF and TLR4
expressions are correlated suggesting a direct link between them
(Spearman test p<0.05), Moreover, this TLR4/MAF association is
kept in HMCLs since all HMCLs with C-MAF (or MAFB) deregula-
tion express TLR4 (n=7) whereas 33% of the HMCLs without MAF
deregulation only do express it (n=18) (p=0.005217). MAF is a
transcription factor but nolink between MAF and TLR4 gene expres-
sion has been reported and reciprocally there is no data supporting
a MAF expression following TLR4 triggering, Anyway, the relation-
ship between MAF and TRL4 expression should be addressed to
understand the involvement of this receptor, if any, in the patho-
genesis of MAF group of patients.
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MMSET, HY: hyperdiploid, CD: cyclinD, MF: MAF. Only samples
mples expression and using Wilcoxon test for expression level,
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p values are determined using CHI2 test for positive sa
ignificant. Data can be accessed on the website http://a

efined by Zhan et al. [23): PR; profiferation, LB: low bone disease, MS:

ith positive call were considered [50]. Median and range represent TLR mRNA expression in relative units,
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Expression of TLR3, 4, 7 and 9 on MM primary cells with respect to molecular classification as d

Heterogeneous expression of TLR3, 4, 7 and 9 on primary myeloma cells.
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Table 1

4. Dualresponses of MM cells upon TLR stimulation
4.1. Anti-tumoral effect of TLRs in MM: TLR9 and TLR3 agonists

Bacterial extracts, such as BCG (TLR2 and TLR4 ligand), strep-
tococcus preparation (TLR4 ligand), imiquimod (TLR7 ligand), or
CpG-ODNs (TLRY ligand) have been used for many years as adju-
vants for cancer therapy [6,24,25}, Afthough TLR ligand-mediated
antitumor activities might be owing to numerous mechanisms, one
of the best characterized is the capacity to stimulate the adaptive
immune effectors such as DCs or B-cells [26,27),

As in other B-cell neoplasms, numerous defects of the immune
system have been described in MM, Patients with MM dis-
play numerous abnormalities of immune system key actors, such
as T-cells, T-regulatory cells, NK cells, B-cells, or DCs {28]. COn
these bases, immunostimulation strategy against MM might be
considered.

4.1.1. TLR9 agonists and the immune system

Arecentreport on MM demonstrated that the resting bone mar-
row plasmacytoid DCs from patients (MM-pDCs) exhibit reduced
ability to induce T-cell proliferation, but trigger growth, survival
and drug resistance of MM cells, mainly via NF-xB activation [29].
Interestingly, activation of MM-pDCs with CpG-ODNs was found to
restore their ability to secret IFN-a, trigger T-cell proliferation, and
inhibit their capacity to trigger MM cell growth.

In addition, CpG-ODNs were found to up-regulate the expres-
sion of melecutes involved in leukocyte recruitment, such as CD54,
and to up-regulate the expression of co-stimulatory (CD30, CD86)
and antigen-presenting molecules (MHC class I) on the TLR9 pos-
itive HMCL RPMIB226 [30]. Furthermore, this HMCL enhanced
allogenic T-cells proliferation following treatment with CpG-ODNs.
These data suggest that stimulation of MM cells by CpG-ODNs can
render them more visible forinnate and acquired immunities. Thus,
TLRY ligands coutd be efficient to enhance the immune response
in myeloma tumnor environment. However, most of the synthetic
CpG-ODNs used in vitro and in vivo display chemical modifications
to replace the native phosphodiester backbone by a phosphoroth-
ioate {PS) backbone. These modifications increase both CpG-ODNs
affinity for TLR9 and their in vivo hali-life from a few minutes to
about 2 days [31}. However they also have TLR9-independent side
effects|32,33}. Indeed, synthetic PS-modified CpG-ODNs inhibit the
killing of various TRAIL-R2 (DR5) sensitive tumor celis (MM, breast
carcinoma and colon carcinoma) through a TLR9-independent, but
PS-dependent binding to TRAIL-R2 ligands. Moreover, this inhi-
bition reduces the TRAIL-mediated cytotoxicity of NK cells, and
could therefore interfere with the clinicai efficiency of TLR9 ago-
nist based adjuvant. Encapsulation of CpG-ODNs, which avoids
unspecific binding with unexpected consequences, could be used,
especially in clinical trials,

4.1.2. TLR3 agonists and tumoral apoptosis

in addition to immunostimulatory capabilities, several TLRs dis-
play direct proapoptotic properties [34), Among them, TLR3, which
signals only through a MYD88-independent/TRIF-dependent path-
way, is the best characterized. TLR3 expression has been
highilighted in numerous cancer cell types and TLR3 agonists
(poly(IC)) directly induces apoptosis in several solid cancer cells
[35.36}. As TLR3 triggering also activates the immune systemn [37],
this dual anti-tumoral characteristic turns it into a particularly
interesting therapeutic target.

TLR3 is expressed in nearly 50% of the HMCLs and 25% of primary
myeloma cells. We found that poly(IC) induces growth inhibition
or apoptosis in 3 of 6 TLR3 positive HMCLs studied. In accordance
with the results highlighted in HMCLs [ 19,38}, adecrease of primary
myeloma cell viability was observed in 2 out of 4 patient samples
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Flg. 1. Expression of TLR4 on MM primary cells, Expression of TLR4 on MM primary cells was addressed with respect to molecular classification as defined by Zhan et al,
{23} PR: proliferation, LB: low bone disease, MS: MMSET, HY; hyperdiploid, CD: cyclinD, MF: MAF. Data can be accessed on the website http:}jamazonia.transcriptome.euf.

Only samples with positive call were considered {50].

after in vitro poly(IC) stimulation {personal data). TLR3-dependent
apoptosis process in MM was found to be linked to the production
of an autocrine IFNo loop, controlled by early p38 MAPK activation.
Involvement of p38 MAPK activation in IFN«x secretion induced by
TLRs seemed to be a conserved pathway in at least MM and pDCs
[39]. Moreover, poly(iC)-induced apoptosis in MM is dependent
on caspases 3, 8, and 9. Implication: of caspases in poly{[C)/IFNa-
dependent apoptosis is in accordance with the results described in
melanoma or breast cancer cells [34,36).

Thus, poly(IC) has a direct anti-tumorat activity in 50% of TLR3
positive HMCLs studied with a switching function of IFNo. IFNo
has been used since twenty years in myeloma patient treatment
and meta-analysis done on nearly 4000 patients have highlighted
a significant but smail survival benefit for patients treated with
IFNo: {40]. The heterogeneous TLR3 response associated with smali
benefit of IFNa could in part explain the mixed result of the unique
poly(IC)-based clinical trial in MM [41].

4.2. Pro-tumoral effect of TLRs in MM

4.2.1. TLRs are potent IL6 inducers in MM

Recent studies have shown that leukemic cells could divert the
TLR machinery to their own benefit. Two reports have highlighted
the pro-tumoral effects of TLR2, 4, 5, 6, 7, and 9 in myeloma cells
{19,20]. In both studies, TLR ligands induced autocrine IL6 loop in
myeloma cells, and thus, could substitute paracrine H6. Indeed,
1L6 is the major proliferation and survival factor of myeloma celis
42,43}, and the rate of circulating IL6 was found to increase dur-
ing MM progression and seemed to correlate with MM evolution
[44]. I1L6 is essentially produced in the microenvironment (stromal
celis, osteoclasts and osteoblasts). Thus, TLR triggering could permit
additional IL6 autocrine loop and could contribute to MM phys-
iopathology by enhancing proliferation, survivai, drug resistance,
and immune evasion of MM cells. On the other hand, autocrine
IL6 is not the only mechanism of myeloma growth induced by TLR
ligand, because TLR2 and 4 agonists induced an IL6-independent
increase in the proliferation of RPMI-8226 [19].

It can be noted that TLR4 positive MM cells that belong to the
MAF subgroup increase their growth in response to LPS, TLR4 ago-

nists, either PAMPs resulting from chronic infections or DAMPs
resulting from matrix degradation, could thus have an implication
in the emergence or growth of this myeloma subgroup.

4.2.2. TLRs induce immune evasion through B7H1

NK cells and cytotoxic T lymphocytes {CTL) can be inhibited by
some surface molecules expressed on tumor cells. Among them,
B7H1, a ligand for PD-1, is mainty induced by IFNvy in normal cells
and can lead to T-cell inactivation {45]. B7H1 is overexpressed in
myeloma celis, unlike plasma cells from MGUS or healthy donor,
making it a potential candidate to explain T-celi defect in MM. Inter-
estingly, IFNvy as well as TLR agonists (PGN, LPS, and CpG-ODNs)
significantly enhance B7H1 expression in myeloma cells through
the same MYD88/TRAF6-dependent pathway [17]. MYDS88 activa-
tion further leads to MAPKs ERK 1/2 phosphorylation, resuiting in
B7H1 over-expression, This new implication of MYD88 is in accor-
dance with a recent work, suggesting that the association between
MYD88 and IFNYR1 is required for IFN+y signaling [46]. Importantly,
IFN+y and LPS have the same capability to inhibit CTL generation
directed against RPMI-8226 and MM patient samples [17}, Thus,
TLR signaling could induce MM self-protection mechanisms leading
to immune evasion.

4.2.3. TLRs trigger NF-xB activation in MM

Myeloma cells have constitutive NF-xB activity and are highly
sensitive to NF-«B inhibitors that induce growth arrest and apop-
tosis [47]. This NF-kB constitative activation in MM is owing to
both the activating mutations of NIK, NF-kB1, NF-xkB2, TRAF2,
TRAF3, or CYLD in 15-20% of the myeloma cells [18], and
autocrine or paracrine NF-kB-inducing cytokines, such as TNFa,
Baff or RANKL [47,48]. TLRs are potent NF-«B inducers, because
through the MyD88 or TRIF-dependent pathway, PAMPs acti-
vate the NF-kB canonical pathway [15]. Indeed, CpG-ODNs are
observed to promote TNFo secretion, high NF-kB activation,
and cellular proliferation of the TLR9 positive HMCL RPMI-8226
{30].

Furthermore, in parallel to IFNa production, we observed that
poly(IC) induced NF-kB activation in all TLR3-responsive HMCLs.
Although a strong and early activation was observed after poly(IC}
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stimulation, NF-kB could not overcome apoptosis induced by IFNa.
However, one of the five TLR3 positive HMCLs studied responded
to TLR3 exclusively by NF-kB stimulation without any IFNe pro-
duction resulting in an NF-kB-dependent increase in proliferation
[38]. Thus, although TLR3 and 9 displayed anti-tumoral activity
by enhancing the host immunity or inducing apoptosis in few
myeloma cells, they might also induce strong NF-xB activation.
TLR3 and 9 might be activated in vivo by dsRNA from viruses,
mRNA released from necrotic cells, and hypomethylated DNA,
suggesting that infectious or endogenous agonists could partici-
pate in the NF-kB-dependent proliferation of myeloma cells in the
bone marrow.

5. Concluding remarks

MM cells express a broad and heterogeneous range of TLRs,
which is associated with in vitro heterogeneous responses. TLRs
are often characterized as “double-edged sword” in cancer. Indeed,
although several reports have highlighted the capacity of TLR to
enhance host immunity against tumor, cancer cells could alsodivert
this pathway to their own advantage {7.49). As discussed in this
review, this concept could be extended to MM.

NF-xB activation, IFNw, and preinflammatory cytokine secre-
tions are classical events observed in normal celis after TLR
triggering. We have reported that MM cells have largely conserved
these pathways. However, NF-«kB and IL6 are among the most
important growth and survival factors in MM cells. Thus, growth
and survival signals through TLRs seem to be largely predomi-
nant in MM cells. We can hypothesize that TLRs could be involved
in a vicious circle hetween MM cells and infections, Indeed, the
increased sensibility of MM patients to infections, mainly owing to
normal Ig decrease, could in turn be involved in MM progression
through TLRs triggering.

On the other hand, TLR9 agonists have the capability to enhance
the immune system by activating MM-pDCs or upregulating
several immunostimulatory molecules in one MM cell line in vitro.
However, the latter effect must be taken with caution as MM
cells, similarly to terminally differentiated plasma cells, have lost
their professional antigen-presenting B-cell properties, Therefore
their immune stimulation capacities are limited, despite TLR
stimulations.

We can wonder whether a TLR-based therapy could be valu-
able in MM, We believe that uncoupling the pro-tumoral effect of
TLR ligands from their adjuvants effects on the immune system is
required to make possible a TLR-based therapy in MM. This goat
could be achieved by a simuitaneous neutralization of MM growth
factors or survival pathways.

In spite of few epidemiological studies [4,5], the involvement of
TLR in the natural history of MM remains largely unknown. In this
context, the group of patients carrying MAF deregulation and strong
TLR4 expression on their MM cells represents a unique opportunity
fo investigate the expression and response of TLR4 over the course
of MM from MGUS up to HMCLs {Fig. 1). To this aim, in vivo ani-
mal models, especially the murine 5T myeloma model, could be
valuable to investigate whether TLR agonists are involved in the
initiation, progression or retapse of MM cells. Furthermore, it will
be of interest to evaluate the stimulatory potential of endogenous
ligands, such as HMGB1 or heparan sulfate (sotuble CD138).

In conclusion, experimental evidences suggest that TLRs have
multiple roles in MM and could represent new targets in MM
therapy.
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- IMPLICATION DES TOLL-LIKE RECEPTORS DANS LA BIOLOGIE DU MYELOME MULTIPLE
- ETUDE DE LA CLONOGENICITE SPONTANEE DE CELLULES DES MYELOME MULTIPLE

Le Myélome Multiple (MM) est une tumeur plasmocytaire maligne. Les défauts
immunitaires associés A cette pathologie rendent les patients particuliérement vulnérables aux
infections. Ces pathogénes sont détectés par les cellules du systéme immunitaire via les Toll-Like
Receptors (TLRs). Cependant, de nombreuses tumeurs solides ou, hématologiques telles que le
MM, expriment aussi une large gamme de TLRs et répondent de fagon hétérogéne a leur
activation. Dans ce projet nous avons étudié |’implication potentielle de ces récepteurs dans la
biologie du MM. Nous avons montré que, malgré un réle antitumoral particulier du TLR3, les
TLRs ont principalement un role protumoral dans le MM.

Dans un second projet, nous avons étudié la capacité d’autorenouvellement des cellules de
MM en milieu semi-solide sans sérum ni cytokine exogéne. Nous avons observe que cette capacité
est associée a la présence de mutations oncogéniques de Ras ainsi qu’a la surexpression de JAG2,
un ligand de la voie Notch. Nous démontrons que [I’extinction de ce ligand réduit
considérablement les propriétés clonogéniques et tumorogéniques des cellules myélomateuses.
Enfin, nous montrons le r6le essentiel de boucles autocrines, impliquant les récepteurs IGF-1R et
C-KIT, dans la clonogénicité.

Malgré des avancés thérapeutiques majeures, les rechutes restent constantes dans le MM.
L’ étude des processus impliqués dans son oncogenése reste donc une nécessité. Ces deux projets
ont permis de révéler plusieurs mécanismes fondamentaux pouvant étre Unphques dans
I"émergence, la résistance aux traitements ou encore la progression du MM.

Mots-clefs : Myélome Multiple, Toll-Like Receptors, Clonogénicité, 14G2, IGF-1, C-KIT

= TOLL-LIKE RECEPTORS INVOLVMENT IN MULTIPLE MYELOMA
- CLONOGENIC ABILITY OF MYELOMA CELLS

Multiple Myeloma (MM) is a plasma cell malignancy. The immune defects associated
with this disease makes patients vulnerable to infections. These pathogens are detected by immune
cells via Toll-Like Receptors (TLRs). However, many solid tumors and hematological
malignancies, such as MM, also express a wide range of TLRs and respond heterogeneously to
their activation. In this project we have studied the potential involvement of these receptors in
MM biology. We have shown that, despite a specific antitumoral property of TLR3, TLRs are
mainly protumoral in MM.

In a second project, we have studied the self-renewal ability of MM cells in semi-solid
medium without serum or exogenous cytokine. We observed that this capacity is associated with
the presence of oncogenic Ras mutations and with overexpression of JAG2, a ligand of the Notch
pathway. We show that the extinction of this ligand significantly reduces the clonogenic and
tumorigenic properties of myeloma cells. Finally, we highlight in this mechanism the essential
role of autocrine loops involving IGF-1R and C-KIT.

Despite major therapeutic advances, relapses are constants in MM. The study of the
processes involved in its oncogenesis is still required. These two projects have revealed several
fundamental mechanisms that might be involved in MM emergence, resistance, or progression.

Keywords: Multiple Myeloma, Toll-Like Receptors, Clonogenicity, JAG2, IGF-1R, C-KIT
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