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RESUME

La leucémie Myéloide Chronique (LMC) est une maladibnale de la cellule souche hématopoiétique
dont le pronostic a été transformé par I'utilisatides inhibiteurs de tyrosine kinase (ITKs) quiagib la
kinase oncogénique Bcr-Abll. Malgré I'obtention rituespérance de vie comparable a une population
non malade, seulement 10 a 40% des patients at@antMC atteignent la réponse moléculaire profonde
et sont candidats a des essais d’arrét de traitemeimcidence cumulée des rechutes moléculairegsp
arrét des ITKs est de l'ordre de 40 a 60%. Mémeéapallogreffe de moelle osseuse, procédure
considérée comme le seul traitement potentielleroergteur de la LMC, les rechutes moléculaires ne
sont pas exceptionnelles. Ces observations plaidenfaveur de la persistance de cellules souches
leucémiques (CSLs) de la LMC qui ne sont pas dessibl'inhibition de Bcr-Abll par les ITKs ou a
I'effet des effecteurs allogéniques. Le ciblage @&ls de la LMC représente une nouvelle voie
thérapeutique, en agissant sur des voies de sgatahn propres aux CSLs ou par modulation du systém
immunitaire. Les études pré-cliniques ont identifés cibles potentielles pour lesquelles des migécu
inhibitrices sont disponibles dans la pharmacop&ditre d’exemple, nous avons pu démontrer que la
modulation de STAT5 par la pioglitazone, un agend# PPARinduit I'érosion du pool des CSLs de la
LMC. Ces avancées permettent maintenant d’évalirggaement des stratégies de traitements combinés
ou séquentiels entre ces molécules et les ITKs ladnjactif d’obtenir la guérison de la maladie.
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SUMMARY

Chronic Myelogenous Leukemia (CML) is a clonal diso whose prognosis has been dramatically
improved by the use of tyrosine kinase inhibitdisI§) which inhibit the BCR-ABL1 kinase. Despiteith
life expectancy is comparable to that of the gehpopulation, only 10 to 40% of patients achieve th
stage of deep molecular response and are candfdamiscontinuation studies. The cumulative incicken

of molecular relapses observed after TKls withdraiwaanging from 40 to 60%. Allogenic bone marrow
transplantation is still considered as the only ative therapy for CML although relapses are obsdrve
and positivity of the BCR-ABL transcript after temtant is not uncommon. These observations strongly
support the persistence of leukemic CML stem ¢e8€s) not targeted by TKils or the allogenic effect
Targeting the CML LSCs either by inhibiting specifiathways or by activating immune effectors
represent promising approaches. Preclinical studieave highlighted potential targets that are
“drugable” with commercially available compoundss fan example, we demonstrated that STAT5
modulation by the PPARagonist pioglitazone induced the erosion of theLAMSCs pool. These recent
advances provide an exciting opportunity to evadutite benefit of combined/sequential therapies of
selected drugs with TKIs with the aim of cure tisease.

Introduction

La leucémie myéloide chronique (LMC) qui fait partles syndromes myéloprolifératifs est
typiguement décrite comme une maladie de la cebolgche hématopoiétique. Le marqueur
biologique de la LMC est la présence du chromosdenPhiladelphie [1,2] dont la conséquence
moléculaire est le géne de fusion BCR-ABL1[3,4]. jratéine chimérique Bcr-Abll, de par sa
portion Abll, posséde une activité tyrosine kinagtmplasmique et dérégulée responsable du
phénotype leucémique [5]. Cette propriété a conduitdéveloppement du premier modéle de
thérapie ciblée par inhibiteurs de tyrosine king§dé&ks) dont le chef de file est I'imatinib
mésylate [6]. Les ITKs représentent maintenant reeteiment standard de la LMC. Les
thérapeutiques ciblées ont révolutionné le pronodé la LMC et les patients traités ont une
espérance de vie comparable a une population t&intatappariée.

Le concept de cellule souche hématopoiétique aiéwlec le développement des techniques et
des tests fonctionnels nécessaires a leur carsatién. Cette notion a tout d’abord été démontrée
chez la souris dans les années 1950 par des axggside transplantations de souris irradiées a
doses létales et I'obtention d’une reconstituti@mhatopoiétique chez I'animal receveur [7]. La
premiére dénomination de ces cellules a été calecablony-forming unit-spleen (CFU-S)
devant l'apparition de nodules spléniques visib®esa 14 jours aprés transplantation. Les
propriétés qui définissent les cellules souchesat@noiétiques (CSHs) ont pu étre validées des
cette époque : la clonalité, le caractére totipptéauto-renouvellement et la quiescence [8-10].
L’application de ce concept a ’lhématopoiése humaigté rendue possible grace aux progres de
la xénotransplantation chez la souris immunodépémnicid puis NODScid et celui des
cultures clonogenes a long ternh@n@ term culture initiating cellsu LTC-IC) puis a abouti a la
description du phénotype de la fraction des cdlusouches hématopoiétiques (Lin-
CD34+CD38-) [11,12]. Une complexité supplémentaisevenue de I'étude de I'environnement
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médullaire des CSHSs, appelé aussi la niche hémigtiigpoe qui détermine fonctionnellement les
cellules souches [13,14].

La notion de cellules souches leucémiques (CSlL&aneargeé parallelement a celle de CSH, les
CSLs ne représentant qu’une fraction des cell@esdmiques [15]. Les CSLs interagissent avec
le microenvironnement médullaire et la niche hémpai@tique ou elles peuvent trouver les
conditions d’échappement aux mécanismes de cordgt@eax traitements anti-leucémiques [16].
S’agissant de la LMC, la cellule souche leucémigqse pluripotente, le transcrBCR-ABL1
pouvant étre retrouvé dans les compartiments nedoét lymphoides. Il est possible d’obtenir
des colonieBCR-ABL1positives en culture a long terme [17] et égaldndenreconstituer des
souris immunodéficientes par une hématopoiB€&R-ABL1 positive [18]. Il est rapidement
apparu que les CSLs de la LMC étaient égalememssqgeantes [19] et naturellement résistantes a
I'effet des inhibiteurs de tyrosine kinase [20-2Bgs raisons de cette résistance naturelle sont
encore mal comprises, avec en particulier une mdggnce a I'oncogene acquise par une
réduction drastique de I'expression du géne d®fuBCR-ABLL1 [24].

Ainsi, cibler la quiescence des CSLs de la LMC apipacomme une stratégie thérapeutique
validein vivo [25], a méme d’obtenir si ce n’est I'éradicatianraoins I'érosion des cellules CSL
de la LMC. Nos travaux sur le ciblage de la quieseedes CSLs de LMC seront présentés dans
cet article.

Allogreffe de cellules souches hématopoiétique.

L’allogreffe de cellules souches hématopoiétiquessiste a injecter au patient receveur des
cellules souches hématopoiétiques saines issuasdditneur compatible (HLA identique) issu
de la fratrie (allogreffe géno-identique) ou denhfess de donneurs de moelle osseuse (allogreffe
phéno-identique) voire des cellules issues d’aus@srces comme le sang fcetal du cordon
ombilical (allogreffe de sang de cordon) aprés m&dministré un traitement immunosuppresseur
plus ou moins intensif au receveur (conditionnemenllogreffe a longtemps représenté le seul
traitement associé a une survie prolongée chepdtients atteints de LMC grace a la réaction
immunologique de la greffe contre la leucémie. Bhale récente débutée avant 'avenement des
traitements ciblés et testant l'allogreffe génaonatitpue en premiére intention montre un taux de
survie & 10 ans de 76% [26]. Actuellement, l'alkftg n’est plus un traitement de premiere
intention. Méme chez les patients allogreffés, dmshutes tardives ont pu étre observées
suggeérant la persistance de CSLs durant des désej27]. De fagcon moins exceptionnelle, a la
place d’'une négativité complete et persistantesui®i moléculaire des patients LMC en post
greffe peut montrer une positivité du transB@R-ABL1de facon fluctuante aboutissant parfois
a la rechute [28].

Persistance cellules « souches » leucémiques cleszdatients atteints de LMC.

L’exemple clinique le plus éclatant de la persistades CSLs de LMC est celui des tentatives
d’arréts de traitement par ITKs. Le premier esdlaig d’arrét de traitement par I'imatinib a été
mené de 2004 a 2007 chez des 12 patients traité&matinib et ayant obtenus une réponse
moléculaire profonde pendant au moins 2 ans, datite 'absence de tout signal moléculaire en
lien avec la LMC dans la moelle osseuse ou le sBags les 6 mois ayant suivi l'arrét du
traitement, 6 patients ont vu leur sigB&LR-ABL1réapparaitre, ce qui a conduit a la reprise du
traitement et a une nouvelle réponse moléculaméopde, alors que 6 autres sont restés negatifs
sur le long terme [29]. Ces rechutes moléculaires ssaccompagnent pas de rechutes
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hématologiques. Cette dualité entre rechutes mialiées précoces et réponses persistantes a été
retrouvée dans toutes les études d’arrét de traitemltérieures, avec la méme proportion de
50% de patients en rechute post arrét, que ce a@t I'imatinib (étude « STIM »Stop
Imatinib ») ou plus récemment avec les ITKs de sdeaénération [30-32]. Est-ce a dire que les
patients négatifs pour la détection du transcriRB&ABL1 sont guéris de la LMC ? Probablement
gue non, une équipe australienne ayant pu montieechez ces patients le réarrangement BCR-
ABL1 était toujours détectable au niveau de I'ADHEINd la moelle osseuse [33]. De plus, la
détection fonctionnelle des cellules LMC capablefalener des colonies a long terme reste
possible chez des patients LMC répondeurs et sraisé I'interféron [34] mais aussi chez des
patients en réponse moléculaire complete traitédegaTKs [35]. Ces résultats viennent étayer
I’hypothese de la persistance de cellules souchda dMC in vivo et nous avons pu observer
guelques rechutes moléculaires tardives apréesddu3 années d’arrét de l'imatinib. Il semble
toutefois que plus la durée d’exposition a I'imdtirest importante, plus le risque de rechute
moléculaire apres arrét des ITKs est faible [3@gerant une érosion spontanée tres lente du
pool des CSLs de LMC. Des modélisations mathémesiqunt été proposees pour rendre compte
de ce phénomene [37].

Stratégies pour cibler les cellules souches leucéques de la LMCin vivo.

L’étude des patients ayant participé aux essaisrésa de traitement par ITKs suggere des
mécanismes de contrdle des CSLs. Nous avons memssan d’arrét de I'imatinib (essai A-
STIM) chez des patients en réponse moléculaireopds en changeant le critere de reprise du
traitement : au lieu de considérer les patientpguient la réponse moléculaire compléte comme
étant en rechute, le traitement n’'a été reprisrmquas de perte de la réponse moléculaire majeure
(RMM), ce qui correspond a un taux de transBf@R-ABL1a 0,1%. La proportion des patients
sans traitement est passée de 41% a 61%, soitinrdg®0% [31]. Ce gain est pérenne, il ne
s’agit pas d’'un simple retard a la reprise de I'I'The nouvelle catégorie de patients présentant
des fluctuations des taux de transcBGR-ABL1len deca du seuil de la RMM est ainsi décrite.
Ces fluctuations sont durables dans le temps, descprofils évoquant soit un mécanisme de
contrdle immun, soit un mécanisme d’exhaustionaidisiles souches avec extinction du signal.
Des études immunologiques préliminaires ayant paté le phénotype des effecteurs
immunologiques montrent un réle possible du nontweellules NK avant arrét [38,39]. D’un
autre cote, nous avons mené des expériences ddltidaire montrant une restriction du signal
BCR-ABL1dans la lignée granulocytaire ce qui fait évoquee perte de fonctionnalité de ces
cellules [31].

Des lors, comment cibler les cellules souches deM@& afin d’accélérer une érosion spontanée
beaucoup trop lente ? De nombreuses cibles im@gdéans la biologie des CSHs normales ont
été proposeées. La voie de signalisation Hedgehdgpansable a la persistance des cellules
souches a été ciblée la premiere en utilisantnlebiteurs de SMO [40]. Ces composés se sont
avérés avoir une toxicité importante sur les cefiidouches de différents tissus comme la peau,
les phanéres ou les dents, rendant difficile lgilisation clinique. Une autre approche a été de
cibler la voie « Wnt/beta-catenin » responsableladg@rogression de la LMC vers la phase
transformée de la maladie [41]. Le ciblage de vpies spécifiques des CSLs devrait s’avérer
plus fructueux en permettant d’augmenter l'inderéipeutique des molécules testées. Une
équipe libanaise a pu montrer que la combinaisohirderféron et de I'arsenic trioxide (utilisé
dans la leucémie aigue promyélocytaire) réduisaiguantité de CSLs LMC dans un modele
murin [42]. Plus récemment, une équipe américaingpporté I'intérét de la combinaison d’'un
inducteur de I'apoptose avec les ITKs pour éraditpgecellules souches de la LMC [43].
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Erosions des cellules souches de la LMC par les augtes de PPAR.

Notre approche pour cibler les cellules souchda d®1C a été de contrer la résistance aux ITKs
induite par la quiescence. Nous avons décrit unelte voie de modulation de I'expression de
STATS [44], un transducteur majeur du signal gémpaéBcr-Abll et les conséquences de son
activation dans les celluleBCR-ABL1 positives issues de patients atteints de LMC. eCett
modulation peut étre obtenue en activant la voiamPpar un ligand, la pioglitazone, ce qui
conduit a I'inhibition de I'expression de STATS5. ixaun modéle de lignées BCR-ABL positives
et dans un modéle de cellules CD34+ issue de dacgraire transduites pour exprinBCR-
ABL1, cette diminution de I'expression de STATS5 agitsymergie avec les ITKs pour induire
'apoptose. En utilisant des techniques de marquateplasmique des cellules CD34+ BCR-
ABL+ et des techniques de cultures a long termeCdT), nous avons démontré que
I'administration de la pioglitazone conduit a I'e¥& en cycle de la tres grande majorité des
cellules quiescentes et a la restauration de kensikilité aux ITKs. Cet effet se traduit par une
erosion du pool des cellules souches LMC capalde®miner des colonies a long terme. Il a pu
étre possible, aprés tri des cellules quiescedtsnontrer par des études d’extinction de génes
que la pioglitazone induisait la perte d'expressim HIF2 (« hypoxia-inducible factor »),
nécessaire au maintien de la quiescence des sefloiezhes BCR-ABL positives (Figure 1) [45].

Figure 1. Modele de l'effet de la pioglitazone sules cellules souches de la LMC.
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1 A. L'activation résiduelle de STAT5 malgré linhiltih de Bcr-Abllpar les ITKs conduit a
I'expression de HIFQ et a celle de CITED2, facteurs normalement indoiéts 'hypoxie de la niche
hématopoiétique. Cette activation anormale corallat quiescence des cellules souches leucémiques
et a leur résistance a I'imatinib.B. La pioglitazone active PPARet diminue fortement I'expression

de STATS5. L'absence de signalisation via STATS bld/induction de HIF2 et de CITED2. Les
CSLs de la LMC sortent alors de quiescence et daeiat sensibles a I'effet des ITKs.
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Trois patients atteints de LMC ont pu recevoir lagptazone en association avec I'imatinib,
deux patients diabétiques et un patient non diqgbétiLe traitement combiné a été tres bien
tolére, la pioglitazone n'ayant pas de propriétgpoglycémiantes par elle-méme. Ces trois
patients ont obtenu une réponse moléculaire dyraiene apres arrét de la pioglitazone lors de
son retrait du marché en 2011 [45]. Ces premiétesergations cliniques ont conduit a
I'activation d’'un essai clinique (essai ACTIM, Aster Imatinib EUDRACT n° 2009-011675-79)
testant I'ajout de la pioglitazone chez des patsiateints de LMC, traités par I'imatinib, et
n'ayant jamais atteint un niveau de réponse madd@iprofonde. L’objectif principal de I'essai
ACTIM a été de déterminer la tolérance et I'effitdae la pioglitazone en combinaison avec
limatinib. Les patients éligibles étaient traitpar I'imatinib depuis au moins deux années,
étaient en réponse cytogenétiqgue compléte sansatteints la réeponse moléculaire compléte. Le
critere de jugement pour l'efficacité a été I'inertte cumulée sur 12 mois de I'obtention d’une
réponse moléculaire profonde (de niveau MR4.5 @0i032% de transcrBCR-ABL). Il n’y a

pas eu d’effets secondaires graves rapportés aentent par la pioglitazone. Les deux effets
secondaires rapportés ont été une prise de poidskdeen moyenne et une diminution du taux
d’hémoglobine de 0,5 point. Malgré l'interdictior ¢h pioglitazone en France en 2011, il a été
possible de poursuivre l'essai apres autorisatien'AFSSAPS a I'époque (actuellement
’ANSM) sous réserve d’'une durée maximale d’adntiaiton de 12 mois et de la mise en place
d’'une surveillance vésicale systématique durantn$ @andelettes urinaires et échographie
vésicale). Aucun effet secondaire vésical n'a &seové durant toute la durée d’observation des
patients. Le signal de sur-risque de cancer deevess pas été confirmé depuis par deux larges
études épidémiologiques et la pioglitazone resterisée aux Etats-Unis et dans la plupart des
pays européens. Malgré ces obstacles, I'essai po&iéf en remplissant son objectif principal
avec une l'incidence cumulée d’obtention de la R3vBLIr 12 mois a été de 56% contre 23% dans
une cohorte controle [46].

Comment tester une multitude d’effecteurs ciblant és cellules souches de la
LMC : le programme ACTIW.

L’étude ACTIW (Imatinib plus X) fait suite a I'étedACTIM. Cette étude vise a sélectionner
suivant un plan adaptatif des molécules d'inté@ables d’induire la réponse moléculaire
profonde des patients atteints de LMC (MR4.5) diaait les cellules souches quiescentes. Le
bras contréle consiste en la simple poursuite ditetnent par inhibiteur de tyrosine kinase que
recoit déja le patient avant son inclusion dansddre de 'AMM de chaque molécule. La
probabilité d’obtention spontanée d’'une réponseémdéire profonde par la simple poursuite des
ITKs en monothérapie est estimée par le bras dentt@s patients sont randomisés 2/1 entre le
bras expérimental et le bras controle. L'étude AGTIEUDRACT N° : 2015-005208-26) a
inclus les premiers patients en Novembre 2016 avatme premier bras expérimental le bras
pioglitazone. Un bras testant un modulateur duesystimmunitaire ainsi qu’un bras testant un
inducteur d’apoptose devraient étre prochainemetntés.

Vers une définition phénotypique de la cellule solne LMC.

Si la détection du transciBCR-ABL1ne permet pas d’apprécier la persistance de C8la d
LMC chez les patients sous traitement, de nouvetiéthodes d’évaluation sont nécessaires.
Nous l'avons vu, il est difficile et fastidieux decherche les CSLs dans la moelle osseuse des
patients par des tests fonctionnels et il semblplale que les résultats ne soient pas prédictifs du
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devenir des patients aprés arrét des ITKs [35htigg@ne CD26 a été recemment proposé comme
un parqueur phénotypique des CSLs de la LMC coapde le marquage CD34+CD38- évoqué
au debut de ce manuscrit [47]. Une communicationdo dernier congrés de I’/American Society
of Hematology en 2016 suggére que les cellules G0BB8-CD26+ peuvent étre détectées
dans le sang circulant de patients atteints de le@aités par ITKs. Ce marquage est détecté
méme en cas de détection négative du tranB&R-ABL1ce qui ouvre la porte a de nouvelle
modalité de suivi des patients et des traitementtsGESLs [48].

Conclusion

La persistance des cellules souches leucémique&iéshent déterminant de la rechute de la
maladie leucémique. Dans le cas de la LMC, cesulesll persistent sous traitement par
inhibiteurs de tyrosine kinase et représententreim fa I'arrét du traitement lorsque la réponse
moléculaire profonde est atteinte de facon stdbdeciblage des CSLs de la LMC est I'enjeu
actuel du traitement de cette hémopathie. Nous sayoaposé l'utilisation de la pioglitazone

aprés avoir validén vitro les effets de cet agoniste de PRASRr la quiescence des CSLs, afin de
les rendre a nouveaux sensibles aux ITKs. D’autigroches sont possibles qui pourraient
aboutir a la guérison de la LMC.
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