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LISTE DES ABREVIATIONS

AMPc Adénosine mono-phosphate cyclique

ATP Adénosine tri-phosphate

CCUs Clonal cytopenia of undetermined significance

CcD Cluster de différenciation (dans ce manuscrit, le terme de CD est utilisé

indifféremment pour désigner I’antigéne ou I’anticorps dirigé contre I’antigéne)

CHIP Clonal haematopoiesis of indeterminate potential
CMF Cytométrie en flux

CMH Complexe majeur d’histocompatibilité

CPA Cellule présentatrice d’antigéne

CSH Cellule souche hématopoiétique

CTLA-4 Cytotoxic T lymphocyte associated antigen-4
EDTA Ethyléne diamine tétra-acétique

EPO Erythropoiétine

FoxP3 Forkhead box P3

FSC Forward scatter

G-CSF Granulocyte-colony stimulating factor

ICUS Idiopathic cytopenia of undetermined significance
IDO Indoléamine 2,3-dioxygénase

Ig Immunoglobuline

IL Interleukine

InVS Institut national de veille sanitaire

IPSS-R International prognosis scoring system - revised
LA Leucémie aigué

LAG-3 Lymphocyte activation gene-3

LAM Leucémie aiglie myéloide

LMMC Leucémie myélo-monocytaire chronique

MAI Maladie auto-immune

MGG May-Grinwald Giemsa

MO Moelle osseuse

NGS Next generation sequencing

NK Natural killer cell

OMS Organisation mondiale de la santé

(0N Overall survival
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I. INTRODUCTION

Les syndromes myélodysplasiques (SMD) représentent un groupe hétérogene d’hémopathies
touchant la cellule souche hématopoiétique (CSH). Ils se caractérisent par une hématopoiese
inefficace avec un degré variable de cytopénies et un risque d’évolution vers la leucémie aigué
myéloide (LAM). Les manifestations auto-immunes, fréquemment rapportées dans les SMD,
incluent vascularites systémiques, arthrites inflammatoires, neuropathies périphériques,
glomérulonéphrites et connectivites. Il est maintenant largement admis que des mécanismes

de déreglement de I'immunité participent a I'induction et a I'entretien des SMD.

Les lymphocytes T régulateurs (Tregs) représentent une petite sous-population de
lymphocytes T CD4+. lls sont caractérisés par I'expression de Forkhead box protein 3 (FoxP3)
qui est le facteur de transcription clé a I'origine de leur développement et de leurs fonctions.
lIs jouent un réle important dans le maintien de la tolérance immune et le contréle de I'auto-
immunité. Ce sont de véritables modulateurs de la réponse immunitaire globale notamment
vis-a-vis des agents infectieux et des cellules tumorales. Leurs propriétés
immunomodulatrices sont a I'origine du développement de stratégies thérapeutiques ayant
pour objectif d’inhiber I’activité des cellules tumorales. La diversité des sous-populations de
Tregs et leurs propriétés, les voies par lesquelles ils agissent et leur r6le dans le

développement des cancers ne sont pas complétement connus.

C’est donc dans ce contexte de pathologie cancéreuse avec une part auto-immune qu’il est

apparu légitime d’étudier la population de lymphocytes T régulateurs et d’en détailler les

sous-populations afin de mieux connaitre le microenvironnement tumoral.
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Il. LES SYNDROMES MYELODYSPLASIQUES

Il.A. Définition et généralités

Les syndromes myélodysplasiques (SMD) regroupent un ensemble hétérogéne d’hémopathies
clonales de la cellule souche hématopoiétique pluripotente médullaire. lls se caractérisent
d’une part par une multiplication excessive de progéniteurs myéloides qui maturent de facon
anormale et d’autre part par une apoptose intra-médullaire excessive des précurseurs
myéloides qui conduit a des cytopénies sanguines. On définit ainsi la dysmyélopoiese et

I’hnématopoiese inefficace en dépit d’'une moelle généralement riche.

D’un point de vue physiopathologique, I'acquisition de plusieurs mutations successives est
responsable de la survenue du SMD : une premiere mutation dite fondatrice conféere a la CSH
un avantage prolifératif ainsi qu’une altération de ses capacités de différenciation ; puis une
seconde mutation entraine la perte de la capacité d’apoptose. Ceci permet I'émergence de la

population blastique qui envahit la moelle osseuse jusqu’au stade de LAM dans 30 % des cas

(1).

Le diagnostic repose principalement sur l'interprétation de I’'hémogramme, du myélogramme
et du caryotype qui permettent dans la majorité des cas de classer le SMD selon la
classification internationale de I’'OMS mise a jour en 2016. Les SMD touchent essentiellement
le sujet 4gé au-dela de 60 ans. Le SMD de I'enfant, associé une fois sur trois a des anomalies
génétiques constitutionnelles, est une entité rare. Les SMD sont régulierement découverts
chez des patients asymptomatiques notamment au décours de |'exploration d’une ou

plusieurs cytopénies sur la numération formule sanguine (NFS).

Dans environ deux tiers des cas, la maladie évolue sur un mode lentement progressif et
relativement indolent, avec une augmentation progressive des cytopénies. Le syndrome
d’insuffisance médullaire qui en découle peut atteindre les 3 lignées myéloides et se traduire
cliniguement par un syndrome anémique ou hémorragique avec dépendance transfusionnelle
et une susceptibilité aux infections. Dans le tiers restant, la maladie évolue sur un mode plus

rapide et plus agressif vers une LAM. On parle ainsi d’'un « état pré-leucémique » (2).
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II.B. Epidémiologie

Les SMD sont des pathologies qui touchent essentiellement le sujet agé. Leur incidence
globale augmente avec I’dge : 3/100 000 habitants par an avant 60 ans, 20/100 000/an a 70
ans et 50/100 000/an a 80 ans selon des sources américaines (3). En s’appuyant sur les
données de I'InVS publiées en 2016 étudiant la période 1980-2012 en France, les SMD
constituent le groupe d’hémopathies myéloides le plus fréquent (42 %), devant les LAM et les
syndromes myéloprolifératifs (SMP). A noter une prédominance masculine avec un sex ratio
H/F de 1,5 avec un 4ge médian de survenue de 78 ans chez ’homme et 81 ans chez la femme

selon le méme rapport (4).

Aucune étiologie évidente n’est identifiée dans la trés grande majorité des cas : on parle de
SMD primitif ou de novo. Cependant, des SMD secondaires, minoritaires, peuvent étre
imputés a I’exposition a des substances toxiques d’origine environnementale, professionnelle

ou thérapeutique (5).

En effet, ils peuvent relever de la iatrogénie lorsqu’ils sont chimio-induits en survenant des
années apres un traitement pour une autre pathologie cancéreuse. Les chimiothérapies les
plus clairement incriminées sont les agents alkylants (melphalan, cyclophosphamide,
busulfan, chlorambucil) et les inhibiteurs de topo-isomérase Il. Les traitements anticancéreux
seraient ainsi responsables de 10 a 15 % des SMD. lls se manifestent régulierement par une
pancytopénie avec dysplasie multi-lignée et présentent un caryotype complexe. Ces SMD sont
de mauvais pronostics et progressent rapidement vers une LAM. Les SMD peuvent aussi étre
induits a la suite d’irradiations a visée diagnostique mais surtout thérapeutique (radiothérapie
principalement). L'irradiation environnementale a aussi clairement été mise en évidence lors
des bombardements atomiques ou lors de 'accident nucléaire de Tchernobyl. L’exposition a
certains agents cancérigenes et toxiques a aussi été identifiée : benzénes, hydrocarbures
aromatiques, solvants, pesticides, engrais. Il n’est pas toujours aisé d’identifier formellement

ces facteurs exogenes du fait d’'un manque d’information sur les doses et la durée d’exposition

(6).
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Il existe des syndromes de prédisposition génétique aux SMD qui restent marginaux. Leur
fréquence est probablement sous-estimée mais I'identification d’'un nombre croissant de
génes incriminés permet de les rattacher a des affections constitutionnelles. On peut citer
I’'anémie de Fanconi, la dyskératose congénitale, le syndrome de Shwachman, le syndrome de
Blackfan Diamond, le syndrome de Li Fraumeni ou le syndrome de Down. Parfois ces
syndromes sont décelés des I’'enfance comme pour le syndrome de Down car ils s’inscrivent
dans une pathologie pédiatrique globale qui s’accompagne d’anomalies malformatives ou du
développement. A l'inverse, la survenue d’'un SMD dans un contexte différent peut étre un
mode d’entrée dans la maladie constitutionnelle, qui peut parfois se révéler uniqguement a
I’age adulte (6). Lorsque plusieurs membres d’une méme famille sont atteints de SMD, de
LAM, d’aplasie médullaire voire de thrombopénie inexpliquée, il faut suspecter une mutation
constitutionnelle sous-jacente portant sur les génes GATA-2, RUNX-1, CEBPa, TERC, TERT (7).

Ces étiologies restent toutefois rares.

La distinction entre SMD primitif (80-90 %) et secondaire (10-20 %) se fait donc sur I'histoire
clinique du patient ainsi que sur la notion d’exposition aux toxiques et agents mentionnés ci-

dessus.

Il.C. Clinique

Le diagnostic de SMD est fréquemment évoqué chez des patients asymptomatiques dont une
ou plusieurs cytopénies, plus rarement une macrocytose isolée, sont découvertes sur un bilan
sanguin de « routine » ou réalisé dans le cadre de I'exploration d’une autre affection. A
I'inverse, les patients symptomatiques présentent des signes cliniques en rapport avec les

cytopénies mises en évidence sur la NFS, qui reflétent le syndrome d’hématopoiése inefficace.

Le syndrome anémique est de loin le mode de révélation et d’entrée dans la maladie le plus
fréquent (80 % des cas) (8). Les signes classiques en lien avec I'anémie sont I'asthénie, la
dyspnée, la paleur cutanéo-muqueuse ou encore des douleurs de type angor selon le terrain

cardio-vasculaire du patient.
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Le syndrome hémorragique est lié¢ a la thrombopénie qui est souvent associée a une
thrombopathie fonctionnelle. Il se traduit par un purpura cutanéo-muqueux, de rares

hémorragies profondes et une hémostase altérée en cas de traumatisme et de chirurgie.

Le syndrome infectieux lié a la neutropénie et au déficit fonctionnel des granulocytes se
traduit par une susceptibilité accrue aux infections. La pneumopathie bactérienne est la

manifestation infectieuse la plus fréquente (9).

Des manifestations auto-immunes extra hématologiques, dont la prévalence est largement
augmentée par rapport a la population générale, sont rapportées dans environ 10 a 30 % des
cas (10,11). Elles sont d’ordre systémique ou spécifique d’organe : vascularites, connectivites,
rhumatismes inflammatoires, atteintes cutanées, oculaires ou rénales, neuropathies
périphériques, cytopénies auto-immunes (12—-14). En 2016, Komrokji et al. (15) ont répertorié
28 % de patients présentant une maladie auto-immune (MAI) dans leur cohorte de 1 408
patients atteints de SMD avec par ordre de fréquence : hypothyroidie (44 %), purpura
thrombopénique idiopathique (12 %), arthrite inflammatoire (11 %), psoriasis (7 %) et

vascularites (5 %).

On n’observe pas en général de syndrome tumoral, la splénomégalie devant plutot faire

suspecter un syndrome myélodysplasique/myéloprolofératif (SMD/SMP).

I.D. Numération formule sanguine et cytologie sanguine

Les cytopénies sont fréquentes, isolées ou associées. L’'examen du frottis sanguin coloré au
May-Griinwald Giemsa (MGG), systématique, est parfois contributif au diagnostic de SMD via
la mise en évidence de signes de dysplasie sur la lignée granuleuse (dégranulation, noyaux

hypolobés, corps de Dohle) ou de blastes circulants avec parfois un corps d’Auer.

L'anémie est traditionnellement de type normocytaire ou macrocytaire arégénérative ;
parfois microcytaire dans le cas d’'une anémie sidéroblastique. Le frottis sanguin fait état de
signes de dysplasie érythrocytaire de facon non systématique et non spécifique (anisocytose,
poikilocytose, anisochromie, hématies ponctuées, corps de Howell-Jolly). A noter que la
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dysérythropoiese est significativement plus marquée dans les cas de SMD avec sidéroblastes

en couronne (16).

Les plaquettes sont souvent d’aspect normal au frottis sanguin mais des plaquettes géantes
peuvent étre observées. A noter qu’une thrombocytose peut orienter vers un syndrome 5g-

ou vers un SMD/SMP.

I.LE. Myélogramme et cytologie médullaire

La réalisation d’un prélevement de moelle osseuse est indispensable a la démarche
diagnostique et permet les examens spécialisés nécessaires au diagnostic et a la classification

des SMD : cytologie, cytogénétique, biologie moléculaire et cytométrie en flux.

La moelle est généralement de richesse augmentée voire normale. Il existe des SMD a moelle
pauvre qui restent marginaux et dont I'appréciation nécessite une biopsie ostéo-médullaire,
notamment pour éliminer des diagnostics différentiels tels que la myélofibrose ou I'aplasie

médullaire.

L’association entre cytopénie et dysplasie sur la lignée correspondante est souvent retrouvée
mais n’est pas une regle stricte. L’analyse cytologique consiste en la détection de signes de
dysplasie sur au moins 10 % des cellules d’une ou plusieurs lignées et permet d’affirmer Ila
présence d’une dysérythropoiese et/ou d’une dysgranulopoiése et/ou d’une
dysmégacaryopoiese. Le compte précis des blastes médullaires est également déterminant

pour classer le SMD.

Les anomalies les plus représentatives de la dysérythopoiese (17) sont :

- des anomalies nucléaires: irrégularité, multi-nucléarité, macro- voire
mégaloblastose, ponts inter-chromatiniens, corps de Howell-Jolly ;

- des anomalies cytoplasmiques : défaut d’hémoglobinisation que I'on décrit sous le
terme de cytoplasme feuilleté, présence de sidéroblastes en couronne. La
coloration de Perls permet la mise en évidence d’'une accumulation de fer
apparaissant sous la forme de ponctuations bleu-vert dans le cytoplasme des
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érythroblastes ainsi que I'évaluation de la proportion de sidéroblastes en couronne
parmi les précurseurs érythroides. Seuls les sidéroblastes de type 3, c’est-a-dire
contenant au moins cing grains de répartition péri-nucléaire sont intégrés au

décompte.

Les anomalies les plus représentatives de la dysgranulopoiéese sont :
- des anomalies nucléaires avec
- des défauts de segmentation : pseudo-Pelger, hyposegmentation ;
- une condensation anormale de la chromatine ;
- une multi-nucléarité ;
- des anomalies cytoplasmiques : hypogranulation, persistance de basophilie, corps

de Dohle, corps d’Auer, grains de type Chediak.

Les anomalies les plus représentatives de la dysmégacaryopoiése sont principalement
nucléaires avec la présence de mégacaryocytes multi-nucléés, de mégacaryocytes hypolobés

voire monolobés caractéristiques du syndrome 5g- ou de micromégacaryocytes.

Il.F. Analyse cytogénétique

L’hématopoiése clonale observée dans les SMD peut étre mise en évidence par des techniques
de cytogénétique conventionnelle ou moléculaire (FISH pour fluorescence in situ
hybridization) qui permettent la détection d’anomalies chromosomiques au sein des cellules
hématopoiétiques myéloides. Le caryotype médullaire doit étre systématique : au moins 20

mitoses doivent étre observées, sinon le caryotype est en échec.
Les anomalies cytogénétiques sont retrouvées dans 50 % des SMD primaires contre 80 % des

SMD secondaires. Ces anomalies sont d’'une grande hétérogénéité mais les chromosomes 5,

7 et 8 sont les plus fréguemment touchés (70 % des anomalies).
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II.G. Analyse moléculaire

Les techniques de biologie moléculaire permettent de détecter de nombreuses mutations sur
différents génes chez les patients atteints de SMD. Cependant, la valeur pronostique des
anomalies décelées n’est pas toujours établie et aucune anomalie moléculaire n’est constante

ni spécifique des SMD.

Certaines anomalies moléculaires sont récurrentes dans les SMD avec une fréquence
mutationnelle variable et une association variable. Ces genes mutés codent pour des
protéines impliquées dans divers processus :
- larégulation épigénétique de la transcription (TET2, ASXL1, EZH2, DNMT3A, IDH1,
IDH2, UTX) ;
- I'épissage des pré-ARN messagers (SF3B1 muté dans 80 % des anémies
sidéroblastiques, SRSF2, ZRSF2, U2AF1) ;
- latranscription (RUNX1, TP53, ETV6, BCOR) ;
- ou plus rarement les génes des cohésines (STAG1, STAG2, RAD21, SMC1, SMC3A).

Les techniques de séquencage haut débit de type NGS (Next Generation Sequencing)
permettent actuellement de détecter des mutations dans les cellules médullaires dans la
majorité des cas de SMD. La classification OMS 2016 des SMD ne retient pour l'instant que la
recherche de mutations sur le gene SF3B1 qui sont corrélées a la présence de sidéroblastes en
couronne (18). Cependant, Il est probable que les données issues du NGS seront a l'avenir
intégrées dans les critéres permettant non seulement le diagnostic des SMD mais également
I’évaluation du pronostic et le choix de leur prise en charge thérapeutique. La place de la

recherche des mutations somatiques reste donc encore a préciser.
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Les principales anomalies moléculaires et cytogénétiques clairement identifiées sont

présentées Figure 1.
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Figure 1. Fréquence des mutations driver et des anomalies cytogénétiques identifiées chez 738
patients atteints de SMD, sous-catégorisés par type de SMD.

D’aprés Papaemmanuil et al. 2013 (19)

Il.H. Analyse immuno-phénotypique

Les anomalies phénotypiques des cellules myéloides sanguines et médullaires des différentes
lignées myéloides sont habituelles dans les SMD. Cependant, les anomalies a rechercher par
cytométrie en flux (CMF) sont nombreuses et restent souvent difficilement quantifiables. Dans
le but de conforter le diagnostic de SMD, notamment lorsque la dysplasie est incertaine et le
caryotype normal, des scores issus de |’analyse par CMF ont été développés sur les cellules
médullaires. lls reposent sur la mise en évidence de I'expression anormale d’antigénes

membranaires ou d’anomalies concernant le processus de maturation.

Parmi ces approches, le score d’Ogata est probablement le plus couramment utilisé. Ce score
peut mettre en évidence en cas de SMD une diminution des progéniteurs B CD19+ CD34+, une
augmentation du nombre de cellules CD34+, un profil d’expression anormal du CD45 sur les
progéniteurs CD34+ et une diminution de la structure des granuleux (SSC) (20). Ce score a été

développé et incrémenté de nouveaux paramétres pour en améliorer la sensibilité (21).
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Le RED-score permet la mise en évidence d’une dysérythropoiese via I'analyse des coefficients

de variation de I'expression du CD36 et du CD71 sur les érythroblastes associée au taux

d’hémoglobine (22).

L'analyse des anomalies phénotypiques sur les différents compartiments cellulaires de la

moelle osseuse peut donc étre utile au diagnostic des SMD et est désormais recommandée

par I'OMS.

IL.1. Classification des syndromes myélodysplasiques de I'adulte

(OMS 2016)

La classification OMS 2016 distingue plusieurs sous-types de syndromes myélodysplasiques

en s’appuyant sur différents critéres :

le nombre de cytopénie(s) sanguine(s) avec des seuils définis (hémoglobine < 10
g/dL, plaquettes < 100 G/L et polynucléaires neutrophiles < 1,8 G/L) ;

le nombre de lignée(s) myéloide(s) dysplasique(s) au niveau médullaire ;

le pourcentage de blastes sanguins et médullaires ;

la présence de corps d’Auer ;

le pourcentage de sidéroblastes en couronne ;

la présence d’une mutation sur le géne codant pour la protéine SF3B1 ;

la présence d’une del(5q) au caryotype.

D’autres criteres sont indispensables pour poser le diagnostic de SMD :

un compte de blastes sanguins et médullaires < 20 %. Dans le cas contraire, le
diagnostic retenu sera celui d’'une leucémie aigué ;

un compte de monocytes sanguins < 1 G/L. Dans le cas contraire, le diagnostic
évoqué sera celui d’un syndrome myélodysplasique/myéloprolofératif (SMD/SMP)

de type leucémie myélomonocytaire chronique (LMMC).

L’ensemble des criteres de cette classification définissant les sous-types de SMD est présenté

dans le Tableau 1.
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SMD sans sidéroblaste en couronne
MDS with single lineage dysplasia (SMD-SLD) ou
Cytopénie réfractaire avec dysplasie unilignée (CRDU)

MDS with multilineage dysplasia (SMD-MLD) ou
Cytopénie réfractaire avec dysplasie multilignée (CRDM)

SMD avec sidéroblastes en couronne (SMD-RS) #
Cytopénie réfractaire avec dysplasie unilignée et

présence de sidéroblastes en couronne (SMD-RS-SLD)

Cytopénie réfractaire avec dysplasie multilignée et
présence de sidéroblastes en couronne (SMD-RS-MLD)

SMD avec délétion 5q isolée

SMD avec exces de blastes
SMD avec excés de blastes de type | (SMD-EB-I)

SMD avec exces de blastes de type Il (SMD-EB-II)

SMD inclassables
Avec pancytopénie et dysplasie unilignée

Avec 1 % de blastes dans le sang

Avec une anomalie cytogénétique associée aux SMD

SANG

MOELLE OSSEUSE

Cytopénie(s) *

lou?2

lou2

lou2

Blastes
Absence
ourares<1%
Absence
ou rares < 1%
Absence
ourares<1%
Absence

ourares<1%

Absence

ourares<1%

2-4%

5-19%

Absence

ourares<1%

1%°

<1%

Lignée(s)
dysplasique(s) 2
1

20u3

20u3

Blastes

<5%

<5%

<5%

<5%

<5%

5-9%

10-19%

<5%

<5%

<5%

Sidéroblastes en couronne 3

<15%
ou < 5 % si mutation de SF3B1

<15%
ou < 5 % si mutation de SF3B1

>215%
ou 2 5 % si mutation de SF3B1

>15%
ou 2 5 % si mutation de SF3B1

indifférent

indifférent

indifférent

indifférent

indifférent

<15%

Autres

Pas de corps d’Auer
Anomalies cytogénétiques présentes ou non
Criteres du SMD del(5q) non réunis
Pas de corps d’Auer
Anomalies cytogénétiques présentes ou non
Critéres du SMD del(5q) non réunis

Pas de corps d’Auer
Anomalies cytogénétiques présentes ou non
Critéres du SMD del(5q) non réunis
Pas de corps d’Auer
Anomalies cytogénétiques présentes ou non
Critéres du SMD del(5q) non réunis

Pas de corps d’Auer
del(5q) isolée ou associée a une seule
anomalie additionnelle (hors 7- ou del(7q))

Pas de corps d’Auer
Anomalies cytogénétiques présentes ou non
Avec ou sans corps d’Auer
Anomalies cytogénétiques présentes ou non

Pas de corps d’Auer

Anomalies cytogénétiques présentes ou non
Pas de corps d’Auer

Anomalies cytogénétiques présentes ou non
Pas de corps d’Auer

Anomalie(s) cytogénétique(s) évocatrice(s)

Tableau 1. Classification des SMD de I’adulte (OMS 2016)

1 cytopénies définies par les seuils retenus par I’'OMS : hémoglobine < 10 g/dL ; plaquettes < 100 G/L ; polynucléaires neutrophiles < 1.8 G/L.

2une lignée est considérée comme dysplasique si > 10 % des cellules de la lignée myéloide touchée sont dysplasiques.

3en % des précurseurs érythroides médullaires.

4avec absence de thrombocytose (plaquettes < 450 G/L).

> relevés a au moins 2 occasions distinctes.
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Il.J. Diagnostics différentiels

La suspicion de SMD repose sur 'observation de cytopénies persistantes a la NFS aprés avoir
éliminé toutes les autres étiologies. Les diagnostics différentiels notamment de I'anémie
normo-macrocytaire arégénérative peuvent facilement étre éliminés par dosage sanguin : TSH
pour éliminer une hypothyroidie, créatinine pour une insuffisance rénale chronique, vitamines
B12/folates pour une carence. Les facteurs aggravant I’'anémie sont aussi a rechercher par le
bilan biologique : bilan martial, bilan hépato-cellulaire, recherche d’un syndrome
inflammatoire, haptoglobine et bilirubinémie. L'interrogatoire a toute sa place devant une

macrocytose pour éliminer une prise médicamenteuse ou un alcoolisme chronique.

En cas de thrombocytose, hyperleucocytose, splénomégalie ou myélofibrose le diagnostic
s’orientera plutot vers un SMD/SMP ou un SMP. Les suspicions de SMD avec myélofibrose
avec découverte de mutations de JAK2, MPL ou CAL-R peuvent réorienter le diagnostic vers

une splénomégalie myéloide.

Méme aprés I'élimination des causes évidentes de cytopénie, le diagnostic positif de SMD
n’est pas toujours aisé, surtout si on ne retrouve pas d’anomalie cytogénétique et que les
signes de dysplasie restent discrets voire absents. Il peut alors étre utile de répéter les

examens a distance pour vérifier la persistance et |’évolution des anomalies constatées.

Dans ce contexte, Il a récemment été décrit des états « pré-SMD » dont I'évolution est tres
variable puisque ces conditions peuvent persister sans manifestation clinique ni
retentissement biologique sur la NFS, ou évoluer vers un SMD (ou vers une autre hémopathie
myéloide) (Tableau 2). Ainsi, une hématopoiése clonale de signification indéterminée (CHIP
pour Clonal Haematopoiesis of Indeterminate Potential) peut étre mise en évidence chez des
patients agés via la détection de mutations dans des genes fréquemment mutés dans le cadre
de pathologies hématologiques comme les SMD, mais sans qu’une cytopénie ne soit observée
a la NFS. La fréquence des CHIP augmente avec |’age (23) et pourrait prédisposer ces patients

au développement d’une hémopathie myéloide de type SMD.
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Dans le cas ol cette anomalie moléculaire est associée a une cytopénie sans que l'analyse de
la moelle osseuse ne puisse mettre en évidence des signes de dysplasie ou d’anomalie
cytogénétique, on parlera alors de cytopénie clonale de signification indéterminée (CCUS pour
Clonal Cytopenia of Indetermined Significance). Son évolution n’est pas systématique mais elle

peut évoluer vers un SMD ou une authentique LAM (24).

Enfin, dans le cas d’une cytopénie persistante sans cause évidente ni signe de dysplasie au
myélogramme, ni marqueur d’hématopoiése clonale (analyses cytogénétiques et
moléculaires normales), le diagnostic d’ICUS (Cytopénie Idiopathique de Signification

Indéterminée) sera posé et dont I'évolution possible en CCUS ou SMD devra étre surveillée.

Pre-MDS Conditions and MDS

Feature ICUS IDUS CHIP CCUS LR MDS HR MDS

Monoclonal/

Oligoclonal -+ +/- + + + +
Dysplasia* = + - - + +
Cytopenia(s)** + - + + +

BM blasts <5% <5% <5% <5% <5% <20%
Flow abnormalities +/- +/- +- +/- ++ ot
Cytogenetic

abnormalities <[k [k +/- - + ot
Molecular

aberration/s**¥* - - + + s 4+

Tableau 2. « Pré-SMD » et SMD : critéres diagnostiques
D’aprés Valent et al. 2017 (2)

ICUS : cytopénie idiopathique de signification indéterminée; IDUS : dysplasie idiopathique de
signification indéterminée ; CHIP : clonal haematopoiesis of indeterminate potential ; CCUS : cytopénie
clonale de signification indéterminée ; LR MDS : SMD de bas risque ; HR MDS : SMD de haut risque.

* au moins 10 % des cellules d’une lignée myéloide sont dysplasiques.
** cytopénie persistante sur une période d'au moins 4 mois.
*** dans certains cas, un clone de petite taille avec une anomalie cytogénétique associée aux SMD est détectable
par FISH.
**** une anomalie moléculaire est définie par une mutation associée a un SMD avec une charge allélique > 2 %.
Une des conditions pour définir un état pré-SMD est une charge allélique > 2 %, tandis que la charge allélique
minimale pour compter comme un co-critere de SMD devrait étre plus élevée (10 % par exemple). Cependant, une
charge allélique élevée n'exclut pas un CHIP ou un CCUS. Lorsque plusieurs co-criteres de SMD sont présents, le
diagnostic de SMD peut étre établi en I'absence de dysplasie.
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En conclusion, le diagnostic des SMD repose sur I'association de plusieurs critéres majeurs
et/ou mineurs qui sont résumés dans le Tableau 3.

A. Prerequisite Criteria (both must be fulfilled)

- Persistent (4 months) peripheral blood cytopenia** in one or more of
the following lineages: erythroid cells, neutrophils, platelets
(exception: in the presence of a blast cell excess and MDS-related cytogenetic
abnormalities the diagnosis of MDS can be established without delay)

- Exclusion of all other hematopoietic or non-hematopoietic disorders
as primary reason for cytopenia/dysplasia®**

B. MDS-Related (Major) Criteria (at least one must be fulfilled)

- Dysplasia in at least 10% of all cells in one of the following lineages
in the bone marrow smear: erythroid; neutrophilic; megakaryocytic****

- =15% ring sideroblasts (iron stain)
or =5% ring sideroblasts (iron stain) in the presence of SF3B1 mutation

- 5-19% myeloblasts on bone marrow smears (or 2-19% myeloblasts on blood smears)

- Typical chromosome abnormality(ies) by conventional karyotyping or FISH*¥*#*%*

C. Co-Criteria (for patients fulfilling A but not B, and otherwise show typical
clinical features, e.g. macrocytic transfusion-dependent anemia; two or more of
these co-criteria must be fulfilled for considering a provisional diagnosis of MDS)

- Abnormal findings in histologic and/or immunohistochemical studies of bone marrow
biopsy sections supporting the diagnosis of MDS*#**

- Abnormal immunophenotype of bone marrow cells by flow cytometry, with
multiple MDS-associated phenotypic aberrancies indicating the presence of a

monoclonal population of erythroid and/or myeloid cells

- Evidence of a clonal population of myeloid cells determined by
molecular (sequencing) studies revealing MDS-related mutations®**#**

Tableau 3. Critéres minimaux pour porter le diagnostic de SMD

D’aprés Valent et al. 2017 (2)

Le diagnostic de SMD peut étre posé lorsque les deux critéres « A » et au moins un critére majeur « B » sont
présents. Si aucun critere majeur n'est présent mais que le patient souffre probablement d’une hémopathie
myeéloide clonale, les co-criteres « C » doivent étre recherchés et peuvent aider a conclure que le patient a une
néoplasie myéloide ressemblant G SMD ou est a risque de développer un SMD. Dans ce contexte, des
investigations répétées au cours du suivi sur la moelle osseuse peuvent étre nécessaires pour porter un diagnostic

final de SMD.
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Il.K. Evolution et classification pronostique IPSS-R

L’évolution des SMD tend de fagon systématique vers I'aggravation des cytopénies et la
majoration du syndrome d’insuffisance médullaire. L’acutisation en LAM survient dans 30 %
des cas avec I’'accumulation plus ou moins progressive de blastes, I'aggravation des cytopénies

et I'apparition de nouvelles anomalies cytogénétiques.

Plusieurs scores pronostiques existent pour estimer la survie médiane des patients et prévoir
I’évolution de la maladie vers une LAM. Les SMD étaient classés schématiquement en fonction
de leur gravité en SMD de bas risque (IPSS faible et intermédiaire-I) et SMD de haut risque
(IPSS intermédiaire-Il et haut) selon I'IPSS proposé par Greenberg en 1997 (25). Il a depuis été
révisé et remplacé en 2012 par I'IPSS-R (International Prognosis Scoring System - Revised) (26)
qui est le score pronostique le plus couramment utilisé. Par rapport a I'lPSS, le score IPSS-R
donne plus d’impact aux anomalies cytogénétiques observées au caryotype (Tableau 4) et a
la profondeur des cytopénies. Il distingue 5 catégories pronostiques détaillées dans les

Tableau 5 et Tableau 6.

D’autres facteurs ne sont pas pris en compte dans ce score mais orientent le choix
thérapeutique : I'age, I'état général évalué par le performance status, les comorbidités et les

mutations somatiques identifiées.

En cas d’évolutivité (aggravation voire apparition de cytopénies, blastes circulants, myélémie),
il est nécessaire de réaliser un nouveau myélogramme ainsi qu’un caryotype médullaire si
celui-ci peut avoir des conséquences thérapeutiques. Les complications des transfusions

itératives sont aussi a prendre en compte (hémochromatose secondaire, allo-immunisation).
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Groupes pronostiques

Anomalies cytogénétiques

% de patients

Médiane de survie

Délai médian pour 25%

(années) d’évolution en LAM (années)
Tres favorable Simple : -Y ; del(11q) 4 5,4 Non atteint
Favorable Simple : normal ; del(5q) ; del(12p) ; del(20q) 72 4,8 9,4
Double : 2 anomalies dont la del(5q)
Intermédiaire Simple : del(7q) ; +8 ; +19; i(17q) ; tout autre anomalie simple 13 2,7 2,5
Double : tout autre anomalie double
Défavorable Simple : -7 ; inv(3)/t(3q)/del(3q) 4 1,5 1,7
Double : 2 anomalies dont -7/del(7q)
Complexe : 3 anomalies
Tres défavorable Complexe > 3 anomalies 7 0,7 0,7
Tableau 4. Classification cytogénétique de I'IPSS-R
Variable pronostique 0 0,5 1 1,5 2 3 4
Catégorie cytogénétique Tres favorable Favorable Intermédiaire Défavorable Tres défavorable
Blastes médullaires <2% >2%et<5% 5-10 % >10%
Hémoglobine (g/dL) >10 >8et< 10 <8
Plaquettes (G/L) >100 >50 et <100 <50
PNN (G/L) >0,8 <0,8

Tableau 5. Critéres pour le calcul de I'IPSS-R

Catégorie de risque Score % de patients Médiane de survie Délai médian pour 25%
(années) d’évolution en LAM (années)
Tres faible <1,5 19 8,8 Non atteint
Faible >1,5-3 38 5,3 10,8
Intermédiaire >3-4,5 20 3 3,2
Elevé >4,5-6 13 1,6 1,4
Trés élevé >6 10 0,8 0,73

Tableau 6. Score global IPSS-R
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Il.L. Thérapeutique

Plusieurs stratégies et approches sont envisageables en fonction de critéres cliniques (age,
état général, évolutivité) et biologiques (classification IPSS-R). Schématiquement, pour les
SMD de bas risque, I'objectif est d’améliorer la qualité de vie en limitant les cytopénies et leurs
conséquences cliniques alors que chez les patients atteints de SMD de risque élevé, I'objectif

est de controler la prolifération des blastes leucémiques et de retarder I’évolution en LAM.

L'allogreffe de cellules souches hématopoiétiques, seul traitement potentiellement curatif,
est réservée aux patients de moins de 65-70 ans avec un SMD de haut risque, sans comorbidité

majeure et avec un donneur compatible disponible.

Les autres options chez ces patients avec SMD de haut risque ont un réle suspensif. Il s’agit de
la chimiothérapie intensive (anthracyclines et aracytine) ou d’agents hypométhylants
(azacitidine) qui peuvent aussi étre administrés en attente d’une greffe de moelle osseuse.
L'azacitidine est le traitement de premiére ligne car relativement bien toléré ; il apporte une

indépendance transfusionnelle et permet un gain de survie (27).

Dans les formes de bas risque, la prise en charge est avant tout symptomatique et vise a
améliorer la qualité de vie en corrigeant les cytopénies. En effet de nombreux sujets agés
tolerent parfaitement leur maladie et n’ont besoin que d’un traitement symptomatique voire

d’une simple surveillance.

En cas d’anémie, des transfusions itératives de culots globulaires phénotypés sont souvent
proposées. Le recours a |I"érythropoiétine recombinante ou a la darbepoiétine, associées ou
non au G-CSF (granulocyte-colony stimulating factor), permet de diminuer les besoins
transfusionnels. Un traitement par |énalidomide chez les patients avec un syndrome 5q- est
une alternative en cas d’anémie dépendante des transfusions. Un traitement rapide et
probabiliste par une antibiothérapie large spectre est préconisé en cas de neutropénie sévere
et de signes d’infection. Le G-CSF en cure courte peut aussi étre discuté. La prévention de
I’'hnémochromatose secondaire par des chélateurs du fer est a prévoir et a instaurer dés que

nécessaire en cas de transfusions répétées.
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l1l. MICROENVIRONNEMENT ET DEREGULATION
IMMUNITAIRE DANS LES SYNDROMES
MYELODYSPLASIQUES

Les SMD sont des pathologies hétérogenes dont la physiopathologie implique de nombreuses
anomalies génétiques des cellules souches hématopoiétiques mais également des anomalies
du microenvironnement meédullaire. Celui-ci est composé de cellules stromales
mésenchymateuses, de cellules immunitaires, d’'une matrice extracellulaire et de vaisseaux.
L’'ensemble de ces cellules constitue un réseau complexe ol la CSH myélodysplasique interagit
avec son microenvironnement qui est « éduqué » pour promouvoir sa prolifération et son

développement.

Il semble clairement établi qu’un environnement inflammatoire et un déreglement du
systeme immunitaire jouent un réle majeur dans la genése des SMD. Limplication de
I'immunité dans ces pathologies est d’ailleurs suggérée par le fait que les patients présentant
une maladie auto-immune ont un risque accru de développer un SMD (odds ratio de 1,5 a 3,5
selon les études) (15). Ce contexte dysimmunitaire fréquemment rencontré favorise
vraisemblablement la survenue des SMD. Des études ont d’ailleurs montré une amélioration
de la survie globale, un bénéfice sur les cytopénies et un risque moindre de progression vers
la LAM apres un traitement immunosuppresseur, en particulier chez les patients les plus
jeunes présentant un SMD a faible risque (28). Les traitements immunosuppresseurs comme
le sérum anti-lymphocytaire ou la ciclosporine ont montré leur potentiel thérapeutique en
apportant une amélioration hématologique et une suppression des clones T fréquemment

observés chez les patients atteints de SMD de bas risque (29).

Une apoptose augmentée des précurseurs hématopoiétiques est une des caractéristiques des
SMD de bas risque. Cette apoptose est en partie liée a une dysfonction de la réponse cellulaire
T et de la réponse innée. Les lymphocytes T CD8+ cytotoxiques oligoclonaux activés par le
complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) des CSH malignes, proliférent et répriment les
précurseurs myéloides normaux. Une augmentation des lymphocytes T CD8+ et de leur
cytotoxicité a été observée chez des patients atteints de SMD de faible risque (30). Les
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précurseurs hématopoiétiques sont probablement la cible de ces cellules lymphoides T CD8+
qui reconnaissent des auto-antigenes exprimés a la fois par des précurseurs dysplasiques et

normaux.

De plus, les cellules lymphoides T sécretent des cytokines pro-inflammatoires telles que le
TNF-a et I'INF-y dans le microenvironnement médullaire, ce qui inhibe I'"hématopoiese
normale et induit I'expression de PD-L1 sur les cellules tumorales favorisant ainsi
I’échappement de ces cellules a la surveillance immunitaire. L’environnement cytokinique
médullaire, lié aux cellules tumorales et aux cellules stromales mésenchymateuses ou encore
a linflammation systémique, renforce I'expression du Fas receptor sur les précurseurs
hématopoiétiques : ils sont alors plus sensibles a I'apoptose (31). Les cellules stromales
mésenchymateuses inhibent |'activation des lymphocytes T médullaires par interaction
directe, ou indirecte médiée par des molécules telles que I'IDO (indoléamine 2,3-
dioxygénase) ; ces cellules stromales mésenchymateuses peuvent cependant étre défaillantes

dans les SMD de bas risque (30).

Dans les SMD de haut grade, I'apoptose est moindre et on observe une faible réponse au
traitement immunosuppresseur. Par ailleurs, une augmentation de I'expression de certains
« immune checkpoints » (tels que PD-1 ou PD-L1) a la surface des cellules CD34+ et des cellules

mononucléées du sang périphérique a été observée dans les SMD (32).

Les cellules myéloides suppressives ou MDSCs (Myeloid Derived Suppressor Cells) semblent
également impliquées dans la dérégulation du systeme immunitaire observée dans les SMD.
Les MDSCs regroupent des progéniteurs et précurseurs de macrophages, de polynucléaires et
de cellules dendritiques et sont connues pour favoriser la croissance tumorale via I'inhibition
de la réponse immunitaire anti-tumorale (33). En effet, ces cellules ont une action suppressive
vis-a-vis des cellules présentatrices d’antigenes et des cellules T effectrices et inhibent
également la production d’INF-y. Ces cellules se développent en réponse a des signaux pro-
inflammatoires et entrainent la production de diverses cytokines suppressives comme le TGF-
B et I'lL-10. Chez les patients atteints de SMD, il a été rapporté une accumulation et une
activation de ces cellules au niveau médullaire médiée par la molécule pro-inflammatoire
S100A9 (34). Les MDSCs participent donc elles aussi au processus de dérégulation

immunitaire.
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Les cellules lymphoides NK jouent également un role essentiel dans le processus de
surveillance immunitaire par la sécrétion de cytokines et leur activité cytolytique. La
fréquence et I'activité des cellules NK semble plus élevée dans la moelle osseuse des patients
atteints de SMD de faible risque par rapport a celle des patients atteints de SMD de haut grade
(30). Cette augmentation de [Iactivité des lymphocytes NK pourrait participer a
I'augmentation de l'apoptose des précurseurs médullaires. Cependant, I'implication des
cellules NK reste controversée puisqu’une autre étude a montré que I'activité cytotoxique des
lymphocytes NK était défectueuse chez les patients atteints de SMD ce qui diminuerait la

surveillance immunitaire et favoriserait I'évolution de la pathologie (35).

Enfin, les lymphocytes T régulateurs sont aussi impliqués dans la dérégulation du systéme
immunitaire décrite dans les SMD. En effet, ces cellules jouent un réle crucial dans la
surveillance immunitaire et dans la régulation de I'auto-immunité et sont rapportées comme
augmentées dans de nombreux types de cancers. Un nombre diminué de lymphocytes Tregs
permet l'activation de clones de cellules T auto-réactifs, facilitant ainsi un degré élevé
d'apoptose, I'une des caractéristiques des SMD de faible risque ; tandis qu'un nombre élevé
de lymphocytes Tregs inhibe la réponse immunitaire contre les clones dysplasiques, facilitant
ainsi leur expansion et la progression de la maladie. Ainsi, les SMD de haut risque sont associés
a des taux de lymphocytes Tregs en nombre plus élevé que les SMD de faible risque (25,26).
La littérature concernant I'implication de cette population dans la physiopathologie des SMD

sera plus largement abordée dans le chapitre correspondant.

En conclusion, le microenvironnement médullaire semble jouer un réle permissif vis-a-vis du
clone dysplasique. La dérégulation du systéme immunitaire met en jeu de nombreux acteurs
cellulaires et des mécanismes complexes qui favorisent le développement et I'évolution des
SMD. La compréhension des mécanismes impliqués dans cet échappement des clones de SMD
vis-a-vis du systéme immunitaire est un enjeu important puisque des stratégies
thérapeutiques qui modulent le systéme immunitaire (le lenalidomide par exemple) ont déja

montré leur efficacité clinique (36).

C’est dans ce contexte que mon travail de thése se focalise sur I'étude des lymphocytes T

régulateurs.
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IV. LES LYMPHOCYTES T REGULATEURS

IV.A. Définition et généralités

Les lymphocytes T régulateurs (Tregs) représentent 5 a 10 % de la population lymphocytaire
T CD4+ dans le sang. Le facteur de transcription intracellulaire FoxP3 est la clé de vo(te de
leur développement et de leur fonctionnalité : il est le marqueur caractéristique et spécifique

des Tregs.

Ces cellules ont un réle capital dans la réponse immunitaire en permettant le maintien de
I’'homéostasie immune. Par leur action modulatrice et suppressive sur les autres cellules du
systeme immunitaire, les Tregs sont impliqués dans le contrdle de la réponse immunitaire vis-
a-vis de situations cliniques variées comme les maladies auto-immunes, les allergies, les

infections, les transplantations et les cancers.

IV.B. Historique

Le concept de lymphocytes T régulant de fagon négative les fonctions effectrices des cellules
T effectrices a été mis en évidence au début des années 1970 dans le contexte de maladies
auto-immunes (MAI). En effet, la thymectomie de souriceaux au troisieme jour apres la
naissance est responsable du développement de maladies auto-immunes (37). Une thyroidite
auto-immune est également observée chez des rats thymectomisés post-irradiation. De plus,
le transfert de lymphocytes T CD4+ issus de rats sains chez ces mémes rats thymectomisés

supprime ces manifestations auto-immunes (38,39).

Sakaguchi a montré en 1985 que l'injection de lymphocytes T CD4+ CD25'% chez la souris
nude (souris porteuse d’une mutation responsable d’'une aplasie du thymus entrainant un
déficit du systéeme immunitaire par absence de lymphocyte T), induit des manifestations auto-
immunes qui sont inhibées aprés injection de cellules T CD4+ CD25Me", C’est aussi en déplétant

la plus petite fraction de lymphocytes T CD4+ entrainant I'apparition de maladies auto-
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immunes sévéres sur des rongeurs que Sakaguchi a isolé cette population lymphocytaire

suppressive exprimant les marqueurs CD4 et CD25 (40,41).

Dans un premier temps nommés lymphocytes T suppresseurs, ils ont depuis été renommés
lymphocytes T régulateurs et identifiés comme une des composantes majeures de la tolérance
immunitaire. Il a été depuis largement mis en évidence le réle protecteur des Tregs dans
plusieurs MAI notamment chez la souris comme la colite auto-immune, le diabéte ou le lupus ;
leur transfert in vivo réprime la maladie alors que leur déplétion accélére ou déclenche la
maladie. Il en est de méme pour la réaction du greffon contre I’hGte et le rejet de greffe qui

sont atténués par ces cellules CD4+ CD25+.

IV.C. Sous-populations lymphocytaires T

Parmi les lymphocytes T auxiliaires CD4+, on distingue des populations pro-inflammatoires ou
anti-inflammatoires dont la différenciation dépend de I’environnement cytokinique (Figure 2):

- les lymphocytes Thl dont la différentiation impliquant le facteur de transcription T-
bet est orientée par I'lL-12. Les lymphocytes Thl sécretent de I'lFN-y, du TNF-a, stimulent
I'immunité cellulaire et la production d’anticorps opsonisants et activent les lymphocytes T
cytotoxiques et les macrophages.

- les lymphocytes Th2 dont la différentiation est médiée par le facteur de transcription
GATA-3 et orientée par I'lL-4. Les lymphocytes Th2 sécretent de I'lL-4, de I'IL-5 et de I'IL-13 ;
ils stimulent I'immunité humorale, favorisent la production d’IgM, d’IgA et d’IgE, |'atopie et la
lutte antiparasitaire.

- les lymphocytes Th17 dont la différentiation impliquant le facteur de transcription
RORYyT est orientée par I'lL-6 et le TGF-B. Les lymphocytes Th17 sécretent de I'lIL-6 et de I'IL-
17 qui sont nécessaires au recrutement des polynucléaires neutrophiles au stade précoce de
I'infection.

- les lymphocytes Tregs dont la différentiation est médiée par le facteur de
transcription FoxP3 et orientée par le TGF-B et I'lL-10. Les lymphocytes Tregs sécretent de I'IL-

10, de I'IL-35 et du TGF-B et favorisent le phénomeéne de tolérance immunitaire.
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Figure 2. Différenciation des lymphocytes T helper

D’apres O’Shea et al. 2010 (42)

L’équilibre entre une action pro-inflammatoire visant a éliminer les pathogénes et les cellules
tumorales (role d’immuno-surveillance), et une action anti-inflammatoire des lymphocytes
Tregs est nécessaire pour éviter le phénomeéne d’échappement tumoral et la survenue de

maladies auto-immunes.

IV.D. Sous-populations de lymphocytes T régulateurs

IV.D.1. Lymphocytes T régulateurs naturels et induits

Les lymphocytes Tregs que I'on retrouve dans le sang forment un groupe hétérogene de
cellules qui different par leur origine : on distingue les Tregs naturels (nTregs) et les Tregs

induits ou adaptatifs (iTregs).

Les nTregs acquierent leur fonction régulatrice lors de leur développement dans le thymus.
Potentiellement auto-réactifs, ils sont sélectionnés dans le thymus (sélection positive) par une
liaison de forte affinité aux molécules du CMH présentant des peptides du soi. Ills sont CD4+
et expriment de fagon constitutionnelle le CD25 et FoxP3. lls constituent le contingent

principal des Tregs.
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Les iTregs se différencient en périphérie a partir de lymphocytes T naifs CD4+ CD25- apres
stimulation antigénique suffisante et stimulation par des cytokines immuno-régulatrices :

TGF-B, IL-10 et IL-4. lls acquierent alors I’expression de FoxP3 et de CD25.

Cette distinction serait aussi corrélée a I'expression de profils phénotypiques différents

présentés Figure 3.
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Figure 3. Les similitudes et différences majeures des marqueurs de surface et intracellulaires des
nTregs et iTregs

D’apreés Frydrychowicz et al. 2017 (43)

FoxP3 : Forkhead box protein 3 ; TCR : T cell receptor ; MHC I ou Il: major histocompatibility complex class | ou Il ;
ATP : adenosine triphosphate ; AMP : adenosine monophosphate ; GARP : glycoprotein A repetitions predominant
; LAP : lamina associated polypeptide ; CTLA-4 (CD152) : cytotoxic T lymphocytes associated antigen-4 ; LAG-3 :
lymphocyte activation gene-3 ; PD-1: programmed cell death protein-1 ; ICOS (CD278) : inducible T cell
costimulator ; GITR : glucocorticoid-induced tumour necrosis receptor ; GAL-1 : galectin-1 ; NRP1 : neuropilin 1.

Selon certains auteurs, ces différences phénotypiques suggerent des implications différentes
entre ces deux sous-populations de lymphocytes Tregs: les nTregs seraient plutot
responsables du maintien de la tolérance vis-a-vis du soi et les iTregs de la régulation de la

réponse envers le non-soi (44,45).
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IV.D.2. Lymphocytes T régulateurs A et B

Kordasti et al. ont proposé en 2016 une nouvelle classification des sous-populations de
lymphocytes Tregs : les Tregs A et les Tregs B. Ces 2 sous-populations ont été identifiées a
partir de données obtenues par cytométrie de masse et analysées a |'aide des algorithmes
automatisés ViSNE (visually - stochastic neighbor embedding) et SPADE (spanning - tree

progression analysis of density-normalized events) (46).

L’'objectif initial de leur étude était d’identifier dans le sang une signature immune chez les
patients atteints d’aplasies médullaires idiopathiques, répondeurs ou non au traitement par
immunosuppresseur. Comme attendu dans ce contexte de pathologie auto-immune, il a été
mis en évidence une diminution du nombre de lymphocytes Tregs dans le sang des patients
atteints d’aplasie médullaire par rapport aux donneurs sains. L'utilisation des algorithmes
automatisés viSNE et SPADE a également permis d’identifier 2 sous-populations distinctes de
Tregs dont la répartition était prédictive d’une réponse au traitement par immunosuppresseur

chez les patients atteints d’aplasie médullaire.

La différentiation Tregs A et B s’appuie sur des profils différents en termes de :

1/ Caractérisation phénotypique

Au sein de la population de lymphocytes Tregs identifiée par le phénotype FoxP3Meh CD25high
CD127"Y, 2 clusters de cellules sont nettement mis en évidence par I'analyse viSNE : les Tregs
A et les Tregs B (Figure 4 A). Les marqueurs identifiés les plus discriminants des Tregs B vis-a-
vis des Tregs A sont les suivants : CD45RA%, CD7'°%, CD27'°%, CCR4Meh, CCRe6Me", CD25Meh,
CD28"e" CD45ROMe", CD95Meh, CXCR3Me, FOXP3Mieh, HLA-DRM&" correspondant au phénotype
des Tregs B (Figure 4 B). Parmi ces marqueurs, les trois les plus significativement différents

entre les Tregs A et B sont les CD95, CCR4, CD45R0O (46).
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Figure 4. Identification des sous populations de lymphocytes T régulateurs par clustering
automatisé
D’aprés Kordasti et al. 2016 (46)

A : Mise en évidence sur ces density plots de deux sous-populations de Tregs, A et B (désignées par des
fleches) a partir d’une représentation en 2 dimensions des données multiparamétriques obtenues par
I’algorithme ViSNE.

B : Expression des marqueurs les plus discriminants entre lymphocytes T CD4+ totaux et Tregs (en haut),
et entre Tregs A et Tregs B (en bas).

Dans cette étude, la distinction des Tregs A et B par |'expression des marqueurs CD4, CD25,

CD127, FoxP3, CD95, CCR4 et CD45RA a également été validée par cytométrie en flux (46).

2/ Profil d’expression génique

En analysant le profil d’expression des genes dans les lymphocytes Tregs, il a logiguement été
observé un enrichissement en « Treg-specific genes » (IL-2RA, FOXP3, IKZF2, FCRL3, TIGIT, et
CTLA4). En accord avec les résultats obtenus par cytométrie, il a également été montré que
les Tregs B sont enrichis en genes liés a la mémoire et a I'activation (JAKMIP1, CCR8, TRIB1 et

GZMK) par rapport aux Tregs A (46).

De plus, les genes impliqués dans la régulation du cycle cellulaire, la prolifération, la
signalisation intracellulaire IL-2/STAT5 et la réponse immunitaire sont surexprimés dans les
Tregs B par rapport aux Tregs A, suggérant que la sous-population Tregs B a une capacité de

prolifération plus importante.
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3/ Fonction immunosuppressive

Les lymphocytes Tregs B ont une capacité significativement plus importante a réduire la

sécrétion d'IFN-y et de TNF-a des cellules T effectrices par rapport aux Tregs A (46).

Pour conclure, I'ensemble des données génomiques, phénotypiques et fonctionnelles
observées dans ces 2 sous-populations de lymphocytes Tregs suggerent que les Tregs B sont,

par rapport aux Tregs A, des cellules aux capacités immunosuppressives plus importantes.

IV.E. Caractéristiques phénotypiques

IV.E.1. FoxP3

Le marqueur le plus spécifique de la population Tregs, identifié au début des années 2000, est
le facteur de transcription FoxP3 (Forkhead box P3 codé par le géne FoxP3). Il est déterminant
pour le développement et la fonctionnalité des Tregs; il est capital pour maintenir la

suppression du systéme immunitaire et constitue le marqueur de lignée des Tregs.

Des mutations sur le géne FoxP3 induisent la génération de lymphocytes auto-réactifs a
I'origine d’une maladie auto-immune sévére et rare, I'IPEX chez I'homme (Immune

dysregulation, Polyendocrinopathy, Enteropathy, X-linked syndrome) ou chez la souris scurfy.

Le role déterminant de FoxP3 est démontré par le fait qu’en transduisant des lymphocytes T
de souris avec FoxP3, ils acquierent les caractéristiques fonctionnelles et phénotypiques des
Tregs et sont capables d’inhiber la prolifération de cellules T effectrices (47). FoxP3 interagit
avec d’autres facteurs de transcription impliqués dans I'activation, la différentiation ou la

réponse a une stimulation du TCR.

Pour étre actif, FoxP3 forme un complexe avec le facteur de transcription NFAT (Nuclear factor
of activated T cells). Ce complexe stimule I'expression de marqueurs comme CTLA-4 et CD25
et réprime la sécrétion d’IL-2, d’'IL-4 et d’IFN-y. Si une mutation de FoxP3 empéche son
interaction avec NFAT, alors son action est compromise. L’activation de STATS induite par I'IL-
2 est nécessaire a I'expression et au maintien de la stabilité de Foxp3. Des mutants murins

avec des lymphocytes T CD4+ incapables de répondre a une stimulation par le TGF-B, qui est
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nécessaire a la différenciation des lymphocytes Tregs et a I'expression de FoxP3, voient leurs
Tregs diminuer et développent une pathologie auto-immune sévére similaire a celle des souris

scurfy.

En raison de sa localisation intracellulaire, I’étude de I'expression de FoxP3 par cytométrie en

flux nécessite la fixation et la perméabilisation des cellules.

IV.E.2. Autres marqueurs

Les lymphocytes Tregs sont caractérisés par des marqueurs de surface (CD3+ CD4+ CD25"ieh

CD127'"°%) qui permettent de les identifier par CMF.

Le CD25 correspond a la chaine a du récepteur de haute affinité a I'lL2 (IL-2Ra). Il est présent
sur les lymphocytes T CD4+ et est fortement exprimé a la surface des lymphocytes Tregs. Le

CD127 correspond a la chaine a du récepteur a I'lL-7 (IL-7Ra).

D’autres marqueurs sont décrits :

- CTLA-4 (cytotoxic T lymphocyte associated antigen-4) aussi appelé CD152 ;

- GITR (glucocorticoid induced tumor necrosis factor receptor) ;

- galectine 1, LAP (latency-associated peptide), ICOS (inducible costimulator), PD-1
(programmed cell death protein-1), GARP (glycoprotein A repetitions predominant),
LAG-3 (lymphocyte activation gene-3) (43) ;

- des molécules d’adhésion méme en I'absence de stimulation antigénique : CD11a
(LFA-1), CD44, CD54 (ICAM-1), CD103 ;

- des récepteurs aux chimiokines avec un profil assez caractéristique (CXCR3, CXCR4,
CCR4, CCR3, CCR5, CCR6, CCR8) permettant le recrutement rapide de ces cellules

au niveau des sites inflammatoires.

Contrairement a FoxP3, ces marqueurs sont non spécifiques puisque la plupart peuvent étre
exprimés de facon temporaire par d’autres cellules T activées. Ainsi, les marqueurs les plus
couramment utilisés pour I’étude des lymphocytes Tregs sont le CD3, le CD4, le CD25, le CD127

et FoxP3. Cette stratégie a été confirmée par un groupe de travail international piloté par le
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Collaborative Immunoguiding Program visant a conseiller le panel minimal d’anticorps a

utiliser en cytométrie de flux pour permettre I’évaluation des Tregs (48).

IV.F. Physiopathologie et mécanismes suppressifs

Les lymphocytes Tregs ont la capacité de réprimer I'activité de plusieurs catégories de cellules
du systéme immunitaire :
- adaptatif : lymphocytes T CD4+, T CD8+ et B ;

- inné : macrophages, monocytes, cellules dendritiques et NK.

Leur action suppressive est médiée par différents mécanismes tels que la sécrétion de
cytokines immunosuppressives, la lyse des cellules cibles, la dérégulation de leur métabolisme
ou encore l'induction d’un phénotype tolérogene des cellules dendritiques. Les principaux

mécanismes sont détaillés ci-dessous et dans la Figure 5.

IV.F.1. Sécrétion de cytokines immunosuppressives : IL-35, TGF-$ et IL-10

Le TGF-B, aussi exprimé sous une forme membranaire « latent TGF-8 » par les lymphocytes

Tregs, a de multiples effets entrainant une diminution de la présentation antigénique :

inhibition de la prolifération des lymphocytes Teffs (T effecteurs) ;

- induction des iTregs et stabilisation des nTregs (49) ;

- induction d’un phénotype tolérogéne des cellules dendritiques qui sécretent I'IDO
(indoléamine 2,3-dioxygénase) ;

- inhibition de la maturation des cellules dendritiques qui se trouvent dans

I'incapacité de produire de I'lL-12 pro-inflammatoire et de promouvoir I’activation

des cellules T par présentation de I'antigéne.
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IV.F.2. Cytolyse des lymphocytes T effecteurs

- par la voie des granzymes et des perforines (50) ;
- par interaction directe entre des molécules de surface des Tregs comme Ia
galectine-1 et des récepteurs exprimés sur les Teffs (51) ;

- par la voie Fas/Fas ligand.

IV.F.3. Perturbations métaboliques des lymphocytes T effecteurs

Ces perturbations interviennent par privation de molécules nécessaires a leur fonction (IL-2
et ATP) ou par accumulation de molécules bloquant leur fonction (AMPc) :

- privation d’IL2 normalement présente dans I'environnement qui est captée par le
récepteur de haute affinité des lymphocytes Tregs, le CD25 (52). L'IL-2 participe
aussi a l'induction des iTregs et au maintien des nTregs ;

- dégradation séquentielle de I’ATP en AMP puis en adénosine par deux enzymes,
CD39 et CD73. L'adénosine générée dans I'environnement se fixe au récepteur
A AR (adenosine purinergic adenosine receptor) des lymphocytes Teffs (53)
entrainant une augmentation d’adénosine monophosphate cyclique (AMPc) intra-
cellulaire ;

- transfert d’AMPc depuis les lymphocytes Tregs vers les lymphocytes Teffs via des

jonctions inter-membranaires (54).

IV.F.4. Inhibition de I'interaction entre cellules dendritiques et lymphocytes T

effecteurs

Le CTLA-4 (cytotoxic T lymphocyte antigen-4) membranaire des Tregs, qui est un homologue
du CD28 des lymphocytes Teffs, entre en compétition avec ce dernier pour se lier aux
molécules de co-stimulation, CD80 et CD86, exprimées a la surface des cellules présentatrices
d’antigénes (CPA) (55). De plus, cette liaison entre CTLA-A et CD80/CD86 induit la sécrétion
de l'enzyme immunosuppressive IDO (indoléamine 2,3-dioxygénase) par les cellules
dendritiques qui freine la prolifération des lymphocytes T naifs. Cette sécrétion d’IDO est aussi
déclenchée par la liaison de LAG-3 (lymphocyte activation gene-3) des lymphocytes Tregs avec

le CMH-II des cellules dendritiques. Le LAG-3, un homologue de CD4, inhibe aussi la
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maturation et la capacité stimulante des cellules dendritiques. Le CTLA-4 des lymphocytes
Tregs peut aussi induire la trans-endocytose de CD80 et CD86 des CPA qui aboutit a la
dégradation de ces deux molécules et a I'absence de co-stimulation entre cellules
dendritiques et lymphocytes Teffs (55). L'importance du CTLA-4 a notamment été démontrée
sur la souris présentant des lymphocytes Tregs déficients en CTLA-4 membranaire qui

développe une lympho-prolifération incontrélée et des maladies auto-immunes (56-58).

Les molécules LFA-1 (Leukocyte Function-Associated Antigen-1) et neuropiline 1 (Nrp1)
exprimées par les lymphocytes Tregs entrent aussi en compétition avec les lymphocytes Teffs

pour interagir avec les cellules dendritiques.
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Figure 5. Mécanismes utilisés par les lymphocytes T régulateurs pour médier 'immunosuppression

D’apres Vignali et al. 2008 (59)

Il nest cependant pas bien connu si I'ensemble de la population de lymphocytes Tregs est

capable d’utiliser tous ces mécanismes ou s’ils sont réservés a une sous-population

spécialisée.
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V. LYMPHOCYTES T REGULATEURS ET PATHOLOGIES

V.A. Lymphocytes T régulateurs et maladies auto-immunes

Le premier mécanisme d’auto-tolérance est la déplétion des cellules T auto-réactives dans le
thymus par les cellules dendritiques thymiques qui expriment des autoantigenes.
Occasionnellement, des cellules T échappent a cette régulation (notamment parce qu’une
suppression systématique des Ilymphocytes faiblement auto-réactifs réduirait trop
drastiquement le répertoire immunitaire et nuirait a la réponse aux pathogénes) et sont
potentiellement délétéres si elles rencontrent l'auto-antigéne présenté par une cellule

présentatrice d’antigenes en périphérie.

Un deuxieme mécanisme d’auto-tolérance, cette fois-ci périphérique, appelé tolérance par
régulation, implique les lymphocytes Tregs puisque ceux-ci ont la capacité de supprimer des

lymphocytes auto-réactifs.

Les lymphocytes Tregs sont des cellules modérément auto-réactives qui ont échappé a la
déplétion dans le thymus et qui une fois activées par des auto-antigénes spécifiques s’activent
(nTreg) ou se différencient en cellules fortement suppressives (iTregs). Les lymphocytes Tregs
inhibent les cellules auto-réactives voisines qui reconnaissent des auto-antigenes différents.
On parle d’activation antigene-dépendante mais de suppression antigéne-indépendante

apres activation.
L’altération du nombre et/ou de la fonction des lymphocytes Tregs est impliquée dans de

nombreuses maladies auto-immunes telles que la sclérose-en-plaque, la polyarthrite

rhumatoide, le diabéte de type 1 (60).
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V.B. Lymphocytes T régulateurs et cancers

Dans les pathologies tumorales, il a clairement été démontré que des mécanismes
immunosuppresseurs concomitants a la croissance tumorale se mettent en place pour inhiber
la réponse immunitaire anti-tumorale spontanée. Les lymphocytes Tregs ont un role évident
dans ces processus puisqu’ils bloquent les fonctions effectrices des cellules immunitaires vis-
a-vis de l'antigene tumoral de fagon plus ou moins spécifique. Les lymphocytes Tregs
constituent donc une cible des stratégies anti-tumorales qui visent a inhiber leur recrutement

et leur fonction suppressive.

Dans une des premieres études montrant le réle permissif de ces cellules vis-a-vis des tumeurs
humaines, Chakraborty a constaté en 1990 (61) que les cellules lymphoides T CD25+ issues de
ganglions de patients atteints de mélanome étaient capables d’inhiber in vitro la réponse

immunitaire, notamment la réponse cytotoxique.

Par la suite, les lymphocytes Tregs ont été quantifiés chez les patients atteints de pathologies
cancéreuses dans le sang, la tumeur ou les ganglions du territoire de drainage de la tumeur. Il
a été constaté une augmentation de cette population chez des patients atteints de différents
cancers : cancers de I'ovaire (62,63), cancers bronchiques et pulmonaires (64,65), cancers
digestifs (66,67), carcinomes hépatocellulaires (68), cancers ORL (69), mélanomes (70,71),

cancers du sein et du pancréas (72) et lymphome de Hodgkin (73).

Un fort infiltrat de lymphocytes Tregs a été décrit comme associé a un mauvais pronostic dans
plusieurs cancers tels que les cancers du sein, du col de l'utérus, de I'ovaire, du foie, de
I’estomac et du pancréas (74,75). Il a aussi été rapporté qu’une diminution intraépithéliale du
ratio lymphocytes T CD8+/lymphocytes Foxp3+ était corrélée a un mauvais pronostic dans les

cancers de I'ovaire (76) et les cancers du col utérin (77).

D’autres études suggerent I'absence de valeur prédictive du taux de lymphocytes Tregs en
terme de survie, par exemple dans l'infiltrat tumoral des carcinomes rénaux (78). En fait, outre
le nombre de lymphocytes Tregs, une augmentation de leur activité peut également avoir un

role dans le développement de certaines tumeurs. C’'est ce qui a été observé dans une cohorte
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de patients atteints de cancers de la prostate ou le nombre de lymphocytes Tregs sanguins
n’étaient pas différents par rapport au groupe contréle mais ceux-ci étaient plus actifs (79).
Plus largement, il est envisagé que les lymphocytes Tregs de patients cancéreux au niveau du
sang et des tissus tumoraux auraient des fonctions suppressives plus importantes que ceux

isolés du sang de donneurs sains (44,80).

A linverse, d’autres études suggéerent que l'augmentation des lymphocytes Tregs dans
I'infiltrat tumoral conférerait un pronostic favorable aux patients atteints d’un lymphome
folliculaire ou d’un lymphome de Hodgkin classique (81-83). Une augmentation des
lymphocytes Tregs est aussi associée a un pronostic favorable dans le cancer colorectal (44)
ou dans les cancers ORL (84). Ceci s’expliquerait par la diminution de l'inflammation initiée

par les bactéries qui favorisent la carcinogénese.

Une méta-analyse de 2015 tente de faire la synthese de la valeur pronostique des Tregs dans
les infiltrats des tumeurs solides (85) (Figure 6). Une augmentation des lymphocytes Tregs
aurait ainsi un impact négatif sur la survie globale et la survie sans progression dans la plupart
des cancers mais avec une forte disparité selon le site tumoral. A I'inverse, une augmentation
des lymphocytes Tregs serait associée a une amélioration de la survie des patients atteints de
cancers colorectaux, ORL et de I'cesophage. Un ratio T CD8+/Tregs élevé est associé de facon

indépendante a une meilleure survie globale dans la plupart des cancers.

Survie globale Survie sans progression

Cancersite and type  Number of studies OR #5%C ancer steandtype  Number of studies

Cervical 5.11(287-9.11 <001

Rena 2
Renal 3 S b— 4.26(2.18-8.34 <0001 .
Lung 2 —— 9(1.68- 6 85 0007
Ovarian B [—— 1.21(0.61-2.40 0.59
Melanomas 6 S — 215(1343.44 0.002
Pancreatic 2 —— 1.82(0.90-4.07 0.08
Hepatocellular 8 —— 1.82(1.16-2.86 0.008
Gastric 1 — 1.65(1.08- 2.52 0.02
Breast 9 ~—— 1.65(1.13- 241 0.01

Colorectal 8 . 0.71(0.62-0.82 0.01

Head and neck 2 - 0.69(0.50- 0.95 0.024

Oesophageal 2 - 0.51(0.33-0.78 0.002 Endometria 2 - 2024073 12

Figure 6. Estimation de la valeur pronostique des lymphocytes T régulateurs en termes de survie
globale et de survie sans progression par type de cancer, basée sur I’analyse d’échantillons
tumoraux

D’apres Shang et al. 2015 (85)
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Les mécanismes qui pourraient expliquer I'accumulation des lymphocytes Tregs au niveau des

sites tumoraux sont exposés dans la Figure 7 et détaillés ci-dessous.

L’excés d’ATP extracellulaire au niveau des tumeurs avec infiltrat inflammatoire serait un
signal de recrutement des lymphocytes Tregs qui exprimeraient un récepteur purinergique
P2X7 (43). Nous avons vu précédemment que I’hydrolyse de I’ATP en adénosine par I'action

combinée de CD39 et de CD73 est un des mécanismes médiant 'immunosuppression.

Autre exemple, les cancers ORL expriment souvent la cyclo-oxygénase 2 (COX-2) et sécretent
de la prostaglandine E, (PGE2) qui se fixe a son récepteur EP2R (Prostaglandin E Receptor)
notamment sur les cellules T effectrices, entrainant I'augmentation de I'AMP cyclique
intracellulaire qui inhibe leurs fonctions. Or, des études ont montré qu’en réalisant une co-
culture de cellules T CD4+ CD25- avec des cellules cancéreuses COX-2+, les cellules T se
différencient en Tregs FoxP3+ COX-2+ qui produisent PGE2 (75). Ces résultats suggerent que
des cellules tumorales, pour favoriser leur croissance, sont capables d’induire Ia
différenciation de cellules T effectrices initialement dotées d’activité anti-tumorale en

lymphocytes Tregs caractérisés a l'inverse par leur fonction immunosuppressive.

De méme, la production fréquente par les cellules tumorales de TGF-B qui induit la
différenciation en iTregs et I'expression de LAP (latency-associated peptide) et GARP
glycoprotein A repetitions predominant) a la surface des lymphocytes Tregs illustrent
comment les cellules tumorales régulent les fonctions immunosuppressives des Tregs qui sont
recrutés dans le microenvironnement (64). Les cellules tumorales sont a I'origine de multiples
facteurs qui favorisent le recrutement des lymphocytes Tregs (45,49) comme des chimiokines
présentes dans le microenvironnement comme par exemple CCL22 qui se lie a CCR4 (86). Les
lymphocytes Tregs activés expriment plusieurs récepteurs de chimiokines (CCR4-5-6-7-10) qui

modulent le trafic des lymphocytes Tregs dans les tissus.

Les lymphocytes Tregs présents dans le microenvironnement tumoral n’auraient pas le méme
répertoire fonctionnel que ceux circulants en périphérie. En effet, les iTregs sembleraient
prédominants dans le microenvironnement tumoral et surexpriment des récepteurs
inhibiteurs (CTLA-4, PD-1, TIM-3, LAG-3) et d’autres molécules comme LAP, GARP, NRP-1 ou

encore CD39, CD73, des perforines et des granzymes associés a I'immunosuppression (87).
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Des vésicules relarguées par les cellules tumorales appelées vésicules extracellulaires
tumorales (TEVs pour tumours extracellular vesicles) contenant notamment des exosomes,
favoriseraient la tolérance immunitaire vis-a-vis des tumeurs. Les principales fonctions qui leur
sont attribuées sont la promotion de la croissance tumorale, la stimulation de I'angiogenése,
I'activation des fibroblastes du stroma et la suppression de la réponse immunitaire de I’hote
(88). Leur interaction avec les lymphocytes Tregs serait un autre mécanisme impliqué dans la
conversion de lymphocytes T conventionnels en Tregs hautement suppresseurs, dans
I'expansion des Tregs, dans la surexpression des fonctions suppressives et dans le
renforcement de la résistance a I'apoptose (89,90). Ce mécanisme est aussi décrit comme

signal d’inhibition des lymphocytes Tregs envers les Teffs (88,91).
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Figure 7. Mécanismes suppresseurs utilisés par les lymphocytes T régulateurs accumulés dans le
microenvironnement tumoral (iTregs activés) pour inhiber les cellules T effectrices

D’aprés Whiteside et al. 2015 (87)

Teff : lymphocyte T effecteur ; ADO : adénosine ; TGF-8 : transforming growth factor-beta ; GrB :
granzyme B ; NRP-1 : Neuropilin-1 ; ATP : adénosine-5"-triphosphate ; ADP : adénosine diphosphate ;
TCR : T cell receptor ; cAMP : adenosine monophosphate cyclique.

En résumé, 'accumulation de lymphocytes Tregs dans les tumeurs et dans le sang des patients
cancéreux est généralement considérée comme un marqueur de mauvais pronostic en raison
de la suppression de I'immunité antitumorale gu’ils induisent. Cependant, I'impact clinique et
pronostique des lymphocytes Tregs dans les cancers dépendrait de facteurs
environnementaux, comme les agents infectieux au niveau des muqueuses ou

I’environnement cytokinique. En effet, les Tregs contribuent aussi a contréler I'inflammation
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chronique associée au développement des cancers et préviennent les dommages tissulaires.
La tumeur est également capable d’'induire des changements sur le profil d’expression des

récepteurs a la surface des lymphocytes Tregs qui augmentent leurs fonctions suppressives.

Une meilleure compréhension des mécanismes induisant I'accumulation des lymphocytes
Tregs ou leur suractivation est primordiale dans le cadre du développement de stratégies
thérapeutiques visant justement a restaurer I'immunité anti-tumorale. La suppression des
fonctions immunosuppressives des lymphocytes Tregs constitue une approche thérapeutique
innovante. Différentes approches sont envisagées (Tableau 7). Par exemple, une déplétion
globale des lymphocytes Tregs peut étre induite par de fortes doses de cyclophosphamide.
Cependant, une déplétion plus sélective qui pourrait épargner les lymphocytes Tregs régulant
I'auto-immunité et éliminer les médiant tumoral semble

Tregs I’échappement

conceptuellement plus attirante. La difficulté pour développer ce type de stratégies
thérapeutiques réside dans le fait d’identifier parmi les multiples mécanismes ceux qui ont un

role clé dans I’échappement tumoral.

Targeted Treg marker

Therapeutic agent

Result

CD25 (IL-2R)

TGF-p pathway
LAP, GARP, active TGF-p

TGF-BRI/II

Immune checkpoints
CTLA-4

PD-1

TIM-3, LAG-3
Adenosine pathway

CD39

CD73

AR

COX-2 pathway

TNFR,

GITR
Chemokine receptors (CCR 4,5, 6, 10)
All Treg

Anti-CD25 Ab* (daclizumab)
Denileukin diftitox™ (Ontak)

Bivalent IL-2 fusion toxin (high affinity)
TGF-P antagonism

Neutralizing anti-TGF-f Ab

(GC1008; fresclimumab)*

TGF-BR kinase inhibitors (LY215729%)*
Soluble TGF-BR VI

Blocking Abs

Ipilimumab™®

Tremelimumab™®

Pembrolizumab™

Nivolumab

Abs in development

Selective blockade

Neutralizing Abs

Pharmacologic inhibition

Selective blockade

Celecoxib

Indomethacin

Diclofenac

Ibuprofen

Blocking Ab

Anti-GITR Ab

Receptor blockade migration
High-dose cyclophosphamide™
Low-dose cyclophosphamide®

Sunitinib*
Fludarabine®

Reduced Treg

Re-programming

Reduced Treg

Reduced suppression

Depleted Treg function inhibited

Reduced Treg
Inhibition of Treg generation
Impairment of Treg function?

Treg reduced
Impaired Treg activity
Treg re-programming?

Selective Treg depletion
Treg reduced

Inhibition of ADO production
Impaired Treg activity
Inhibition of PGE, production

Impaired Treg activity

Impaired Treg activity and expansion
Attenuation of suppressor activity
Impaired Treg

Global Treg depletion (apoptosis)
Selective Treg depletion

Decreased suppression

Treg reduced

Treg reduced

Ameliorates Treg activity

Tableau 7. Potentielles cibles thérapeutiques pour la déplétion ou la reprogrammation des
lymphocytes T régulateurs humains

D’apres Whiteside et al. 2015 (87)
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V.C. Lymphocytes T régulateurs et syndromes myélodysplasiques

Compte tenu de la dérégulation du systéme immunitaire fréquemment observée dans les
SMD et du role majeur des lymphocytes Tregs dans le contréle de I'auto immunité, plusieurs
études au cours des quinze derniéres années se sont attachées a quantifier et a caractériser

la population de Tregs dans le sang et/ou la moelle osseuse des patients atteints de SMD.

En 2007, Kordasti et al. (92) ont rapporté que I'augmentation dans le sang des lymphocytes
Tregs (identifiés sur le phénotype CD4+ CD25Me" FoxP3+) était corrélée & un excés de blastes
médullaires, a un IPSS élevé et a la progression de la maladie. En effet, le nombre absolu de
lymphocytes Tregs était plus élevé chez les patients atteints de SMD de haut risque par
rapport aux SMD de bas risque. Une augmentation des lymphocytes Tregs dans le sang et/ou
la moelle osseuse dans les SMD de haut grade est en fait retrouvée dans la majorité des autres
études portant sur la quantification des lymphocytes Tregs chez les patients atteints de SMD
(93-99). L'expansion polyclonale des lymphocytes Tregs serait induite en réponse au

microenvironnement tumoral comme rapporté dans d’autres hémopathies malignes (100).

Cependant, quelques études rapportent des résultats différents en ce qui concerne la
guantification des lymphocytes Tregs chez les patients atteints de SMD. En effet, Balaian et al.
(101) ont constaté que les patients atteints de SMD avec del(5q) isolée avaient tendance a

avoir moins de lymphocytes Tregs dans le sang et la moelle que les témoins.

En 2017, Perazzio et al. (102) ont constaté que les patients atteints de SMD de faible risque
présentaient un nombre plus élevé de Tregs (définis par le phénotype CD3+ CD4+ CD25hieh
CD127'"°%) dans le sang en nombre absolu et en pourcentage par rapport au groupe de SMD
de risque élevé. Une augmentation des lymphocytes Tregs (identifiés par le phénotype CD4+
CD25"e" CD127'°%) dans le sang est également observée dans I'étude de Fozza et al. (103) chez

des patients atteints de SMD de bas risque par rapport a une population de sujets témoins.

Le nombre de lymphocytes Tregs chez les patients atteints de SMD par rapport a des sujets
témoins reste donc controversé et pourrait aussi différer selon les types de SMD. Il semble

globalement admis dans la littérature qu’un faible taux de lymphocytes Tregs au niveau
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médullaire (< 2 % des lymphocytes d’apres |'étude menée par Giovazzino et al. (97) en 2018)
est associé a une augmentation du recrutement, de I'activation et de la prolifération des
lymphocytes T cytotoxiques dans la moelle osseuse. La fréquence de lymphocytes Tregs au
diagnostic serait donc inversement associée a la capacité des lymphocytes T cytotoxiques a
contrbler la maladie. En effet, le ratio de lymphocytes T CD8+/lymphocytes Tregs est
significativement diminué chez les patients SMD suggérant ainsi que I'’expansion des Tregs
dans les SMD contribuerait a la suppression des lymphocytes T CD8+ a travers la réponse
médiée par les lymphocytes Thl et favoriserait ainsi la progression vers des formes plus

agressives de SMD (94).

Kordasti et al. (104) ont également décrit en 2009 une augmentation significative des Th17
pro-inflammatoires associée a une diminution des lymphocytes Tregs sanguins dans les SMD
de bas grade par rapport aux SMD de haut grade et aux témoins. Une augmentation du ratio
Th17/Tregs serait ainsi corrélée a une augmentation de I'apoptose au sein de la moelle
osseuse et pourrait permettre d’identifier les candidats potentiels aux thérapies
immunosuppressives. Un ratio élevé dans les SMD de bas risque pourrait expliquer la plus
haute probabilité de développer une maladie auto-immune et une meilleure réponse a un
traitement immunosuppresseur. Les auteurs suggérent qu’une augmentation de cellules
Th17, de cellules T CD8+ oligoclonales et de cytokines pro-inflammatoires induirait
potentiellement I'apoptose des précurseurs myéloides et, en fin de compte, une défaillance
médullaire en dépit de la présence de lymphocytes Tregs fonctionnels. Un taux diminué de
Tregs pourrait donc finalement limiter I'inhibition des cellules T cytotoxiques. Alfinito et al.
(98) ont en effet observé qu’un faible taux de lymphocytes Tregs dans des SMD de bas grade
était associé a une forte dysérythropoiése et a une augmentation significative des cellules T
cytotoxiques médullaires qui porteraient atteinte aux progéniteurs hématopoiétiques et

sélectionneraient les sous-clones de SMD les plus résistants et agressifs.

La comparaison de la proportion des lymphocytes Tregs entre les compartiments sanguin et
médullaire reste ambigué puisque les études se contredisent : certains auteurs retrouvent
plus de Tregs dans le sang (95), parfois seulement dans les SMD de bas risque (93); mais
d’autres observent plus de Tregs au niveau médullaire quels que soient les groupes de SMD

(98).

52



La répartition des différentes sous-populations de lymphocytes Tregs semble également
modifiée et hétérogéne chez les patients atteints de SMD. Le contingent de lymphocytes Tregs
naifs (CD45R0-) par opposition aux Tregs mémoires (CD45R0O+) est en effet rapporté comme
plus élevé, en nombre absolu et en pourcentage, dans les SMD de haut risque par rapport aux
SMD de bas risque et aux échantillons témoins (92). Les lymphocytes Tregs naifs restent
cependant toujours moins nombreux que les Tregs mémoires. Une autre étude (93) montre
également que méme si les lymphocytes Tregs naifs CD45RA+ sont en effet minoritaires, ils

semblent augmentés en proportion dans le sang et la moelle des SMD de haut grade.

La encore, les résultats publiés dans la littérature sont parfois contradictoires. En effet,
Mailloux et al. (105) ont constaté que les lymphocytes Tregs Effecteurs Mémoires (TragsEM) définis
par le phénotype CD4+ FoxP3+ CD25+ CD127'°% CD45RA- CD27- étaient augmentés chez
certains patients atteints de SMD et que cette augmentation constituait un facteur
pronostique négatif indépendant en termes de survie globale. Cette population de
lymphocytes Tregst™ est caractérisée par une capacité d’immunosuppression in vitro plus
importante. L'expansion de cette sous-population chez certains patients atteints de SMD
impacterait la survie indépendamment du compte de blastes médullaires, des cytopénies, du
caryotype, d’un score IPSS élevé et des comorbidités. La quantification de cette sous-
population de lymphocytes Tregst™ permettrait donc d’identifier un groupe de patients avec
un risque accru de progression et semble étre un marqueur clé de la bascule vers

I’échappement immunitaire.

La fonctionnalité des lymphocytes Tregs serait également altérée dans les SMD de bas grade.
En effet, leur fonction suppressive envers les lymphocytes Teffs apparaitrait diminuée et leur
potentiel migratoire vers la moelle osseuse par I’axe CXCL12/CXCR4 est décrit comme altéré,
en lien avec une diminution d’expression de CXCR4 (93). Les auteurs de cette étude ont
constaté une diminution significative des Tregs dans la moelle osseuse comparée au sang, et
ce exclusivement dans les SMD précoces. Aucune différence n’était retrouvée en comparant
les lymphocytes Tregs, au niveau médullaire et sanguin, entre SMD précoces et controles. A
I'inverse, les SMD de haut grade présentaient une augmentation des lymphocytes Tregs au
niveau sanguin et médullaire avec une conservation de leurs capacités suppressive et

migratoire (93).
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De méme, les capacités de prolifération des lymphocytes Tregs évaluées par la quantification
des Tregs FoxP3+ Ki67+ sont largement diminuées dans les SMD précoces, par rapport aux
témoins et aux SMD avancés, a la fois dans la moelle et le sang (96). La prolifération des
lymphocytes Tregs semble donc compromise au niveau central et périphérique dans les SMD

précoces, mais réversible lorsque la maladie évolue.

Plusieurs études se sont aussi intéressées a I'impact des traitements utilisés chez les patients
atteints de SMD sur la population de lymphocytes Tregs. La quantité de lymphocytes Tregs
semble en fait suivre I’évolution de la maladie au niveau sanguin et médullaire puisqu’une
diminution est observée lors de la réponse au traitement alors qu’une augmentation est
constatée dans les cas évoluant en LAM (93,96). Costantini et al. (99) ont étudié |'effet de
I'azacitidine sur la fonction et la prolifération des Tregs et des T helper sanguins. Les auteurs
ont observé au diagnostic un taux plus important de Tregs chez les non-répondeurs par
rapport aux répondeurs, suggérant ainsi que le nombre de Tregs pourrait étre un facteur
prédictif de la réponse au traitement par azacitidine. Sous traitement, la quantité de
lymphocytes T helper et Tregs diminue. In vitro, I'azacitidine réduit les capacités prolifératives
et immunosuppressives des lymphocytes Tregs et semble plus efficace sur les Tregs des
patients SMD que sur les Tregs des donneurs sains. Cependant, la quantification des
lymphocytes Tregs serait compliquée chez les patients traités puisque I'azacitidine induirait la
conversion de lymphocytes Teffs en lymphocytes Tregs via I'induction de I'expression de
FoxP3 ; mais ces cellules resteraient dépourvues de fonctions inhibitrices et secréteraient

paradoxalement de I'lL-17.

A l'inverse, sur une cohorte de patients SMD avec del(5q) isolée, Balaian et al. (101) ont
constaté une augmentation significative du nombre de Tregs (CD4+ CD25"&" CD127'°% FoxP3+)
dans le sang (5,0 % vs 9,6 % des T CD4+, p = 0,001) et dans la moelle osseuse (3,4 % vs 8,1 %,

p = 0,001) aprés une médiane de 6 cycles de traitement par lenalidomide.

Enfin, I'impact du taux de différentes populations lymphocytaires dont les lymphocytes Tregs
sur la progression et la survie globale de patients atteints de SMD a été évalué Kahn et al.
(106). Ils ont rapporté qu’un environnement immunosuppressif, caractérisé par un taux de
lymphocytes Tregs (CD4+ CD25+ FoxP3+) élevé dans le sang et un taux de progéniteurs

lymphoides B (CD10+ CD34+) bas dans la moelle osseuse était associé a une survie globale
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(OS) et sans progression (PFS) plus faible chez les patients avec un SMD de bas grade. Dans
cette étude, la PFS médiane était de 1,9 ans si le taux de lymphocytes Tregs était supérieur a
la médiane des Tregs, contre 6,1 ans s’il était inférieur. Les auteurs décrivent aussi une
amélioration dans la prédiction correcte de la PFS qui passait de 73 a 83 % en enrichissant le
score IPSS-R des deux marqueurs pronostiques identifiés, taux de Tregs et de progéniteurs B.
Autre exemple, Giovazzino et al. (97) rapportent en 2018 qu’un taux de lymphocytes Tregs
élevé serait associé a une évolution plus fréguente vers la LAM et la mort dans les SMD de bas
risque (p < 0,05). Ces résultats démontrent I'importance pronostique de I"évaluation des
lymphocytes Tregs non seulement dans les SMD de haut risque mais aussi dans les SMD de

bas risque

L'ensemble de ces études démontrent que le taux de lymphocytes Tregs pourrait constituer
un biomarqueur de I’évolutivité des SMD. Cependant, les résultats sont parfois contradictoires
probablement en lien avec le type de prélevement étudié (sang ou moelle osseuse), mais aussi
du fait de cohortes de patients hétérogeénes et/ou de stratégies de quantification par CMF

différentes.
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En résumé, I'hétérogénéité des SMD semble étre liée a un déséquilibre immunitaire plus ou
moins établi selon le stade de la maladie, et a un environnement inflammatoire chronique.
Durant les phases précoces de la maladie, une réponse immunitaire anti-tumorale permettrait
de controler I'évolution des clones de SMD comme attesté par la présence d’un faible taux de
cellules blastiques dans la moelle osseuse. Cependant, cette activation des cellules
cytotoxiques serait également la cause des cytopénies observées chez les patients puisque ce
processus de surveillance immunitaire n’est pas spécifique du clone pathologique en raison
d’un probable phénomeéne d’auto-réactivité croisée qui touche probablement également des
progéniteurs hématopoiétiques normaux. A ce stade, un traitement immunosuppresseur
semble possible justement pour améliorer les cytopénies. Ensuite, une phase d’équilibre plus
ou moins longue selon les patients est observée au cours de laquelle une activation des
lymphocytes Tregs et/ou leur expansion entrainerait un échappement des clones de SMD a la
surveillance du systéeme immunitaire favorisant ainsi I'évolution de la maladie (Figure 8).
L’étude de la quantification des lymphocytes Tregs et de leur activation par CMF pourrait donc
étre un outil utile pour prédire de maniére précoce le processus d’échappement immunitaire

et la progression de la maladie qui en découle.
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Figure 8. Représentation schématique de I’évolution du phénotype des lymphocytes T régulateurs
mémoires dans le contexte d'immunoédition des SMD : conséquences en termes
d’immunosuppression et de réponse aux traitements immunosuppresseurs

D’aprés Mailloux et al. 2013 (107)
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VI. OBJECTIFS DE L'ETUDE

Les objectifs de cette étude réalisée au sein du laboratoire d’hématologie de I’"h6pital Cochin

dans le cadre de ma thése d’exercice sont les suivants :

- évaluer le contingent de lymphocytes T régulateurs dans la moelle osseuse de

patients atteints de SMD au diagnostic et le comparer a des donneurs sains ;

- comparer la répartition de ces lymphocytes T régulateurs selon la classification
Tregs A/Tregs B chez les patients atteints de SMD par rapport a celle observée chez

des donneurs sains ;

- comparer différentes stratégies d’analyse des données de cytométrie en flux,

supervisées ou non, pour identifier la population de lymphocytes T régulateurs.

Mon travail a donc pour objectif d’avoir une meilleure connaissance du microenvironnement

immunitaire médullaire des patients atteints de SMD pour mieux appréhender le mécanisme

d’échappement tumoral, a travers I'étude de la population des lymphocytes T régulateurs.
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VII. MATERIEL ET METHODES

VII.A. Echantillons

Les préléevements médullaires ont été recueillis entre janvier 2018 et janvier 2019, apres

information écrite et signature d’'un consentement par les patients.

Les échantillons de moelle osseuse (MO) ont été collectés sur un milieu Hanks hépariné. lls
ont été conservés a température ambiante jusqu’a I'analyse par cytométrie en flux (CMF). Le
marquage et I'analyse par CMF des échantillons ont été effectués dans un délai maximum de

24h apreés le prélévement.

VII.B. Patients

22 patients pour lesquels un diagnostic de SMD a été posé selon les criteres OMS apres
intégration de I'ensemble des données du dossier clinique ont été inclus. 6 patients avec un
SMD connu mais non traité (hors transfusions +/- traitement par EPO) ont également été

inclus dans cette étude.

Certains patients ont été exclus de la cohorte étudiée pour cause de traitement
immunosuppresseur (azathioprine, corticothérapie) méme si le diagnostic de SMD avait été
posé (n = 3) ; ou pour cause de diagnostic de SMD finalement non retenu en tenant compte

de I'’ensemble du dossier clinique (n = 10).
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VII.C. Témoins

Deux types de prélevements médullaires ont été recueillis afin de former le groupe de patients

témoins.

Premierement, des échantillons de moelle osseuse prélevés par ponction médullaire dans le
cadre de la recherche d’une prolifération plasmocytaire ont été recueillis :

- suspicion ou suivi de MGUS (Monoclonal Gammapathy of Uncertain Significance) ;

- bilan d’une hyper/hypogammaglobulinémie ;

- bilan de fracture.

Chez tous les patients inclus dans ce groupe (groupe « contréle ponction »), les analyses
cytologiques et phénotypiques de la moelle osseuse ne montraient pas d’infiltration
plasmocytaire (< 5 %) et pas de signe de dysplasie. Un échantillon a également été inclus dans

la cohorte de témoins avec une anémie qui s’est avérée étre liée a une carence martiale.

Deuxiemement, des échantillons de moelle osseuse extraits de tétes fémorales (groupe
« contrOle téte fémorale ») de patients ayant bénéficié d’une arthroplastie de hanche avec
pose de prothése céphalique ont été recueillis. Ces tétes fémorales ont été prélevées au pole
de santé Léonard de Vinci a Chambray pres de Tours et acheminées par transporteur a
température ambiante dans un milieu Hanks hépariné dans un délai de 1 a 2 jours au
laboratoire d’hématologie de I'hdpital Cochin. Ces patients ont été opérés dans un contexte
d’arthrose mécanique uniquement (les cas d’arthrites septiques ou inflammatoires ont été
exclus). Ces patients ne présentaient pas de pathologie hématologique, infectieuse ou

inflammatoire et avaient une NFS normale.
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VII.D. Analyse par cytométrie en flux

VII.D.1. Panel d’anticorps

Les caractéristiques des anticorps monoclonaux utilisés pour le marquage et I'analyse

phénotypique des lymphocytes Tregs par CMF sont reportées dans le Tableau 8.

Cible/Fluorochrome Fabricant Précisions Volume utilisé pour
Marque le marquage (pL)
Référence
CD3/ECD Beckman Coulter CD3/ Phycoerythrin Texas Red 5
IOTestR clone UCHT1
REF A07748 Ac de souris anti humain IgG1 kappa
CD4/APC Beckman Coulter CD4/Allophycocyanin 5
I0TestR clone B13B.2
REF IM2468 Ac de souris anti humain 1gG1
CcD8/PB Beckman Coulter CD8/Pacific Blue 5
I0TestR clone B9.11
REF B49182 Ac de souris anti humain IgG1
CD25/PC5.5 Beckman Coulter CD25/Phycoerythrin-Cyanin 5.5 10
IOTestR clone B1.49.9
REF B92458 Ac de souris anti humain IgG2a
CD45/KrOr Beckman Coulter CD45/Krome Orange 5
IOTestR clone J.33

REF B36294 Ac de souris anti humain IgG1 kappa

CD45RA/APC-H7 BD Biosciences CD45RA/Allophycocyanin-H7 (H7 : 5
BD Pharmingen™ analogue de cyanine 7), clone HI100
REF 560674 Ac de souris anti humain IgG2b kappa
CD95/FITC BD Biosciences CD95/Fluorescein isothiocyanate 20
BD Pharmingen™ clone DX2
REF 556640 Ac de souris anti humain IgG1 kappa
CD127/PE Beckman Coulter CD127/Phycoerythrin 20
IOTestR clone R34.34
REF IM1980U Ac de souris anti humain IgG1 kappa
CD194/PE-Cy7 BD Biosciences CD194/Phycoerythrin-Cyanin 7 10
BD Pharmingen™ clone 1G1

REF 557864

Ac de souris anti humain 1gG1 kappa

Tableau 8. Liste des anticorps utilisés

Le CD3 est le marqueur de lignée spécifique des lymphocytes T.

Le CD4 est exprimé sur une sous-population de cellules T et plus faiblement sur les monocytes.

Le CD8 est exprimé sur une sous-population cytotoxique de cellules T et plus faiblement par une sous-population
de cellules NK.

Le CD25 correspond a la chaine o du récepteur a I'IL-2. Il est exprimé a la surface des lymphocytes T CD4+ et est
fortement exprimé sur les lymphocytes Tregs. Le CD25 peut étre exprimé par tout lymphocyte T apres activation
et par quelques lymphocytes B.

Le CD45 est un marqueur pan-leucocytaire dont l'intensité d’expression est variable sur les cellules lymphoides et
myéloides.

Le CD45RA est exprimé sur les cellules T CD4+ et TCD8+ naives (a hauteur de 50 % en périphérie), sur une partie
des lymphocytes B et des monocytes.

Le CD95 est exprimé sur les lymphocytes T (préférentiellement mémoires CD45R0+) et B activés, les lymphocytes
NK, les monocytes et les PNN. Encore appelé Fas ou APO-1 (récepteur du TNF), il est impliqué dans la séquence
de mort cellulaire programmée.
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Le CD127 correspond a la chaine a du récepteur a I'IL-7. Il est exprimé a la surface des précurseurs B (absent sur
les cellules B matures), des lymphocytes T et sur une partie des monocytes et des cellules CD34+.

Le CD194 est exprimé sur les Th2 activés, les lymphocytes Tregs, les NK activés, les polynucléaires basophiles, les
monocytes et les plaquettes. Le CD194 est aussi appelé CCR4 (human CC Chemokine Receptor type 4).

VII.D.2. Marquage des cellules
1/ Préléevements de moelle osseuse issus de ponctions médullaires

Le marquage est réalisé sur 200 pL d’une suspension cellulaire dont la concentration a été
établie a 20 millions de cellules/mL pendant 20 minutes a I'obscurité et a température
ambiante. Les cellules sont ensuite incubées avec 2,5 mL de réactif de lyse + fixateur
(Versalyse, Beckman Coulter) pendant 15 minutes a 37°C a l'obscurité. Les cellules sont
ensuite lavées en PBS (Phosphate buffered saline) et centrifugées 5 minutes a 1600
tours/minute. Apres élimination du surnageant, les cellules sont remises en suspension dans

500 pL de PBS. L'ensemble de la suspension cellulaire est analysé sur le cytometre.

2/ Prélévements de moelle osseuse issus de tétes fémorales

A l'aide d’une spatule, la moelle osseuse est extraite de la téte fémorale par grattage. Elle est
broyée au mortier en présence d’une solution de PBS contenant de la DNase visant a décoller
les cellules entre elles (10 mL de PBS pour 1 mL de DNase ; la DNase étant préalablement
reconstituée a une concentration de 2 mg/mL de PBS). La suspension est transférée dans un
Falcon de 50 mL. La suspension est centrifugée 10 minutes a 1300 tours/minute. Le
surnageant est rejeté et le culot cellulaire est remis en suspension avec une solution de 10 mL
de PBS et ImL de DNase. On filtre la suspension en la transférant a la pipette dans un nouveau
Falcon sur lequel est apposé un filtre en nylon avec des pores de 70 um. Un décompte
cellulaire de la suspension est réalisé sur I'analyseur Cell-Dyn 4000 (Abott). Le marquage est

ensuite réalisé comme décrit précédemment sur un total de 4 millions de cellules.
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VII.D.3. Réglage du cytomeétre Navios

Pour régler les voltages appliqués aux différents photo-multiplicateurs (PMTs), des cellules de
moelle osseuse traitées selon le mode opératoire précédemment décrit mais non marquées
par les anticorps, sont passées au cytometre. Les PMTs sont ajustés de maniére a avoir un
minimum (moins de 5 %) de cellules lymphoides (identifiées par leur taille et leur structure)
dans le premier canal. Apres avoir réglé les PMTs, le réglage des compensations a été réalisé
a l'aide d’un mélange de billes marquées par un fluorochrome donné et de billes non
marquées dans 9 tubes différents (Versa Comp Antibody Capture Bead Kit, Beckman Coulter).
Les 9 monomarquages sont analysés au cytometre et la matrice de compensation (mesure de
la fuite de fluorescence de chaque fluorochrome au niveau de chaque PMT) est ensuite
calculée dans le logiciel Kaluza Analysis. Dans le cadre de I'utilisation en routine du cytometre
Navios, la sensibilité est controlée quotidiennement par le passage des billes Flow set Pro

(Beckman Coulter).

Dans cette étude, le matériel biologique est marqué par les anticorps du panel selon le
protocole détaillé ci-avant, sans tri préalable des lymphocytes, puis I'acquisition des données
est réalisée sur le cytomeétre de flux Navios (Beckman Coulter - 3 lasers, 10 couleurs) puis

analysé et interprété sur le logiciel Kaluza Analysis (Beckman Coulter - version 1.5a).
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VII.D.4. Stratégie d’analyse des lymphocytes T régulateurs sur le logiciel Kaluza

La stratégie de fenétrage, aussi appelé gating, permettant d’isoler la population de
lymphocytes Tregs est présentée
Figure 9 et détaillée ci-dessous. La population de lymphocytes Tregs est définie par le

phénotype suivant : CD3+ CD4+ CD25"e" CD127'"°w,

Apreés sélection des singulets sur le densityplot FS PEAK/FS INT (1), les débris cellulaires sont
éliminés sur le densityplot FSC/SSC (2) et les leucocytes sont isolés sur le dotplot SSC/CDA4S5 (3).
Les granuleux et les polynucléaires éosinophiles sont identifiés sur le dotplot SSC/CD45 (3). La
population de monocytes est identifiée sur le dotplot CD4/CD3 par leur phénotype CD3-
CD4+°v (4) et ajustée ensuite sur le dotplot SSC/CD45 (5). Une équation booléenne permet
ensuite d’éliminer sur le dotplot SSC/CD45 les monocytes et les granuleux (6). Le gating de la
population lymphocytaire sur le dotplot SSC/CD45 est alors plus facile. Les lymphocytes sont
sélectionnés dans la gate « Ly » sur leur forte expression du CD45 et leur faible SSC (6). Sur le
dotplot SSC/CD3, les lymphocytes T CD3+ sont sélectionnés dans la gate « Ly CD3+ » et les
autres lymphocytes sont sélectionnés dans la gate « Ly B/NK » (7). Sur le dotplot CD4/CD3
conditionné sur la population de lymphocytes T CD3+, les lymphocytes T CD3+ CD4+ sont
sélectionnés dans la gate « Ly CD3+ CD4+ » (8). Les lymphocytes T CD3+ CD8+ sont
sélectionnés dans la gate « Ly CD3+ CD8+ » (9). Enfin, sur le densityplot CD127/CD25
conditionné sur la population de lymphocytes T CD4+, les lymphocytes T régulateurs sont
sélectionnés dans la gate « Treg » sur leur forte expression du CD25 et leur faible expression
du CD127 (10). Les populations Tregs A et B sont séparées sur le densityplot CD95/CD45RA
conditionné sur la population de lymphocytes Tregs (11). Les Tregs A sont sélectionnés dans
la gate « Treg A » sur leur expression variable du CD45RA et I'absence d’expression du CD95
tandis que les Tregs B sont sélectionnés dans la gate « Treg B » sur leur expression du CD95 et

I’'absence d’expression du CD45RA (11 et 12).
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Figure 9. Stratégie de fenétrage et analyse phénotypique des lymphocytes T régulateurs a I'aide du

logiciel Kaluza Analysis (Beckman Coulter)

FS PEAK : Forward Scatter Peak ; FS INT : Forward Scatter Integral ; SS INT = SSC : Side Scatter

Integral.

Les lymphocytes Tregs sont identifiés par I’expression des marqueurs de surface CD3+ CD4+ CD25"9"

CD127°". On distingue deux sous-populations, les Tregs A CD45RAM9" CD95"Y (en bleu clair) et les

Tregs B CD45RA™ CD95"9" (en rose).

Le nombre moyen de lymphocytes totaux et de lymphocytes Tregs identifiés et analysés par

groupe est présenté Tableau 9.

(316 -5176)

(168 —3968)

(168 -5176)

(335-6705)

(335-6705)

Controle Controle téte Témoin SMD SMD LOW SMD HIGH
ponction fémorale
n=10 n=12 n=22 n=28 n=21 n=7
Lymphocytes 87 099 66 246 75724 75 493 76 677 71942
(8976-143383) | (4508-276281) | (4508-276281) | (23445-154364) | (23445-154364) | (38809 -117105)
Tregs 2237 1452 1809 2083 2268 1526

(1021-2535)

Tableau 9. Nombre moyen de lymphocytes totaux et de lymphocytes T régulateurs analysés chez

les témoins et les patients

Moyenne (valeur minimale — valeur maximale)
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VIILLE. Analyse des données avec I'algorithme FlowSOM

Les données de cytométrie ont également été analysées avec |'algorithme FlowSOM (Self
Organizing Map) disponible sur la plateforme Cytobank. Cet algorithme permet un clustering
d’intérét, non supervisé et automatisé des cellules, en intégrant de fagcon simultanée
I'ensemble des données correspondant a I'expression de chaque marqueur pour chaque

cellule.

Dans le cadre de cette étude, 'algorithme FlowSOM a été utilisé pour clusteriser de facon
automatisée la population lymphocytaire T CD3+ CD4+. Pour cela, a partir des analyses
réalisées dans Kaluza pour 29 échantillons médullaires, les cellules appartenant a la gate « Ly
CD3+ CD4+ » ont été exportées permettant ainsi pour chaque patient I'obtention d’un fichier
CSV. Les 29 fichiers CSV ont ensuite été importés dans Cytobank. Aprés modification des
échelles (de log en Arcsinh), les données ont été soumises a l'algorithme FlowSOM. Un
nombre égal de cellules (n = 6229 cellules) provenant des 29 fichiers a été utilisé pour générer
les données. L’'algorithme FlowSOM a donc tourné sur un nombre total de 180 641 cellules
(29 x 6229). Les expressions du CD45RA, du CD194, du CD95, du CD25 et du CD127 ont été

utilisées pour clusteriser les cellules.
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VII.F. Analyses complémentaires

Les numérations formules sanguines ont été réalisées au laboratoire d’hématologie de

I’"h6pital Cochin (Sysmex XN-2000) ou dans des laboratoires extérieurs sur tube EDTA.

Le caryotype médullaire a été réalisé au laboratoire de cytogénétique de I'hbpital Necker-

Enfants Malades (Dr I. Radford).

L’analyse cytologique des frottis médullaires et sanguins, et les analyses moléculaires (Pr O.
Kosmider) ont été réalisées au laboratoire d’hématologie de I’'h6pital Cochin. A noter que
I’analyse cytologique a été réalisée sur tous les prélevements médullaires a I'exception de
ceux issus de tétes fémorales. Concernant I'analyse moléculaire médullaire, elle a été réalisée
chez les patients avec suspicion de SMD. lls ont bénéficié systématiquement d’une recherche
de mutation des génes ASXL1 (exon 12) et SRSF2 (séquencage par méthode Sanger). Pour
certains patients, un génotypage étendu a été réalisé par séquencage a haut débit (NGS) avec

un panel de 38 genes sur le systéme lon PGM (ThermoFisher®).

VII.G. Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées en utilisant le logiciel GraphPad Software PRISM 6.0.
Le test statistique non paramétrique de Mann-Whitney a été utilisé pour comparer deux a
deux les différentes populations. La corrélation concernant la quantification de lymphocytes

Tregs par gating manuel ou automatisé a été évalué par le test de Pearson.
Une valeur de p inférieure a 0,05 est considérée comme statistiquement significative. Les

valeurs de p sont représentées ainsi dans les figures : * p <0,05; ** p<0,01; *** p< 0,001 ;

*¥%% < 0,0001.
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VIII.RESULTATS

VIII.A. Caractéristiques des populations : patients et témoins

Entre janvier 2018 et janvier 2019, 63 prélevements de moelle osseuse ont été analysés par

CMF dans le cadre de cette étude.

22 prélévements témoins ont été inclus (Figure 10) :

- 10 « contréles ponctions » pour lesquels le myélogramme a été réalisé dans le cadre,
le plus souvent, d’une recherche de prolifération plasmocytaire non confirmée en
cytologie. Les indications de réalisation du myélogramme étaient variées (3 suspicions
de MGUS, 1 suivi de MGUS, 2 bilans de fracture, 2 bilans d’anémie, 2 bilans
d’hypogammaglobulinémie, 2 pics IgM ; les indications étant parfois doubles pour un
méme patient) ;

- 12 « contréles tétes fémorales » dont la MO a été recueillie par grattage de tétes

fémorales.

41 prélevements ont été réalisés et analysés dans le cadre d’une suspicion ou de suivi de
syndrome myélodysplasique (Figure 10). 13 patients n’ont pas été intégrés dans la cohorte
finale en raison d’un diagnostic de SMD finalement non retenu (n = 10) ou pour cause de
traitement immunosuppresseur (n = 3). Au total, 28 patients atteints de SMD ont donc été
inclus dans cette étude prospective. Parmi ces 28 patients atteints de SMD, 6 étaient déja

connus mais non traités. Les 28 patients ont été classés selon I'IPSS-R :

10 SMD de risque trés faible (SMD Very Low) ;

- 5SMD de risque faible (SMD Low) ;

- 6 SMD de risque intermédiaire (SMD Intermediate) ;
- 5SMD de risque élevé (SMD High) ;

- 2 SMD derisque tres élevé (SMD Very High).
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Figure 10. Prélevements médullaires des patients et des témoins : analysés, exclus et inclus

Les caractéristiques de I'ensemble des patients atteints de SMD et des témoins sont décrites

dans le Tableau 10 ci-dessous (les Tableau 11, Tableau 12, Tableau 13, Tableau 14, Tableau 15

et Tableau 16 sont présentés en annexes et offrent une description détaillée de chaque

patient et de chaque témoin).

Notre effectif ne nous permettant pas de réaliser des comparaisons entre chacun des 5

groupes a risque selon I'IPSS-R, j'ai décidé pour la suite de I’étude de regrouper les patients

en deux sous-groupes de patients, les SMD Very Low/Low/Int (« SMD LOW ») et les SMD

High/Very High (« SMD HIGH ») qui se rapprochent le plus d’une définition simplifiée et

binaire des SMD de bas risque et des SMD de haut risque.
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Controles ponctions n=10
Age médian (min-max) 67 ans (35-88)
Sexe (F/H) 6/4

Controles tétes fémorales n=12
Age médian (min-max) 72,5 ans (58-81)
Sexe (F/H) 7/5

Syndromes myélodysplasiques n=28
Age médian (min-max) 73 ans (55-90)
Sexe (F/H) 11/17
Anémie * n=27 96 %
Neutropénie ** n=7 25 %
Thrombopénie *** n=14 50 %
Caryotype anormal n=14 50 %
Caryotype complexe n=4 14 %
Caryotype tres favorable n=4 14 %
Caryotype favorable n=16 57 %
Caryotype intermédiaire n=3 11%
Caryotype défavorable n=2 7%
Caryotype trés défavorable n=3 11%
Mutation ASXL1 n=5/26 19%
Mutation SRSF2 n=3/24 13 %
NGS anormal **** n=10/12 83 %
Ogata > 2 n=15/23 65 %
Classification OMS
SMD-SLD n=1 4%
SMD-MLD n=14 50 %
SMD-RS-MLD =2 7%
SMD-EB-I n=9 32%
SMD-EB-II n=2 7%
IPSS-R
Very Low n=10 36 %
Low n=5 18 %
Intermediate n=6 21%
High n=5 18 %
Very High n=2 7%

Tableau 10. Caractéristiques démographiques et biologiques des patients et des témoins

* Anémie : < 12 g/dL chez les femmes et < 13 g/dL chez les hommes

** Neutropénie < 1,5 G/1L

*** Thrombopénie < 150 G/L

**** NGS anormal chez 10 patients / 12 dépistés : 3 mutations de TP53 dont 1 chez un SMD Very High
et 2 chez des SMD High, 2 mutations de DNMT3A, 2 mutations de TET2, 2 mutations de RUNX1, 2
mutations de U2AF1, 1 mutation de PHF6, 1 mutation de SRSF2, 1 mutation de RIT1 et 1 mutation de
CBL (parfois plusieurs mutations par patient).
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VIII.B. Caractérisation de la population témoin

Dans la mesure ou les préléevements de moelle osseuse des témoins ont été obtenus soit par
ponction médullaire soit par grattage de tétes fémorales, j’ai tout d’abord voulu vérifier que
la répartition des différentes populations lymphocytaires qu’il m’était possible d’étudier avec
le panel d’anticorps utilisé n’était pas significativement différente entre ces 2 types de
prélevements. La quantification des différentes populations lymphocytaires a été réalisée par
une analyse dans le logiciel Kaluza Analysis avec la stratégie de gating manuel décrite dans la

section Matériel et Méthodes (Figure 11 et Figure 12 ; Tableau 17 en annexes).
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Figure 11. Comparaison de la répartition des différentes populations lymphocytaires chez les
témoins : controles ponctions et controles tétes fémorales
Médiane et écart interquartile ; ns : différence non significative.

Contréle ponction (n = 10, en gris) et Contrédle téte fémorale (n = 12, en orange).
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Figure 12. Comparaison du contingent de lymphocytes T régulateurs et des sous-populations Tregs
A et B chez les témoins : contrdles ponctions et controdles tétes fémorales
Meédiane et écart interquartile ; ns : différence non significative.

Contréle ponction (n = 10, en gris) et Contréle téte fémorale (n = 12, en orange).

Globalement, aucune différence significative n’a été observée concernant la répartition des
populations lymphocytaires B/NK (25,3 % vs 35,7 %), T totale (74,7 % vs 64,2 %), T CD4+ (42,7
% vs 33,9 %), et T CD8+ (28,1 % vs 27,3 %) entre les groupes « contrdle ponction » et « contrble
téte fémorale ». Il en est de méme pour le contingent de lymphocytes Tregs qu’il soit quantifié
par rapport aux lymphocytes T CD4+ (6,9 % vs 8,0 %), aux lymphocytes T totaux (3,6 % vs 3,9
%) ou aux lymphocytes totaux (2,7 % vs 2,4 %) ; et des sous-populations A (45,8 % vs 42,6 %)
et B (54,2 % vs 57,4 %). Le ratio lymphocytes T CD8+/Tregs est également identique entre ces
deux groupes (10,5 vs 12,7). Il a donc été décidé de regrouper ces deux groupes contrdles pour

la suite de I'analyse sous la dénomination commune de « témoins ».
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VIII.C. Quantification des lymphocytes T régulateurs chez les

patients atteints de SMD

J'ai tout d’abord commencé par comparer la proportion des différentes sous-populations
lymphocytaires entre les témoins et les patients atteints de SMD puis entre les différents

groupes de SMD.

Cette comparaison, présentée Figure 13, montre une différence significative dans la
répartition des populations lymphocytaires avec notamment proportionnellement plus de
lymphocytes T (75,8 % vs 70,1 % ; p = 0,0408) et moins de lymphocytes B/NK (24,2 % vs 29,9

% ; p = 0,0408) chez les patients atteints de SMD que dans la population témoin (p = 0,0408).

Cette différence semble en partie s’expliquer par une augmentation relative du contingent de
lymphocytes T CD8+ chez les SMD HIGH par rapport aux témoins (35,5 % vs 27,3 %; p =
0,0481). Cependant, cette différence semble étre liée principalement a 3 échantillons dans le

groupe controle qui ont un faible taux de lymphocytes T.

Aucune différence significative n’est observée sur la répartition de ces sous-populations

lymphocytaires entre les patients SMD LOW et les patients SMD HIGH.
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Figure 13. Comparaison de la répartition des différentes populations lymphocytaires entre les
témoins et les patients atteints de SMD ; et entre les SMD LOW et les SMD HIGH

Meédiane et écart interquartile ; * p < 0,05 ; ns : différence non significative.

Populations : Témoins (n = 22, en gris), SMD totaux (n = 28, en bleu), SMD LOW (n = 21, en orange),
SMD HIGH (n =7, en rouge).

En ce qui concerne la population de lymphocytes Tregs, comme montré sur la Figure 14, il n’a
pas été observé de différence significative entre le taux de Tregs dans la moelle osseuse
(exprimé en % par rapport aux Ly T CD3+ CD4+) des patients du groupe SMD et du groupe
témoin (respectivement 7,0 % vs 7,6 %). La quantification des lymphocytes Tregs par rapport
aux lymphocytes T totaux (3,6 % vs 3,9 %) ou par rapport aux lymphocytes totaux (2,7 % vs 2,4
%) ne montre pas non plus de différence significative entre les patients atteints de SMD et les

témoins. Le taux de lymphocytes Tregs semble également identique entre le groupe de
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patients SMD LOW et le groupe de patients SMD HIGH que ce soit par rapport aux lymphocytes
T CD3+ CD4+ (6,9 % vs 7,0 %), par rapport aux lymphocytes T totaux (3,6 % vs 3,6 %) ou par
rapport aux lymphocytes totaux (2,6 % vs 3,1 %) (Figure 14). Enfin, le ratio lymphocytes T
CD8+/Tregs est similaire entre le groupe témoin et le groupe de patients SMD (10,5 vs 12,7)

et également entre le groupe de patients SMD LOW et le groupe de patients SMD HIGH (12,5

vs 12,8).
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Figure 14. Comparaison du contingent de lymphocytes T régulateurs entre les témoins et les
patients atteints de SMD ; et entre les SMD LOW et les SMD HIGH

Médiane et écart interquartile ; ns : différence non significative.

Populations : Témoins (n = 22, en gris), SMD totaux (n = 28, en bleu), SMD LOW (n = 21, en orange),
SMD HIGH (n = 7, en rouge).
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J'ai ensuite comparé la quantification des lymphocytes Tregs A et B identifiés sur I'expression
du CD95 et du CD45RA (Figure 15). J'ai observé que la sous-population de Tregs B CD45RA-
CD95+ est significativement plus représentée dans la moelle osseuse des patients SMD par
rapport a celle des témoins (64,3 % vs 55,4 % ; p = 0,0109). De facon logique, I'inverse est
observé sur le contingent de Tregs A CD45RA+ CD95- puisque cette population est

significativement diminuée chez les patients SMD par rapport aux témoins (35,7% vs 44,5%).

Cette différence du taux de Tregs B est observée quel que soit le type de SMD (LOW ou HIGH)
comparé aux témoins (respectivement 66,3 % vs 55,4 % ; p = 0,0274 et 64,2 % vs 55,4 % ; p =
0,0479). En revanche, je n’ai pas trouvé de différence significative entre les SMD HIGH et les
SMD LOW concernant la répartition des sous-populations Tregs B (66,3 % vs 64,2 %) et Tregs
A (35,8 % vs 33,7%).
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Figure 15. Comparaison du contingent de lymphocytes Tregs A et B entre les témoins et les
patients atteints de SMD ; et entre les SMD LOW et les SMD HIGH
Meédiane et écart interquartile ; * p < 0,05 ; ns : différence non significative.

Populations : Témoins (n = 22, en gris), SMD totaux (n = 28, en bleu), SMD LOW (n = 21, en orange),
SMD HIGH (n =7, en rouge).

Les résultats observés a ce stade montrent que contrairement aux données souvent décrites
dans la littérature, le taux global de lymphocytes Tregs ne semble pas modifié chez les patients
SMD par rapport aux témoins. En revanche, la sous-population de Tregs B décrite comme
étant dotée de capacités immunosuppressives plus importantes serait augmentée chez les

patients SMD.
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VIII.D. Quantification automatisée des lymphocytes T régulateurs

par I'algorithme FlowSOM

Dans la deuxieme partie de mon travail, jai utilisé une autre stratégie d’analyse afin
d’identifier la population de lymphocytes Tregs. En effet, I'ensemble des résultats décrits
précédemment ont été obtenus a partir d’'une analyse basée sur le gating manuel de la
population de lymphocytes Tregs sur un dotplot CD127/CD25 conditionné sur la population
lymphocytaire CD3+ CD4+. Or, le gating manuel est parfois difficile et peut donc étre
operateur dépendant. De nombreux algorithmes de « clusterisation » ont été développés
récemment afin d’étudier de facon non supervisée des données de cytométrie. Ces outils sont
déja fréeguemment utilisés pour I'analyse de données obtenues par cytométrie de masse,
technique qui permet d’étudier de fagon simultanée un nombre de parameétres importants
(30 a 40) rendant I'analyse par dotplot classique tres fastidieuse. Cependant, ces algorithmes

peuvent également étre utilisés pour I'analyse de données obtenues par cytométrie en flux.

C'est donc dans ce contexte que j'ai analysé avec |'algorithme FlowSOM (SOM pour Self
Organizing Map) disponible sur la plateforme Cytobank, les données issues de 29
prélevements médullaires :

- 9témoins : 3 contrbles ponctions et 6 controles tétes fémorales ;

- 20 patients atteints de SMD : 15 SMD LOW et 5 SMD HIGH.

Pour cela, les données des cellules isolées dans la fenétre CD3+ CD4+ sur le logiciel Kaluza ont
été exportées sous forme de fichiers CSV puis importées dans Cytobank. Cytobank est une
plateforme permettant I'acces a différents algorithmes de réduction dimensionnelle (viSNE)
ou de clusterisation (SPADE et FlowSOM). Jai fait le choix d’utiliser I'algorithme de
clusterisation FlowSOM plutot que SPADE principalement pour une raison de rapidité
d’exécution. J'ai ensuite paramétré |'algorithme FlowSOM comme décrit dans le paragraphe
matériel et méthodes : 16 clusters demandés avec, pour tous les fichiers, un nombre identique
soumis de cellules inclues pour la formation de |'arbre (soit 6229 cellules CD3+ CD4+ par
fichier) et une clusterisation basée sur |'expression des marqueurs CD127, CD25, CD95,

CD45RA et CD194/CCRA4. Le pipeline d’analyse est résumé sur la Figure 16.
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Figure 16. Pipeline d’analyse des données de CMF avec la plateforme Cytobank

L'arbre généré a partir des données des 29 fichiers importés est représenté sur la Figure 17.

O @

© ®

0® O @® ®

©) ®®
@ ©
® ® ® S

o,
CD45RA CD95

Figure 17. Arbre de recouvrement minimal issu de I’analyse FlowSOM intégrant les lymphocytes

CD3+ CD4+ de 29 échantillons médullaires

Les 16 clusters identifiés par I'algorithme sont représentés par 16 cercles numérotés de 1a 16
(Figure 17, a gauche). Il est ensuite possible de visualiser au sein de chaque cluster I'intensité
d’expression de chacun des 5 marqueurs inclus dans I'analyse (Figure 17, a droite) sous la

forme d’une portion de disque dont la taille est proportionnelle a I'intensité d’expression du
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margqueur. On constate ainsi que 3 clusters (clusters 4, 8 et 11) associent les caractéristiques
phénotypiques connues des lymphocytes Tregs a savoir une forte expression du CD25 et une
faible expression du CD127. L’analyse de l'intensité d’expression du CD127 et du CD25 au sein
de I'ensemble des 16 clusters sous forme de heat map (Figure 18) confirme que les clusters 4,
8 et 11 correspondent a la population de lymphocytes Tregs recherchée puisqu’ils sont
caractérisés par une forte expression du CD25 associée a une faible expression du CD127. De
fagon intéressante, I’étude de I'expression du CD95, du CD194/CCR4 et du CD45RA au sein de
ces 3 clusters permet d’identifier que le cluster 11 correspond a la population de Tregs A
(CD45RA+ et CD95-) tandis que les clusters 4 et 8 correspondent a la population de Tregs B
(CD45RA- et CD95+). Enfin, les clusters 4 et 8 différent par I'expression du CD194/CCRA4.
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Figure 18. Expression des marqueurs CD127 et CD25 dans I’ensemble des 16 clusters ; expression
des marqueurs CD95, CD45RA et CD194/CCR4 au sein des clusters 4, 8 et 11 sur les 9 échantillons
témoins analysés par FlowSOM

La couleur est corrélée a l'intensité d’expression du marqueur selon I'échelle présentée en bas de la

figure.
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Afin de vérifier la cohérence des résultats obtenus par le clustering automatisé, j'ai reporté
les cellules correspondant aux clusters 4, 8 et 11 sur un dot plot CD127/CD25. Comme observé
sur la Figure 19, la majorité des cellules sont en effet positionnées dans la fenétre Tregs placée
manuellement sur la population totale de lymphocytes CD3+ CD4+ sur le dotplot CD127/CD25.
Cependant, un pourcentage important (de 6,8 % a 27,4 % sur les 2 cas exposés sur la Figure
19) de cellules identifiées comme appartenant a la population de lymphocytes Tregs par
I'algorithme de clustering automatisé, est localisé juste a coté de la fenétre Tregs analysée
manuellement. Ceci suggere donc que l'identification de la population de lymphocytes Tregs

basée sur le gating manuel ne permettrait pas I'identification de la totalité de la population

Tregs.
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Figure 19. Localisation des cellules constituant les clusters 4, 8 et 11 sur le dotplot CD127/CD25
initialement utilisé pour la quantification des lymphocytes Tregs par gating manuel (exemple de 2

témoins)

Suite a cette observation, j’ai analysé le nombre de cellules regroupées dans les clusters 4, 8
et 11 identifiées comme la population de lymphocytes Tregs et je I'ai comparé a la
guantification des Tregs réalisée a partir du gating manuel dans le logiciel Kaluza. Comme
présenté par les résultats exposés sur la Figure 20, I'analyse de la corrélation entre le gating
manuel et le gating automatisé de la population globale des Tregs montre une corrélation tres
moyenne (R?= 0,25). La méme analyse réalisée sur la répartition des Tregs A et B montre

également une corrélation moyenne (R?=0.45).
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Figure 20. Corrélation de la quantification des lymphocytes T régulateurs totaux, et des Tregs A et

B analysés par gating manuel ou par I’algorithme FlowSOM

Enfin jai également vérifié que les 2 clusters correspondant aux Tregs B sont bien séparés par
I'expression du CD194/CCR4. Comme présenté sur la Figure 21, les cellules du cluster 4

correspondent bien a une population de cellules CCR4+ tandis que les cellules du cluster 8

sont CCR4-.
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Figure 21. Expression du CD194/CCR4 par les cellules des cluster 4 et 8 chez 2 témoins

Comme pour les données obtenues par I'analyse manuelle dans le logiciel Kaluza, j’ai ensuite
analysé I'abondance des lymphocytes Tregs et des sous-populations identifiées au sein des
clusters 4, 8 et 11 chez les patients atteints de SMD et chez les témoins (Figure 22, Figure 23 ci-
dessous ; Tableau 19 en annexes). Le taux de lymphocytes Tregs par rapport aux lymphocytes

81



CDA4+ totaux n’est pas significativement différent entre les témoins et les patients SMD (8.5 %
vs 10.5 %) et ce quel que soit le stade de la pathologie puisqu’aucune différence
statistiquement significative n’est observée également entre les SMD LOW et les SMD HIGH
(9.9 % vs 13.7 %). En ce qui concerne I'étude des sous-populations de Tregs A (cluster 11) et B
(clusters 4+8), aucune différence significative n’est observée entre les témoins et les patients
SMD (38.8 % vs 27.1 % pour les Tregs A et 61.2 % vs 72.9 % pour les Tregs B) ni entre les 2
groupes de patients SMD. De méme, la comparaison de la quantification des lymphocytes
Tregs du cluster 8 entre les différents groupes ne montre pas de différence significative (51.7
% vs 31.7 % pour les témoins et les SMD ; 33.9 % et 28.0 % pour les SMD LOW et SMD HIGH).
Les derniers résultats exposés ne présentent pas de différence statistiquement significative
mais on peut parfois tout de méme constater des écarts conséquents entre les taux énoncés.
En revanche, la quantité de cellules Tregs correspondant au cluster 4 caractérisé par le
phénotype CD95+ CD45RA- CD194/CCR4+ est significativement augmentée (34.0% vs 17.7 % ;
p = 0,0035) chez les patients atteints de SMD par rapport au groupe témoin sans qu’il n’y ait

de différence entre les SMD LOW et les SMD HIGH.
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Figure 22. Comparaison de la quantification de lymphocytes T régulateurs totaux, des clusters 11 et
4+8 identifiés par gating automatisé, entre les patients atteints de SMD et les témoins ; et entre
les SMD LOW et les SMD HIGH

Médiane et écart interquartile ; ns : différence non significative.

Populations : Témoins (n = 9, en gris), SMD totaux (n = 20, en bleu), SMD LOW (n = 15, en orange), SMD
HIGH (n =5, en rouge).
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Figure 23. Comparaison de la quantification de lymphocytes T régulateurs du cluster 4 et du cluster
8 identifiés par gating automatisé, entre les patients atteints de SMD et les témoins ; et entre les
SMD LOW et les SMD HIGH

Meédiane et écart interquartile ; ** p < 0,01 ; ns : différence non significative.

Populations : Témoins (n =9, en gris), SMD totaux (n = 20, en bleu), SMD LOW (n = 15, en orange), SMD
HIGH (n =5, en rouge).

En conclusion de cette partie de I'étude, réalisée avec I'algorithme FlowSOM, les résultats
observés suggerent que la quantification des lymphocytes Tregs par le gating manuel ne soit
pas optimale. L’analyse FlowSOM pourrait donc permettre une identification plus précise de
cette population et surtout permettre de séparer plus finement différentes sous-populations
de lymphocytes Tregs notamment au sein de la population Tregs B. En effet, deux populations
de Tregs B se distinguent par I’expression ou non de CCR4. De facon intéressante, il semblerait
gue ce soit la sous-population de Tregs B exprimant CCR4 qui augmente dans un contexte de

SMD.
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IX. DISCUSSION

Les SMD regroupent un ensemble de pathologies hétérogenes caractérisées par des
anomalies clonales acquises par la cellule souche hématopoiétique. Ces pathologies se
traduisent cliniguement par des cytopénies et peuvent évoluer vers la LAM. Les données de
la littérature suggerent fortement qu’une réponse immunitaire inadaptée joue a la fois un réle
dans I'insuffisance médullaire observée chez les patients et dans la progression de la maladie.
L'implication de ce déréglement immunitaire est suggérée par la fréquence importante des
maladies auto-immunes chez les patients atteints de SMD (10-12,14) mais aussi par
'observation de I'amélioration de [|’'hématopoiese survenant apres traitement
immunosuppresseur (sérum anti-lymphocytaire ou ciclosporine) (29) ou immunomodulateur
(Iénalidomide), particulierement dans les SMD de bas grade. De méme, il a été rapporté qu’un
traitement par agent hypométhylant tel que I'azacitidine permettait une amélioration de la
maladie auto-immune associée (108). L’existence d’une base immunologique commune au
développement des SMD et des maladies auto-immunes est ainsi supposée d’autant plus que
plusieurs sous-populations lymphocytaires sont décrites comme dérégulées dans les SMD

(109).

La nature et I'origine des perturbations du systeme immunitaire qui interviennent dans la
pathogénie des SMD different entre les différents stades d’évolution de la maladie et donc
des différents groupes de patients classés selon I'IPSS-R. En effet, dans les SMD de bas risque,
ces déreglements consistent en I'expansion de lymphocytes T CD8+ oligoclonaux dans un
contexte d’inflammation chronique qui est a I'origine d’une apoptose accrue des progéniteurs
hématopoiétiques et donc d’une inhibition de I’'hnématopoiese (30,110-113). Epling et al. (110)
ont par exemple retrouvé un réarrangement clonal du TCR chez 50 % des patients SMD vs 5 %
chez des sujets contréles appariés sur I'age. Les phénomeénes d’auto-réactivité accrue envers
des antigenes exprimés dans la moelle osseuse pourraient entrainer en réaction I'expansion
des lymphocytes Tregs jusqu’alors peu nombreux voire non fonctionnels. De fagon
intéressante, le taux des lymphocytes Tregs médullaires apparait inversement lié au
recrutement de lymphocytes T cytotoxiques CD8+, au degré de dysérythropoiése et a la
nécessité d'un traitement par érythropoiétine dans les SMD de bas risque (98). A l'inverse,

dans les SMD de haut risque, la composante environnementale est permissive vis-a-vis des
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clones dysplasiques. Un des mécanismes contribuant a cette bascule pourrait étre I'activation
et/ou I'expansion des lymphocytes Tregs ou plus spécifiguement d’une sous-population de
Tregs qui favoriseraient la progression des clones leucémiques en inhibant les cellules
réactives et effectrices incluant les lymphocytes T CD4+ CD25-, les lymphocytes T CD8+, les
cellules dendritiques, les cellules NK et les lymphocytes B. Bien que partiellement comprise,
I’expansion des lymphocytes Tregs semble liée a une migration accrue vers la moelle osseuse,

a I'induction de cellules effectrices en iTregs et a une prolifération locale.

A la vue de ces données publiées dans la littérature, on comprend bien le réle crucial des
lymphocytes Tregs dans les SMD puisque ces cellules sont censées participer a la fois au
maintien de la tolérance immune et a la lutte anti-tumorale ; mais qui dans des conditions

immunitaires perturbées par le clone tumoral peuvent faire le jeu de I’'hémopathie.

La majorité des études publiées décrivent une augmentation significative des lymphocytes
Tregs a la fois aux niveaux sanguin (92,93) et médullaire (93,95,97,98) dans les SMD de haut
risque par rapport aux SMD de bas risque. En effet, une corrélation est observée entre
I’'augmentation du nombre de lymphocytes Tregs et plusieurs indicateurs d’évolutivité de la
maladie comme l'infiltration blastique médullaire, un IPSS élevé et la progression de la
maladie (92). Seuls Perazzio et al. en 2018 (102), ont des résultats opposés rapportant un
nombre de lymphocytes Tregs supérieur dans les SMD de bas risque par rapport aux SMD de

haut grade.

Le plus faible taux de lymphocytes Tregs dans les SMD de bas grade pourrait s’expliquer par
une diminution de leur recrutement par déficit de I'expression de CXCR4 (93) et par une
diminution des capacités de prolifération (peu de Tregs Ki67+) (96). Certains auteurs décrivent
méme une altération de leur fonction suppressive suggérant I'implication des lymphocytes
Tregs dans les processus auto-immuns des SMD précoces (93). Les données de la littérature
comparant les SMD de bas risque a une population controle sont aussi hétérogenes. Des
études retrouvent plus de lymphocytes Tregs sanguins dans les SMD de bas grade que chez
les témoins (94,103). En revanche, Balaian (101) a constaté en 2016 un déficit en lymphocytes
Tregs a la fois dans le sang et la moelle dans une cohorte composée uniquement de patients
avec del(5q) isolée. Enfin, pour Kotsianidis (93) et Moon (95), SMD de bas risque et témoins

présentaient des taux de lymphocytes Tregs non statistiquement différents dans le sang mais
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aussi dans la moelle osseuse. Le constat est identique pour Alfinito (98) sur I'analyse de

prélevements médullaires.

Ces différences entre les études publiées pourraient s’expliquer par I’'hétérogénéité des
cohortes étudiées de patients atteints de SMD et de sujets témoins mais également par le
type de prélévement analysé (sang ou moelle) ou par I'application de différentes stratégies de
gating pour identifier la population de lymphocytes Tregs. Les lymphocytes Tregs sont le plus
souvent évalués par le nombre absolu sur le sang ou par le pourcentage de Tregs/T CD4+
(93,95,101,105) mais certaines études présentent leurs résultats sous la forme du ratio

Tregs/lymphocytes totaux (97,102) ce qui complique la comparaison des résultats.

C’est donc dans ce contexte que mon projet a consisté a étudier les lymphocytes Tregs par
CMF sur des prélevements de moelle osseuse issus de patients atteints de SMD au diagnostic
(ou dans le cadre de suivi mais en I'absence de traitement) et de sujets témoins. Dans notre
étude, les patients ont été inclus sur une période de 1 an. Elle a donc porté sur 28 patients
(dont 7 SMD HIGH) et 22 sujets témoins. Cet effectif reste donc relativement limité. Dans cette
cohorte de patients, je n’ai pas mis en évidence de différence entre le taux de lymphocytes
Tregs médullaires chez les patients SMD et les témoins ni entre les patients SMD LOW et SMD
HIGH. Le méme résultat était observé quelle que soit la maniére d’analyser le taux de
lymphocytes Tregs (par rapport aux lymphocyte T CD3+ CD4+ totaux, aux lymphocytes T
totaux ou aux lymphocytes totaux). Il est tout a fait possible que I'effectif de la cohorte étudiée
reste trop faible pour mettre en évidence une éventuelle différence. Il serait donc nécessaire
de compléter I'étude avec un effectif plus conséquent. De plus, contrairement a la plupart des
études qui évaluent les lymphocytes Tregs, nous n’avons pas fait de marquage intracellulaire
du facteur de transcription FoxP3. Il est cependant connu que la combinaison des marqueurs
de surface utilisés dans notre étude (CD3, CD4, CD25 et CD127) permet une sélection trés
légeérement plus large et bien corrélée au nombre total de lymphocytes Tregs. En effet,
Kotsianidis a constaté que les cellules CD4+ CD25"e" exprimaient a plus de 90 % FoxP3 (93),
de méme que Moon qui estime ce chiffre a 92,8 % (95). Avec notre stratégie qui considére en
plus la faible expression du CD127 sur les lymphocytes Tregs, on peut logiquement penser
qgu’on se rapproche des 100 % et donc d’un gating quasi optimal des Tregs. Par ailleurs, des
études ont fait un choix similaire au notre (102,103). De plus, dans la littérature récente, la

spécificité du facteur de transcription FoxP3 est discutée. En effet, son expression ne serait
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pas aussi spécifique des lymphocytes Tregs chez ’lhomme que chez la souris puisqu’il ne serait
pas exprimé par quelques sous-types de Tregs et serait présent chez d’autres types cellulaires

(114).

Il est possible que I'identification de différentes sous-populations de lymphocytes Tregs soit
plus informative que la quantification de la population globale de Tregs. La classification des
sous-populations de Tregs n’est pas encore complétement consensuelle. En effet, cette
classification s’appuie selon les études sur des criteres différents : I'origine (nTregs et iTregs,
phénotypiquement différents), des caractéristiques fonctionnelles (cellules Tregs exprimant
le Ki67), le statut d’activation (Tregs effecteurs mémoires CD45RA- CD27- (105), Tregs B
CD45RA- CD95+ (46), Tregs activés FoxP3Meh CD45RA- (115)). En raison de la plasticité des
lymphocytes Tregs et de la possibilité de co-expression de certains marqueurs avec d’autres
populations lymphocytaires, distinguer des sous-types de Tregs avec des fonctions
suppressives différentes n’est pas aisé. En I'absence de marqueur de surface spécifique et
stable, c’est bien une combinaison de marqueurs qui est souvent utilisée pour isoler les
lymphocytes Tregs et les sous-types. En 2016, Kordasti et al. (46) ont caractérisé de maniere
assez exhaustive la population de lymphocytes Tregs par cytométrie de masse en analysant
I’expression de plus de 40 paramétres sur une méme cellule. Il a défini deux sous-populations,
Tregs A et B, qui différent sur plusieurs plans : profil phénotypique, profil d’expression génique
et activité immunosuppressive. Les Tregs B ont un phénotype que I'on peut qualifier de
« mémoire » et « activé » et sont caractérisés par la forte expression du CD45R0, du CD95 et
de CCRA4. De plus, ils expriment fortement des génes codant pour des protéines impliquées
dans la progression du cycle cellulaire. Leur plus forte action immunosuppressive, confirmée
in vitro, vient étayer I’hypothése qu’ils constituent une sous-population de lymphocytes Tregs
plus actifs et donc potentiellement capable de favoriser le développement de maladies auto-
immunes ou cancéreuses, respectivement en cas de déficit ou de prolifération excessive.
Kordasti et Kotsianidis ont aussi évalué dans les SMD les sous-groupes de lymphocytes Tregs
selon une distinction Tregs naifs (CD45RO- ou CD45RA+) / Tregs mémoires (CD45RO+ ou
CD45RA-). lls ont observé un contingent mémoire largement majoritaire mais une
augmentation du ratio Tregs naifs / mémoires sanguin et médullaire chez les patients avec un

SMD de haut grade vs un SMD de bas grade (92,93).
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Compte tenu de ces résultats, j'ai utilisé dans le cadre de ce travail un panel d’anticorps pour
étudier I'expression des marqueurs les plus discriminants afin d’identifier les Tregs A et B, a
savoir CD45RA, CD95 et CD194/CCR4. Dans mon étude, j’ai ainsi observé une augmentation
de la proportion de lymphocytes Tregs B (mémoires et activés définis par le phénotype
CD45RA- CD95+) et par conséquent une diminution de la proportion de Tregs A (CD45RA+
CD95-) chez les patients SMD par rapport aux patients témoins. Cette augmentation par
rapport au groupe témoin est retrouvée aussi bien chez les patients SMD de bas grade que
chez les patients SMD de haut grade. Au niveau médullaire, les résultats de Kotsianidis vont
dans ce sens puisqu’il a retrouvé significativement moins de Tregs naifs dans les SMD de bas
grade par rapport aux sujets témoins (93). En revanche, il n’a pas constaté de différence entre
les SMD de haut grade et les témoins sur cette répartition Tregs naifs/mémoires dans la
moelle osseuse. Contrairement a Kordasti et Kotsianidis (92,93), je n’ai pas constaté de
différence de taux de Tregs A et B entre les patients SMD de bas grade et les patients SMD de

haut grade.

Ces résultats suggerent donc que dans un contexte de SMD, il y aurait une proportion plus
importante de lymphocytes Tregs dotés de fonctions plus immunosuppressives. Ces résultats
doivent évidemment étre confirmés sur une cohorte plus importante de patients atteints de
SMD notamment pour permettre une comparaison plus fine des différents stades de SMD
évalués selon I'IPSS-R que celle exposée ici ol les patients ont été regroupés en 2 entités (SMD

LOW et SMD HIGH).

De fagon intéressante, I'analyse réalisée avec I'algorithme de clustering automatisé FlowSOM
sur la population lymphocytaire CD3+ CD4+ montre I'augmentation d’'une sous-population
particuliere de Tregs B identifiée par une expression du CD194/CCR4. CCR4 est un récepteur
aux chimiokines CCL17 et CCL22. Ce récepteur est connu pour étre exprimé a la surface des
cellules lymphocytaires situées dans les infiltrats de plusieurs cancers, dont le glioblastome et
le cancer du sein, et semble étre un indicateur de mauvais pronostic. CCR4 est également
exprimé a la surface de certaines cellules tumorales comme les cellules du cancer de
I'estomac, du cancer du rein ou encore les cellules de certains lymphomes T, faisant de ce
récepteur une cible thérapeutique potentielle. L'expression de CCR4 a la surface de certaines
sous-populations lymphocytaires permettrait donc de moduler leur potentiel de migration. Il

est donc possible que I'expression de CCR4 a la surface d’une fraction de lymphocytes Tregs
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favorise le recrutement de cette sous-population caractérisée par des fonctions
immunosuppressives plus importantes au niveau médullaire dans un contexte de SMD. Une
étude avait analysé par CMF le profil d’expression des récepteurs aux cytokines des cellules
lymphoides T dans le sang et la moelle osseuse de patients atteints de SMD (116). Les auteurs
avaient observé la présence d’un profil d’expression de récepteurs aux chimiokines reflétant
un statut activé de lymphocytes, mais différent entre le sang et la moelle osseuse suggérant
donc le recrutement spécifique de certaines populations lymphocytaires T au niveau
médullaire. Une évolution de ce profil d’expression était également observée au cours de
I’évolution de la pathologie et pouvait avoir une valeur pronostique. Cependant, aucune
donnée spécifique aux lymphocytes Tregs chez ces patients atteints de SMD n’était rapportée

dans cette étude (116).

D’un point de vue méthodologique, les résultats de mon travail montrent également la
difficulté d’utilisation des stratégies analytiques basées sur un gating manuel pour isoler des
populations faiblement représentées comme les lymphocytes Tregs en CMF. L'avantage de
I'algorithme FlowSOM est sa capacité a intégrer I'ensemble des données d’expression des
différents marqueurs afin de regrouper sous forme de clusters les cellules dont I'expression
des marqueurs est tres proche. Les résultats présentés Figure 19 montrent bien gu’un simple
gating en CD127/CD25 ne permet pas d’isoler 'ensemble des cellules inclues dans I'un des 3
clusters correspondant a une population de lymphocytes Tregs. De méme, comme observé
sur la Figure 9, la séparation des Tregs A et B basée sur I’expression du CD45RA et du CD95 est
parfois peu évidente. L'utilisation d’algorithmes automatisés de type FlowSOM est donc une
alternative tres prometteuse qui permettrait d’homogénéiser les stratégies de gating et qui
pourrait dans le futur étre de plus en plus utilisée, et ce y compris au sein de laboratoires

d’hématologie de routine pour des applications comme la recherche de maladie résiduelle.

Les perspectives de ce travail sont nombreuses. L'objectif est d’obtenir le méme type de
données sur une cohorte de patients et de témoins plus importante afin de confirmer chez les
patients atteints de SMD l'augmentation de la sous-population de lymphocytes Tregs du
cluster 4 qui serait potentiellement dotée de propriétés particulierement
immunosuppressives. Un nombre plus important de patients inclus permettrait d’affiner les

données a des groupes de patients plus homogénes classés selon I'IPSS-R et également
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d’étudier cette méme population de lymphocytes Tregs chez des patients SMD avec MAI. Il
serait également intéressant d’évaluer le taux de cette population au cours de I'évolution de
la maladie chez un méme patient (nécessité d’obtenir des prélevements de suivi) et en
réponse a la stratégie thérapeutique éventuellement utilisée. En effet, comme décrit
précédemment, la progression de la maladie est associée a I'augmentation significative du
contingent de lymphocytes Tregs sanguins (92,93,96) et médullaires (96,97). L’évolution du
taux de lymphocytes Tregs constituerait donc un marqueur de I'évolution de la maladie. Les
traitements semblent aussi avoir une influence sur les lymphocytes Tregs (99,101). Il est
intéressant de noter que le taux de Tregs évoluerait sous traitement soit en diminuant (pour
permettre la restauration d’une surveillance immunitaire) dans les cas de SMD avancés soit
en augmentant (pour favoriser une immunosuppression) dans les cas de SMD précoces. La
guantification des lymphocytes Tregs, et plus particulierement de la sous-population
correspondant aux Tregs identifiés au sein du cluster 4 dans le cadre de cette étude, semble
d’autant plus intéressante qu’elle pourrait également servir de marqueur prédictif a la
réponse au traitement comme suggéré par |'étude de Costantini (99). La poursuite de ce

travail au sein du laboratoire pourra permettre de vérifier cette hypothese.

Enfin, dans le cadre de cette étude, je me suis focalisé sur la quantification des lymphocytes
Tregs au niveau médullaire puisque la moelle osseuse constitue le siege de la maladie et dont
I’étude reflete plus précisément le degré d’immunosuppression dans lequel la CSH
dysplasique évolue. Cependant, il n’est pas possible de raisonner en termes de valeur absolue
de lymphocytes Tregs contrairement au sang. Dans le cadre de la poursuite de ce travail, il
serait donc intéressant de recueillir de fagon systématique les échantillons sanguins des
patients et des témoins pour lesquels un prélevement de moelle est réalisé. Cela permettra
d’évaluer une éventuelle différence de répartition entre sang et moelle chez les patients SMD
et/ou chez les témoins. Dans le cadre de cette étude, j’ai eu la possibilité d’effectuer I'analyse
de quelques prélevements sanguins mais leur nombre était vraiment trop faible pour en

inclure les résultats.
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X. CONCLUSION

L'importance des lymphocytes Tregs dans le développement et la progression des cancers
n’est pas complétement connue et parfois controversée : leur fréquence dans les tumeurs ou
dans le sang est un potentiel biomarqueur pronostique s’inscrivant dans la signature immune

de la tumeur.

Cette population cellulaire est dotée d’une remarquable faculté de plasticité en réponse aux
stimuli : recrutement au niveau du site tumoral, prolifération, surexpression des marqueurs
de surface impliqués dans les fonctions suppressives et conversion en cellules fortement
immunosuppressives. L'augmentation des lymphocytes Tregs dans le sang et au niveau des
sites tumoraux indique qu’ils répondent aux stimuli du microenvironnement créés par la

cellule tumorale.

Les stratégies pour monitorer les lymphocytes Tregs dans les cancers sont discutées du fait de
leur hétérogénéité fonctionnelle et phénotypique. On peut supposer que la mesure de leurs
fonctions est plus corrélée a la réponse au traitement anti-tumoral que leur seule
énumération. Cependant, si au sein des lymphocytes Tregs on parvient a mettre en évidence
une sous-population plus activée facilement identifiable, on se rapprocherait de cette mesure
de la fonctionnalité immunosuppressive. J'ai aussi comparé la quantification des lymphocytes
Tregs par gating automatisé a un gating manuel plus traditionnel afin d’évaluer I'intérét de

cette approche pour isoler cette population lymphocytaire minoritaire.

Une connaissance approfondie des voies moléculaires opérant dans un microenvironnement
particulier est nécessaire pour définir I'impact réel des lymphocytes Tregs dans les cancers et
sélectionner des immunothérapies ciblant les Tregs. En effet, I'identification de différences
phénotypiques et fonctionnelles entre des sous-types de lymphocytes Tregs ameéne a en
considérer les implications thérapeutiques pour une déplétion sélective et non globale des

Tregs.

Ce travail de thése avait pour objectif I'évaluation de la population de lymphocytes Tregs et

de ses sous-populations au niveau médullaire chez des patients atteints de syndromes
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myélodysplasiques. Ainsi, dans cette étude prospective incluant 28 patients, j'ai mis en
évidence que seule une sous-population de lymphocytes Tregs dont les capacités
immunosuppressives seraient plus importantes par rapport aux autres Tregs, et dont
I’expression de CCR4 pourrait faciliter la localisation au niveau médullaire, serait augmentée
dans un contexte de SMD. Néanmoins, nous n’avons pas mis en évidence de différence entre
les SMD de bas et de haut grades, peut-étre en raison d’un effectif trop faible notamment sur
la population de SMD a risque élevé. Une plus large cohorte serait nécessaire pour valider nos
résultats. Mes résultats suggérent également que la quantification automatisée de cette
population de lymphocytes pourrait étre plus robuste que celle réalisée par gating manuel
traditionnel. L'ensemble de ce travail pourrait donc aider a mieux comprendre la base
immunologique de ces maladies hématologiques, hétérogenes en termes de pronostic et de
risque de transformation en LAM ; et suggere que la quantification de cette sous-population
de lymphocytes Tregs CD95+ CD45RA- CCR4+ pourrait avoir un intérét chez les patients
atteints de SMD.
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ANNEXES

Controles SMD Very Low SMD Intermediate SMD High
ponctions (n=10) (n=6) (n=5)
(n=10) SMD Low SMD Very High
(n=5) (n=2)
Sexe 6/4 7/8 2/4 2/5
Femme/Homme
Age 67 (35-88) 75 (55-90) 72 (59-73) 74 (56-85)
(années) *
Classification SMD / SMD-SLD (n=1) SMD-MLD (n=2) SMD-MLD (n=1)
OMS 2016 SMD-MLD (n=11) SMD-EB-I (n=4) SMD-RS-MLD (n=1)
SMD-RS-MLD (n=1) SMD-EB-I (n=3)
SMD-EB-I (n=2) SMD-EB-Il (n=2)
Score global / 1(0-3) 3,5(3,5-4) 5,5 (5-9)
IPSS-R *
Score cytogénétique / 1(0-1) 1(1-3) 3 (2-4)
IPSS-R *
Blastose médullaire 2(1-3) 2(1-7) 6,5 (2-9) 8 (4-15)
(%) *
Score d’Ogata * / 1(0-3) 2 (0-4) 3(2-4)

Leucocytes 6,02 (4,40-9,59) 5,10 (3,17-9,70) 3,81 (1,88-11,35) 2,63 (1,43-5,25)
(G/L) *
Hémoglobine 12,8 (8,5-13,7) 10,5 (6,7-12,9) 10,7 (5,5-13,7) 8,3 (6,8-10,5)
(g/dL) *

Volume globulaire

moyen (fL) *

86,3 (79,3-91,9)

91,1 (85,0-105,5)

104,8 (97,1-109,7)

95,7 (85,5-104,1)

Plaquettes
(G/L) *

254 (115-365)

241 (75-323)

116 (72-323)

102 (39-215)

Polynucléaires

neutrophiles (G/L) *

3,76 (2,72-8,44)

3,29 (1,60-6,77)

2,33 (0,36-7,04)

1,20 (0,47-3,01)

Lymphocytes
(G/L) *

1,26 (0,57-2,46)

1,17 (0,80-2,82)

1,40 (0,80-3,37)

0,88 (0,41-1,97)

Tableau 11. Caractéristiques des patients et des témoins « contrdles ponctions »

* Médiane (valeur minimale - valeur maximale)
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Sexe | Age Classification Groupe a Score Blastes Score Caryotype Score ASXL1 | SRSF2 | SF3B1 NGS GB HB PLQ | PNN LY
SMD OMS 2016 risque global médullaires Ogata cytogénétique
IPSS-R IPSS-R (%) IPSS-R
M 56 SMD-EB-II Very High 8,5 15 NR complexe 4 N NR NR TP53+(C275G) | 1,43 | 8,2 102 | 0,52 | 0,82
(-7,...) / bilan LA -
M 84 SMD-EB-II Very High 9 13 NR complexe 4 N NR NR CEBPa+ et 1,5 6,8 75 1 IND
(-59,-7,-12, ...) reste bilan LA -
F 67 SMD-EB-I High 5,5 8 3 2 clones dont un 5g- 2 N N NR NGS- 5,25 7,6 215 | 3,01 | 1,34
et trisomie 21
F 74 SMD-EB-I High 5 9 4 trisomie 8 2 P P NR NR IND 8,3 138 1,2 IND
M 76 SMD-MLD High 5 4 NR 2 clones dont un 20g- 2 N N NR NR 2,68 8,9 39 1,73 | 0,41
et un isochr dérivant
de la del(20q)
M 85 SMD-EB-I High 6 7 NR complexe (-9q, -11q) 3 N N NR TP53+(R273C) | 2,68 | 10,5 | 44 1,42 | 0,88
avec un sous clone (-
5,-7q, -17p)
M 74 SMD-RS-MLD High 5,5 4 2 complexe (-7, -17, -20, 4 N N N TP53+ (D259) 2,57 10 122 0,47 1,97
-5q)

Tableau 12. Données démographiques et caractéristiques des patients SMD High et SMD Very High

IND : information non disponible ; NR : non recherché ; Normal : lorsque I'information numérique de ce paramétre de la NFS est indisponible mais que le paramétre

est normal d’aprés le compte rendu clinique ;

GB : leucocytes en G/L ; HB : hémoglobine en g/dL ; VGM : volume globulaire moyen en fL ; PLQ : plaquettes en G/L ; PNN : polynucléaires neutrophiles en G/L ; LY :

lymphocytes en G/L

Cette Légende est valable pour les Tableau 12, Tableau 13, Tableau 14, Tableau 15 et Tableau 16.
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Sexe | Age Classification Groupe a Score Blastes Score Caryotype Score ASXL1 | SRSF2 | SF3B1 NGS GB HB | PLQ | PNN LY
SMD OMS 2016 risque Global médullaires Ogata cytogénétique
IPSS-R IPSS-R (%) IPSS-R
M 73 SMD-EB-I Int 3,5 9 4 46XY(20) 1 N N NR U2AF1+, 417 | 10,3 | 93 | 2,58 | 1,45
DNMT3A+
M 59 SMD-MLD Int 3,5 2 0 2 clones : minoritaire 3 N N NR RUNX1+, 6,55 13,7 97 4,35 | 1,38
trisomie 1q, -7q / U2AF1+
majoritaire -Y
F 72 SMD-EB-I Int 4 8 NR 46XX(20) 1 N N NR NGS- 1,88 11,2 72 0,79 | 0,95
M 73 SMD-EB-I Int 4 9 2 46XY(20) 1 P P NR SRSF2+ 3,45 8,3 323 2,08 0,8
M 67 SMD-EB-I Int 3,5 5 2 46XY(20) 1 N N NR NR 2,16 11 201 | 0,36 | 1,41
F 72 SMD-MLD Int 3,5 4 3 46XX(20) 1 P N P NR 11,35 5,5 134 | 7,04 | 3,37

Tableau 13. Données démographiques et caractéristiques des patients SMD Intermediate
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Sexe | Age Classification Groupe a Score Blastes Score Caryotype Score ASXL1 | SRSF2 | SF3B1 NGS GB HB PLQ PNN LY
SMD OMS 2016 risque Global médullaires Ogata cytogénétique
IPSS-R IPSS-R (%) IPSS-R
M 86 SMD-EB-I Low 3 7 3 46XY(20) 1 P N NR NR 3,47 12,9 156 1,6 0,87
F 69 SMD-MLD Low 2 2 0 46XX(20) 1 N N NR TET2+ 51 8,8 251 Normal | Normal
F 71 SMD-EB-I Low 3 5 2 46XX(20) 1 N N P NR Normal | 11,6 | Normal | Normal | Normal
F 71 SMD-MLD Low 2,5 3 1 46XX(20) 1 N P NR TET2+, PHF6+ 4,83 11,7 75 2,76 1,34
F 77 SMD-MLD Low 3 3 0 46XX(20) 1 N N NR NR 6,99 9,5 285 5,41 0,9

Tableau 14. Données démographiques et caractéristiques des patients SMD Low
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Sexe | Age Classification Groupe a Score Blastes Score Caryotype Score ASXL1 | SRSF2 | SF3B1 NGS GB HB PLQ PNN LY
SMD OMS risque Global médullaires (%) Ogata cytogénétique
2016 IPSS-R IPSS-R IPSS-R
M 55 SMD-MLD Very Low 1 1 1 46XY(20) 1 N N NR DNMT3A+ 3,17 12,5 269 1,85 0,94
F 88 SMD-MLD Very Low 1 2 2 -20q 1 IND IND IND IND 4,7 10,5 112 2,77 1,13
M 90 SMD-SLD Very Low 0 2 2 -Y 0 N N NR NR 4,85 10,2 156 3,12 1,21
M 75 SMD-MLD Very Low 1 2 2 46XX(20) 1 P N NR NR Normal | 10,3 | Normal | Normal | Normal
F 67 SMD-MLD Very Low 1,5 2 2 5q- 1 IND IND IND IND 4,6 10 90 2,52 1,34
M 69 SMD-MLD Very Low 0 2 1 -Y 0 N N NR RUNX1+, 9,7 10,6 115 5,5 2,82
RIT1+,
CBL+
M 82 SMD-RS-MLD Very Low 1 1 0 46XY(20) 1 N N N NR 6,32 10,6 287 3,46 1,74
M 86 SMD-MLD Very Low 1,5 1 1 -Y 0 N N NR NR 8,22 6,7 241 6,77 0,8
M 79 SMD-MLD Very Low 1 3 1 -Y 0 N N NR TET2- 5,5 10,9 311 3,6 0,9
F 72 SMD-MLD Very Low 1 2 1 46XX(20) 1 N N NR NR 7,76 10 323 5,37 1,62

Tableau 15. Données démographiques et caractéristiques des patients SMD Very Low
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Sexe | Age Contexte clinique / Conclusion myélogramme Blastes GB HB | VGM | PLQ | PNN LY
Informations complémentaires médullaires
(%)

F 64 suspicion de MGUS devant un pic I1gG kappa / Moelle de richesse moyenne, équilibrée, sans exces de plasmocytes. 2 4,4 13,3 | 90,5 204 2,8 1,07
immuno-phénotypage médullaire plasmocytaire
et lymphocytaire B : populations polytypiques

F 35 bilan de fracture patiente jeune / Moelle riche, équilibrée et polymorphe dans laquelle on retrouve de nombreux 3 IND IND IND IND IND IND
immuno-phénotypage médullaire plasmocytaire | mégacaryocytes. Absence d'infiltration plasmocytaire. Pas de cellule anormale par ailleurs.
et lymphocytaire B : populations polytypiques

F 69 Bilan de fracture (ostéoporotique ?) et Moelle de richesse moyenne, graisseuse, équilibrée sans excés de plasmocytes. 3 9,59 | 11,4 | 86,6 | 323 | 8,44 | 0,57
d’hypogammaglobulinémie

M 88 Bilan d’anémie isolée chez un patient avec Moelle riche, avec mégacaryocytes présents, équilibrée, sans excés de blaste. 2 6,57 8,5 79,3 | 360 4,5 1,21
hémorragie digestive / Pas de cellule anormale. A noter la présence de polynucléaires hypersegmentés ainsi que
immuno-phénotypage médullaire de légers signes de dysérythropoiése (carence ?). Aspect insuffisant pour poser le diagnostic
lymphocytaire B : population B polytypique de SMD.

M 65 Suspicion de MGUS devant un pic 1gG / Moelle riche dans laquelle on retrouve de nombreux mégacaryocytes. 2 IND IND IND IND IND IND
immuno-phénotypage médullaire plasmocytaire | Lignées granuleuse et érythroblastique équilibrées sans signe majeur de dysplasie. On note
et lymphocytaire B non disponibles 3% de plasmocytes dont certains dystrophiques (rares petits amas). A confronter au reste

du bilan.

F 76 Bilan d’hypogammaglobulinémie et de discrete Moelle plutdt riche pour I’age mais équilibrée sans excés de lymphocytes ni de 3 6,79 | 11,8 | 91,8 | 365 | 4,85 | 1,31
Anémie / plasmocytes.
immuno-phénotypage médullaire plasmocytaire
et lymphocytaire B : populations polytypiques

M 59 Suivi de MGUS avec pic IgG a 26g/L et Moelle riche avec un taux limite de plasmocytes (5%). 3 583 | 12,3 | 84,5 150 | 2,75 | 2,46
découverte d’une hypercalcémie

F 74 Bilan devant un pic IgM / Moelle riche, avec nombreux mégacaryocytes, sans exces de blastes. Absence d'infiltration 1 579 | 13,3 | 85,9 299 | 2,72 | 2,31
immuno-phénotypage médullaire plasmocytaire | lymphoide pathologique décelée cytologiquement.
et lymphocytaire B : populations polytypiques
MYD88 non muté

F 58 Bilan devant un pic IgM / Moelle riche, équilibrée, avec mégacaryocytes présents, sans exces de blastes ni infiltration 2 6,21 | 13,7 | 85,3 208 | 4,47 | 1,37
immuno-phénotypage médullaire plasmocytaire | lymphoide pathologique décelée cytologiquement.
et lymphocytaire B : populations polytypiques

M 80 | Suspicion MGUS devant un pic I1gG kappa Moelle riche dans laquelle on retrouve de nombreux mégacaryocytes. Absence d'exces de 1 4,58 | 13,6 | 91,9 | 115 | 3,04 | 0,99
immuno-phénotypage médullaire plasmocytaire | plasmocytes et d'infiltrat lymphocytaire pathologique cytologiquement décelable.
et lymphocytaire B : populations polytypiques

Tableau 16. Données démographiques et caractéristiques des témoins « controles ponctions »
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Controles ponctions

n=10

Controles tétes fémorales

n=12

Ly B-NK / Ly totaux (%)
Ly T/ Ly totaux (%)
Ly T CD4+ / Ly totaux (%)
Ly T CD8+ / Ly totaux (%)
Ratio Ly T CD4+/CD8+

25,3 (18,8 -37,7)
74,7 (62,2 - 81,2)
42,7 (33,5 -27,1)
28,1 (20,3 - 35,5)
1,5 (1,0-2,8)

35,7(27,5-51,4
64,2 (48,7 -72,4
33,9(27,1-40,4
27,3(18,5-32,3

)
)
)
)

1,4 (1,0 - 2,0)

Tregs /Ly T CD4+ (%)
Tregs A / Tregs totaux (%)
Tregs B / Tregs totaux (%)

Tregs /Ly T (%)

Tregs / Ly totaux (%)

Ratio Ly T CD8+ / Tregs

6,9 (5,8 - 8,0)
45,8 (36,3 — 50,8)
54,2 (49,2 - 63,7)

3,6 (3,0—4,3)

2,7(2,0-3,3)

10,5 (8,3 - 13,2)

8,0 (7,2 - 10,0)
42,6 (34,9 - 49,1)
57,4 (50,9 — 65,1)

3,9 (3,7-5,6)
2,4(2,2-3,1)
12,7 (10,0 - 18,8)

Tableau 17. Quantification des sous-populations lymphocytaires et des lymphocytes T régulateurs

chez les témoins : « controles ponctions » et « contrdles tétes fémorales »

Meédiane (intervalle de confiance 95 %). La comparaison de I'ensemble des paramétres présentés ne

montre pas de différence significative entre les 2 groupes.

Ly B-NK / Ly totaux (%)
Ly T/ Ly totaux (%)
Ly T CD4+ / Ly totaux (%)
Ly T CD8+ / Ly totaux (%)
Ratio Ly T CD4+/CD8+

Témoins SMD SMD LOW SMD HIGH
n=22 n=28 n=21 n=7
29,9 (26,8 —42,0) 24,2 (21,2 -29,5) 24,4 (21,2 —30,0) 21,4 (11,2 -38,1)

70,1 (58,0 — 73,2)
35,5 (32,4 —43,2)
27,3(21,8-31,2)

1,45 (1,2-2,1)

75,8 (70,4 — 78,8)
39,0 (34,3 — 43,5)
33,0 (27,4 - 35,6)

1,1(1,1-1,8)

75,5 (70,0 — 78,8)
40,6 (35,3 - 45,9)
29,1 (25,1 —34,7)

1,2 (1,2 -2,0)

78,6 (61,9 — 88,8)
33,2 (23,1-44,7)
35,5 (27,4 —45,0)

0,8(0,6-1,3)

Tregs / Ly T CD4+ (%)
Tregs A / Tregs totaux (%)
Tregs B / Tregs totaux (%)

Tregs / Ly T (%)

Tregs / Ly totaux (%)

Ratio Ly T CD8+ / Tregs

7,6 (6,9-8,8)
44,5 (38,0 - 47,3)
55,4 (52,6 — 62,0)

3,9(3,6-4,8)

2,4(2,3-3,0)

10,5 (8,3 - 13,2)

7,0 (6,2 -8,0)
35,7 (29,0 - 38,4)
64,3 (61,6 — 71,0)

3,6(3,1-4,3)

2,7(2,3-3.2)

12,7 (10,0 - 18,8)

6,9 (6,0-7,9)
33,7 (28,0-39,9)
66,3 (60,1 —72,0)

3,6 (3,1-4,5)

2,6(2,3-3,3)

12,5 (9,3 - 15,3)

7,0 (4,9-10,3)
35,8 (23,9 -42,1)
64,2 (57,9-76,1)

3,6(1,9-4,7)
3,1(1,4-3,6)

12,8 (3,0 - 38,4)

Tableau 18. Quantification des sous-populations lymphocytaires et des lymphocytes T régulateurs

chez les patients et les témoins

Meédiane (intervalle de confiance 95%)
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/Ly T CD4+ (%)
Cluster 11 (Tregs A)
/ Tregs totaux (%)
Cluster 4+8 (Tregs B)

/ Tregs totaux (%)
Cluster 8 (Tregs B CCR4-)
/ Tregs totaux (%)
Cluster 4 (Tregs B CCR4+)
/ Tregs totaux (%)

38.8(27.7-43.1)

61.2 (56.9 — 72.3)

51.7 (34.5 - 59.8)

17.7 (10.5 - 24.4)

27.1(21.1-39.1)

72.9(60.9 — 78.9)

31.7(27.3-41.8)

34.0 (27.2-43.6)

28.1(17.5-39.2)

71.9 (60.8 — 82.6)

33.9(26.4—40.9)

37.7(28.0-48.1)

Témoins SMD SMD LOW SMD HIGH
n=9 n=20 n=15 n=5
Tregs FlowSOM 8.5(7.1-10.9) 10.5(8.7-12.8) 9.9(7.6-12.7) 13.7 (8.2 -16.8)

26.1(11.9-58.8)

73.9 (41.2-88.1)

28.0 (8.5 —65.8)

29.9 (9.3 - 45.6)

Tableau 19. Quantification des lymphocytes T régulateurs totaux, des clusters 11, 8 et 4 identifiés

par gating automatisé chez les patients et les témoins

Meédiane (intervalle de confiance 95%)
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ETUDE PAR CYTOMETRIE EN FLUX DES LYMPHOCYTES T REGULATEURS
DANS LES SYNDROMES MYELODYSPLASIQUES

Introduction. La dérégulation du systéme immunitaire observée chez les patients atteints de syndrome
myélodysplasique (SMD) met en jeu des acteurs cellulaires et des mécanismes complexes qui favorisent le
développement de la maladie et difféerent selon son stade. Les lymphocytes T régulateurs (Tregs), en tant
gue population immunosuppressive, jouent un role central dans ces perturbations. L'objectif de ce travail
a consisté a quantifier et caractériser par cytométrie en flux les différentes sous-populations de Tregs chez
des patients atteints de SMD.

Matériel et Méthodes. 28 échantillons médullaires de patients SMD classés selon I'IPSS-R ont été analysés
(Navios, Beckman Coulter) et comparés a 22 préléevements médullaires controles. Les Tregs ont d’abord été
guantifiés a I'aide d’une stratégie de gating manuel CD3+ CD4+ CD25high CD127low avec le logiciel Kaluza.
Une analyse non supervisée avec |'algorithme FlowSOM a ensuite été réalisée.

Résultats. Aucune différence significative du taux de Tregs n’est observée entre les patients SMD et les
témoins. Cependant, une sous-population de lymphocytes Tregs mémoires et activés (CD45RA- CD95+) est
significativement augmentée chez les patients SMD. L’analyse réalisée avec I'algorithme FlowSOM montre
gu’il s’agit en fait de la sous-population de Tregs CD45RA- CD95+ exprimant CCR4 qui est augmentée dans
les SMD.

Conclusion. Ces résultats ont permis I'identification d’une sous-population de Tregs CD45RA- CD95+ CCR4+
augmentée dans les SMD, connue pour étre dotée de fonctions immunosuppressives plus importantes et
dont I'expression de CCR4 pourrait permettre le recrutement préférentiel de ces cellules au niveau
médullaire.

QUANTIFICATION BY FLOW CYTOMETRY OF REGULATORY T CELLS
IN MYELODYSPLASIC SYNDROMES

Introduction. The immune system is frequently deregulated in patients with myelodysplastic syndrome
(MDS). Many cell types and complex mechanisms are implicated in this deregulation which sustains
progression of MDS. Regulatory T cells (Tregs) are known to induce immunosuppression and play a pivotal
role in these modifications. The objective of this study was to evaluate and characterize distinct Tregs sub-
populations in patients with MDS by flow cytometry.

Material and Methods. 28 bone marrow samples from patients with MDS classified according the IPSS-R
were analysed (Navios, Beckman Coulter) and compared to 22 control samples. First, Tregs were quantified
using a manual gating strategy CD3+ CD4+ CD25high CD127low with the Kaluza software. Then, an
unsupervised strategy using FlowSOM was used.

Results. No significant difference was observed between MDS and control samples according the Tregs
guantification. However, a fraction of memory and activated Tregs characterized by the phenotype
CD45RA- CD95+ was significantly increased in patients with MDS. Finally, the analysis performed with the
FlowSOM algorithm revealed that this CD45RA- CD95+ Tregs population increased in MDS also express
CCR4.

Conclusion. These results led to the identification of an increased population of Tregs CD45RA- CD95+ in
bone marrow of patients with MDS. Interestingly, this population which is reported to have a high
immunosuppressive capacity, also express CCR4 probably leading to the specific recruitment of these cells
in bone marrow of patients with MDS.

Mots clés : syndrome myélodysplasique, lymphocytes T régulateurs, cytométrie en flux, FlowSOM.
Keywords : myelodysplasic syndrome, regulatory T cells, flow cytometry, FlowSOM.
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