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Résumé

CXCL12 est une chimiokine non inflammatoire impliquée dans la domiciliation et la
rétention des cellules souches hématopoiétiques a l'intérieur de niches spécifiques
de la moelle osseuse. Elle agit par le biais de deux récepteurs a 7 domaines
transmembranaires, CXCR4 et ACKR3. La migration ainsi que ['attachement
cellulaire en réponse a CXCL12 découlent de I'activation de CXCR4. ACKR3, qui ne
signalise pas par la voie des protéines G, mais uniquement par la voie arrestine,
aurait pour réle de dégrader la chimiokine, menant ainsi a la création et au maintien

d’un gradient de CXCL12 primordial a I'orientation cellulaire lors de la migration.

Etant une cible pharmacologique d'intérét dans plusieurs processus pathologique
dont notamment l'infection au VIH et la dissémination métastatique de cancers,
CXCR4 fut I'objet d’'un développement intensif d’antagonistes le ciblant. Malgré la
faible homologie de séquence entre CXCR4 et ACKR3, certains de ses antagonistes,
tels que 'AMD3100 ou le TC14012, sont des ligands agonistes de ACKR3. Les
causes de cet effet inverse sur CXCR4 et ACKR3 ne sont pas connues. Ainsi, dans le
premier article de cette thése, le mode de liaison du TC10412 sur ACKR3 a été
déterminé, en s’appuyant sur les données du cristal de CXCR4 en complexe avec
CVX15 (un dérivé du TC14012). Les résultats cumulés d’essais fonctionnels et de
simulations de dynamique moléculaire ont permis l'identification de déterminantes
clefs du récepteur ACKR3 et du TC14012 permettant leur interaction. Ces
informations sont essentielles pour le développement futur de molécules ciblant

spécifiquement I'un ou l'autre de ces récepteurs.

La leucémie aigue lymphoblastique de type pré-B (B-LAL) est la néoplasie la plus
fréquente en pédiatrie. Si les taux de rémission sans complications sur 5 ans
dépassent les 85%, plus de 25% de ces enfants porteront des séquelles graves
potentiellement mortelles tout au long de leur vie due a un sur-traitement. La
stratification plus précise du risque individuel de rechute permettrait des réductions
ou intensifications thérapeutiques correspondants.
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Il a été montré récemment que la survie de souris xénogreffées avec des échantillons
de patients (PDX) B-LAL corrélait avec le risque individuel de rechute. Ainsi, dans la
deuxieme section de cette thése, nous rapportons, pour la premiére fois, une
meéthode servant a lidentification de nouveaux marqueurs de risque a l'aide d'un
modele de souris PDX greffé avec des échantillons B-LAL pédiatriques. Le modéle a
d’abord été validé a l'aide de marqueurs de pronostics connus pour la B-LAL
pédiatrique (1(12;21), I'hyperdiploidie (HD) et CD20). Nous avons ensuite démontré
que [lutilisation combinée de plusieurs marqueurs (CXCR4¢¢¢ ACKR3™be non-
t(12;21) et non-HD) prédit avec précision une courte survie des souris PDX. Cette
étude exploratoire balise les parameétres pour une étude future, prospective ou
rétrospective, qui devra établir une association entre notre algorithme et I'évolution
clinique individuelle des patients leucémiques. En perspective, notre approche
contribuera a I'optimisation de la stratification du risque individuel de rechute chez les
patients atteints d’'une B-LAL.

Mots clés

CXCL12 e« CXCR4 + ACKR3 ¢ inhibiteur de CXCR4 « T140
e TC14012 + sourisPDX <« Leucémie < cancer pédiatrique <« B-LAL
» stratification du risque



Abstract

CXCL12 is a non-infammatory chemokine involved in hematopoietic stem cell
homing and retention to specific bone marrow niches. Its signaling is transduce
through two 7 transmembrane receptors, CXCR4 and ACKR3. CXCR4 controls
migration cues and cellular attachment by a G-protein-dependant signaling pathway.
The second receptor, ACKR3, promotes CXCL12 degradation through a G-protein-
independent, arrestin-dependant pathway. The latter leads to the generation and
maintenance of a sharp CXCL12 gradient, promoting directional cell migration.

Because of its involvement in a range of pathological processes including, but not
restricted to, HIV entry and metastatic dissemination of cancers, CXCR4 is an
attractive pharmacological target. Over the past two decades, several antagonists
targeting it were synthetized. Despite the low sequence homology between CXCR4
and ACKR3, two of these antagonists, AMD3100 and TC14012, were shown to act as
agonists on ACKR3. The causes of this reverse effect on CXCR4 and ACKR3 are not
known. Thus, in the first article of this thesis, we used ACKR3 substitution mutants
and molecular modeling based on the CXCR4 crystal bound to CVX15 (a TC14012
derivative) to determine the binding mode of TC10412 on ACKR3. The cumulative
results of functional assays and molecular dynamics simulations allowed the
identification of key determinants in the interaction between ACKR3 and TC14012.
These results provide essential information for the future development of more

specific ligands targeting one of these receptors.

B-cell precursor acute lymphoblastic leukemia (B-ALL) is the most common paediatric
neoplasia. While the 5-year event-free survival exceeds 85%, more than 25% of
these “cured” children will suffer potentially life-threatening sequelze due to over-
treatment. A more precise stratification strategy of the individual risk of relapse is
required to allow an accurate personalised therapy reduction or intensification.

It has recently been shown that the survival of patient-derived xenografted (PDX)
mice correlates with the individual risk of relapse in children with B-ALL. Thus, in the
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second section of this thesis, we report for the first time a method to identify new risk
markers using B-ALL PDX mice model. The model was first validated using known
prognostic markers for paediatric B-ALL (1(12;21), hyperdiploid (HD) and CD20). We
then demonstrated that the combined use of markers (CXCR4Ms" ACKR3"°% non-
t(12;21) and non-HD) predicts with great sensitivity a short survival of PDX mice. The
key parameters highlighted in this study will now have to be validated in a prospective
or retrospective study. The latter would test the association of our combined
parameters with the individual clinical outcome of B-ALL children to validate our PDX
results. Our algorithm may eventually lead to a more accurate individual risk
stratification of paediatric B-ALL patients thus guiding personalized therapy

adjustment.

KEYWORDS

CXCL12 + CXCR4 + ACKR3 ¢ CXCRA4 inhibitors « T140 =+ TC14012
o PDX mice o Leukemia o Pediatric cancer o B-ALL o Risk
stratification
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Chapitre I - Introduction



1.1 Les chimiokines et leurs récepteurs

1.1.1 Les chimiokines

Les chimiokines sont des protéines chimioattractantes de la famille des cytokines
ayant une masse variant entre 8 et 12kDa. Chez l'humain, les chimiokines
comprennent 53 membres et sont catégorisées en quatre classes selon le motif
conservé de deux cystéines en amino-terminal (N-terminal) soit : CCL, CXCL, CX3CL
et XCL (Bachelerie et al. 2014). La signalisation induite par les chimiokines découle
de leur liaison a des récepteurs a 7 domaines transmembranaires (7TMR) appelés
récepteurs de chimiokines. Il existe une promiscuité entre les chimiokines et leurs
récepteurs ou certaines chimiokines peuvent lier plusieurs récepteurs et certains

récepteurs plusieurs chimiokines (voir figure 1.1).

1.1.2 Les récepteurs de chimiokines

Les récepteurs de chimiokines font tous partie de la grande famille des récepteurs a
7TMR. Ces derniers agissent a titre d’intermédiaire afin de transmettre une signature
chimique extracellulaire en signalisation intracellulaire. Les 7TMRs sont constitués
d’'une région N-terminale extracellulaire, d’'une partie carboxy-terminale (C-terminal)
intracellulaire et de sept hélices alpha transmembranaires (TM1 a TM7) reliées entre
elles par trois boucles intracellulaires (ICL1, ICL2 et ICL3) et trois boucles
extracellulaires (ECL1, ECL2 et ECL3). Dans la membrane cellulaire, les TM1 et TM7
interagissent de sorte qu’une cavité, appelée pochette de liaison, se crée au centre
du récepteur. La pochette de liaison est séparée en deux sections soit la pochette de
liaison majeure, située au centre des TM3 a TM7, et la pochette de liaison mineure,
se trouvant au centre des TM1, 2, 3 et 7. Les parties extracellulaires (ECL et N-
terminal) et les pochettes de liaison du récepteur forment le domaine d’interaction
avec les ligands. En intracellulaire, les ICLs et le C-terminal sont



Atypical Receptors CHEMOKINES G Protein-coupled Receptors
Distribution Name ot Name Distribution
CXCL2
cxcL3 CXCR1 N, Mo, NK, MC, Ba, DC, CD8* T,
CXCLS Treg, EC, Ca
CXCL6
CxcL7 CXCR2 N, Mo, NK, MC, Ba, DC,
CXCL8 T,EC, Ca

CXCLaL1
CXCL4
CXCL9
CXCL10

CXCL11 CXCR4
L2

cXcL13 CXCR5 B, CD8T, T,
(o I V. S 2

CXCL16 CXCR6  Th1&Th17,7/8T, NKT, NK, PC, Ca
?

CXCR3 B, Th1, CD8* T, pDC, NK, NKT, Treg

B, BMVE

AVEC  ACKR3

Stromal cells (CXCR7)
Cancer, Neurons

most leukocytes, NHC

CXCL17 ===s3===2=33=3333333338vses
RBC,LEC,  ACKR1

Purkinie Cell  (DARC) ccL CCR8 DC; Mo; M®; Th2; skin CD4g,,
; ccLs CD8 & v3 T; Tregs; thymocytes, NHC
\ CCL2
caus ~, CCR2

Mo/M®, Thi, iDC, Ba, NK

Barrier Sites; CCR1 N, Mo/M®, Th1, Tmem, Ba, DC, NHC

LEC, DC, B;

CCL11
Some Leukocytes (D6) P CCR3 Eo, Ba, Th2, MC, MG, DC, PC, NHC
ccL14 CCR5 DC, Mo, M®, NK, Th1, Th17, Treg,
CCL15 CTL, NHC
CCL16
CCL17 il i i
CCR4 Th2, Th17, skin-homing T, Treg, iDC,
Many leukocytes CCRL2 ccLig Mo, 'a eff/mem CD4 & CD8 T
(ACKRS5) ccL9 " ’
Lung,gut,IN ACKR4 e N ggt:g CCR6 Th17, /5 T, NK, NKT, Treg
(CCRL1)
ccL22 CCR7 mDC, thymocytes, B, T, T,
CcCL23
cCL24
CCL25 CCR9 thymocytes; gut-homing T, B & DC; pDC
CCL26
ccL27 CCR10 skin-homing T; IgA+ plasmablasts;
CccL28 skin Fb, EC & Me; Ca
XCL1
XCL2 XCR1 cross-presenting CD8* DC; thymic DC
CX3CL1 CX3CR1 resident Mo, M®, Th1, y/8 T, CTL,

DC, NK, MG, neurons

Figure 1.1 : Schématisation de la promiscuité des chimiokines et de leurs
récepteurs. A gauche se trouvent les récepteurs atypiques, a droite les récepteurs
typiques et au centre les chimiokines. Les traits indiquent les couples récepteurs-
ligands caractérisés jusqu'a présent. (tiré de (Bachelerie et al. 2014) avec la
permission de 'ASPET, © 2014)



impliqués dans [linteraction avec le complexe signalétique des protéines G
hétérotrimériques et avec la B-arrestine. C’est par ces interactions avec des protéines
intracellulaires que les 7TMRs transmettent la signalisation induite par les ligands.

Les récepteurs de chimiokines sont scindés en deux groupes distincts soit: les
récepteurs typiques et les récepteurs atypiques (Bachelerie et al. 2014). La
détermination du groupe auquel appartient un récepteur dépend de la voie de
signalisation privilégiée par ce récepteur suite a la liaison du ligand.

Ainsi, les récepteurs de chimiokines typiques signalisent préférentiellement via les
protéines G hétérotrimériques (Bachelerie et al. 2014). C’est la signalisation induite
par ces protéines qui promeut la réponse migratoire des cellules. Les récepteurs de
chimiokines typiques sont nommeés en fonction de la sous-classe de chimiokine qu’ils
lient, suivi de la lettre « R » soit : CCR, CXCR, CX3CR et XCR.

De leur cété, les récepteurs de chimiokines atypiques, tous nommés ACKR (pour
« atypical chemokine receptor »), se démarquent des récepteurs typiques en ne
signalisant pas par le biais des protéines G. Ainsi, leur liaison a leur ligand ne
promeut pas une réponse chimiotactique. Cela dit, certains d’entre eux participent au
processus migratoire en promouvant la dégradation des chimiokines via une
signalisation dépendante de la B-arrestine. Cette régulation des chimiokines en
circulation participe a la formation d’un gradient de chimiokines nécessaire a

I'orientation cellulaire durant la chimiotaxie.

1.1.3 La signalisation des récepteurs de chimiokines

La liaison d’une chimiokine a son récepteur induit une signalisation complexe menant
a une variété de réponses cellulaires. Les différentes voies de signalisation activées
par les chimiokines sont en grande partie relayées par le biais des protéines G
hétérotrimériques et par la B-arrestine. Dans cette section, nous introduirons de

maniére générale ces deux partenaires des 7TMR. Ces derniéres seront abordées de



nouveau de maniére plus spécifique dans les sections introduisant les récepteurs a

I’étude dans cette thése.

1.1.3.1 Les protéines G hétérotrimériques

Sous leur forme inactive, les protéines G hétérotrimériques interagissent
constitutivement avec certains 7TMRs, dont les récepteurs de chimiokines typiques,
afin de former un complexe de signalisation appelé GPCR (récepteur couplé aux
protéines G) (Nobles et al. 2005; Galés et al. 2006; Ayoub et al. 2007; Quoyer et al.
2013). Formées des sous-unités alpha (a), béta (B) et gamma (y), les protéines G
hétérotrimériques comportent deux unités de signalisation fonctionnelles soit: la
sous-unité a et le complexe By (McCudden et al. 2005). La sous unité a est pourvue
d'une activité GTPase permettant I'hnydrolyse d‘un GTP (guanosine triphosphate) en
GDP (guanosine diphosphate). A noter que sous sa forme inactive, la sous-unité a

reste liée au GDP.

La transmission du signal externe vers les protéines G se fait par le biais d’'un
changement conformationnel du récepteur découlant de la liaison ligand-récepteur.
Ce dernier engendre a son tour une modification structurale de la sous-unité a lui
permettant ainsi d’échanger son GDP pour un GTP (Chung et al. 2011). Une fois lié
au GTP, le complexe protéines G-récepteur se sépare, puis la sous-unité a se
détache du complexe By. Les deux unités de signalisation étant maintenant actives,
différentes voies de signalisation sont stimulées (McCudden et al. 2005). Le couple
récepteur-ligand étant toujours actif, plusieurs vagues de protéines G peuvent étre

activées avant la désensibilisation du récepteur par la 3 -arrestine.

1.1.3.2 La béta-arrestine

Suite a la liaison du ligand au récepteur, des kinases spécifiques aux 7TMRs (GRK;
« G-protein-coupled receptor kinase ») sont recrutées au récepteur et viennent
phosphoryler ce dernier en C-terminal. Cette phosphorylation provoque une

augmentation de [laffinité des récepteurs pour des protéines d’échafaudages



nommeées les arrestines (Reiter & Lefkowitz 2006). On dénombre quatre arrestines (1
a 4) différentes. Les arrestines 1 et 4 étant principalement exprimées dans la rétine,
les arrestines auxquelles nous ferons référence dans cette thése sont les arrestines 2
et 3 (également appelées B-arrestines 1 et 2) qui elles, sont exprimées de maniére

ubiquitaire.

Une fois recrutées au récepteur, les B-arrestines sont impliquées dans différents
processus cellulaires. D’une part, elles désensibilisent les récepteurs des protéines G
par compétition stérique (Benovic et al. 1987; Lohse et al. 1990). De plus, les [3-
arrestines participent au transport intracellulaire des récepteurs en contrélant la
rétention de ces derniers dans les endosomes (Khoury et al. 2014; DeWire et al.
2007). Egalement, une des fonctions d’importance des B-arrestines est leur capacité
a interagir avec différentes enzymes signalétiques (Luttrell et al. 1999; Shenoy et al.
2006). Jusqu’alors associées a la terminaison de la signalisation, les B-arrestines
sont maintenant connues pour engendrer une signalisation G-indépendante. Chez les
récepteurs de chimiokines, si ce type de signalisation est présent pour les récepteurs
typiques, il constitue également le seul relais de signalisation pour les récepteurs

atypiques (Kalatskaya et al. 2009).

1.1.4 Laréponse chimiotactique

Le systéme signalétique chimiokines-récepteurs contréle une forme de migration
dirigée des cellules que I'on appelle chimiotaxie. Chez les vertébrés, la chimiotaxie
est responsable de différents processus biologiques et pathologiques, dont
lembryogenese, la réponse immunitaire, [linflammation, la cicatrisation,
'hématopoiese, les maladies auto-immunes et la dissémination métastatique (Cai &
Devreotes 2011; Roussos et al. 2011). Pour se produire, cette réponse complexe
nécessite I'action concertée de trois processus cellulaires interreliés soit : la détection

du gradient, la polarisation et la motilité (Iglesias & Devreotes 2008; Shi et al. 2013).

La détection du gradient fait référence a la capacité de la cellule a interpréter la

présence d'un gradient de chimiokines extracellulaires afin d’orienter la cellule dans



la direction ou la concentration de chimiokines est la plus élevée (Iglesias &
Devreotes 2008). Le processus repose sur le taux d’occupation des récepteurs
autour de la cellule qui est nécessairement plus élevé du cété ou la concentration de
chimiokines est la plus élevée. La différence d’occupation des récepteurs autour de la
cellule crée une asymétrie de la réponse signalétique a l'intérieur de la cellule. En
effet, la signalisation sera plus importante du cété ou il y a plus de chimiokines
provoquant ainsi la polarisation de la cellule (Iglesias & Devreotes 2008). A 'avant de
la cellule, l'activité signalétique importante engendre la polymérisation d’actine
menant a I'élongation de pseudopodes en direction de la concentration plus élevée
de chimiokines. A I'arriére, la signalisation moins soutenue provoque quant a elle la
contraction des fibres de myosine. L'effet combiné de l'avant et de l'arriére de la
cellule est responsable de la motilité cellulaire.

1.2 CXCL12 et ses récepteurs

CXCL12 (également appelé « stromal cell-derived factor 1 » ou SDF-1) est une
chimiokine non inflammatoire exprimée et sécrétée constitutivement par les cellules
stromales de la moelle osseuse et par d’autres tissus, dont le cceur, le foie, la rate et
les poumons (Yu et al. 2006). Elle agit a titre de ligand pour deux récepteurs de
chimiokines, soit CXCR4 et ACKR3. L’intérét pour [I'étude de [laxe
CXCL12/CXCR4/ACKR3 émane de sa participation dans différents processus
biologiques clés, tels que la cardiogenése, la neurogenése, l'angiogenése, la
cardioprotection et 'hématopoiése (Zou et al. 1998; Sierro et al. 2007; Hu et al.
2007). On lui reconnait également un réle pathologique notamment dans l'infection
par le virus dimmunodéficience humaine (VIH), le syndrome WHIM (verrues,
hypogammaglobulinémie, immunodéficience et myélokathexie) et dans la
dissémination métastatique (Feng et al. 1996; Muller et al. 2001; Hernandez et al.
2003). Etant donné l'orientation de cette thése, les prochaines sections détailleront
limplication de CXCL12 et de ses récepteurs dans I'hématopoiese et dans la



dissémination métastatique. Mais avant d’aborder ces sujets, il convient d’introduire

les récepteurs de CXCL12.

1.2.1 Lerécepteur CXCR4

CXCR4 est un récepteur de chimiokine ayant pour seul ligand naturel CXCL12.
Pendant pres de dix ans, il fut également considéré comme étant I'unique récepteur
de CXCL12, une information qui fut révisée suite a la découverte que ce dernier liait
également un récepteur jusqu’alors orphelin aujourd’hui appelé ACKR3 ou CXCR7
(introduit dans la section suivante) (Balabanian et al. 2005; Burns et al. 2006).
Néanmoins, CXCR4 est, a ce jour, le seul récepteur de chimiokine typique connu de
CXCL12, donc doué d’une signalisation menant a une réponse migratoire. CXCR4
agit également comme l'un des corécepteurs impliqués dans I'entrée du tropisme T
du VIH (Berger et al. 1999). Dans cette section, il sera question d’introduire le patron

d’expression de ce récepteur et sa signalisation.

1.2.1.1 L’expression du récepteur CXCR4

Au niveau physiologique, CXCR4 est exprimé a la surface d’une grande diversité de
types cellulaires découlant principalement, mais pas exclusivement, des lignées
hématopoiétiques. Dans les lignées myéloides, CXCR4 est exprimé a la surface des
cellules progénitrices myéloides ainsi que des monocytes, des neutrophiles, des
macrophages et des cellules dendritiques (Bleul et al. 1997; Zaitseva et al. 1997; Di
Marzio et al. 1998; Kim et al. 2006). Dans les lignées lymphoides, on le retrouve a la
surface des cellules progénitrices des lymphocytes B et T, de tous les précurseurs
des cellules B, des précurseurs précoces des cellules T et a la surface des cellules B
et T matures (Bleul et al. 1997; Aiuti, Tavian, et al. 1999). CXCR4 est également
exprimé a la surface des cellules souches hématopoiétiques (CSH) (Aiuti, Turchetto,
et al. 1999). Si son expression semble ubiquitaire dans les cellules hématopoiétiques,
il a été montré que le profil d’expression de CXCR4 est sujet a des variations selon le
stade de développement de certaines de ces lignées. C’est notamment le cas lors de
la maturation des cellules T et des macrophages (Di Marzio et al. 1998; Aiuti, Tavian,



et al. 1999). Cette variation d’expression joue un réle dans la localisation des cellules
dans l'organisme, mais également dans le positionnement des cellules a lintérieur
d’un tissu. Nous approfondirons ce sujet lorsque nous aborderons le role de CXCL12

dans I'hématopoiése.

Au niveau pathologique, il a été montré que I'expression de CXCR4 est augmentée
dans plusieurs types de cancers solides et hématologiques dont, entre autres les
leucémies aigues lymphoblastiques précurseurs des cellules B (B-LAL) (Taichman et
al. 2002; Zeelenberg et al. 2003; Phillips et al. 2003; Retz et al. 2005; Andre et al.
2006; Pan et al. 2006; Kajiyama et al. 2008; Scala et al. 2005; Jiang et al. 2006;
Koishi et al. 2006; Spoo et al. 2007; D'Alterio et al. 2010; Konoplev et al. 2011; Wang
et al. 2012; He et al. 2013; D'Alterio et al. 2014; van den Berk et al. 2014; Sterlacci et
al. 2016; Matsuo et al. 2016). Nous verrons dans une section subséquente quelles
sont les implications d’une telle dérégulation de CXCR4 dans la progression tumorale

et leucémique.

1.2.1.2 La signalisation de CXCR4

Etant un récepteur de chimiokine typique, la liaison de CXCL12 & CXCR4 permet
l'activation d’'une cascade de signalisation complexe, dépendante des protéines G
hétérotrimériques. Pour CXCR4, l'isoforme privilégié de la sous-unité Ga est la
Gai (Di Salvo et al. 2000). Cette derniére est reconnue pour inhiber l'adénylate
cyclase, diminuant ainsi la production d’adénosine monophosphate cyclique (AMPc).
La Gai active également les tyrosines kinases de type Src, qui activent a leur tour la
phosphorylation des MAP kinase ERK 1 et 2. De son cété, la sous-unité GBy stimule
différents effecteurs menant ultimement a la réponse chimiotactique et a I'adhésion
cellulaire via l'activation des intégrines, une classe de protéines membranaires
spécialisées dans le contact cellule-cellule (Shen et al. 2001; Hidalgo et al. 2001). La
signalisation G-dépendante est souvent évaluée par la mesure du flux calcique
intracellulaire, un événement reflétant a la fois I'activité de la sous-unité Ga que du
complexe GBy (Park et al. 1993; Hatse et al. 2002; Hernandez et al. 2003; Levoye et
al. 2009; Wescott et al. 2016).
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Outre sa signalisation par les protéines G, la liaison de CXCL12 sur CXCR4
provoque également la phosphorylation du récepteur par des GRKs menant a une
modulation de la signalisation par le biais des B-arrestines 1 et 2 (Busillo et al. 2010).
Initialement décrites comme des protéines inhibitrices de la signalisation G-
dépendante, il a été montré que la B-arrestine 2 participerait a la réponse migratoire
en activant des effecteurs communs a la voie des protéines G (Sun et al. 2002;
Busillo et al. 2010). Parallélement a ce processus de modulation signalétique,
CXCR4 est endocyté et trié dans les compartiments intracellulaires. La majeure partie
des récepteurs CXCR4 seront ubiquitinés et acheminés au lysosome ou ils seront
dégradés (Tarasova et al. 1998; Marchese & Benovic 2001).

1.2.2 Le récepteur de chimiokine ACKR3

En 2005/2006, un récepteur orphelin, le RDC-1, est identifi€é comme étant le
récepteur des chimiokines CXCL11 (qui ne sera pas abordée dans cette thése) et
CXCL12 (Balabanian et al. 2005; Burns et al. 2006). Dés lors renommé CXCRY7, la
nomenclature de ce 7TMR a récemment été revue étant donné sa signalisation
atypique indépendante des protéines G-hétérotrimériques. Maintenant connu sous le
nom d’ACKRS3, ce récepteur signalisant principalement par le biais des B-arrestines
est incapable d’induire une réponse chimiotactique (Bachelerie et al. 2014).
Néanmoins, tel que nous le verrons dans les sections subséquentes, ses activités
cellulaires n’en sont pas moins importantes dans l'orientation des cellules qui migrent
de maniére CXCR4-CXCL12 dépendante. Dans cette section, le patron d’expression

du récepteur sera d’abord présenté suivi de sa signalisation.

1.2.2.1 Le patron d’expression d’ACKR3

Chez la souris, ACKR3 est fortement exprimé au niveau embryonnaire (Burns et al.
2006). Son expression faiblit par la suite, mais est tout de méme retrouvée dans
différents tissus, dont le cceur, les poumons et les cellules endothéliales (Burns et al.
2006; Sierro et al. 2007; Berahovich et al. 2014). Si son expression dans les tissus
est bien documentée et acceptée, des données conflictuelles de I'expression
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d’ACKR3 dans les cellules hématopoiétiques primaires ont alimenté un débat. Alors
que plusieurs groupes ont montré qu’ACKR3 est exprimé par les monocytes, les
basophiles, les cellules dendritiques, les cellules NK, dans certains sous-types de
cellules T, dans les cellules B et dans les CSH CD34" (Balabanian et al. 2005;
Infantino et al. 2006; Sierro et al. 2007; Hartmann et al. 2008), Berahovich et al ont
présenté des résultats indiquant plutdt qu’ACKR3 est absent des cellules
hématopoiétiques (Berahovich et al. 2010). lls font une critique sévére des résultats
publiés jusqu’alors. En 2012, le laboratoire du Dr Thelen revient sur le débat en
testant un panel d’anti-ACKRS3 sur des lymphocytes B humains primaires et confirme
la validité des anticorps en effectuant un essai de spectrométrie de masse suite a une
immunoprécipitation (Humpert et al. 2012). Néanmoins, cette discordance dans les
résultats d’expression d’ACKR3 dans les cellules hématopoiétiques appelle a la

prudence quant a l'interprétation des résultats publiés.

Outre sa signalisation, la localisation cellulaire d’ACKR3 est également atypique. En
effet, en absence de ligand, ACKR3 est majoritairement exprimé dans des
endosomes précoces se trouvant sous la membrane plasmique ce qui en fait ainsi un
récepteur intracellulaire (Hartmann et al. 2008). Pour répondre aux signaux externes
et lier ses ligands, il a été montré que ce dernier cycle en continu entre ces
endosomes et la surface cellulaire (Naumann et al. 2010; Canals et al. 2012). Ce
trafic intracellulaire constitutif (en absence de ligands) n’est pas unique a ACKR3
chez les récepteurs de chimiokines. Effectivement, il a été montré que le récepteur
atypique ACKR2 (aussi connu sous le nom de D6), fait de méme (Weber et al. 2004).

L’expression d’ACKR3 est augmentée dans plusieurs types de cancers. C'est
notamment le cas des carcinomes hépatocellulaires et rénaux, des cancers de la
prostate, du cdlon, des poumons, de la vésicule biliaire, du sein ainsi que des
glioblastomes (Madden et al. 2004; Miao et al. 2007; Maishi et al. 2012; Yamada et
al. 2015; Hattermann et al. 2010; D'Alterio et al. 2010; Zheng et al. 2010; Yao et al.
2011; Neve Polimeno et al. 2014). Dans les cancers hématologiques, I'expression de
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son ARNm a été rapportée comme étant élevée dans les leucémies aigues
myeéloides (LAM) et dans les LAL de type B et T (Melo et al. 2014; Maiga et al. 2016).

1.2.2.2 Réles et signalisation d’ACKR3

L’expression d'ACKR3 est associée a divers processus cellulaires. Tout comme
ACKR2, ACKR3 a la capacité d’internaliser et d’amener ses ligands dans des
compartiments de dégradation cellulaire (Weber et al. 2004; Boldajipour et al. 2008;
Naumann et al. 2010; Benredjem et al. 2016). Quoiqu’indirecte, cette fonction agit sur
I'efficacité de la chimiotaxie en modulant les gradients de CXCL12 présent dans le
milieu guidant ainsi la migration CXCR4-dépendante (voir figure 1.2) (Boldajipour et
al. 2008). De plus, il a été montré dans un essai in vitro utilisant la lignée NC-37
(lignée maligne de lymphome de Burkitt) que la migration transendothéliale est
potentialisée par la stimulation d’ACKR3 avec CXCL12 (Zabel et al. 2011). Ainsi,
ACKR3 serait un facteur dans l'orientation de la migration et dans la mobilisation

cellulaire.

Outre son action sur la chimiotaxie CXCR4-dépendante, la surexpression d’ACKR3
confere aux cellules I'exprimant une meilleure survie dans les lignées tumorales MDA
MB435S (cancer du sein), A764 et 25/07 (glioblastome) lorsqu’elles sont cultivées
dans un milieu contenant une concentration de sérum sous-optimale (Burns et al.
2006; Hattermann et al. 2010). Egalement, dans des essais sur la lignée SMMC-
7721(carcinome hépatocellulaire), la stimulation d’ACKR3 par CXCL12 induit la
sécrétion de VEGF (Facteur de croissance de I'endothélium vasculaire) et la
formation de structures tubulaires par des cellules HUVEC, une lignée endothéliale
primaire provenant de veine de cordon ombilical (Zheng et al. 2010). Ainsi, ces
résultats in vitro reflétent la capacité d’ACKR3 a promouvoir un effet prosurvie/anti-

apoptotique et proangiogenése.

Il N’y a que trés peu d’information concernant les voies de signalisation impliquées
lors de l'activation d’ACKR3 menant a ces différents phénoménes. Suite a la liaison
de CXCL12 sur ACKR3, il y a recrutement des B-arrestines sur le récepteur suivi
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Figure 1.2 : Schématisation du réle d’ACKR3 dans la migration cellulaire
CXCR4-dépendante. Le modéle présente trois temps différents ou I'expression
de CXCL12 est décalée a droite pour chaque temps. La zone hachurée
représente les cellules exprimant CXCL12 et le vert la diffusion de la protéine. En
absence d’ACKR3, le gradient de CXCL12 n’est pas formé adéquatement et la
chimiotaxie est moins efficace que pour les cellules I'exprimant (adapté de
(Boldajipour et al. 2008) avec la permission d’Elsevier, © 2008, License
# 4138980398135)

d’'une signalisation menant a la phosphorylation de la MAP kinase ERK 1/2 et de
AKT (Hartmann et al. 2008; Kalatskaya et al. 2009; Luker, Gupta, Steele, et al. 2009;
Rajagopal et al. 2010; Gravel et al. 2010). A ce jour, le recrutement des B-arrestines
constitue I'un des tests les plus répandus par les laboratoires du domaine pour
évaluer I'activation d’ACKR3 (Kalatskaya et al. 2009; Luker, Gupta & Luker 2009;
Zabel et al. 2009; Luker et al. 2010; Décaillot et al. 2011; Canals et al. 2012; Drury et
al. 2011).

1.2.3 L’oligomérisation des récepteurs CXCR4 et ACKR3

Il a longtemps été assumé que les 7TMRs étaient exprimés et fonctionnaient en tant
qu’entités monomeériques. Cependant, un grand nombre d’études utilisant des

expériences de co-immunoprécipitation, de transfert d’énergie par résonance d’'une
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bioluminescence (BRET) ou de fluorescence (FRET) ont montré que les 7TMRs
existent sous forme de diméres ou méme d’oligoméres (Angers et al. 2002). C’est
notamment le cas des récepteurs CXCR4 et ACKR3, ou il a été montré qu'’ils avaient
la capacité d’homodimériser en absence de ligands (Babcock et al. 2003;
Percherancier et al. 2005; Kalatskaya et al. 2009). Pour CXCR4, 'homodimére fut
également observé lors de la résolution de sa structure par cristallographie (Wu et al.
2010). En effet, les cinq cristaux analysés du récepteur dans cette étude étaient

organiseés sous forme de dimeres.

Outre les homodimeéres, les 7TMRs peuvent également s’hétérodimériser. D’ailleurs,
deux groupes indépendants ont montré que CXCR4 et ACKR3 hétérodimérisent
lorsqu’ils sont co-transfectés dans des cellules HEK293, CHO, Neuro2A et MDA-MB-
231 (Levoye et al. 2009; Décaillot et al. 2011). Dans ces études, les auteurs
suggérent que I'hétérodimérisation d’ACKR3 et de CXCR4 module négativement la
signalisation G-dépendante de CXCRA4. En effet, les résultats de BRET présentés
dans l'article de Levoye et al montrent que la présence d ACKR3 modifie la nature de
l'interaction de CXCR4 avec la sous-unité Ga, ce qui interfere avec le transfert du
GDP pour le GTP de cette sous-unité (Levoye et al. 2009). De maniére
complémentaire, le groupe de Décaillot ajoute que [I'hétérodimere recrute
constitutivement la B-arrestine 2, ce qui pourrait expliquer les difficultés des protéines
G a transduire un signal (Décaillot et al. 2011). Lorsque stimulé par CXCL12,
I'hétérodimere CXCR4-ACKR3 induit une signalisation B-arrestine-dépendante qui est
différente de la signalisation par les [-arrestines des récepteurs seuls (voir figure
1.3).

Dans les cellules primaires, il a été montré que les récepteurs CXCR4 et ACKR3 ne
se trouvent pas dans le méme compartiment cellulaire (Hartmann et al. 2008;
Torossian et al. 2014). Méme si Torossian et al ont montré une colocalisation partielle
d’ACKR3 et de CXCR4, l'impact de ce type de colocalisation sur la signalisation qui
en découle n’est pas clair.
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Figure 1.3 : Schématisation de la signalisation des récepteurs CXCR4 et
ACKR3 (CXCR7). Lorsque CXCR4 et ACKR3 sont exprimés seuls (gauche), la
liasison de CXCL12 sur ces récepteurs provoque une signalisation dépendante de
la Gai pour CXCR4 ou dépendante de la B-arrestine pour ACKR3. Lorsque co-
exprimés (droite), la liaison de CXCL12 au dimére CXCR4-ACKR3 active une
signalisation dépendante de la p-arrestine différente de celle observée avec
ACKR3 seul (adapté de (Décaillot et al. 2011))

1.2.4 CXCL12 et ’hématopoiese

La fonction physiologique de CXCL12 la mieux documentée est son rble dans
'hématopoiese. Lorsqu’il est génétiquement invalidé chez la souris, on observe une
diminution des progéniteurs des cellules B et des progéniteurs des cellules
myéloides (Nagasawa et al. 1996). Ce n’est que quelques années plus tard qu’on
décrira sa fonction chimioattractante pour la majorité des cellules hématopoiétiques
dont notamment les CSH (D'Apuzzo et al. 1997; Aiuti et al. 1997; Bleul et al. 1998;
Hamada et al. 1998; Peled et al. 1999; Wright et al. 2002). Plus récemment, il a été
montré que l'activité migratoire induite par CXCL12 contréle la localisation et la
rétention des CSH dans des niches spécialisées de la moelle osseuse. (Sugiyama et
al. 2006; Ding & Morrison 2013). Dans les prochaines sous-sections, les CSH et les
niches de la moelle osseuse seront introduites afin de bien comprendre I'effet de la

relation niche-résidente retrouvée dans ce milieu.



16

1.2.4.1 CXCL12 et les cellules souches hématopoiétiques

Les CSH sont des cellules souches somatiques multipotentes ayant la capacité de se
différentier en tous les sous-types de cellules sanguines. Etant & l'origine de toutes
des cellules hématopoiétiques, elles sont responsables du maintien du nombre de
cellules appartenant autant aux lignées myéloides que lymphoides tout au long de la
vie de I'organisme (Wilson & Trumpp 2006). Pour garantir leur fonction a long terme,
I'état des CSH doit étre finement régulé pour assurer leur autorenouvellement et ainsi
prévenir leur épuisement. Cette régulation se fait par les facteurs d'un
microenvironnement qui induisent un état de quiescence (phase Go du cycle
cellulaire) pour environ 75% des CSH (Cheshier et al. 1999; Cheng et al. 2000; Arai
et al. 2004). Cet état de quiescence prolongé, appelé « dormance » par certains
auteurs, est primordial pour assurer la repopulation des cellules sanguines a long

terme.

Pour avoir accés a ce microenvironnement, la localisation spatiale a l'intérieur des os
est primordiale et CXCL12 joue un réle clé dans ce processus. En effet, une délétion
conditionnelle de CXCL12 ou de CXCR4 dans la souris méne a la mobilisation des
CSH dans la circulation sanguine, a une prolifération accrue de ces derniéres, et a
leur épuisement (Sugiyama et al. 2006; Nie et al. 2008; Tzeng et al. 2011).
Inversement, il a été montré chez la souris qu'une mutation empéchant la
désensibilisation de CXCR4 prévient |la différenciation des cellules
lymphoides (Freitas et al. 2017). Ces observations supportent l'idée qu’en
promouvant la domiciliation et la rétention des CSH dans des niches spécialisées de
la moelle osseuse, le couple CXCL12-CXCR4 joue un rdle clé dans la quiescence
des CSH.

1.2.4.2 CXCL12 et les niches de la moelle osseuse

Une niche est définie comme une région a l'intérieur d’un tissu qui maintient et régule
directement par son microenvironnement un type de cellule souche, ou de cellule

progénitrice (Morrison & Spradling 2008). Les niches de la moelle osseuse sont des
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régions spécialisées des os régulant I'état et la fonction des CSH et de ses
progéniteurs. A cause de la complexité anatomique de 'os, la niche ou résident les
CSH quiescentes (appelées CSH a long terme) fut longtemps sujette a débat.
Récemment, les avancées réalisées en microscopie ont permis I'acquisition d’image
tridimensionnelle d'os de souris, et ce, sans affecter leur structure
anatomique (Kunisaki et al. 2013). Cette technologie a permis l'identification et la
définition de trois niches distinctes, soit : la niche artérielle, la niche ostéovasculaire —
ces deux niches pouvant étre regroupées sous lI'appellation de niches artériolaires —
et la niche sinusoidale (voir figure 1.4) (Kunisaki et al. 2013; Itkin et al. 2016). Dans
ce modeéle, les niches artériolaires seraient responsables de la maintenance des CSH
alors que la mobilisation et la différenciation se produiraient dans la niche

sinusoidale.

Dans les niches artériolaires, les artéres et les artérioles sont en contact entre autres
avec des péricytes, des cellules stromales et des cellules réticulaires, toutes
reconnues pour exprimer CXCL12 (Greenbaum et al. 2013; Kunisaki et al. 2013; Itkin
et al. 2016). Outre ces cellules, les artéres/artérioles de la moelle osseuse sont
parcourues d’'un réseau de nerfs sympathiques (Katayama et al. 2006). Ce sont ces
derniéres qui régulent I'expression de CXCL12 par les différentes lignées présentes
et donc la rétention des CSH au sein des niches artériolaires. Chez la souris, il est
intéressant de constater que le réseau nerveux sympathique de la moelle osseuse
régule I'expression de CXCL12 selon un cycle circadien permettant ainsi au CSH de
se mobiliser et se différencier durant la nuit (Méndez-Ferrer et al. 2008).
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Figure 1.4 : Schématisation des différentes niches de la moelle osseuse. Les
CSH quiescentes se trouvant dans les niches artériolaires en marge des péricytes
et des cellules stromales (MSPC) alors que les CSH en division se trouvent prés
des veines sinusoidales (adapté de (ltkin et al. 2016) avec la permission de
Macmillan Publishers Ltd : Nature, © 2016, licence 4138991472954).

En plus de CXCL12, I'état de quiescence des CSH est régulé par plusieurs autres”
facteurs présents dans le microenvironnement des niches artériolaires. Parmi ceux-ci,
il a réecemment été montré qu’il y avait présence de cellules de Schwann non
myélinisées et que ces dernieres ont la capacité d’activer la cytokine TGF-i
(« transforming growth factor beta ») (Yamazaki et al. 2011). Cette derniére, a la
maniére de CXCL12, participe a l'induction de la quiescence des CSH. Un autre
groupe de facteurs dignes de mention sont les dérivés réactifs de I'oxygéne (ROS).
Comme les arteres sont moins perméables aux échanges fluidiques avec le sang que
les veines sinusoidales, les régions en périphérie des arteres sont des zones
hypoxiques ou les cellules résidantes sont moins exposées aux ROS (ltkin et al.
2016). Il a été montré que I'expression de CXCR4 est régulée par le facteur de
transcription HIF-1 (« Hypoxia induced factor ») qui lui est surexprimé dans les

milieux hypoxiques (Schioppa et al. 2003). Ainsi, le milieu hypoxique des zones
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périartérielles provoquerait une surexpression de CXCR4 ce qui participerait a la
rétention des cellules dans les niches artériolaires contribuant également a maintenir
la quiescence des CSH (lto et al. 2006; Miyamoto et al. 2007; Tesio et al. 2011;
Golan et al. 2012).

1.2.5 CXCL12 et la dissémination métastatique

Grace a un effort concerté de la communauté scientifique et des cliniciens, le
traitement des cancers a beaucoup évolué au cours des derniéres années. Malgré
toute l'attention portée sur le sujet, la dissémination métastatique est encore
aujourd’hui la cause principale des décées dus aux cancers. Le concept de métastase
— défini comme étant la dispersion de cellules tumorales primaires vers d’autres
organes — fut décrit pour la premiére fois par le chirurgien Stephan Paget en
1889 (Paget 1889). Apres l'autopsie de plus de 900 patients morts de différents types
de cancer, il a rapporté que la dissémination ne se faisait pas de maniére aléatoire,
mais respectait plutét un patron bien précis. |l a rapporté que certaines cellules
tumorales (« seed ») avaient une préférence pour certains organes (« soil »), un
concept qu’il appela « seed & soil ». Il faudra attendre au début des années 2000

pour avoir une explication moléculaire au phénomene.

En effet, dans leurs travaux, Mduller et al ont validé le concept du Dr Paget en
montrant que la dissémination des cellules de cancer du sein est dépendante du
niveau d’expression de CXCR4 — surexprimé chez les patients sélectionnés — et se
produisait généralement dans les organes ayant une forte expression de la
chimiokine CXCL12 (voir figure 1.5.) (Muller et al. 2001). Depuis, de nombreuses
publications ont rapporté cette association entre la surexpression de CXCR4 et la
dissémination métastatique pour différents types de tumeurs solides (Taichman et al.
2002; Zeelenberg et al. 2003; Phillips et al. 2003; Retz et al. 2005; Andre et al. 2006;
Pan et al. 2006; Kajiyama et al. 2008).

L’'une des problématiques liées a la dissémination métastatique provient de I'endroit
ou les cellules malignes adhéreront. CXCL12 étant notamment exprimé et sécrété
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par les niches de la moelle osseuse, un concept généralement accepté stipule que
les cellules cancéreuses surexprimant CXCR4 aient la capacité de migrer
spécifiquement vers ces niches. Véritable sanctuaire pour les CSH, le
microenvironnement de ces niches agit sans discrimination sur toutes les cellules y
résidant. Ainsi, les cellules cancéreuses entrent dans I'état de quiescence cellulaire
maintenu par les facteurs du microenvironnement. Classiquement, les agents
chimiothérapiques utilisés pour traiter les différents types de cancers visent une
caractéristique intrinséque des cellules malignes, soit leur division rapide. Donc, en
promouvant la quiescence des cellules résidentes, la relocalisation des cellules
cancéreuses dans les niches de la moelle osseuse les protége du traitement
chimiothérapique. Plusieurs études épidémiologiques ont investigué ce phénoméne
de chimiorésistance et ont rapporté une association significative entre une expression
élevée du récepteur CXCR4 et le mauvais pronostic des patients souffrant de divers
types de cancer solides et hématologiques (Scala et al. 2005; Jiang et al. 2006;
Koishi et al. 2006; Spoo et al. 2007; D'Alterio et al. 2010; Konoplev et al. 2011; Wang
et al. 2012; He et al. 2013; D'Alterio et al. 2014; van den Berk et al. 2014; Sterlacci et
al. 2016; Matsuo et al. 2016).

Outre son effet sur la dissémination et la chimiorésistance, CXCR4 est également
associé a d’autres phénomenes de la progression tumorale. Dans des essais in vitro
sur des lignées tumorales de pancréas et de I'estomac, il est montré que CXCR4 a
des propriétés promouvant la prolifération et la survie cellulaire lorsque stimulé par
CXCL12 (Marchesi et al. 2004; Yasumoto et al. 2006). Ces effets sont partiellement
renversés par I'ajout d’'un inhibiteur de CXCR4, suggérant une implication commune
des récepteurs CXCR4 et ACKR3.
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Figure 1.5: Les cellules tumorales ont une préférence pour les tissus
exprimant CXCL12 lors de la dissémination métastatique (reproduit avec la
permission de (Murphy 2001), © Massachusetts Medical Society)
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Dans les essais in vitro et dans les greffes xénogéniques de cellules tumorales dans
les souris, I'expression d’ACKR3 est associée a I'angiogenése, a la prolifération, a la
survie cellulaire en plus de moduler la chimiotaxie CXCR4-dépendante (Burns et al.
2006; Boldajipour et al. 2008; Hattermann et al. 2010; Zheng et al. 2010). Pourtant, si
l'implication clinique de CXCL12 et de CXCR4 est claire dans la dissémination
meétastatique et le pronostic des patients, a ce jour, peu d’études ont mesuré I'impact
d’ACKR3 en clinique sur ces phénoménes. En effet, seules six études
épidémiologiques sont, a notre connaissance, répertoriées sur le sujet (D'Alterio et al.
2010; Yao et al. 2011; Wang et al. 2012; Tachezy et al. 2013; D'Alterio et al. 2014;
Neve Polimeno et al. 2014). Qui plus est, les six études rapportent des résultats
variables sur la valeur pronostique d’ACKR3. En effet, d’Alterio, Yao, Wang et leur
groupe respectif ont rapporté qu’une forte expression d’ACKR3 dans les carcinomes
rénaux et les cancers de la vésicule biliaire est associée a un mauvais
pronostic (D'Alterio et al. 2010; Yao et al. 2011; Wang et al. 2012). Inversement, dans
les cancers du rectum, une forte expression d’ACKR3 est associée a un bon
pronostic (D'Alterio et al. 2014). Dans les carcinomes hépatocellulaires et dans les
cancers de [l'oesophage, [I'expression d’ACKR3 na aucune valeur
pronostique (Tachezy et al. 2013; Neve Polimeno et al. 2014). Ainsi, Iimpact du
niveau d’expression d’ACKR3 sur le pronostic des patients souffrant de cancers
semble vraisemblablement étre cancer-dépendant. En absence d’un consensus dans
la valeur pronostique d’ACKRS3, il devient primordial d’étendre I'accumulation des
données d’association entre I'expression d’ACKR3 et le pronostic des patients a

d’autres cancers.

1.3 Les ligands synthétiques du systéme CXCL12/CXCR4/ACKR3

CXCL12 et ses récepteurs sont impliqués dans plusieurs processus biologiques
d’'importance dont notamment la domiciliation et la rétention des CSH dans des
niches spécialisées de la moelle osseuse et la progression tumorale (Peled et al.
1999; Burns et al. 2006; Marchesi et al. 2004; Yasumoto et al. 2006; Yamada et al.
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2015). Ces implications font des récepteurs CXCR4 et ACKR3 des cibles
thérapeutiques intéressantes. A ce jour, plusieurs molécules visant I'un ou l'autre des
récepteurs ont été développées. Dans la section qui suit, nous allons survoler les

différentes applications pour lesquels les ligands synthétiques pourraient étre utilisés.

1.3.1 Les ligands synthétiques de CXCR4

Il existe une multitude de ligands synthétiques et d’anticorps ciblant CXCR4. Trois
indications potentielles ont été décrites pour ces molécules soit: l'inhibition de
lentrée du VIH (Tamamura, Sugioka, et al. 2001), la mobilisation des
CSH (Broxmeyer et al. 2005) et la chimiosensibilisation (Nervi et al. 2009; Domanska
et al. 2012). Dans cette sous-section, nous allons présenter le concept général
derriére l'inhibition de CXCR4 dans les contextes de mobilisation des CSH et de
chimiosensibilisation. Ensuite, nous allons introduire le Plerixafor et le TC14012, deux
antagonistes de CXCR4.

1.3.1.1 L’inhibition de CXCR4

Suite a une immunosuppression ou a une irradiation corporelle totale, les patients
doivent recevoir une greffe de CSH. Classiquement, les CSH étaient récupérées chez
le donneur par ponction lombaire, une manceuvre a la fois douloureuse et invasive.
Pour éviter cette manceuvre, un antagoniste de CXCR4 peut étre utilisé. Ces derniers
bloquent I'interaction CXCL12-CXCR4 qui est responsable de I'attachement des CSH
dans les niches de la moelle osseuse. Ainsi, il provoque la mobilisation des CSH
dans la circulation sanguine (Broxmeyer et al. 2005). Ces derniéres peuvent alors

étre récupérées par aphérése.

La deuxiéme avenue présentement envisagée pour les antagonistes de CXCR4 vise
les cellules cancéreuses s’étant disséminées. Les métastases ont souvent été
associées au phénoméne de chimiorésistance (Scala et al. 2005; Jiang et al. 2006;
Koishi et al. 2006; Spoo et al. 2007; D'Alterio et al. 2010; Konoplev et al. 2011; Wang
et al. 2012; He et al. 2013; D'Alterio et al. 2014; van den Berk et al. 2014; Sterlacci et
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al. 2016; Matsuo et al. 2016). Le paradigme est que cette résistance a la
chimiothérapie découle du microenvironnement dans lequel se sont disséminées les
cellules (Meads et al. 2008). Il y a une forte association entre I'expression de CXCR4,
la dissémination métastatique et [I'endroit ou se nichent les cellules
cancéreuses (Muller et al. 2001). Dans les modeles murins, il a été montré a
plusieurs reprises que l'utilisation adjuvante d’'un antagoniste de CXCR4 avait pour
effet de sensibiliser les cellules au traitement chimiothérapique (Zeng et al. 2009;
Parameswaran et al. 2011; Hassan et al. 2011; Weisberg et al. 2012; Domanska et
al. 2012; Welschinger et al. 2013; Chen et al. 2015; Reinholdt et al. 2016; Gravina et
al. 2017). Ainsi, plusieurs essais cliniques sont présentement en cours et visent a
valider cet effet sensibilisateur notamment sur des patients souffrant de cancers
hématologiques (Uy et al. 2012; Cooper et al. 2013; Becker et al. 2014; Ghobrial et
al. 2014; Ghobrial et al. 2015; Borthakur et al. 2016).

1.3.1.2 Le Plerixafor

Le Plerixafor (aussi appelé AMD3100 et Mozobil™) est un bicyclame (voir figure
1.6A) ayant la capacité d’inhiber la liaison de CXCL12 sur CXCR4. D’abord
développé comme inhibiteur de I'entrée du VIH dans les lymphocytes, son application
clinique a rapidement changé suite a la découverte qu'il a la capacité de mobiliser les
CSH dans la circulation sanguine. En 2008, les agences de régulation américaine et
européenne ont autorisé son utilisation pour la mobilisation des CSH en vue d’'une
autogreffe pour les patients souffrant de lymphome ou de myélome multiple (DiPersio
et al. 2007; DiPersio et al. 2009). Les résultats dans le modéle murin ont également
démontré son efficacitt comme chimiosensibilisateur (Weisberg et al. 2012;
Domanska et al. 2012; Welschinger et al. 2013; Reinholdt et al. 2016). A cet effet,
plusieurs études cliniques sont présentement en cours afin de valider I'efficacité de
sensibilisation de la molécule pour divers cancers, dont les cancers
hématologiques (Uy et al. 2012; Ghobrial et al. 2015).
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D’abord décrit comme un antagoniste de CXCR4, la classification pharmacologique
du Plerixafor pour CXCR4 fut revue en 2002 aprés qu'il eut été rapporté que I'ajout
de la molécule induit de petites variations du flux calcique généré par le
récepteur (Zhang et al. 2002). Depuis, il est plutét caractérisé comme étant un
agoniste partiel du récepteur. Le mode de liaison du Plerixafor sur CXCR4 a été
caractérisé par des essais de compétition avec un anti-CXCR4 sur des récepteurs
mutants (Rosenkilde et al. 2004). Tel que représenté a la figure 1.6B montrant une
vue hélicoidale du récepteur (vue du haut), l'inhibiteur vient bloquer I'acceés a la
pochette de liaison intramembranaire majeure (TM3 a TM7) en se liant avec les
résidus D171 et A175 du TM3, Y255 et D262 du TM6 et E288 du TM7 (Rosenkilde et
al. 2004).

Outre ces activités sur CXCR4, notre groupe a montré que le Plerixafor lie également
le réecepteur ACKR3 avec une faible affinité (ECso = 46 pM) (Kalatskaya et al. 2009).

A B O <10 fold O 10-50 fold © 50-100 fold

Figure 1.6 : CXCR4 et le Plerixafor. A. Schéma représentant la structure du
Plerixafor (Labrosse et al. 1998). B. Schématisation du récepteur CXCR4 par des
boucles hélicoidales soulignant les résidus importants de la liaison du récepteur
au Plerixafor. Les résidus importants a la liaison du Plerixafor sont identifiés en
jaune (diminue l'affinité d’un facteur 10 a 50 lorsque muté) ou en orange (diminue
I'affinité d’'un facteur 50 a 100 lorsque muté). (Adapté de (Rosenkilde et al. 2004))
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De plus, dans les essais de radio-liaison de cette étude, il est noté que la présence
simultanée du Plerixafor et de CXCL12 potentialise la liaison de CXCL12 au
récepteur, suggeérant ainsi que c’est un ligand allostérique. Ainsi, contrairement a son
effet sur CXCR4, sur ACKR3, le Plerixafor agit a titre d’agoniste en promouvant le

recrutement de la B-arrestine 2 au récepteur.

1.3.1.3 Le T140 et son dérivé le TC14012

Le T140 est un peptide de 14 acides aminés agissant a titre d’agoniste inverse de
CXCR4 (voir figure 1.7) (Zhang et al. 2002). Il est composé de deux feuillets béta
antiparalléles stabilisés par un pont disulfure liant les cystéines 4 et 13. Dans des
essais in vitro, il a été montré que le T140 inhibe le flux calcique et la chimiotaxie
découlant de 'activation de CXCR4 par CXCL12 (Zhang et al. 2002; Tamamura et al.
2003). Cependant, la charge nette du peptide (+7) s’est avérée étre cytotoxique dans
les tests de viabilité réalisés sur des cellules en culture. Pour remédier a la situation,
Tamamura et al ont substitué I'arginine 6 et la lysine 8 pour des citrullines, un acide
aminé neutre possédant une structure similaire a I'arginine (Tamamura, Omagari, et
al. 2001). Cette modification a permis de diminuer la charge nette de la molécule (+5)
et sa cytotoxicité. L’autre probleme décelé sur le T140 concernait sa stabilité. En
effet, dans le sérum félin, le T140 a une demi-vie d’environ huit heures due a sa
dégradation par des carboxypeptidases clivant I'arginine en position 14. Pour déjouer
I'action de ces peptidases, le C-terminal fut amidé (Tamamura, Omagari, et al. 2001).
Le peptide résultant de ces modifications est le TC14012.

Le TC14012 est doué des mémes propriétés et d’'une affinité similaire au T140 sur
CXCR4 (ICs0 = 2,5nM) (Tamamura et al. 2003). Cependant, si le T140 est spécifique
a CXCR4, le TC14012 lie ACKR3 et agit a titre d’agoniste sur ce dernier avec un
ECso de 350 nM. Tout comme pour le Plerixafor, le manque de sélectivité du
TC14012 est inquiétant et se devait d’étre investigué tel que nous I'avons fait dans le
premier article de cette thése. La synthése de molécules plus spécifiques pour
chacun des récepteurs en dépend.
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[CJMutation decreases HIV-1 infectivity === Salt bridges

Mutation disrupts CXCL12 binding ... H-bonds
and signaling

Disulfide Bond
I |

Position: 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

T140 : H-Arg - Arg - Nal - Cys - Tyr - Arg - Lys - DLys - Pro - Tyr - Arg - Cit- Cys - Arg - OH

TC14012 : H - Arg - Arg - Nal - Cys - Tyr - Cit - Lys - DCit - Pro - Tyr - Arg - Cit- Cys - Arg - NH,

CVX15 : H-Arg - Arg - Nal - Cys - Tyr - Gln - Lys - Dpro - Pro - Tyr - Arg - Cit- Cys - Arg - Gly - DPro- OH

Figure 1.7 : Le T140 et ses dérivés. (Haut) Schéma représentant les résidus de
CXCR4 impliqués dans la liaison avec le CVX15 (adapté de (B. Wu et al. 2010),
Reproduit avec la permission de AAAS, © 2010, Licence # 4139010318066).
(Bas) Alignement des séquences du T140, TC14012 et du CVX15.

Le mode de liaison du TC14012 n’a jamais été caractérisé sur CXCR4. Cela dit, en
2010, le cristal de CXCR4 fut publié couplé a CVX15, un dérivé du T140 (B. Wu et al.
2010). Dans cet article, les auteurs décrivent le mode de liaison du couple CXCR4-
CVX15. Tout comme pour le Plerixafor, le CVX15 se lie dans la pochette de liaison
intramembranaire majeure du récepteur CXCR4. Il est également intéressant de
constater que le CVX15 lie, entre autres, les mémes arginines en position 171 (TM4)
et 262 (TM6) que le Plerixafor (voir figure 1.7). Outre cette ressemblance, le cristal de

CXCR4 révele que linteraction avec le peptide est stabilisée par quatre résidus
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chargés de 'ECL2 soit les : D187, R188, Y190 et D193. Dans le premier article de
cette thése, nous avons basé notre investigation en partie sur la structure
cristallographique de CXCR4 couplé a CVX15, notamment pour construire le modele
structural d’ACKRS3.

1.3.2 Les ligands synthétiques d’ACKR3

Présentement, aucun inhibiteur d’ACKR3 n’est admis pour une utilisation en clinique.
Pourtant, l'implication pathophysiologique de ce récepteur en fait une cible fort
intéressante. Outre quelques anticorps (dont les hybridomes 6E10 et 11G8), les
composes de la série CCX451 et ses dérivés sont les seules molécules ciblant
ACKR3 présentement disponibles pour la recherche (Burns et al. 2006; Zabel et al.
2009). Dans cette sous-section, nous allons d’abord présenter le concept derriére
l'inhibition d’ACKRS3, puis nous introduirons les composés CCX451 et ses dérives.

1.3.2.1 ACKR3, une cible pharmacologique intéressante?

La problématique derriére I'utilisation pharmacologique de molécules ciblant ACKR3
réside dans la diversité des fonctions biologiques qui lui sont attribuées. D’'une part,
on le décrit comme un modulateur de la migration CXCR4-dépendante (Boldajipour et
al. 2008; Levoye et al. 2009; Décaillot et al. 2011). Considérant le réle de CXCR4
dans la dissémination métastatique et la progression tumorale, un modulateur négatif
de sa fonction migratoire devrait se refléter positivement sur le pronostic des patients.
Chez les patients souffrant de cancers du célon, il a d’ailleurs été observé qu’'une
forte expression d’ACKRS3 est associée a un bon pronostic (D'Alterio et al. 2014).

D’autre part, on décrit aussi ACKR3 comme un acteur important de la progression
tumorale. Dans les essais in vitro, il promeut la survie, la prolifération, 'angiogenése
et la migration transendothéliale (Burns et al. 2006; Boldajipour et al. 2008;
Hattermann et al. 2010; Zheng et al. 2010; Naumann et al. 2010). De méme, chez la
souris, une expression accrue d’ACKR3 est associée a l'angiogenése et a la

dissémination métastatique (Yamada et al. 2015; Stacer et al. 2016). D’ailleurs,
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'expression d’ACKR3 fut associée a un mauvais pronostic dans trois études
épidémiologiques indépendantes touchant des patients atteints de carcinomes
rénaux et de cancer de la vésicule biliaire (D'Alterio et al. 2010; Yao et al. 2011;
Wang et al. 2012).

La divergence des effets biologiques observés pour ACKR3 suggére que sa fonction
dépend du contexte et possiblement aussi type cellulaire. Néanmoins, pour certains
types de cancer (rénaux, vésicule biliaire et glioblastomes), ACKR3 constitue

certainement une cible pharmacologique a explorer.

1.3.2.2 CCX451 et ses dérivés

Les composés CCX451 et ses dérives (CCX754, CCX662 et CCX771) sont des
inhibiteurs d’ACKR3. Développées par la compagnie ChemoCentryx, ces molécules
inhibent spécifiquement la liaison de CXCL12 et de CXCL11 sur ACKR3. Dans les
prochaines lignes, nous allons faire un bref survol des essais in vitro et in vivo publiés

concernant ces molécules.

La premiére étude ayant rapporté I'existence de ces molécules fut celle de Jennifer
Burns et al (Burns et al. 2006). Dans cet article, ils montrent qu’in vitro, la présence
de CCX451 inhibe la prolifération et I'effet prosurvie induits par ACKR3. De la méme
maniére, dans des souris xénogreffées avec des lignées cellulaires humaines de
lymphome ou de carcinome de poumon, la molécule CCX754 inhibe la croissance
tumorale et prolonge la survie des animaux (Burns et al. 2006). Ce méme groupe
publie quelques années plus tard que la molécule CCX771 inhibe également la
migration transendothéliale ACKR3-dépendante (Zabel et al. 2009; Zabel et al. 2011).
Basé sur ces résultats, un groupe japonais a récemment montré qu’ACKR3 était
surexprimé dans les cellules endothéliales en marge des zones tumorales pour les
cancers du codlon, du foie et des poumons (Yamada et al. 2015). Dans ce dernier
article, ils décrivent que, dans des souris greffées en sous-cutané par une lignée
cellulaire de mélanome humain, I'expression d’ACKR3 est modulée a la hausse sur

les cellules endothéliales avoisinant le microenvironnement créé autour du greffon.
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Dans ce modéle de souris, 'administration de CCX771 a eu un effet inhibiteur sur la
croissance tumorale, I'angiogenése et les métastases aux poumons (Yamada et al.
2015).

Une autre application envisagée pour les inhibiteurs de la série CCX est leur
utilisation en concomitance avec la radiothérapie dans les glioblastomes
multiformes (Walters et al. 2014). En effet, dans leurs essais, 'administration de la
molécule CCX662 suite a lirradiation induit une meilleure régression tumorale et
ameliore la survie de rats atteints d’'une tumeur au cerveau ou de souris ayant regu

une greffe intracranienne d’'une lignée de glioblastome multiforme humaine.

Contrairement aux anticorps, les composés CCX ne sont pas des antagonistes
d’ACKR3, mais bien des agonistes. En effet, Zabel et al ont montré que ces
composes avaient la capacité de recruter la B-arrestine 2 au méme titre que CXCL11
et CXCL12 (Zabel et al. 2009). Evidemment, 'effet physiologique des composés CCX
est bel et bien mesurable. Mais le fait que ces molécules ménent a un recrutement de
la B-arrestine sur ACKR3, une protéine connue pour induire une signalisation
cellulaire, appelle a la prudence dans l'interprétation des résultats présentés dans ces
articles. Malgré tout, la fonction d’ACKR3 est associée a plusieurs processus liés a la
progression tumorale et elle reste une cible potentielle intéressante.

1.4 La leucémie aiglie lymphoblastique précurseur des cellules B

La B-LAL est la néoplasie pédiatrique la plus fréquente au Canada (Statistics 2014).
Les progres réalisés au cours des cing derniéres décennies ont permis l'atteinte d’un
taux de survie sans complications sur 5 ans dépassant les 85% (Pui, Campana, et al.
2009; Schmiegelow et al. 2010; Hunger et al. 2016). Pour amener la majorité des
enfants en rémission, le plan de traitement utilisé s’étale sur plus de 2 ans et prévoit
l'utilisation de hautes doses d’agents chimiothérapiques parfois jumelés a de la
radiothérapie. Récemment, plusieurs articles ont rapporté l'effet pervers de la
combinaison entre l'utilisation de doses élevées d’agents carcinogénes et la longue
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durée du traitement. En effet, dans les différentes cohortes étudiées, plus du quart
des survivants ont développé un effet secondaire sévére, mortel ou incapacitant dans
les 25 ans qui ont suivi leur rémission (Diller 2011; Armstrong et al. 2016; Turcotte et
al. 2017). Dans la prochaine section, il sera d’abord question d’introduire la B-LAL
pédiatrique, ensuite nous définirons la maladie résiduelle et la rechute, puis nous

poursuivrons avec les marqueurs de stratification du risque de rechute.

1.4.1 Définition et traitement de la B-LAL pédiatrique

La B-LAL est une hémathopathie maligne affectant les cellules sanguines
progénitrices engagees dans la voie de différenciation des lymphocytes B. Afin de se
développer en B-LAL, ces cellules doivent subir une ou des altérations a 'ADN —
incluant les aneuploidies, les translocations et les mutations somatiques — qui
bloqueront leur processus de maturation au stade lymphoblastique (Pui et al. 2008).
A ce stade de développement, les lymphoblastes sont toujours bien ancrés & la
moelle osseuse. La dérégulation dans le processus de division cellulaire de ces
derniers entraine d’abord une augmentation substantielle de leur nombre dans la

moelle suivie par un débordement de I'organe dans la circulation sanguine.

Le traitement pour les patients se détaille généralement en 5 phases générales
comprenant la prophase/induction (32 jours), la premiére phase de consolidation (3
semaines), le traitement du systeme nerveux central (SNC) (3 semaines), la
deuxieme phase de consolidation (27 semaines) et se conclut par la phase de
continuation (72 semaines) (Place et al. 2015; Alvarnas et al. 2016). Les deux
premieres phases visent a diminuer substantiellement le nombre de cellules
leucémiques afin de les amener sous le seuil de détection. La phase de traitement du
SNC vise a prévenir ou a détruire les cellules leucémiques s’étant infiltrées dans le
SNC et a pour but de prévenir la rechute leucémique dans le SNC. Les phases de
consolidation et de continuation ciblent davantage les cellules cancéreuses
résiduelles qui pourraient mener a une rechute du patient. Durant toutes ces phases
de traitement, une combinaison de molécules est utilisée de maniére cyclique afin de

diminuer la lymphopoiése (hormones stéroidiennes) et détruire les cellules en
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division rapide (voir Tableau 1.1). A tout cela s’ajoute un traitement utilisant un
inhibiteur des tyrosines kinases (Imatinib) pour les patients porteurs du chromosome
de Philadelphie (BCR-ABL ou 1(9;22); plus de détails a la section 1.4.4.3) et une
irradiation cranienne pour les patients avec une invasion du SNC. Pour les patients
stratifiés a haut et trés haut risque de rechute, le plan de traitement prévoit I'utilisation
de doses plus élevées d’agents chimiothérapiques. Egalement, suite a une rechute,
certains patients ayant un risque trés élevé (comme les 1(9;22)) devront passer par
l'irradiation corporelle totale (TBI) couplée a une greffe allogénique de cellules

souches provenant d’un donneur compatible.

1.4.2 Larechute et les marqueurs de stratification du risque

La rechute est la cause la plus commune d’échec au traitement. Avec 'amélioration
des méthodes de prédiction et de la prise en charge des patients a risque, le taux de
rechute général pour les enfants atteints d’'une B-LAL se situe autour de 10% (Place
et al. 2015). La cause moléculaire de cet événement adverse n’est pas connue. Cela
dit, la rechute est décrite comme découlant d’'une ou de plusieurs sous-populations
de cellules leucémiques qui auraient échappé au traitement chimiothérapique par un
meécanisme de chimiorésistance intrinséque ou acquis en cours de
traitement (Bhojwani & Pui 2013). Une fois la rechute déclarée, la rémission des
patients varie entre 30 et 70%, et ce, malgré l'intensification du traitement (Parker et
al. 2010; Tallen et al. 2016).

Afin de prévenir la rechute leucémique, les protocoles de traitement tiennent
maintenant compte d’une liste de critéres permettant la stratification des patients au
diagnostic et en cours de traitement afin d’offrir un traitement personnalisé (Place et
al. 2015). Selon que le patient soit classifié a risque standard, élevé ou trés élevé de
rechute, la prise en charge du patient sera ajustée. Ainsi, au diagnostic, les cliniciens

vont tenir compte de I'dge du patient, du nombre de globules blancs en circulation
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Tableau 1.1 : Molécules utilisées en pédiatrie pour le traitement de la B-LAL
Classe de médicament Nom des médicaments Mécanisme d'action

Antimétabolites . Inhibe la synthése de
Cytarabine
CMP
Mercapthopurine Inhibe la synthése d'AMP
Bloque la synthese des
Methotrexate purines par l'inhibition de
la DHFR
Inhibe la synthése
Asparaginase protéique par |'hydrolyse
de I'asparagine
Anthracycline Inhibe |'action de la
Doxorubicine topoisomérase Il en
s'intercalant dans I'ADN
Vinca-Alcaloide . Inhibe la formation du
Pl fuseau de microtubule
Hormones stéroidiennes Dexamethasone
Hydrocorticoide Immunodépresseur
Prednisone

dans la périphérie et de l'invasion du SNC (voir Tableau 1.2). Une ponction de
moelle osseuse est également réalisée afin d’en faire une analyse phénotypique et
cytogénétique. Puis, une seconde ponction de moelle osseuse est réalisée a la fin de
la phase d’induction afin d’évaluer la maladie résiduelle (MRD). Dans les sections
suivantes, nous introduirons plus en détail les criteres de I'dge et du compte
leucocytaire, puis nous poursuivrons en expliquant en quoi consiste l'analyse

phénotypique, I'analyse cytogénétique et la MRD.

1.4.3 Lerisque lié a I’age et au compte leucocytaire

Historiquement, I'age des patients au diagnostic est lié au pronostic. Le meilleur
pronostic étant obtenu chez les enfants de 1 a 9 ans, suivi des adolescents de 10 ans
et plus, puis des bébés de moins de 12 mois (Pui et al. 2008). Dans les données

récentes, la survie sans complication sur 5 ans des patients &gés entre 1 et 9 ans se
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Tableau 1.2 : Parametres utilisés afin de déterminer le risque de rechute des
patients (Place et al. 2015)

Critéres évalués

Risque

au diagnostic Standard Elevé Trés élevé
Age 365 joursa<10ans <365 joursou>10ans _
Eompieeiizicblilcs < 50000 cellules/pL > 50 000 cellules/pL _
blancs

Invasion du SNC* < 5 cellules/pL > 5 cellules/pL _
PaAra!yS|e dIL et Absence Présence _
cranien
Translocat|or\s 1(9;22) Absence Présence B
BCR-ABL (Phi+)
Translocation t(4;11) - Absence Présence
MLL -

Ploidie (caryotype) > 44 chromosomes _ < 44 chromosomes
Au jour 18

Invasion du SNC Absence Présence
Au jour 32

Invasion du SNC Absence Présence
Maladie résiduellet < 0,001 _ > 0,001
Translocat|or\s 1(9;22) Absence B Présence
BCR-ABL (Phi+)
Translocation t(4;11) - Absence Présence

MLL

Ploidie (caryotype)

> 44 chromosomes

< 44 chromosomes

* Mesuré dans le fluide cérébrospinal
hRatio entre le nombre de copies mesurées par qPCR de génes cibles (IgH ou TCR)
contre GAPDH (Zhou et al. 2007)
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situe a environ 88% alors qu’elle n'est que de 79% pour les patients agés de 10 ans
ou plus et de moins de 50% pour les bébés de moins de 1 an, et ce, malgré
l'intensification de la thérapie (Place et al. 2015; Pui et al. 2008). Ainsi, les enfants
ages de 1 et 9 ans au diagnostic auront un risque lié a 'dge standard, alors que les
enfants de moins de 1 an ou de 10 ans et plus sont automatiquement qualifiés a haut

risque.

Le compte leucocytaire est une valeur pronostique variable, c’est-a-dire qu’elle peut
évoluer dans le temps (Pui et al. 2008). Il reflete potentiellement 'avancement ou
I'agressivité de la maladie au moment du diagnostic. Pour avoir un risque standard, le
compte initial doit se trouver sous le seuil de 50 000 leucocytes/uL (Place et al.
2015). Cependant, méme sous ce seuil, une augmentation du compte leucocytaire
pendant le traitement est généralement associée a la chimiorésistance et a un
mauvais pronostic chez la B-LAL. A titre indicatif, la survie sans complication sur 5
ans en séparant les patients selon ce critere est de 89% pour les patients ayant
moins de 50 000 leucocytes/uL et de 72% pour les autres (Place et al. 2015).

Malgré cette association entre le risque lié a l'age, le risque lié au compte
leucocytaire et le pronostic des patients, il a été rapporté qu’environ le tiers des
patients qui ont un risque standard avec l'utilisation combinée de ces deux marqueurs
vont développer une rechute (Pui et al. 2008). Pour pallier a cette faiblesse, les
cliniciens ont intégré un panel de marqueurs phénotypiques et cytogénétiques
permettant une stratification plus représentative du risque de rechute réel des

patients. Ces marqueurs seront introduits dans les sections subséquentes.

1.4.4 Le phénotype des B-LAL

L’analyse immunophénotypique des LAL se fait par cytométrie en flux afin de
déterminer la présence et de quantifier la proportion d’antigénes a la surface des
cellules provenant de la ponction de moelle osseuse. Cette étape a pour but de
définir le type de LAL s’étant développé chez le patient et se sépare en 3 groupes
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distincts soit : les LAL précurseurs des cellules B (appelé B-LAL dans cette thése),
les LAL des cellules B matures et les LAL des cellules T (Bassan & Hoelzer 2011).

En pédiatrie, la B-LAL représente environ 70% des cas (Pui, Relling, et al. 2009).
Pendant la différenciation des cellules B, le profil de certains antigénes de surface
change en fonction du stade de maturation de la cellule (voir figure 1.8). Dans les B-
LAL, les populations de blastes sont dans la majorité des cas des précurseurs des
cellules B (pre-B-1 a immature dans la figure 1.8). Ces derniéres sont généralement
caractérisées par la présence d'une forte expression des antigénes de surface CD10
et CD19 (Vardiman et al. 2009). Selon I'Organisation mondiale de la Santé, il y a
présence d’une leucémie lorsque la proportion de cellules CD10"CD19" dépasse
20% des cellules dans la moelle osseuse (Vardiman et al. 2009). Le marqueur de
surface CD20 est également utilisé afin de détecter les LAL des cellules B matures.
Dans ces leucémies, le profii des antigenes est défini comme étant
CD10*CD19*CD20* (Gokbuget & Hoelzer 2006).

Quoiqu’exprimée faiblement et uniquement de maniére transitoire dans la maturation
des cellules B saines (van Zelm et al. 2005), I'expression de CD20 est hétérogéne
dans plusieurs néoplasies touchant les cellules B (Ginaldi et al. 1998). C’est le cas
notamment des B-LAL ou 40 a 50% des patients vont I'exprimer (Thomas et al.
2009). Etant donné que I'expression de CD20 & la surface des cellules pré-B de la
moelle osseuse est plutét anormale, plusieurs équipes ont tenté d’associer la
présence d'une telle expression au pronostic des patients (Borowitz et al. 1997; Jeha
et al. 2006; Naithani et al. 2012; M Kamazani et al. 2014; Mannelli et al. 2012;
Solano-Genesta et al. 2013; Thomas et al. 2009; Maury et al. 2010; Chang et al.
2010; Thomas et al. 2010; Maury et al. 2016). Les résultats pour les B-LAL chez
I'adulte présentent effectivement une association entre une forte expression de CD20
et un mauvais pronostic. Cependant, en pédiatrie, les conclusions sont non
concluantes a I'exception de I'étude de Borowitz et al (Borowitz et al. 1997). Certains
attribuent la divergence de conclusions en pédiatrie au fait que la prise en charge des

patients s’est grandement améliorée au cours des années (Chang et al. 2010; Ou et
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Figure 1.8 : Schéma représentant la suite d’apparition des antigénes dans la
différenciation des lymphocytes B (firé de (Rehe et al. 2013) avec la permissior
de EMBOpress : EMBO molecular medicine, © 2013)

al. 2015). Effectivement, en analysant les courbes de survie des études pédiatriques
sur CD20, on remarque une tendance non significative allant dans le méme sens que

les conclusions chez I'adulte, et ce, pour la majorité des études.

1.4.5 Les marqueurs cytogénétiques

Differentes anomalies chromosomales et moléculaires caractérisent les B-LAL.
L’information tirée de ces tests aide a la stratification du risque de rechute et aide
ainsi a orienter la prise en charge des patients. Dans cette sous-section, nous
survolerons les marqueurs cytogénétiques impliqués dans la stratification des enfants
souffrant d'une B-LAL.

1.4.5.1 Les ploidies

L’anomalie chromosomale la plus fréquente en pédiatrie est I'hnyperdiploidie (HD).
Représentant plus de 25% des cas chez les enfants qui ont une B-LAL, cette derniére
est définie lorsque les blastes sont porteurs de plus de 50 chromosomes (Place et al.
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2015; Pui et al. 2017). Cette anomalie est généralement associée a un bon pronostic
pour les patients. En effet, dans les études épidémiologiques récentes, la survie sans
complication des cas porteurs d’'une HD est d’au moins 90% sur 5 ans (Place et al.
2015; Pui et al. 2017). La raison moléculaire derriere ces hauts taux de rémission
découle du fait que 97% des blastes HD sont porteurs de trois ou quatre copies du
chromosome 21. C’est sur ce chromosome que se trouve le gene codant pour le
transporteur de folate responsable notamment du transport du méthotrexate a
l'intérieur de la cellule (Belkov et al. 1999). Pour cette raison, les patients HD

répondent généralement trés bien au traitement chimiothérapique.

Inversement, I'hypodiploidie est associée a un mauvais pronostic. Présent chez 1%
des cas en pédiatrie, elle est définie par la présence de blastes ayant moins de 45
chromosomes. Des données récentes montrent qu'avec [lintensification de la

thérapie, la survie sans effet adverse sur 5 ans atteint 88% (Place et al. 2015).

1.4.5.2 La translocation t(12;21)

Une autre anomalie chromosomale fréquente dans les B-LAL pédiatriques est le
réarrangement ETV6-RUNX1. Ce dernier, découlant de la translocation des
chromosomes 12 et 21 (1(12;21)), touche approximativement 20% des cas en
pédiatrie (Place et al. 2015; Pui et al. 2017). Tout comme I'HD, la t(12;21) est
également associée a un bon pronostic avec une survie sans complication sur 5 ans
atteignant plus de 95% (Place et al. 2015; Pui et al. 2017). Encore aujourd’hui, la
raison moléculaire de ce bon pronostic n’est pas connue. Cela dit, dans les cellules
saines, les genes ETV6 et RUNX1 codent chacun pour un facteur de transcription
contrélant respectivement I'expression des génes responsables de la domiciliation et
de la différenciation des cellules hématopoiétiques progénitrices a la moelle
osseuse (L. C. Wang et al. 1998; North et al. 2004). Suite a la recombinaison, autant
la domiciliation que la différenciation des blastes sont altérées (Hiebert et al. 1996;
Palmi et al. 2014). Tel que présenté a la section 1.2.5, le dérangement du processus
de domiciliation pourrait bien étre a l'origine du meilleur pronostic de ce groupe de
patients.
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1.4.5.3 La translocation t(9;22) et ses homologues

Le réarrangement BCR-ABL résulte de la translocation entre les chromosomes 9 et
22 (1(9;22), aussi connue sous le nom de chromosome de Philadelphie. Touchant
pres de 20% des enfants si on tient compte des leucémies ressemblant a la BCR-
ABL, la 1(9;22) et ses homologues engendrent une activité constitutive des tyrosines
kinases provoquant, entre autres, une dérégulation de la prolifération (Hantschel &
Superti-Furga 2004). Ces anomalies sont associées a un mauvais pronostic pour les
B-LAL. En effet, avant I'entrée des inhibiteurs de tyrosine kinase (tel que I'imatinib)
dans les plans de traitement, les survies sans complication et globale des enfants sur
7 ans étaient respectivement de 35% et 45%. (Arico et al. 2016). Depuis la mise en
marché de l'imatinib, la survie sans complication sur 5 ans atteint maintenant
63% (Place et al. 2015).

1.4.5.4 Les réarrangements MLL

Le réarrangement MLL résulte d’'une translocation impliquant le locus 11g23. Il existe
plus de 40 partenaires de réarrangement pour le MLL, les plus communs étant les
translocations t(4;11) (représentant environ 50% des cas), t(9;11) et
t(10;11) (Mullighan 2012). Les protéines fusions résultant de ce réarrangement
procurent un gain de fonction par rapport a la MLL sauvage ce qui entraine une
augmentation de I'autorenouvellement cellulaire dans les cellules hématopoiétiques
progénitrices (Pui, Relling, et al. 2009). Le réarrangement MLL est également associé
a un mauvais pronostic. Des données récentes rapportent que la survie sans

complication sur 5 ans est de 48% pour les B-LAL pédiatriques (Place et al. 2015).

1.4.6 La maladie résiduelle

La MRD est le marqueur de stratification du risque le plus performant dans la
prédiction de la rechute (Zhou et al. 2007; Pui et al. 2017). Réalisés aprés la phase
d’induction, les tests la mesurant cherchent a quantifier le pourcentage de blastes

résiduels dans la moelle osseuse par des techniques de laboratoire sensibles telles la
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PCR quantitative (QPCR) ou la cytométrie en flux (Donovan et al. 2000; Zhou et al.
2007). Ainsi, elle représente la réponse du patient face au traitement et tente de
détecter la présence d’une chimiorésistance. La présence d’'une MRD est associee a
un mauvais pronostic. Dans une étude récente, il a été rapporté que la survie sans
complication sur 5 ans est de 77% lorsqu’il y a plus de 0,001% de blastes détectés
par PCR dans la moelle osseuse par rapport a 91% pour les cas sans MRD (Place et
al. 2015).

1.4.7 Les souris NSG & les greffes xénogéniques de cellules primaires

Les souris NOD/scid-IL2Ry”- (NSG - « nonobese diabetic severe combined
immunodeficiency IL2rynull ») sont des modéles de souris immunodéficientes
permettant, entre autres, la reconstitution d’'un systéme immunitaire humain par la
xénogreffe de CSH. Ces modéles murins ne produisent pas de cellules lymphoides
(B, T et NK) et sont porteurs de macrophages et de cellules dendritiques
fonctionnellement déficients (Shultz et al. 2005; Shultz et al. 2007).

Outre son utilisation dans la reconstitution immunitaire, le modéle de souris NSG est
couramment utilisé dans les phases précliniques du développement des
medicaments. Leur immunodéficience sévére permet d’effectuer des xénogreffes de
cellules cancéreuses primaires ou immortalisées, un modéle appelé PDX (« Patient-
derived xenograft »). Le modéle PDX permet entre autres de tester I'effet biologique
d’'une molécule novatrice dans un environnement in vivo mimant le contexte dans
lequel la molécule sera utilisée. En plus de son utilisation dans la phase préclinique
du développement du médicament, une série d’articles ont montré que le modeéle
PDX pouvait également étre utilisé afin d’accroitre la population de cellules
leucémiques primaires humaines d’un échantillon (Borgmann et al. 2000; Nijmeijer
2001; Lock et al. 2002; Agliano et al. 2008; Meyer et al. 2011; Woiterski et al. 2013).
Dans ces expériences d’expansion, il a été montré que les cellules leucémiques
conservent leurs caractéristiques intrinséques (Borgmann et al. 2000; Nijmeijer 2001;
Lock et al. 2002). Plus récemment, Meyer, Woterski et leur groupe respectif ont
montré une association entre le temps de développement de la leucémie (TTL)
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suivant la greffe chez la souris et le pronostic des patients (Meyer et al. 2011;
Woiterski et al. 2013). Ces données suggerent qu’il serait possible d’utiliser ces
modeles murins dans lidentification de nouveaux marqueurs de stratification du
risque. L’avantage de ces modéles par rapport aux données épidémiologiques des
patients est qu’il permet de travailler avec les caractéristiques intrinséques des
cellules leucémiques tout en étant en absence de chimiothérapie. Le modéle PDX
pourrait ainsi permettre l'identification de marqueurs pronostics qui, a cause de
l'intensité du traitement, seraient difficilement identifiables. Cependant, I'utilisation du

modele PDX murin dans un tel contexte n’est pas courante.
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Objectifs du projet de recherche

Le projet de recherche présenté dans cette thése porte sur trois objectifs principaux
séparés en deux articles scientifiques.

Précédemment, la sélectivité de certains ligands synthétiques de CXCR4 — dont le
TC14012 — a été remise en question (Gravel et al. 2010). Ainsi, dans notre premier
article, nous voulions définir le mode de liaison du TC14012 sur ACKR3. Une
meilleure compréhension du mode de liaison entre TC14012 et ACKRS3 pourrait aider

a la synthése future de molécules plus sélectives pour CXCR4 ou pour ACKRS.

L’intensité et la longueur du traitement chimiothérapique utilisé pour contrer la B-LAL
en pédiatrie occasionnent, a long terme, des effets secondaires graves pour le quart
des patients en rémission. L'amélioration de la stratification du risque individuel
pourrait permettre la réduction de thérapie de certains individus diminuant ainsi leur
risque d’effets adverses a long terme. Récemment, deux groupes ont montré que le
TTL dans le modéle de souris PDX reflete le pronostic du patient pour les B-LAL
pédiatriques (Meyer et al. 2011; Woiterski et al. 2013). Ces données suggerent que le
modele pourrait étre utilisé pour l'identification de marqueurs de risque. Dans le
deuxiéme article, nous voulions d’abord valider le modele de souris PDX pour
l'identification de marqueurs pronostics. Le modéle a ensuite été utilisé pour tester

I'association de différents marqueurs phénotypiques avec la survie des souris.

1.6 Objectifs spécifiques

1.6.1 Premiére section: Détermination du mode de liaison du TC14012 sur

ACKR3

e Définir le mode de liaison du TC14012 sur ACKR3. Pour se faire, nous

devions :
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Définir les déterminants du TC14012 lui conférant une activité sur
ACKR3.

Définir les résidus d’ACKR3 importants a la liaison du TC14012.
Comparer le mode de liaison a celui du CVX15 (un dérivé du TC14012)
sur CXCR4 précédemment défini lors de I'étude cristallographique du
récepteur (Wu et al. 2010).

1.6.2 Deuxieme section : L’expression de CXCR4 et d’ACKR3 dans les B-LAL

pédiatriques est prédictif de la survie de souris PDX

Valider le modele de souris PDX pour lidentification de marqueurs de

stratification des B-LAL pédiatriques.

O

Tester l'association entre la survie de souris greffées avec des
échantillons de patients pédiatriques atteints d’'une B-LAL et des
marqueurs cytogenétiques connus (HD et t(12;21)).

Identifier des marqueurs phénotypiques pour les B-LAL pédiatriques associés

a la survie des souris PDX

O

Tester I'association entre la survie des souris et I'expression de CD20,
un marqueur associé au mauvais pronostic chez la forme adulte de la
maladie.

Tester 'association entre la survie de I'animal et I'expression de CXCR4
Tester 'association entre la survie des souris et I'expression d’ACKR3
Veérifier s'il y a un effet combiné de CXCR4 et d’ACKR3 sur la survie

des souris
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Chapitre II - 1¢r article
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2.1 Détermination du mode de liaison du TC14012 sur ACKR3

2.1.1 Mise en contexte

Précédemment, notre groupe a montré que deux des molécules ciblant CXCR4 (le
Plerixafor et le TC14012) ont également la capacité d’activer ACKR3 (Kalatskaya et
al. 2009; Gravel et al. 2010). Si cet aspect des molécules pouvait s’avéerer
intéressant, ce manque de sélectivité est, a priori, inquiétant. La synthése de
molécules plus sélectives passe d’abord et avant tout par une meilleure
compréhension du mode de liaison de ces molécules sur les récepteurs. Si le mode

de liaison a ces molécules a été défini pour CXCRA4, il ne I'est pas pour ACKRS3.

Publié dans le journal « Biochemistry » en 2015, notre article rapporte le mode de
liaison du TC14012 a ACKR3 (CXCR7). L’axe CXCL12/CXCR4/ACKR3 fut largement
décrit au cours des années pour son implication dans le développement fecetal,
'hématopoiese, le maintien des cellules souches hématopoiétiques et, plus
récemment, pour son role prépondérant dans la dissémination métastatique. Si
CXCR4 fut largement étudié, un nombre plus restreint d’études pharmacologiques
ont porté directement - et uniquement - sur ACKR3. Le premier sujet abordé dans
cette thése visait a approfondir les connaissances dans la pharmacologie du
récepteur ACKR3.

Dans cette étude, Genevieve Morin et moi-méme avons produit les récepteurs mutés
utilisés lors de cette étude. Les différents peptides utilisés ont été synthétisés par
Tomoko Kuroyanagi, Dr Shinya Oishi et Dr Nobutaka Fuijii. Les recrutements de la 3-
arrestines sur ACKR3 et la quantification de I'expression d’ACKRS3 par cytométrie en
flux ont été réalisés par Stéphanie Gravel et moi-méme. Les essais de radio-liaison
ont été faits par Genevieve St-Onge. La modélisation du récepteur et les simulations
de la dynamique moléculaire des peptides ont été réalisées par Jérdme Cabana et

Pierre Lavigne. L’analyse et l'interprétation des données ont été faites par moi-méme,
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Jérdbme Cabana et Nikolaus Heveker. Tous les auteurs ont participé a I'écriture du

manuscrit.
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ABSTRACT

The chemokine receptor CXCRY7 is an atypical CXCL12 receptor that, as opposed to
the classical CXCL12 receptor CXCR4, signals preferentially via the [I-arrestin
pathway and does not mediate chemotaxis. We previously reported that the cyclic
peptide TC14012, a potent CXCR4 antagonist, also engaged CXCR7, albeit with
lower potency. Surprisingly, the compound activated the CXCR7-arrestin pathway.
The reason underlying the opposite effects of TC14012 on CXCR4 and CXCR7, and
the mode of binding of TC14012 to CXCRY7, remained unclear. The mode of binding
of TC14012 to CXCR4 is known from cocrystallization of its analogue CVX15 with
CXCR4. We here report the mode of binding of TC14012 to CXCR7 by combining the
use of compound analogues, receptor mutants and molecular modeling. We find that
the mode of binding of TC14012 to CXCR?7 is indeed similar to that of CVX15 to
CXCR4, with compound positions Arg2 and Arg14 engaging CXCR7 key residues
D1794%0 (on the tip of transmembrane domain 4) and D275%% (on the tip of
transmembrane domain 6), respectively. Interestingly, the TC14012 parent compound
T140 is not a CXCR7 agonist, due to conformational constraints in its
pharmacophore, which in TC14012 are relieved through C-terminal amidation.
However, an engineered salt bridge between the CXCR7 ECL2 substitution R197D
and compound residue Arg1 permitted T140 agonism by repositioning the compound
in the binding pocket. In conclusion, our results show that the opposite effect of
TC14012 on CXCR4 and CXCRY7 is not explained by different binding modes. Rather,
engagement of the interface between transmembrane domains and extracellular

loops readily triggers CXCR7, but not CXCR4, activation.
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INTRODUCTION

CXCR7 (also known as ACKR3) is a receptor for chemokines CXCL11 and
CXCL12, which in turn also bind CXCR3 and CXCR4, respectively.” In contrast to
these receptors, CXCR7 does not mediate chemotaxis and preferentially signals via
the [J-arrestin pathway.'3 CXCRY7 is highly expressed by neovascular endothelia and
many cancer cell types and has been implicated in tumor growth via direct action on
cancer cells, and through a potential role in neovascularization."#-® Clinical interest of
CXCR7 was recognized early on and validated by experiments in which synthetic
CXCRY? ligands slowed tumor growth." It subsequently turned out that these ligands,
as well as all CXCRY7 ligands described thereafter, acted as agonists of the arrestin
pathway.2"-°

Receptor determinants interacting with synthetic CXCR7 ligands have not yet been
identified, but such information will be crucial for the rational design of new drug
candidates targeting CXCR7. We have previously reported that the cyclic peptide
TC14012, known as a potent CXCR4 antagonist, also engaged CXCRY7, albeit with a
much lower potency.® Contrary to its antagonist effect on CXCR4, it is an agonist of
the CXCR7-arrestin pathway. Whether this opposite effect on the two receptors
results from different modes of binding of the compound to CXCR4 and CXCR7 or
from different responses of the receptor to ligands bound in a likewise manner
remained unknown. The mode of binding of the compounds to CXCR4 is well-
characterized, as the TC14012 analogue CVX15 has been cocrystallized with
CXCR4, providing detailed insight into the relevant interaction determinants.
Therefore, we reasoned, TC14012 was a good starting point for the elucidation of
CXCRY interaction determinants with synthetic ligands.

We here report the mode of binding of TC14012 to CXCR7 and identify key
residues in both the receptor and the compound by combining the use of compound
analogues with receptor mutagenesis and molecular modeling. The interaction of
TC14012 with CXCRY7 is similar to that of CVX15 with CXCR4: receptor key residues
are CXCR7 D179*%0 on the tip of TM4 and D27565%8 on the tip of TM6, which engage
compound positions Arg2 and Arg14, respectively. Unlike the case in CXCR4, no



50

ionic interaction with CXCR7 extracellular loop 2 (ECL2) was identified, but
substitution of the repulsive R197 in CXCR7 ECL2 with alanine (R197A) yields a
receptor that is potently activated by TC14012, with an ECso equal to that of the
endogenous CXCL12 (14 nM) in our assay. Interestingly, the TC10412 parent
compound T140 was not a CXCR7 agonist. This was due to conformational
constraints in its pharmacophore, which are relieved in TC14012 by C-terminal
amidation. However, introduction of a salt bridge by the CXCR7 ECL2 substitution
R197D, which interacted with compound residue Arg1, repositioned T140 in the
binding pocket and permitted activation of the mutant receptor.

Taken together, the study identifies key residues of CXCR7 involved in the
interaction with synthetic agonists and shall guide future drug design efforts.

EXPERIMENTAL PROCEDURES.

Peptide Synthesis

The peptides were synthesized according to the procedures described in our
previous studies.'"'? Briefly, the peptide sequences were synthesized by a standard
protocol of Fmoc-based solid-phase peptide synthesis. The protected peptide resin
was treated with a cocktail of deprotection reagents [TFA/thioanisole/m-
cresol/EDT/H20 (80:5:5:5:5) or TFA/EDT/H20/TIS (94:2.5:2.5:1)]. After removal of the
resin by filtration, the crude peptide was dissolved in H20, and the pH was adjusted to
8.0 with NH4OH for disulfide bond formation. The product was purified by preparative
high-performance liquid chromatography on a Cosmosil 5C18-ARIl preparative
column (Nacalai Tesque, Kyoto, Japan; 20 x 250 mm) to provide the expected
peptides. The peptides were characterized by matrix-assisted laser desorption
ionization time-of-flight mass spectrometry (AXIMA-CFR plus, Shimadzu, Kyoto,
Japan).
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Plasmids and Arrestin BRET

The B-arrestin2-RLuc plasmid was a generous gift from M. Bouvier and has been
previously described.” The cloning of CXCR7-YFP has been described previously.?
All CXCR7 mutants (D179N, R197D, S198R, K206D, R197D/S198R,
R197D/S198R/K206D, D275A and D275N) were produced using polymerase chain
reaction site-directed mutagenesis and verified by Sanger sequencing. Recruitment of
‘l-arrestin2 to CXCR7 and receptor mutants was tested using a bioluminescence
resonance energy transfer (BRET)-based test, as previously described.?

Radioligand Binding Assays

Membranes of receptor-transfected HEK293 cells were prepared as described
previously.™ Five micrograms of membrane protein was used per point. Binding was
performed using 50 pM ['?%[]CXCL12 (PerkinElmer) and indicated concentrations of
the unlabeled competitor. Samples were equilibrated for 2 h at 4°C before unbound

radioactivity was separated from bound radioactivity using filtration and counting.

Molecular Modeling

Receptor residues are indexed according to the nomenclature of Ballesteros and
Weinstein.'® For homology modeling, we used the LOMETS server to generate
homology structures of the CXCR?7 receptor.’® We selected a structure generated
from the crystal structure of the homologue CXCR4 receptor [Protein Data Bank
(PDB) entry 3odu] generated by the threading program SP3 that featured both known
disulfide bonds. The model had a coverage of 0.834, a Z score of 30.330, a Seq_id of
0.29, and a high confidence score.’ We slightly modified the end of ECL2 as it
reached the top of TMD5 to accommodate the docking of the peptide ligands in a
pose similar to that of CVX15 in the crystal structure of CXCR4 (PDB entry 30EO).
The backbone of the model is very similar to the crystal structure of the CXCR4
receptor in complex with the peptide antagonist CVX15 (PDB entry 30EOQ), with a
root-mean-square deviation (rmsd) distance of 0.912 A between the positions of Ca
atoms. The homology model was also analyzed with ProCheck,’® and the

Ramachandran plot indicated that >99% of the residues were in the “most favored”
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and “additionally allowed” regions. The rest of the stereochemistry was also of high
quality. The unstructured N-terminal and C-terminal portions of the model were
truncated by removing residues 1-32 and 321-362, respectively, to keep the
simulation box as small as possible and to permit better performances for the
molecular dynamics (MD) simulations. The model of the R197D-CXCR7 receptor
was generated by replacing residue R197 with an aspartate using the mutagenesis
feature in PyMOL. The T140 and TZ14004 molecules were designed from the CVX15
molecule from PDB entry 3OEO using the mutagenesis feature in PyMOL. The
ligands were manually docked by superposing the T140 or TZ14004 molecule on the
CXV15 molecule of the crystal structure of CXCR4 after superposing the CXCR7
receptor model on the CXCR4 receptor model.

Molecular Dynamics Simulations

The GROMACS software suite '® was used to prepare and run the simulations. The
CXCR7 and R197D-CXCR7 receptor models were inserted into a lipid bilayer
consisting of 128 molecules of DOPC using the InflateGRO approach.?’ Simulation
parameters were based on previous work.?" The membrane-receptor system was
solvated with the SPC water model.??> Counterions were added at random positions,
replacing water molecules, to keep the net charge of the system at 0. The ffgb3a6
force field, modified to use the Berger lipids parameter,”® was used for the
calculations. Parameters for the DOPC molecules and the PDB file of the bilayer,
developed by the Tieleman group,?* were obtained from P. Tieleman’s Web site
(moose.bio.ucalgary.ca).The naphtalene and citrulline side chains were manually
parametrized for the force field based on existing parameters of other residues. NVT
equilibration of the system was performed for 100 ps to reach the desired
temperature of 310 K. This was followed by equilibration under NPT conditions for 15
ns with the pressure set at 1 bar. Such a long equilibration is necessary for proper
equilibration of the lipids after embedding a protein in the membrane.?®> We monitored
the system’s size on the X, Y, and Z axes to confirm the stabilization on the DOPC
bilayer. The position of all heavy atoms of the receptor was restrained during
equilibration. The system size after NPT equilibration was approximately 71 A x 70 A
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x 81 A, ensuring that the CXCR?7 receptor molecule could not interact with its periodic
image. Unrestrained MD simulations were run for 4 x 20 ns in 2 fs steps, for a total of
80 ns of simulation time per receptor or receptor-ligand complex. The simulation
duration of 80 ns was deemed long enough for our study, which aims to analyze side
chain reorientation and, to a certain extent, movement of the ligand. These motions
occur on the nanosecond time scale.?® The simulations were run under periodic
boundary conditions at constant temperature (310 K) and pressure (1 bar) using the
Nose-Hoover thermostat?’#! with a 1t of 0.2 ps and the Parrinello-Rahman barostat
with a 1p of 5 ps, respectively. Simulation data were saved every 20 ps, for a total of
4001 frames. The stability of the systems was assessed by calculating the rmsd
distance between the positions of Ca atoms of the TMDs during the simulations. In all
instances, the rmsds converged to a similar and stable value, close to 2.5 A,
indicating that equilibrium was reached before the MD simulations were initiated. The
same protocol was used for simulations of the ligands in water, except for the use of a
smaller, dodecahedric box and shorter NPT equilibration time (200 ps) because of the
absence of lipids.
Trajectories Analysis

MD trajectories output from GROMACS were converted to PDB files with 200
frames per 80 ns (1 for every 20 saved) for visual inspection with the PyMOL
Molecular Greaphics System (version 1.3r1) and to compressed XTC trajectory files
with all frames for other analyses. Evaluation of the presence of H-bonds during the
simulations was performed with the g_hbond tool in GROMACS using the default
cutoff angle value of 30 °© and a cutoff radius of 0.35 nm. The length of the salt bridges
was measured with the g_dist tool within GROMACS using the centroids of the
charged groups. This corresponds to CC for arginine, the center of mass of the
Cy-0081-082 group for aspartate, and the center of mass of the C6-0g1-0¢2 group
for glutamate.
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RESULTS.

TC14012, but Not T140, Is a CXCR7 Agonist on the Arrestin Pathway

Using the previously reported BRET-based CXCR7-B-arrestin recruitment assay,
we found that the previously reported efficacious agonist activity of TC14012 on
CXCRY?7 8 is not shared by the original compound, T140 (Figure 2.1A). Heterologous
compound competition with ['2°[]CXCL12 for CXCR7 binding was weak (=10 uM), but
specific, as indicated by absence of an effect of TC14012 or T140 enantiomers [ent-
TC14012 and ent-T140, (Figure 2.1B)]. The discrepancy between TC14012 IC50 and
arrestin recruitment EC50 (=300 nM) is suggestive of interaction of the allosteric
compound with the receptor. Of note, differences in ICso between TC14012 and T140
were small (3—-5-fold), suggesting that the absence of arrestin responses to T140 was
not solely due to weak binding.

TC14012 Arg14 Amidation Is Required for CXCR7 Agonism

We then identified the determinants in TC14012 for its activity on CXCRY7. As
shown in Scheme 2.1, the differences between T140 and TC14012 ' are limited to
three positions. (i) T140 Arg6 is substituted with Cit6 in TC14012, (ii) D-Lys8
substituted with D-Cit8, and (iii) the free carboxyl terminus of Arg14 amidated in
TC14012. To uncover which of these differences is responsible for TC14012 agonist
activity on CXCR7, we used a set of compound derivatives that differ at only some of
these positions (Scheme 2.1). The results demonstrate that C-terminal amidation is
the major determinant for agonist activity on CXCR7, as all amidated compounds
(TN14005, TN14003, and TZ14004) " induce significant arrestin recruitment,
whereas those that were not amidated (TC14003 and TC14005) ' did not, like T140
(Figure 2.2 and Table 2.1). In contrast, the substitution of Arg6 and D-Lys8 with Cit6
and D-Cit8 in TC14012, respectively, contributed little to compound agonism on
CXCRY. Taken together, these results suggest that Arg14 amidation in TC14012 is
required for its agonist activity on CXCRY.
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Arg14 Amidation Affects Compound Conformation

Previous NMR studies with T140 have shown that the compound adopts a [ -hairpin
structure that is stabilized by the disulfide bond between Cys4 and Cys13 and an
extensive network of intramolecular backbone interactions.?® In CXCR4, T140 Arg14
is part of a bipartite pharmacophore that consists of Arg14 (with Arg1, Nal3, and Tyr5)
on one hand, and Arg2 on the other.’? Importantly, the hairpin fold extends beyond
the disulfide bond and involves the Arg2 and Arg14 pharmacophores. We thus
considered that these intramolecular interactions could be altered by Arg14 amidation
and thereby change the overall conformation and the orientation of the
pharmacophores.

To test this hypothesis, we performed molecular dynamics simulations of the T140
and TZ14004 [T140 with Arg14 amidation (Scheme 2.1)] ligands in water to evaluate
the impact of the C-terminal amidation on their structure. The results of these
simulations are shown in Figure 2.3. We found overall compound conformation is
indeed affected, and this effect concerns particularly residues Arg1 and Arg2, which
show significantly increased conformational flexibility in TZ14004 (Figure 2.3A). This
results from the H-bonds formed by the C-terminal moiety, as the T140 carboxylate
can form simultaneous H-bonds with the backbone amides of both Arg2 and Nal3,
thus restraining torsion of the y angle of Arg2 within close limits (Figure 2.3B). In
contrast, the amidated C-terminal moiety of TZ14004 forms only one H-bond with the
backbone amide of Nal3. Accordingly, the mean distance between the Ca atoms of
Arg2 and Arg14 of TZ14004 is increased, with greater liberty of movement (from 5.6
0.3 Ain T140 to 6.1 = 1.1 A for TZ14004). This increased conformational flexibility of
the pharmacophores provided by Arg14 amidation in TC14012 and TZ14004 could
facilitate the formation of critical salt bridges of Arg2 and Arg14 with their respective

interaction partners.

The Interaction of the Compound with CXCRY7 Is Similar to That with CXCR4

To identify TC14012 Arg2 and Arg14 interaction determinants in CXCR7, we
resorted to receptor mutagenesis (for an overview of the mutants tested in this study,
see Scheme 2.2). In the crystal structure of CXCR4 in complex with the T140
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derivative antagonist CVX15 (see Scheme 2.1), Arg14 forms an ionic interaction with
residue D262 of CXCR4 (D®% following the nomenclature of Ballesteros and
Weinstein °), at the junction of TM6 and ECL3.'° Arg2, in turn, interacts with CXCR4
D171 (D*%%) at the junction of TM4 and ECL2, and with parts of the second
extracellular loop, ECL2 (see below). In CXCR7, residues D*®° and D&% are
conserved as D17948° and D2755%8, respectively. To test whether they are also
essential for TC14012 agonism on CXCR7, and thus whether the mode of binding to
both receptors is similar, we mutated CXCR7 D*%° to D179N and D% to D275N and
D275A. Like all receptor mutants used in this study, the mutants were expressed at
the cell surface to degrees similar to that of wild-type CXCR7 (Figure 2.S1 of the
Supporting Information).

As shown in Figure 2.4A, mutant D179N responded well to CXCL12, but there was
no response to either TC14012 or T140. Similar observations were made with
mutants D275N and D275A, as both mutations abolished TC14012 responses (Figure
2.4B, C), while CXCL12 responses were conserved [though altered (Figure 2.4D)].
These results show that CXCR7 D179*% and D275%%8 are indeed required for
TC14012 agonism, in line with similar modes of binding of T140-derived compounds
to CXCR4 and CXCRY7. Taken together, these results reveal similarities of the mode
of binding of the compound to CXCR4 and CXCR7 by engaging D*% and D%,
probably with the same compound pharmacophore residues Arg14 (engaging D8%)

and Arg2 (engaging D*%°), respectively.

Mutation of CXCR7 ECL2 Allows T140 Agonist Activity

Important CVX15-CXCR4 interaction determinants are located in the second
extracellular loop (ECL2)."® CXCR7 ECL shows very litle homology with CXCR4
ECL2 (Scheme 2.2B). Key residues D187 and R188 of CXCR4 adjacent to the
conserved cysteine that links ECL2 to the top of TM3 (and that interact with CVX15
positions 1-4) and D193 (interacting with Lys7) are not conserved in CXCR7 (which
has R197, S198, and K206 instead). To assess the role of this domain in CXCR7, we
constructed and tested the triple mutant R197D/ S198R/K206D [DRD mutant
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(Scheme 2.2A)], in which key CXCR4 ECL2 residues are introduced into CXCR7
ECL2. As shown in Figure 2.5A, this triple mutant responds weakly to CXCL12.
However, surprisingly, T140 now efficiently activated arrestin recruitment, while the
response to TC14012 [and TZ14004 (not shown)] was somewhat compromised.
Similar results were obtained with the R197D/S198R double substitution that still
affected the response to TC14012 (Figure 2.5B), while the responses of single mutant
K206D (corresponding to CXCR4 D193, which engages CVX15 Lys7) were unaltered
compared to those of wild-type CXCR7 (Figure 2.5C). R197 and S198 lie just behind
the conserved cysteine residue in ECL2 and correspond to positions ECL2b C + 1
and ECL2b C + 2,2 respectively, and are thus tethered to the top of TM3. Testing
CXCRY7 single mutants R197D and S198R to further break down their respective
contributions revealed that the S198R substitution alone was sufficient to completely
abolish either T140 or TC14012 activity (Figure 2.5D), while both compounds were
agonists with very similar potency and efficacy on CXCR7 R197D (Figure 2.5E). The
nonresponsiveness of S198R is potentially due to the creation of strong repulsive
forces between the two adjacent arginines, R197 and R198, in this mutant and Arg1
and Arg2 in the compounds. To test this, we constructed mutant R197A, which has
no basic residues, but does not mimic CXCR4 D193. This mutation dramatically
increased the potency of TC14012 from an ECso of 390 nM on wild-type (WT) CXCR7
to 14 nM on the R197A mutant, equal to the potency of the endogenous agonist
CXCL12 (Figure 2.5F). This indicates that, indeed, CXCR7 R197 contributes to the
low potency of TC14012 on CXCR?7, presumably via repulsive forces with the
positively charged compound. T140 was only weakly efficient on R197A, however,
although the response potency was essentially unaltered compared to that of R197D.
This suggests that the introduction of D197, and not just the removal of the repulsive
R197, allowed T140 to efficiently promote arrestin recruitment. Interestingly, the
increased efficacy of T140 on R197D when compared to that of R197A was not
reflected by the improved displacement of ['?5]]CXCL12, which remained in the ICso
micromolar range (Figure 2.5G,H). Similarly, the increased potency of TC14012 on
R197A was accompanied by an only very moderate increase in 1Cso, which remained
far from the 1Cso [ICs0 of >700 nM and arrestin recruitment 1Cso of 14 nM (compare
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panels F and H of Figure 2.5)], again in line with an allosteric binding mode.

MD Simulations Reveal a Weakened Ability of T140 to Form Simultaneously Critical
Salt Bridges in WT CXCR7

To further rationalize the structural basis of the findings described above, we
performed molecular dynamics simulations with T140 or TZ14004 docked in complex
with either CXCR7 or R197D CXCRY. Each receptor-ligand complex was simulated
in quadruplicate for 20 ns, for a total of 80 ns of MD simulation time for each complex.
TZ14004, rather than TC14012, was chosen for modeling to specifically address the

role of the C-terminal amidation.

The MD simulations indicated that the CXCR7-ligand complexes are dynamic
entities with much movement from the side chains. Nonetheless, three sectors in the
WT CXCRY7 receptor were identified that accommodate the side chains of residues
Arg1, Arg2, and Arg14 of both ligands (Figure 2.6A). Arg1 and the N-terminal moiety
formed H-bonds with H298 and Q301 (in TM7). Arg2 formed a salt bridge and, when
distance and orientation permitted it, H-bonds with D179 (TM4). It could also form H-
bonds with the surrounding side chains of Y200 (ECL2), S216 (TMS5), and Y268
(TM®6) as it was reoriented. Similarly, Arg14 formed a salt bridge (and H- bonds when
permitted) with D275 (TM6), but as it was reoriented, it could also interact with the
nearby S278 (H-bond) and E290 (salt bridge and H-bonds), at the junctions of ECL3
with both TM6 and TM7, respectively. In addition, a dynamic H-bond network was
observed between CXCR7 ECL2 and residues of the compound hairpin (positions
3-12), with no striking difference between T140 and TC14012 (not shown). The main
difference in MD simulations with the R197D CXCR7 mutant was that the N-terminal
moiety and the Arg1 side chain were now reoriented in both T140 and TZ14004 to
form a salt bridge with residue R197D, similar to the salt bridge formed between Arg1
and CXCR4 D187 in the CVX15-CXCR4 crystal (Figure 2.6B).1°

In terms of observed interactions, no obvious singular differences between T140
and TC14012 could explain the inability of T140 to activate CXCR7. We thus explored

the possibility that the more relaxed conformation of the TZ14004 pharmacophore
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(Figure 2.3B) facilitates the simultaneous formation of the critical salt bridges
(between Arg2 and D179 and between Arg14 and D275). We further hypothesized
that the R197D mutation might favor such simultaneous salt bridges by moving Arg2

closer to D179 as a consequence of the repositioning of Arg1 in the R197D mutant.

To verify this claim, we monitored the distance between the charged groups of the
two critical salt bridges during the MD simulations. The resulting graphs indicated
that, for the T140-WT CXCR7 complex, the two salt bridges were indeed rarely
simultaneously <5 A in length (Figure 2.S2A of the Supporting Information), a
distance proposed as a cutoff beyond which salt bridges become destabilized, the
enthalpic gain being too small to compensate for the entropic loss.®® In addition, they
appeared to be alternating in length, with either Arg2 being close to D179 or Arg14
being close to D275. This contrasted with the other three complexes (T140-R197D
CXCR7, TZ14004-WT CXCR7, and TZ14004-R197D CXCRY7), where indeed
simultaneous salt bridges <4-5 A in length were observed (Figure 2.52B-D of the
Supporting Information). To further substantiate these observations and to evaluate
the best binding conformation that can be attained, we analyzed the trajectories of
each ligand-receptor complex individually for both salt bridge simultaneity and length
(Table 2.51 of the Supporting Information). In the best of the four trajectories,
simultaneous salt bridges <5 A in length were present only one-fourth (25.6%) of the
time for the T140-WT CXCR7 complex, compared to two-thirds (66.4%) of the time
for the TZ14004-WT CXCR7 complex. In addition, the strongest, shortest salt bridges
for the T140-WT CXCR7 complex had a sum length of 10.68 + 1.74 A, which was
decreased to 8.84 + 1.46 A for the TZ14004-WT CXCR7 complex. Accordingly, the
Arg2-D179 salt bridge of the T140-WT CXCR7 complex has an average length of
6.19 + 1.50 A, which is more than 2 A longer than in the TZ14004-WT CXCR7
trajectory. These shortcomings of the T140-CXCR7 complex were indeed not
observed in the T140-R197D CXCR7 complex. Here, simultaneous salt bridges <5 A
in length with D179 and D275 occurred at an increased rate of 41.3% of the time; the
sum of the length of both bonds decreased to 9.50 + 0.87 A, and the Arg2-D179
distance was indeed decreased to 4.21 + 0.48 A (more than 2 A).
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We also monitored other possible salt bridges formed by Arg2 and Arg14, with
residues E213%3 (top of TM5) and E290728 (ECL3 and TM7). The salt bridge between
Arg14 and E2907?8 was the only one to be consistently formed at a somewhat short
distance in the trajectories where aforemen- tioned critical salt bridges were at their
shortest, averaging 7.36 + 1.33 A for the T140-R197D CXCR7 complex, 6.01 + 0.92
A for the TZ14004-WT CXCR7 complex, and 5.96 + 0.89 A for the TZ14004-R197D
CXCR7 complex (Figure 2.S2A-D of the Supporting Information). This pattern was,
however, not observed for the T140-WT CXCR7 complex as this salt bridge was
12.38 + 2.36 A in length in the corresponding trajectory, which is beyond the generally
accepted cutoff length of 8-10 A for salt bridges in water because of the dielectric
constant of water rendering the interaction negligible."

Overall, the analysis of the MD simulations indicates that T140 forms weaker critical
salt bridges over longer distances in the wild-type CXCRY7 receptor, which as a
consequence thwarts simultaneous engagement of the clamp positons in TM4 and
TM6. The longer distance between Arg14 and E290728 with T140 in the wild-type
CXCRY receptor is also indicative of a slightly different binding conformation for this
complex. However, T140 Arg1 interacts with mutant receptor D197, which reorients
Arg2 closer to D179 in TM4 and facilitates simultaneous recognition of D179 and
D275, thereby permitting receptor activation.

DISCUSSION

This work reports the mode of binding of TC14012 to CXCR?7, combining receptor
mutagenesis and the use of compound derivatives with molecular modeling to further
rationalize the experimental findings. Given that TC14012 is a known antagonist of
the canonical chemokine receptor CXCR4, which shares the chemokine ligand
CXCL12 with CXCRY7, but, in contrast, activates the arrestin pathway on CXCR7, our
study yields insight into the unusual activation mechanism of CXCR7.

Mode of TC14012-CXCR7 Binding

Overall, we find striking similarities between the mode of binding of TC14012 to
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CXCR7 and the mode of binding of its derivative CVX15 to CXCR4." In both
circumstances, receptor residues D*%° and D®%8 play key roles to form salt bridges
with the compound pharmacophore Arg2 and Arg14, respectively. In addition, H-bond
interactions with CXCR7 ECL2 (but no salt bridges as in CXCR4) are observed, so
that, like in CXCR4, TC14012 roughly covers the major binding pocket formed by
TM3- TM7 (Scheme 3). Of note, the identified key residues are similar to those
reported for other CXCR4 antagonists. CXCR4 D1714%0 and D187 (ECL2b Cys + 1)
are key residues for cyclic pentapeptide FC131.32 In addition, the Food and Drug
Administration-approved CXCR4 antagonist AMD3100 also depends on D*® and
D88 with some contribution from ECL2.3334 Therefore, the agonistic (on CXCR7)
TC14012 adopts a mode of binding to CXCR7 that resembles that of binding of
antagonists to CXCR4. A recent virtual screening approach suggests that this feature
may be shared by other small CXCR7 ligands. Yoshikawa et al. developed a CXCR7
model that highlights CXCR7 positions D1794¢° and D2755% as key residues of the
receptor pharmacophore.?® Indeed, D*%° and D%5%8 were engaged by all four reference
CXCRY7 ligands, two of which were derived from the patent literature. Although
arrestin recruitment experiments were not described, it is tempting to speculate that
these small ligands also activate CXCR7 given that all reported compounds of the
Chemo- centryx CCX series are CXCR7 agonists.”® Of note, another series of
compounds, similar to the CCX compounds based on styrene-amides, all turned out
to be CXCR7 agonists.®

T140

In contrast to TC14012, its parent compound, T140, was almost devoid of CXCR7
agonist activity, despite binding competition with CXCL12 that was only slightly
inferior to that with TC14012 and no obvious differences in CXCR7 engagement
when modeled. This resulted from the lack of flexibility in the T140 pharmacophore
due to intramolecular interaction with the free T140 carboxyl terminus?® that resulted
in a constrained compound conformation. This constraint was released in the C-
terminally amidated TC14012, resulting in much greater pharmacophore flexibility.
The constrained T140 conformation favored only alternate but not simultaneous
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engagement of CXCR7 D1794° by Arg2 and D275%% by Arg14. This shortcoming
was adjusted by the introduction of the R197D mutation, which led to interaction of
T140 Arg1 with D197, analogous to what was observed in the CVX15-CXCR4
crystal.’® This new interaction realigned T140 Arg2 with D17945°, thereby stabilizing
the compound in an orientation that permitted simultaneous Arg14-D2756558
engagement. These data point toward a necessity for CXCR7 agonists to
concurrently interact with the upper parts of TM4 and TM6 to draw them together or,
alternatively, push them apart, possibly involving TM3.

Role of ECL2

The role played by CXCR7 ECL2 was difficult to assess. Indeed, CXCR7 ECL2 is
very different from CXCR4 ECLZ2 in both amino acid sequence and length, resulting in
potential shortcomings in the molecular model we used. Nevertheless, H-bond
networks resembling those seen between CVX15 and CXCR4 were observed. It
became clear that residues ECL2b Cys + 1 and Cys + 2 (R197 and S198,
respectively) are important. While substitution of R197D stabilized the orientation of
T140 by creating a salt bridge with Arg1, removal of the charge with the R197A
substitution failed to do so but nevertheless resulted in a much higher potency of
activation by TC14012, which equaled that of CXCL12 on that mutant (14 nM). This
suggests that the repulsive force of CXCR7 R197 is the major reason for the relatively
weak potency of the compound on CXCR7. Why a similar effect was not observed
with R197D remains unclear but may be related to the overall conformation of this
part of ECL2. Similarly, the S198R single substitution was prohibitive for activity,
probably by repulsion of the positively charged compound by R197 and R198. A
similarly repulsive effect of CXCR4 R188 was already proposed to impinge on FC131
potency.%?

Mode of CXCR7-Arrestin Activation
In CXCR4, FC131, T140, and AMD3100 are believed to exert their antagonistic
effect by denying access of the N-terminus of CXCL12 to the interaction with an

elusive “site 11", thought to lie deeper in the binding crevice.'®3” One conclusion that
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can thus be drawn from our results is that CXCR7 apparently does not require this
second step to recruit arrestin. Rather, ligand-receptor interactions close to the
receptor surface seem to be sufficient to trigger CXCR7 activation, without the need
for interactions deep into the binding pocket. Indeed, comparison of the ligand binding
pockets between different GPCRs revealed an outstandingly shallow interaction of
CVX15 with CXCR4.38 While this may be unsurprising for a receptor antagonist, it is
rather unexpected for a receptor agonist. Along these lines of interpretation, we have
previously reported AMD3100 to induce recruitment of arrestin to CXCR7.? Given that
AMD3100 relies, like TC14012, on CXCR4 D17148% and D2625%8, we may speculate
that AMD3100 also adopts a similar binding mode with CXCR7, using D179%° and
D275558, This concurrence points toward a common, unusual mechanism by which

the compounds trigger CXCR7 activation.

One of the hallmarks of agonists, as opposed to antagonists, is that they induce
receptor movements that lead to signal transmission. The nature of such movements
is difficult to derive from ligand fitting in static receptor models. It is, however,
tempting to speculate that, for the recruitment of arrestin to CXCR7 to occur, and
unlike in CXCR4 where TC14012 does not induce arrestin recruitment?® TM
rearrange- ment via the interaction with their tops can already lead to TM tilting or

rotational movements that trigger signal transmission.

If, and how, these findings relate to the CXCR7 activation mechanism by its
endogenous chemokine ligands CXCL12 and CXCL11 remains to be seen. The
inability of CXCRY7 to signal via G-protein-mediated pathways is still unexplained, but
CXCRY7 coupling, though not activation, with Ga; has been described in reconstituted
systems.®® Moreover, a few cell types seem to be permissive for CXCR7-mediated G-
protein activation.®® It is tempting to speculate that CXCR7 engage- ment by
chemokines rapidly activates G-protein-independent arrestin recruitment by
superficial receptor engagement. This in turn could precede and thus prevent G-
protein activation, which would necessitate “site II” engagement. Further work will be

required to test these hypotheses.
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In summary, we have established that CXCR4 antagonists that also bind CXCR7 do
so by very similar binding modes. Their opposite effects on both receptors are thus
not explained by distinct receptor engagement. Rather, CXCR7 activation of the
arrestin pathway is readily triggered by interactions with the receptor surface,
bypassing the need for site Il interactions deep in the receptor ligand binding pocket.
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Table 2.1: ECso Value of the TC14012 derivatives

TC14012 TN14003 TN14005 TZ14004 TC14003 TC14005 T140
Log ECso -6,41£0.09 -6,33+0.08 -6,11+0.08 -5,85+0.09 -5,54+0.39 5,467+0.39 N/A
ECso (nM) 388 469 769 1409 2860 3411 N/A
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Scheme 2.1. Sequences of the Parental T140 and the Tested Analogues?

Disulfide Bond
I |

Position: 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

T140 : H-Arg - Arg - Nal - Cys - Tyr - Arg - Lys - DLys - Pro - Tyr - Arg - Cit- Cys - Arg - OH
TC14003 : H -Arg - Arg - Nal - Cys - Tyr - Cit - Lys - DLys - Pro - Tyr - Arg - Cit- Cys - Arg - OH
TC14005 : H -Arg - Arg - Nal - Cys - Tyr - Arg - Lys - DCit - Pro - Tyr - Arg - Cit- Cys - Arg - OH
TZ14004 : H -Arg - Arg - Nal - Cys - Tyr - Arg - Lys - DLys - Pro - Tyr - Arg - Cit- Cys - Arg - NH,
TN14003 : H -Arg - Arg - Nal - Cys - Tyr - Cit - Lys - DLys - Pro - Tyr - Arg - Cit- Cys - Arg - NH,
TN14005 : H -Arg - Arg - Nal - Cys - Tyr - Arg - Lys - DCit - Pro - Tyr - Arg - Cit- Cys - Arg - NH,
TC14012 : H - Arg - Arg - Nal - Cys - Tyr - Cit - Lys - DCit - Pro - Tyr - Arg - Cit- Cys - Arg - NH,

CVX15 : H-Arg - Arg - Nal - Cys - Tyr - Gln - Lys - Dpro - Pro - Tyr - Arg - Cit- Cys - Arg - Gly - DPro - OH

@The Cystine bridge is conserved in all derivatives. The sequence of CVX15, which
had been used for cocrystallization with CXCR4, is shown for comparison. Positions
diverging between the analogues are highlighted: CVX15 (yellow), T140 (blue) and

TC14012 (red).
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Scheme 2.2. (A) CXCR7 Snakeplot with Residues Mutated in This Study
Highlighted in Black and (B) Sequence Alignment of CXCR7 and CXCR4
Extracellular Loop 2 (ECL2)?

®179—Q ®206— @
@197—0Q/® —
010 07500

178 197 206
CXCR7: PDTYYLKTVTSASNNETYCRSFYPEHSIKEWLI
170 187 193

CXCR4: PDFIFANVSEA--DDRYICDRFYP---NDLWVV

aECL2 residues are represented in bold, the conserved residues in blue and the
amino acid of CXCR4 that were shown to interact with CVX15 in the crystal structure

in red.
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Scheme 2.3. CXCR7 Helical Wheel Diagram Seen from the Extracellular Side of
the Receptor, with Parts of ECL22

Q
}., (E)
v LY
Sy et
G

Gi -

sl
D0
aResidues highlighted in black were mutated in this study. The grey oval indicates

TC14012 positioned in the major binding pocket between TM3 and TM7.
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Figure 2.1. T140 is no CXCR7 agonist. (A) Induction of recruitment of arrestin to
CXCRY7 by TC14012 (black circles), T140 (empty squares), or CXCL12 (gray circles)
was measured by the induction of BRET between CXCR7-YFP and B-arrestin2-RLuc.
(B) Competition of TC14012 (black circles), T140 (black squares), CXCL12 (gray
circles), and corresponding enantiomers [ent-TC14012 (empty circles) and ent-T140
(gray squares)] with radiolabeled CXCL12 for CXCR7 binding. The mean % the
standard error of the mean of three independent experiments, each conducted in

triplicate, is shown.



77

FIGURE 2.2
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Figure 2.2. Recruitment of B-arrestin to CXCR7 by T140 analogues. Induction of
recruitment of arrestin to CXCR7 by the analogues as tested by BRET. TC14012
(black circles) and TZ14004 (black squares), which is identical to the inactive T140
except for its amidated C-terminus, as well as TN14003 (gray circles) and TN14005
(gray squares) efficiently recruit arrestin. The Arg6 to Cit (TC14003, white pyramids)
and p-Lys8 to Cit (TC14005, white triangles) substitutions have a limited effect,
compared to T140 (white squares). The mean * the standard error of the mean of

three independent experiments, conducted in triplicate, is shown.
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FIGURE 2.3

TZ14004
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Argi

Arg14

T140

Figure 2.3. Conformations of TZ14004 and T140 in solution during MD
simulations. (A) Comparison of the orientation of individual side chains for TZ14004
(black) on the left and T140 (dark gray) on the right. Four hundred structures covering
80 ns of MD simulations are superimposed. (B) Representative snapshots of the MD
simulations showing the H-bonds (yellow dashes) formed between the C-terminal
moiety of TZ14004 (green) or T140 (orange) and backbone amides. The average
distance and standard deviation between the Ca atoms of residues Arg14 and Arg2
during the MD simulations are shown. Backbones of ligands are shown as a thin trace
and side chains as lines. Oxygen atoms are colored red, nitrogen atoms blue,

hydrogen atoms white, and carbon atoms as indicated.
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Figure 2.4. Recruitment of B-arrestin to CXCR7 D179A and D275 mutants. (A-C)
Induction of recruitment of arrestin to CXCR7 mutants by T140 (white squares) and

TC14012 (black circles), using CXCL12 (gray circles) as a control. (D) Differences in
CXCL12 activity on mutants D179N (black circles), D275A (black squares), and
D275N (gray triangles) compared to that of wild-type CXCR7 (gray circles). While
D275N and D179N affect the potency of the response, D275A affects the efficacy.
The mean t+ the standard error of the mean of three independent experiments,

conducted in triplicate, is shown.
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Figure 2.5. Recruitment of B-arrestin to CXCR7 ECL2 mutants. (A-F) Induction of
recruitment of arrestin to CXCR7 mutants by T140 (white squares) and TC14012
(black circles), using CXCL12 (gray circles) as a control. Note the efficient response
to T140 in panels A, B, and E. (G and H) Binding competition of CXCL12, TC14012,
and T140 with radiolabeled CXCL12 for CXCR7 binding. The mean

error of the mean of at least three independent experiments, conducted in triplicate, is

+ the standard

shown.
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FIGURE 2.6.
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Figure 2.6. H-Bonds formed between ligands and CXCR7. Representative
snapshots from MD simulations showing the polar environments and potential H-bond
partners of the receptor (gray) stabilizing charged side chains of T140 (orange) and
TZ14004 (green). (A) Arg1 and the N- terminal moiety can form H-bonds with H298
and Q301 (in TM7). Arg2 can form H-bonds with D179 (TM4), Y200 (ECL2), S216
(TMS5), and Y268 (TM6). Arg14 can form H-bonds with D275 (TM6), S278 (TM6), and
E290 (TM7). (B) In the R197D CXCR7 mutant receptor, the N- terminal Arg1 side

chain can form H-bonds with D197.
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Supplemental data

SUPPLEMENTAL FIGURE 2.S1.
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Supplemental Fiqure 2.S1. Surface expression of the CXCR7 Mutants. Cells

were transfected as for BRET assays, and stained with the anti-CXCR7 antibody
clone 358426 (R&D systems) directly coupled to allo-phycocyanin (APC). Receptor
surface expression was measured by flow cytometry and is represented as mean

fluorescence intensity (MFI).
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Supplemental Figure 2.S2. Salt bridge length during MD simulations. Each MD

simulation is composed of four independent 20 ns trajectories with the same initial

conformation. On the graphs, new trajectories start at 0 ns, 20 ns, 40 ns and 60 ns.

The thin lines show the measured salt bridge length (1000 frames per 20 ns

trajectory). The thick lines represent the running average over 100 frames of the

trajectory. Red lines designate the length of the Arg14:D275 salt bridge; Blue lines

designate the length of the Arg2:D179 salt bridge, and green lines designate the

length of the Arg14:E290 salt bridge.
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SUPPLEMENTAL TABLE 2.51

Tables 2.S1. Analysis of salt bridges length during the MD simulations. Column
highlighted in green represents the “best’ trajectory discussed in the text, as
determined by the sum of the length of both critical salt bridges (Arg2-D179 and

Arg14-D275).

WT-T140 R197D-T140 WT-TZ14004 R197D-TZ14004
Trajectory # 102 3 4 Al 1 2 3 4 Ao 2 3 4 M| 1 2 3 4 Al
time on graph (ns) | 0-20 20-40 40-60 60-80 0-80 | 0-20 2040 40-60 60-80 0-80 | 0-20 2040 40-60 60-80 0-80 | 020 20-40 40-60 60-80 0-80
Argzir:;: (SAE; % | 619 423 583 476 525 | 405 421 406 521 438 | 7,51 387 421 48 511 | 420 548 421 455 461
Std dev (A) 150 055 134 109 142 | 035 048 058 124 089 | 319 035 066 098 223 | 038 108 113 050 099
Arg14|;[:;z: ;;3 8 | 449 763 504 621 584 | 584 530 602 447 541|616 497 570 573 564 | 421 58 470 921 599
Std dev (A) 073 166 075 112 165 | 092 068 1,15 084 109 | 1,15 142 162 1,16 142 | 042 207 076 1,63 2,39
Sum of b"(tR)SB length | 1068 11,86 1087 1097 11.10| 989 950 1008 968 979 |1367 884 991 1059 1075| 841 1133 891 13,76 10,60
Std dev (A) 174 170 138 130 161|099 087 131 139 118 | 355 146 1,85 174 292 | 057 254 124 188 274
Both Arg2-D179 and
Arg14-D275SB<50A | 256 34 159 74 131|189 332 185 413 280 | 86 664 453 26 366 | 923 234 616 41 454
(% of time)
Both Arg2-D179 and
Arg14-D275SB<6.0A | 427 180 5,9 315 360 | 566 87,8 497 636 644 | 266 813 636 582 57,4 | 996 384 844 69 573
(% of time)
Avg. distance between
Arg2-Arg14 carbon alpha | 6,69 545 556 560 583 | 631 602 551 672 614 | 642 614 769 606 658 | 898 580 758 686 7,31
atoms
Arg14|:2;: (i? &9 11238 699 826 1185 987 |11,85 736 781 998 925 | 10,64 601 649 870 7,96 | 59 13,53 609 431 7,48
Std dev (A) 236 092 169 197 292 | 232 133 161 318 287 | 452 092 114 308 338 | 089 179 121 070 3,77
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3.1 L’expression de CXCR4 et d’ACKR3 dans les B-LAL pédiatriques

est prédictif de la survie des souris PDX

3.1.1 Mise en contexte

Dans les B-LAL pédiatriques, la prise en charge des patients est ajustée en fonction
d’'une multitude de marqueurs de stratification du risque de rechute. Grace a cette
meéthode, le taux de survie sans complications sur 5 ans est passé au-dela de 85%.
Cependant, le surtraitement des enfants cause des effets secondaires
potentiellement mortels chez environ 25% des survivants dans les 25 ans suivant la
rémission (Diller 2011; Armstrong et al. 2016; Turcotte et al. 2017). Une meilleure
stratification du risque de rechute pourrait permettre la détection de candidats a une
réduction de thérapie. Seulement, la découverte de nouveaux marqueurs de
stratification dans le contexte ou la thérapie guérit la majorité des enfants est difficile.
Des évidences publiées réecemment laissent croire que ['utilisation du modéle de
souris PDX pourrait permettre lidentification des marqueurs de stratification

novateurs, et ce, en absence de thérapie.

Dans mon deuxiéme article, jai contribué avec les Drs Helen Trottier, Elie Haddad et
Nikolaus Heveker a la conception du projet. La compilation des données cliniques
des patients a été accomplie par moi-méme, Renée Dicaire, Thomas Sontag, Dr
Daniel Sinnett, Dre Caroline Laverdiére et Dr Jean-Marie Leclerc. Les données
expérimentales ont été produites par moi-méme, Kathie Béland et Francois Fontaine.
L’interprétation des données a été effectuée par moi-méme, Mohamed Ndongo
Sangare, Kathie Béland, Dre Caroline Laverdiére, Dre Helen Trottier, Dr Elie Haddad
et Dr Nikolaus Heveker. J'ai également contribué a I'analyse statistique des données
produites avec I'aide de Mohamed Ndongo Sangare, de la Dre Helen Trottier et du Dr

Nikolaus Heveker. Tous les auteurs ont contribué a I'écriture du manuscrit.
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Key points:

- High surface CXCR4 predicts short survival of childhood B-ALL PDX
models, and high ACKR3 expression mitigates this effect

- PDX survival reflects individual risk markers, and may serve in
identification of new risk stratification markers
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ABSTRACT

Accurate individual risk assessment is required for optimal personalized treatment of
pediatric B acute lymphoblastic leukemia. Patient-derived xenograft (PDX) mouse
models reflect biological properties of primary leukemia samples, and PDX survival
correlates with patient outcome. Here, we tested association of PDX survival with
known and new risk stratification markers. Specifically, we tested prediction of PDX
survival by genetic features (hyperdiploidy (HD), t(12;21)) or immunophenotypic
markers (CD20, CXCR4, ACKR3). 33 diagnostic pediatric B-ALL bone marrow
samples were grafted into NSG mice. PDX survival was highly variable (6 to 73
weeks), but reproducible among replicate animals. None of the six samples
associated with the shortest survival (<11 weeks) were HD or carried the t(12;21)
translocation (p = 0.0451). High, intermediate, or low CD20 surface expression
identified samples that led to short, intermediate, or long PDX survival, respectively (p
= 0.0002). Standardized quantification of CXCR4 expression revealed high variability
among samples; high surface CXCR4 predicted shorter survival (p = 0.0083), while
intracellular CXCR4 did not correlate with survival. Most samples also expressed
ACKR3, the second receptor of the CXCR4 ligand CXCL12. ACKR3 alone did not
predict PDX survival; however, high ACKR3 expression mitigated the association of
high surface CXCR4 expression with short survival (p = 0.0012). Combination of
chemokine receptor expression with genetic markers further improved the
identification of samples leading to short PDX survival (p<0.0001). Our results show
that PDX models can identify and validate risk stratification markers in the absence of

treatment, and thus contribute to optimal personalized treatment.
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INTRODUCTION

Childhood B-ALL is the most common pediatric cancer. Despite remarkable outcome
improvement, 10-20% of patients relapse within 5 years '. Treatment intensification
for patients that are highly at risk to relapse can be expected to extend long-term
survival rates. On the other hand, long-term sequelea of chemotherapy can
profoundly affect the quality of life of childhood B-ALL survivors. Therefore, treatment
reduction may be an option for low-risk patients. Precise individual risk-determination
is mandatory to avoid undertreatment of high-risk individuals 2. Personalized
treatment according to individual risk will further improve patient outcomes and quality
of life, for patients at both ends of the risk scale. Ever-refined patient risk stratification
will thus be pivotal to inform the choice between treatment options.

Specific genetic aberrations have been associated with the clinical outcome. High
hyperdiploidy (>50 chromosomes) 34, and the t(12;21)[ETV6/RUNX1] rearrangement
represent together nearly half of the chromosomal anomalies encountered in pre-B
cALL and are associated with a favorable outcome 5f. Other subtypes, such as
t(9;22)[BCR/ABL1] are seen at much lower frequencies (<10%) and are associated
with intermediate-to-poor outcomes 8. Despite the availability of these chromosomal
markers, accurate patient risk stratification is an ongoing challenge. The value of
phenotypic markers, such as CD20 in childhood B-ALL, is a matter of debate ®'4, and
it is probable that therapy improvement and intensification conceal outcome
differences between the intrinsically more, or less, aggressive biological properties of
individual leukemias. However, this distinction is needed to identify patients that might
benefit from therapy reduction versus those that therapy reduction may put at risk 2.
Contrary to clinical outcome data, which are a function of therapeutic regimens, PDX

models may permit risk marker evaluation in the absence of treatment.

Patient-derived xenograft (PDX) mice models have been shown to reflect the
biological properties of their respective donor leukemia '>'°, suggesting they might be
useful for risk stratification. Indeed, the excellent correlation of PDX time to overt

leukemia (TTL) and survival with patient relapse risk and overall survival in two recent
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independent studies using SCID/NOD or NSG PDX models highlights the potential of
these models for risk stratification 2?2, This provides the opportunity to interrogate

known and new risk markers as proxies for PDX survival.

Here we present the association of known and new risk markers with PDX survival.
Besides specific genetic aberrations and CD20 expression, we test the risk
association of receptors for the key chemokine CXCL12, namely CXCR4 and ACKR3
(also known as CXCR?7).

We report that the absence of frequent genetic aberrations HD and t(12;21) predicted
short PDX survival. Expression of the differentiation marker CD20 identified three risk
groups, in which high CD20 expression associated with short PDX survival, and very
low CD20 expression with long survival. High surface, but not intracellular, CXCR4
expression associated with short survival. This association was however mitigated by
co-expression of high levels of ACKR3, which itself did not predict PDX survival.
Finally, combination of genetic markers with chemokine receptor expression defined
criteria that further improved the prediction of short PDX survival (p<0.0001).

METHODS
Pediatric B-ALL samples

This study was approved by the institutional review board (protocols CER#3527 &
CER#3579). Written informed consent was obtained from the patients and/or their
parents. Bone-marrow samples were obtained at initial diagnostic for 33 patients with
de novo B-ALL. Initial risk classification was based on the Dana Farber Cancer
Institute (DFCI) criteria 2%; standard risk (SR) was defined by age <10 years, white
blood cell count < 50 000/ul), no CNS involvement (CNS1- 2), and no adverse
cytogenetic features. High risk (HR) was defined by age (HR 210 years) or white
blood cell count >50000/pl), or CNS involvement (CNS-3 and no adverse cytogenetic
features); very high risk (VHR) was defined by high minimal residual disease (MRD)
>0.001% at the end of induction therapy (day 32) or adverse cytogenetic features
(t(9;22), MLL gene rearrangements, hypodiploidy (< 45 chromosomes))?>25. Patients
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characteristics are listed in Table 3.1. Cells from the samples were isolated by Ficoll-
Paque and frozen in liquid nitrogen until use (FBS, 10% DMSO). On the day of the
experiment, the cells were thawed at 37°C and washed twice in PBS before being

injected into NSG mice or stained for flow cytometry analysis.
Flow cytometry, CXCR4 and ACKR3 quantification

Ficoll-isolated cells from bone-marrow sample were analyzed by flow cytometry. Prior
to staining FC receptors were blocked in PBS 20% FBS at 4°C for 15 minutes. Cells
were then washed and stained with 7-AAD to exclude dead cells from the analysis,
and labelled with antibodies against CD10 (FITC, clone HI10a, Biolegend), CD19
(HV500, clone HIB19, BD Biosciences) and CD20 (APC, clone 2H7, Biolegend). For
CXCR4 and ACKR3 surface expression, anti-CXCR4 (PE, clone 12G5, Biolegend)
antibodies or anti-CXCR7 (PE, clone 11G8, R&D systems) were added to that mix.
For the analysis of CXCR4 or ACKR3 expression in permeabilized cells, the cells
were washed and fixed with CytoFix/Cytoperm™ (BD Biosciences, CA) after the initial
surface staining of CD10, CD19 and CD20. Samples were analyzed by flow
cytometry (LSR Fortessa, BDbiosciences, CA). CXCR4 mean fluorescence intensity
(MFI) was converted to antibodies bound per cell (ABC) using standard curves
established with QuantiBRITE™ PE beads (BD Biosciences, CA) at each analysis.

Leukemia blast cells were identified by gating CD10"CD19™ double positive cells.
NSG xenograft mice model

This work was approved by the institutional animal ethics committee (protocol
CIBPAR #485/576) according to Canadian Council on Animal Care. Non-obese
diabetic severe compromised immunodeficient (NOD-scidlLR2gamma™" or NSG)
mice were obtained from Jackson Laboratory (Stock #005557). NSG mice aged 8-12
weeks were injected in the lateral tail vein with 0.6 to 5 x 10° cells isolated from bone-
marrow sample. One, two or three animals per sample were injected (15, 10, and 8
samples, respectively), depending on the quantity of cells available from the sample.
The progression to overt leukemia (time to leukemia, TTL) and survival were highly
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reproducible in replicate animals, where available (Figure 3.1B); mean values of
replicates were thus used to define TTL or survival for any given sample. TTL was
monitored by monthly bleeding and flow cytometry (FACSCanto, BDBiosciences, CA)
for up to 73 weeks. Circulating human and mouse cells were identified by labelling
with antibodies against human CD45, CD10 and CD19 (hCD45-APC clone HI30,
hCD10-PE-Cy7 clone HI10a, hCD19-PE clone HIB19; Biolegend, CA), and murine
CD45 (mCDA45-FITC clone 30-F11, BD Biosciences, CA). The quantification was
performed with CountBright Absolute Counting Beads (Thermo Fisher Scientific, MA)
according to manufacturer’s instructions. Overt leukemia was defined by the presence
of >1% of human circulating cells. Mice were sacrificed upon reaching observational
endpoints, and autopsy was carried out to establish the presence of splenomegaly
(defined as five-fold spleen enlargement).

Statistical analysis

Kaplan-Meier technique was used to estimate survival time and TTL according to the
indicated biomarker. We used the log-rank test to assess the significance of
differences in survival time according to risk markers; Wilcoxon test was used when
the data did not meet the requirements for a parametric testing. Finally, Student T-test
was used for comparison of continuous variables between dichotomised biomarkers,
and Pearson r correlation was used to measure the degree of the relationship
between time to leukemia and animal survival. Data analysis was performed using
GraphPad Prism 7 and STATA 13 software.

RESULTS
Patient characteristics

The characteristics of the patients are presented in Table 3.1. SR classification was
met in 22/33 (66.7%) patients. HR classification was met in 8/33 (24.2%) patients;
and two patients (6.1%) were classified as VHR: one for the 1(9;22) translocation, and
one for MRD >0.001% after induction therapy at day 32. Two patients relapsed during
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the maintenance phase of therapy; one with high age risk (>10), and one carrying the
t(9;22) translocation.

Patient-derived xenograft NSG mice

When injected into the tail vein of NSG mice, samples from 24/33 patients (72.7%)
led to overt leukemia, with splenomegaly at autopsy detected in all animals. 3/33
(9.1%) of the samples led to splenomegaly without overt leukemia, while samples
from 6/33 (18.2%) patients entailed neither, and thus failed to engraft. Time to overt
leukemia and animal survival strongly correlated (Pearson r: 0.9087; p<0.0001) and
were highly reproducible between replicates injected with the same sample (Figures
3.1A and 3.1B), but were highly variable between samples (TTL: median 142 days,
(interquartile range (IQR) = 74.5-208); survival: median 203 days, (IQR = 125.5-280)).
Neither TTL nor survival correlated with demographic factors or risk classification
(Figure 3.1C). Given that survival was recorded daily, but TTL only every four weeks,

we focused our analyses mainly on PDX survival as the more accurate measure.
Impact of genetic aberrations on PDX survival

We analyzed whether PDX survival reflected the presence of specific genetic
aberrations. In our sample, 15/33 (45.5%) carried the t(12;21) translocation, and 9/33
(27%) were hyperdiploid (HD; >50 chromosomes). Average survival of PDX mice
from t(12;21) or HD samples was similar to the bulk of the samples (mediani2 21)
203 d, IQR = 168-275 d; mediannp 273 d, IQR = 195.5-324.5 d). Accordingly, none of
the six samples with the shortest survival were t(12;21) or HD. Rather, all short
surviving PDX animals had been injected with samples from the remaining “others”
group (non-t(12;21) and non-HD, 9/33 (27%): median 68 d, IQR = 48-287 d), and
represented the majority of this group (6/9 (67%)). The “others” group also comprised
the highest proportion of HR or VHR samples (6/9, 67%, including the sole t(9;22)
sample); compared to 2/15 (13%) in the t(12;21) group, and 2/9 (22%) in the HD
group). Inversely, the six samples that failed to engraft were either HD or t(12;21)
positive (three of each), but none fell into the “others” group. Therefore, short survival
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associated with absence of the t(12;21) translocation and hyperdiploidy (Wilcoxon
test with p=0.0451, Figure 3.2).

Association of sample CD20 expression with PDX survival

We then tested the impact of the differentiation marker CD20. CD20 expression was
heterogeneous between samples and ranged from zero to >80% of positive blasts
(Figure 3.3A).We found significant inverse linear correlation between the percentage

of CD20" cells and PDX survival (Pearson r = -0.436, p=0.011; Figure 3.3B),
associating a high percentage of CD20* cells with shorter survival. When using the
traditional arbitrary cutoff of 20% for analysis, a trend for shorter survival was
observed in samples with high CD20 expression, but this was not statistically
significant (log-rank test; p=0.15, Figure 3.S1). We thus systematically tested all
possible cutoffs, and found separate clusters of significance around the cutoffs at
10% and 37% of CD20-positive cells (Table 3.S1). Accordingly, when these cutoffs
were used to define three groups, differences in survival were found highly significant
(p=0.0002) (Figure 3.3C). CD20 expression by <10% of the sample defined a low risk
group (median 279 days, IQR=213-397), >37% correlated with high risk (median 87.5
days, IQR =63.5-150.3), and CD20 expression by 10-37% of the cells identified
intermediate risk (204 days, IQR =171-280).

Association of chemokine receptor CXCR4 and ACKR3 expression with PDX survival

In most samples, over 95% of the cells expressed the chemokine receptor CXCR4
(29/33); we thus quantified standardized CXCR4 density, expressed as antibodies
bound per cell (ABC). CXCR4 density was found indeed highly variable among
samples, ranging from <2000 — >20 000 ABC at the cell surface (median 9 581; IQR
= 4 900-15 520), and <15000 - >1 000 000 ABC after permeabilization (median
135902, IQR = 54 125-300 860) (Figures 3.4A and 3.S2). This suggests that the bulk
of CXCR4 is not displayed at the cell surface. CXCR4 surface expression intensity
directly correlated with TTL (Pearson r: -0.3624, p=0.0415, Figure 3.4B). For grouped
analysis of survival, we again based cutoffs defining CXCR4"" and CXCR4'o%
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samples on systematic cutoff analysis rather than arbitrarily set cutoffs (Table 3.52 &
3.S3). As shown in Figure 3.4C, high CXCR4 surface expression intensity (>5 100
ABC) associated with significantly shorter PDX survival (mediancxcraow 310 days,
IQR = 174.5-397; mediancxcranigh 200.5 days IQR = 108-266; log-rank test:
p=0.0083). CXCR4 staining intensities after permeabilization did not correlate with
survival (Figure 3.S2), consistent with only surface-expressed CXCR4 mediating
signals that contribute to short PDX survival.

Expression of the chemokine receptor ACKR3 was detected on the majority of the
samples. ACKR3 expression was highly variable among samples, and was thus
expressed as the percentage of positive cells. ACKR3 expression did not correlate
with CXCR4, but was similarly distributed in CXCR4M9" and CXCR4"°¥ samples
(p=0.189 without permeabilization, and p=0.583 with permeabilization, Figure 3.5A).
ACKR3 expression alone did not significantly correlate with PDX survival, at any
cutoff, regardless whether the receptor was detected on the cell surface or after
permeabilization (Tables 3.S4, 3.S5, and 3.S6). However, when systematic threshold
determination for ACKR3 expression was limited to the CXCR4"9" subset of samples,
a cluster of significant thresholds was identified in the range of 40-50% ACKRS3-
positive cells (Table 3.S7). As shown in Figure 3.5B, ACKR3 expression by >40% of
the cells identified samples within the CXCR4M" population that resulted in
significantly longer survival than CXCR4"9" samples with low ACKR3 expression
(medianackrsnigh 274 days, IQR = 183-281; medianackrsow 170 days, IQR=69-203
days; p=0.0269). Therefore, it appeared that high ACKR3 expression was effectively
opposing the effect of high surface CXCR4 expression. Accordingly, comparison of
survival between the groups (CXCR4"9" and ACKR3'°*: median 170 days, IQR=69-
203 days) and (CXCR4"" or (CXCR4"" and ACKR3M9h): 275 d, IQR=187-334 days)
improved the identification of short survivors (p=0.0012) (Figure 3.5C).

To further optimize the prediction of short PDX survival, we then combined these
criteria with the previous observation that all short-surviving animals were neither HD,

nor had the t(12;21) translocation. Formulated in this way, the criterion (non-t(12;21)
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and non-HD and (CXCR4"e" and ACKR3'"") identified five out of the six samples
leading to short PDX survival, while none of the samples resulting in intermediate or
long survival met this criterion (p<0.0001; Figure 3.6).

DISCUSSION

We here showed that PDX models for childhood B-ALL mirror known associations of
molecular markers and risk, and thus may serve as models to evaluate new risk-
stratification markers. This is consistent with PDX models as generally reflecting
individual patient outcome, as previously suggested for B-ALL 2°-??2, as well as for
AML 26,27_

The t(12;21) translocation and hyperdiploidy (HD) occur frequently in childhood B-ALL
and associate with better clinical outcome 12834, |t was proposed that this favorable
prognosis may be in part due to high drug sensitivity 3%36, However, our PDX data
mirror this favorable prognosis in the absence of treatment, and the absence of both
HD and the t(12;21) translocation (i.e. the “others” group) associated with the shortest
PDX survival (Figure 3.2). This is in line with a previous report, where t(12;21)
leukemias were associated with long time to overt leukemia in PDX 2?2, The favorable
outcome in the PDX model thus suggests that excellent drug sensitivity is not the only
mechanism underlying the favorable prognosis, but rather that the observed better
outcome also reflects treatment-independent properties of t(12;21) and HD B-ALL.
Inversely, the sole very high- risk 1(9;22) translocation sample in our study, led to PDX
models which were among those with shortest survival (61.5 £ 3.5 days); this patient
relapsed during the study. Moreover, the sample from the second patient that
relapsed during our study also led to short PDX survival (44 days).

The potential of CD20 as a prognostic marker in pediatric B-ALL remains matter of
debate, but is widely accepted in adult B-ALL 3738 While an early study with 1231
patients suggested prognostic significance of CD20 ° also in pediatric B-ALL, this was
not confirmed in a number of subsequent smaller studies %4, It is possible that the
progressive development of highly efficient intensified treatment regimens contributed
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to conceal the initially reported difference in patient outcome °133%, However, our
systematic cutoff analysis also suggests that arbitrarily set cutoffs may fail to capture
substantial effects. Indeed, both lower and higher valid cutoffs at 10% and 30% have
been noted before ®3%7, but were not used in most studies. In any case, our results
suggest that high CD20 expression by B-ALL samples indeed associates with
biological properties leading to short PDX survival. High CD20 expression may thus
designate a patient subset for which therapy reduction should be approached with

much caution.

Our data suggest that PDX model survival reflects the association of high CXCR4
expression with higher risk. The potential of CXCR4 expression as a proxy for clinical
outcome has been mainly established in AML. Overall CXCR4 expression is rather
weak in AML compared to B-ALL, and not all cells are positive. Indeed, quite a
number of studies identify high CXCR4 expression (mostly as defined % of positive
cells) in AML as a negative prognostic factor 4047, With few exceptions, B-ALL
samples are 100% positive for CXCR4 48, which renders the quantification as percent
of positive cells meaningless. Rather, the standardized quantification of staining
intensity is required. Unfortunately, this parameter is reported in very few B-ALL
studies. One early study found a link between intense CXCR4 staining and
extramedullary infiltration 4°. Schneider et al reported reduced CXCR4 expression on
cells from pediatric patients with prolonged disease-free survival . Konoplev et al
found phosphorylated, but not total surface CXCR4 expression associated with
reduced survival %', whereas total CXCR4 protein as determined by a reverse phase
protein array was reported to be a prognostic marker for pediatric BCP-ALL in a
recent study %2. Finally, Ko et al found the highly variable surface CXCR4 staining
intensities to correlate with patient disease-free and overall survival in adult, but not

pediatric B-ALL patients 3. Our data are largely in line with these reports.

Our work is the first to report ACKR3 protein expression by primary lymphoblastic
leukemia cells. Recently, ACKR3 expression was reported in AML %+%5_ ACKR3 is the
second, atypical receptor of the sole CXCR4 chemokine ligand, CXCL12. ACKR3
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does not mediate chemotaxis, but scavenges CXCL12 with high efficiency %. Our
finding that high ACKR3 protein expression counteracts the association of high
CXCR4 expression with short survival may be mechanistically explained by its
physical and functional interaction with CXCR4, and modulation of CXCR4 activity
57.58 Alternatively, CXCL12 scavenging by ACKR3 may attenuate CXCR4 function on
B-ALL cells. Similar observations have been made in colorectal cancer, where
ACKR3 alone lacked predictive value, but absence of ACKRS3 in presence of high
CXCR4 identified shorter relapse-free survival %°. Inversely, either high ACKR3 or

high CXCR4 independently associated with shorter survival in renal cell carcinoma °.

The combination of markers, i.e. of the absence of the t(12;21) translocation and
hyperdiploidy with high CXCR4 and low ACKR3 expression, significantly improved
identification of samples that led to short PDX survival. The observation that this
algorithm did not designate any of the samples that led to longer survival suggests
that the combination of markers may hold promise to increase the accuracy with
which high-risk samples can be identified.

Our study carries a few limitations. Clearly, the restricted sample size (n=33) limited
the power of analysis when combining different markers. As a perspective, the
assessment of multiple markers in combination will require accordingly increasing

sample size.

Another limitation of our study is the absence of associated patient outcome data.
This is due to the long observational timeframe required to establish clinical outcome
in B-ALL, where less than 20% of the patients eventually relapse. Therefore, ideally,
future retrospective studies should analyze diagnostic samples of a larger cohort of
pediatric B-ALL patients and include patient outcome as a parameter.

Overall, our study illustrates the potential of PDX models for the validation of risk

markers in the absence (and, potentially, the presence) of treatment.



100

ACKNOWLEDGEMENTS

The work was supported by grant MOP123421 from the Canadian Institutes of Health
Research (CIHR) to NH, grant MOP300086 from the CIHR to EH, and by funds from
the Charles-Bruneau Foundation. NM acknowledges scholarships from FRQS and
the Cole Foundation. MNS holds a PhD scholarship from Islamic Development Bank
(IDB) and from the “Réseau maladies infectieuses et Sida” of the Fonds de la
Recherche du Québec en Santé (FRQ-S). HT holds a salary award from FRQ-S and
New investigator salary award from Canadian Institutes of Health Research (CIHR).

AUTHORSHIP

Contributions: Designed research: NM, HT, EH, NH; Performed research: NM, KB,
FF; Collected data: NM, KB, FF, RD, TS, DS, CL, JML; Analyzed and interpreted
data: NM, MNS, KB, CL, HT, EH, NH; performed statistical analysis: NM, MNS, HT,
NH; wrote the manuscript with input from all other authors: NH. The authors declare

no competing financial interest.

Correspondence: Nikolaus Heveker, Research Centre, Saint-Justine Hospital, 3175
Chemin de la Céte Sainte-Catherine, Montréal H3T 1C5, Canada.



Tables & figures

Table 3.1. B-ALL patients characteristics

Total
No. %
Total g8 100
Sex Female 18 55
Male 15 45
Age 1 <9years 27 82
<1 or 210 6 18
Genetic aberration t(12;21) 15 46
HHD 9 27
t(9;22) 1 3
Others 8 24
WBC count <50 (1000/pL) 32 97
>50 (1000/pL) 1 3
CNS involvement 1 (no WBC in CSF) 29 88
2 (<5 WBC/uL in CSF) 3 9
3 (>5 WBC/pL in CSF) 1 3
MRD MRD-HR 1 3
MRD-non-HR 0 0
No 32 97
Relapse Relapse-HR 2 6
Relapse-non-HR 0 0
No relapse 31 94
Final risk groups  Standard 23 70
HR 8 24
VHR 2 6

*WBC = White blood cells; CNS = Central nervous system;
CSF = Cerobrospinal fluid; MRD = Minimal residual desease;
HR = High risk; VHR = Very high risk
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Figure 3.1. Replicates of PDX TTL and survival are highly reproducible and
correlate, but do not correlate with demographic or risk factors. A) Mean TTL
(upper panel) and survival (lower panel) of replicate recipient mice are highly
reproducible (only samples with two or three replicate animals are shown, n=16). B)
Correlation between TTL and survival (Pearson r = 0.9087; Two-tailed p value
<0.0001). C) Neither TTL (upper panels) nor survival (lower panels) correlate with the
age risk (left; t-test prr. = 0.9212, psunvivar = 0.8520), sex (mid-left; prr. = 0.3638,
Psuvival = 0.7982), WBC count (mid-right; Pearson rrr. = - 0.1059, prr. = 0.5576;
Pearson rsunival = -0.1487, psunival = 0.4090) or standard risk classification (right; one-
way ANOVA pr = 0.3822, psynival = 0.8305). Mean £ SD are shown (WBC, white

blood cell; SR, standard risk; HR high risk; VHR very high risk).
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FIGURE 3.2
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Figure 3.2. Absence of both hyperdiploidy and the t(12;21) translocation predict
short PDX survival. Kaplan-Meier plot of HD samples (nine samples, black; median
39 weeks/273 days; IQR = 196-325 days), samples carrying the t(12;21) translocation
(fifteen samples, grey; mediany4,.,1) 29 weeks/203 days; IQR = 168-275 days), and
samples that had neither t(12;21) nor were HD (“others”, nine samples, red; median 9
weeks/68 days; IQR = 48-287 days). Analysis was performed using Wilcoxon test
(p = 0.0451).
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FIGURE 3.3
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Figure 3.3. CD20 expression predicts PDX survival. A) The proportion of CD20*
cells expressed as percentage, measured by flow cytometry, is highly variable among
samples. B) The perentage of CD20" cells directly correlates with PDX survival
(Pearson r = -0.436; two-tailed p value = 0.011). C) Kaplan-Meier plot of PDX survival
in groups grafted with CD20"°% (<10% CD20 positive cells, n=9; black; median 39
weeks/279 days; IQR=213-397 days), CD2Q"ermediate (10-37% CD20 positive cells,
n=16; gray; median 29 weeks/204 days; IQR = 171-280 days) and CD20"s" (>37%
CD20 positive cells, n=8; red; median 12 weeks/87.5 days; IQR = 64-150 days)
samples. Log-rank test (p = 0.0002).
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FIGURE 3.4
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Figure 3.4. Surface expression of CXCR4 predicts survival of PDX mice. A)
Variability of CXCR4 surface expression by diagnostic pediatric B-ALL samples as
measured by standardized flow cytometry, expressed as antibodies bound per cell
(ABC) (n=33). B) Correlation between CXCR4s expression and PDX TTL (Pearson r =
-0.3624; Two-tailed p-value = 0.0415). C) Kaplan-Meier plot of PDX survival in
CXCR4¢°" (n=9; black; median 44 weeks/310 days; IQR = 175-397 days) and
CXCR4sMd" (n=24; blue; median 28 weeks/201 days; IQR = 108-266 days) groups.
Log-rank test (p = 0.0083).



106

FIGURE 3.5
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Figure 3.5. ACKR3 expression mitigates the effect of CXCR4. A) ACKRS3
expression does not significantly differ between CXCR4s"9" and CXCR4s°“groups.
The upper panel shows ACKRS3 surface staining (T-test, p=0.1889), and the lower
panel staining after permeabilization (T-test, p= 0.5834). B) Kaplan-Meier plot of PDX
survival of CXCR4"9" samples, dichotomized into CXCR4s"9"ACKR3'°" (n=16; gray;
median 24 weeks/170 days; IQR=69-203) and CXCR4s"9"/ACKR3M9" (n=8; black;
median 39 weeks/274 days; IQR = 182.89-281.3) groups. Log-rank test (p=0.0269).
C) Kaplan-Meier plot of PDX survival of (CXCR4s"9" and ACKR3°¥) (n=16; red;
median 24 weeks/170 days; IQR=69-203), and (CXCR4s°" or (CXCR4s"s" and
ACKR3"9")) (n=17; black; median 39 weeks/275 days; IQR=187-334). Log-rank test
(p=0.0012).
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FIGURE 3.6
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Figure 3.6. PDX survival using combined risk markers. Kaplan-Meier plot of PDX
survival of (non- t(12;21) and non-HD and (CXCR4s"9" and ACKR3'°")) samples (red;
n=5; median 8 weeks/62 days; IQR = 47.5-70), compared to all other samples (black;
n=28; median 32 weeks/223.5 days; IQR = 171.3-303). Log-rank test (p < 0.0001).
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FIGURE 3.51

A Cutoff 10% B Cutoff 20% C Cutoff 37%

s 10017, P=0.0118 E 1001, P=0.15 E 100177 P =0.0002

S 801 S 80 L"l_L S 801

=3 =1 >

2 601 2 601 1 ? 601

c c [

8 401 3 404 LLH_\_\ 8 40

o o ]

a 204 o 209 o 204

0 100 200 300 400 500 00 100 200 300 400 500 O 100 200 300 450 %0

Survival (Days) Survival (Days) Survival (Days)

CD20/ow = CD20high CD20lw = CD20high CD20w = CD20Mgh

Figure 3.S1. Kaplan-Meier plots of PDX survival using cutoffs that were
determined in table S1 (10%, S1A; and 37%, S1C), and the common arbitrary

cutoff (20%, S1B) for CD20 expression. Comparison between groups was
performed using log-rank test.
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Figure 3.S2 Intracellular CXCR4 does not predicts survival of PDX mice. A)
Variability of the intensity of CXCR4 staining after cell permeabilization, expressed as
antibodies bound per cell (ABC) (n=33). B) Correlation between CXCR4; expression
and PDX survival (Pearson r = -0.2068; Two-tailed P-value = 0.2481).
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Table 3.S1. CD20 threshold determination. Samples were ranked according to the
proportion of CD20-positive cells, in ascending order. Log-rank test was performed for
every possible threshold. Significant cutoffs were considered only when significant
cutoffs clustered. As shown in the table, two clusters of significant cutoffs were
identified at 3% - 15% and 25% - 45% of CD20 positive cells. The cutoffs used for
analysis in Figure 3.3C (10% and 37%) are indicated by red lines.

CD20 Survival

Patient ID (%) (Days) P Value
#15 2% 227 0.9185 n.s.
#12 3% 447 - -
#13 3% 477 0.0153 *
#02 7% 319 - -
#10 7% 347 - -
#11 7% 199 0.0043 **
#18 8% 43 - -
#19 8% 273 0.0149 *
#01 9% 279 0.0118 *

#2000 M1% 44 0.0313 *
#28 15% 310 - -
#25 15% 144 0.0340 *
#21 16% 127 - -
#27 16% 181 0.0989 n.s
#04 17% 168 0.1504 n.s
#23 22% 275 0.1224 n.s
#03 24% 203 - -
#05 24% 203 - -
#29 24% 282 - -
#33 24% 202 0.1507 n.s
#06 25% 337 0.0323 *
#31 30% 205 0.0347 *
#32 31% 220 0.0323 *
#07 34% 232 0.0211 *
#17 37% 330 0.0002  ***

O #08 38% 62  0.0014 *=*
#16 39% 68 0.0076 **
#22 40% 124 0.0237 *
#30 45% 159 0.0456 *
#09 64% 52 0.2006 n.s
#14 79% 103 0.4976 n.s
#26 81% 244 0.0661 n.s
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Table 3.S2. CXCR4 surface expression cutoff determination. Samples were
ranked according to the intensity of surface CXCR4 expression (expressed as ABC)
in ascending order. log-rank test was performed for every possible threshold.
Significant cutoffs were considered only when significant cutoffs clustered. The cutoff
at 5082-5670 ABC (red line) was used to define CXCR4s°% and CXCR4s"9" groups
for analyses shown in Figures 3.4, 3.5, and 3.6.

CXCR4, Survival

Patient ID (ABC) (Days) p-value
#06 2348 337 0.3750 n.s.
#13 2399 477 0.0291 ~*
#32 2719 220 0.0514 n.s.
#10 2846 347 0.0140 ~*
#20 2855 44 0.0405 ~*
#31 3145 205 0.0609 n.s.
#25 4335 144 0.1134 n.s.
#28 4717 310 0.0791 n.s.
#12 5082 447 0.0083 **

- #30 ¢ 5264 159  0.0177 *
#33 5670 202 0.0289 *
#04 5748 168 0.0509 n.s
#01 7611 279 0.0377 *
#19 8192 273 0.0329 ~*
#24 9261 72 0.0678 n.s.
#26 9350 244 0.0625 n.s
#14 9403 103 0.1160 n.s.
#11 9759 199 0.1603 n.s
#16 9771 68 0.2782 n.s
#27 9978 181 0.3701 ns
#21 10415 127 0.5259 ns
#15 10565 227 0.5420 n.s
#09 13088 52 0.8030 n.s
#23 13795 275 0.7141 nss
#22 15108 124 0.9484 ns
#05 15932 203 0.9509 ns
#17 16085 330 0.6728 n.s
#18 16521 43 0.9572 ns
#29 16772 282 0.8281 n.s
#07 18233 232 0.8118 n.s
#03 20729 203 0.9575 ns
#02 21876 319 0.0129 ~*
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Table 3.S3. Intracellular CXCR4 expression, threshold determination. Samples
were ranked according to CXCR4 staining after permeabilization (ABC) in ascending
order. log-rank test was performed for every possible threshold. Significant cutoffs
were considered only when significant cutoffs clustered; no such cluster was
observed using CXCR4; expression.

CXCR4,; Survival

Patient ID (ABS) (Days) p-value

#18 12134 43 <0.0001  ****
#19 12467 273 0.4409 n.s.
#04 14375 168 0.2642 n.s.
#17 19749 330 0.8358 n.s.
#10 24795 347 0.5788 n.s.
#01 41490 279 0.5019 n.s.
#05 43984 203 0.5974 n.s.
#02 49474 319 0.4158 n.s.
#07 58776 232 0.4312 n.s.
#03 62913 203 0.5061 n.s.
#06 63565 337 0.2653 n.s.
#08 75010 62 0.4289 n.s.
#25 79835 144 0.5812 n.s.
#20 104744 44 0.8341 n.s.
#09 119873 52 0.9042 n.s.
#12 121428 447 0.5218 n.s.
#24 150375 72 0.7284 n.s.
#21 181008 127 0.9231 n.s.
#33 195620 202 0.9588 n.s.
#13 206607 477 0.2344 n.s.
#32 212899 220 0.2546 n.s.
#30 228728 159 0.3680 n.s.
#11 237148 199 0.4706 n.s.
#31 274141 205 0.5313 n.s.
#23 289409 275 0.4250 n.s.
#28 312310 310 0.2194 n.s.
#27 318231 181 0.3133 n.s.
#22 340943 124 0.5270 n.s.
#15 395514 227 0.5162 n.s.
#29 497646 282 0.1853 n.s.
#26 538294 244 0.0086 **

#16 938484 68 0.1077 n.s.

#14 1116368 103 - -
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Table 3.S4. ACKR3 surface expression, threshold determination. Samples were
ranked according to ACKR3 surface expression (expressed as % of positive cells) in
descending order. Log-rank test was performed for every possible threshold.
Significant cutoffs were considered only when significant cutoffs clustered; no such
cluster was observed using ACKR3 surface expression.

ACKR3; Survival

Patient ID (%) (Days) P value

#01 95% 279 0.7446 n.s.
#04 54% 168 0.8837 n.s.
#17 48% 330 0.6527 n.s.
#19 42% 273 0.6502 n.s.
#05 39% 203 0.7508 n.s.
#18 34% 43 0.8898 n.s.
#06 32% 337 0.6897 n.s.
#09 32% 52 0.9831 n.s.
#10 29% 347 0.5280 n.s.
#22 22% 124 0.7282 n.s.
#02 20% 319 0.5226 n.s.
#07 20% 232 0.5329 n.s.
#08 19% 62 0.7630 n.s.
#16 14% 68 0.9949 n.s.
#33 14% 202 0.8775 n.s.
#15 12% 227 0.8510 n.s.
#24 11% 72 0.6324 n.s.
#13 8% 477 0.5188 n.s.
#25 8% 144 0.6820 n.s.
#27 7% 181 0.8225 n.s.
#31 6% 205 0.8885 n.s.
#29 5% 310 0.6958 n.s.
#30 5% 282 0.5402 n.s.
#32 5% 159 0.7093 n.s.
#28 5% 220 0.7523 n.s.
#03 4% 203 0.8441 n.s.
#26 4% 244 0.8079 n.s.
#11 3% 199 0.9803 n.s.
#12 1% 447 0.1015 n.s.
#23 1% 275 0.0015 **

#14 0% 103 0.0066 **

#20 0% 44 0.2111 n.s.

#21 0% 127 - -
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Table 3.S5. Intracellular ACKR3 expression, threshold determination. Samples
were ranked according to ACKR3 staining after permeabilization (expressed as % of
positive cells) in descending order. Log-rank test was performed for every possible
threshold. Significant cutoffs were considered only when significant cutoffs clustered;
no such cluster was observed using intracellular ACKRS3 staining.

ACKR3; Survival

Patient ID (%) (Days) P value
#22 97% 124 0.1566 n.s.
#31 81% 205 0.3302 n.s.
#29 58% 275 0.6242 n.s.
#23 58% 282 0.9064 n.s.
#10 54% 347 0.5379 n.s.
#15 47% 227 0.5848 n.s.
#28 35% 310 0.4425 n.s.
#27 32% 181 0.5796 n.s.
#07 31% 232 0.5934 n.s.
#20 28% 44 0.8627 n.s.
#26 26% 244 0.8456 n.s.
#09 23% 52 0.8834 n.s.
#08 23% 62 0.6355 n.s.
#04 22% 168 0.4973 n.s.
#11 20% 199 0.3976 n.s.
#16 17% 68 0.2476 n.s.
#24 16% 72 0.1462 n.s.
#05 15% 203 0.1185 n.s.
#25 14% 144 0.0714 n.s.
#13 11% 477 0.5246 n.s.
#21 9% 127 0.3754 n.s.
#06 8% 337 0.6576 n.s.
#02 7% 319 0.8771 n.s.
#32 6% 220 0.8236 n.s.
#01 3% 279 0.9330 n.s.
#03 3% 103 0.6877 n.s.
#14 3% 203 0.5867 n.s.
#12 2% 447 0.6638 n.s.
#17 0% 159 0.9042 n.s.
#19 0% 202 0.9098 n.s.
#18 0% 273 0.9808 n.s.
#33 0% 330 <0.0001 n.s.

#30 0% 43 - -
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Table 3.S6. ACKR3 expression, threshold determination. Given that ACKRS3
cycles rapidly between surface and intracellular compartments in the absence of
ligand, we ranked samples according to the proportion of ACKR3 positive cells,
regardless whether this was detected with or without permeabilization. Log-rank test
performed for every possible threshold revealed no clusters of significant cutoffs.

ACKR3, ACKR3; Survival

Patient ID (%) (%) (Days) P value
#22 22% 97% 124 0.1566 n.s.
#01 95% 3% 279 0.7705 n.s.
#31 6% 81% 205 0.6869 n.s.
#29 5% 58% 282 0.9562 n.s.
#23 1% 58% 275 0.9380 n.s.
#10 29% 54% 347 0.4644 n.s.
#04 54% 22% 168 0.6258 n.s.
#17 48% 0% 330 0.3975 n.s.
#15 12% 47% 227 0.4285 n.s.
#19 42% 0% 273 0.4025 n.s.
#05 39% 15% 203 0.4712 n.s.
#28 5% 35% 310 0.3426 n.s.
#18 34% 0% 43 0.5528 n.s.
#09 32% 23% 52 0.7938 n.s.
#06 32% 8% 337 0.4698 n.s.
#27 7% 32% 181 0.5920 n.s.
#07 20% 31% 232 0.5921 n.s.
#20 0% 28% 44 0.8519 n.s.
#26 4% 26% 244 0.8291 n.s.
#08 19% 23% 62 0.9074 n.s.
#11 3% 20% 199 0.7685 n.s.
#02 20% 7% 319 0.9877 n.s.
#16 14% 17% 68 0.7428 n.s.
#24 11% 16% 72 0.5084 n.s.
#25 8% 14% 144 0.3473 n.s.
#33 14% 0% 202 0.2539 n.s.
#13 8% 1% 477 0.8371 n.s.
#21 0% 9% 127 0.9002 n.s.
#32 5% 6% 220 0.8232 n.s.
#30 5% 0% 159 0.5708 n.s.
#03 4% 3% 203 0.4197 n.s.
#14 0% 3% 103 0.1840 n.s.

#12 1% 2% 447 - -
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Table 3.S7. ACKR3 expression, threshold determination limited to CXCR4hie"
samples. Only CXCR4s"9" samples as defined by Table 3.52 were ranked for the
proportion of ACKR3 staining as in Table 3.S6. A cluster of significant cutoffs is
observed at 39%-48% of ACKR3 expression. The red line indicates the cutoff used
for analyses shown in Figures 3.5 and 3.6.

ACKR3, ACKR3; Survival

Patient ID (%) (%) (Days) P value

#22 22% 97% 124 0.2408 n.s.
#01 95% 3% 279 0.8472 n.s.
#29 5% 58% 282 0.4011 n.s.
#23 1% 58% 275 0.2726 n.s.
#04 54% 22% 168 0.4051 n.s.
#17 48% 0% 330 0.0419 *

#15 12% 47% 227 0.0455 *

#19 42% 0% 273 0.0269 *

- #05 39% 15% 203  0.0294

#18 34% 0% 43 0.0788 n.s
#09 32% 23% 52 0.1750 n.s
#27 7% 32% 181 0.2379 n.s
#07 20% 31% 232 0.1977 n.s
#26 4% 26% 244 0.1310 n.s
#08 19% 23% 62 0.2704 n.s
#11 3% 20% 199 0.3297 n.s
#02 20% 7% 319 0.0155 *

#16 14% 17% 68 0.0547 n.s
#24 1% 16% 72 0.1462 n.s
#33 14% 0% 202 0.1426 n.s
#21 0% 9% 127 0.2734 n.s
#30 5% 0% 159 0.4563 n.s
#03 4% 3% 203 0.1645 n.s
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Chapitre IV - Discussion
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Jusqu’en 2006/2007, on croyait a tort que CXCR4 et CXCL12 formaient un couple
exclusif et plus de 1400 études ont été réalisées sur le sujet durant I'ere pré-
ACKRS3 (Balabanian et al. 2005; Burns et al. 2006). Depuis, Levoye, Décaillot et leur
groupe respectif ont démontré que la présence simultanée d’ACKR3 et de CXCR4
dans une cellule a le potentiel de créer une signalisation différente par rapport aux
récepteurs seuls (Levoye et al. 2009; Décaillot et al. 2011). Ainsi, I'interprétation des
études ne prenant pas en compte les deux récepteurs doit étre faite avec prudence.
Encore aujourd’hui, un certain nombre d’études fonctionnelles font abstraction de
l'existence méme d’ACKR3 et présentent une analyse incompléte des résultats
produits.

Dans ce contexte, les études présentées dans cette thése traitent de deux aspects du
systéme CXCL12/CXCR4/ACKR3. Dans un premier temps, nous avons décrit le
mode de liaison d’'une classe d’antagoniste de CXCR4 sur ACKR3 et l'avons
comparé a leur mode de liaison sur CXCR4. Dans un deuxiéme temps, nous avons
évalué l'association entre différents biomarqueurs, dont CXCR4 et ACKR3, et la
survie de souris xénogreffées avec des échantillons de patients atteints d’'une B-LAL.
Par souci de clarté, la présente discussion est séparée en deux sous-chapitres
présentant d’abord l'aspect pharmacologique, suivi de [l'aspect fonctionnel du
systéme CXCL12/CXCR4/ACKR3 dans les B-LAL pédiatriques.

4.1 Premiere section: Détermination du mode de liaison du

TC14012 sur ACKR3

Etant donné le role central du récepteur CXCR4 dans la dissémination métastatique
et dans l'attraction et le maintien des cellules souches dans les niches de la moelle
osseuse, ce dernier constitue une cible pharmacologique attrayante (Peled et al.
1999; Broxmeyer et al. 2005; Sugiyama et al. 2006; Ishikawa et al. 2007; Tesfai et al.
2012; Duan et al. 2014). Précédemment, il a été montré que 'AMD3100 et le
TC14012, deux inhibiteurs de la liaison CXCL12-CXCR4, peuvent agir comme
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agoniste pour ACKR3 (Kalatskaya et al. 2009; Gravel et al. 2010). Comme le manque
de sélectivité peut étre associé a un risque accru d’effets adverses, comprendre le
mode de liaison du TC14012 sur sa cible secondaire ACKR3 est primordial pour la

synthése future de molécules plus sélectives a CXCR4 ou a ACKR3.

Au début de mon doctorat, il était connu que le TC14012 est capable d’activer le
récepteur ACKR3 alors que le T140, un dérivé de ce dernier, en est
incapable (Gravel et al. 2010). Ainsi, dans cet article, nous cherchions a identifier les
déterminants clés de la liaison du TC14012 sur ACKRS.

4.1.1 Comparaison du mode de liaison du TC14012 entre ACKR3 et CXCR4

Malgré une forte homologie de séquence entre le TC14012 et le T140, seul le
TC14012 est capable d’activer ACKR3. Les essais fonctionnels réalisés avec tous les
peptides intermédiaires entre le T140 et le TC14012 ont permis d’établir que c’est
'amidation du C-terminal du TC14012 qui est en grande partie responsable de ce
changement d’activité. Les modélisations structurales réalisées mettent en évidence
deux phénoménes. D’'une part, la présence d’'un amide en C-terminal affecte la
rigiditt moléculaire du peptide. En effet, I'amidation fragilise le pont salin
intramoléculaire observé pour le T140 et qui unit le C-terminal au squelette peptidique
de I'Arg2. L’élimination de ce pont salin permet ainsi plus de flexibilité aux deux
premieres arginines du peptide. D’autre part, 'amide en C-terminal permet également
de consolider linteraction peptide-récepteur en permettant de nouveaux ponts
hydrogénes entre I'Arg14 du peptide et le résidu D275 du récepteur. Au final, cette
simple modification sur le peptide permet une interaction a deux points d’attache en
simultané sur ACKR3 (Arg2-D179 et Arg14-D275) alors que le T140 et ses dérivés
qui ne sont pas amidés en sont incapables.

A partir des données cristallographiques de CXCR4 lié au CVX15, on note que 4 des
8 acides aminés engagés dans la liaison sont conservés pour ACKR3 soit : 'H113329
(ACKR3 =H121), le D17148° (ACKR3 =D179), le Y190 (ACKR3 =Y200) et le
D262558 (ACKR3 = D275)(B. Wu et al. 2010). Connaissant maintenant Iimportance
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de I'engagement simultané des deux acides aspartiques (D*® et D®58) dans
'activation du récepteur ACKR3 et linhibition de CXCR4, il est permis de se
demander comment le T140 arrive a engendrer une activité inhibitrice sur CXCR4
alors qu’il n’a aucun effet antagoniste sur ACKR3. Trois des quatre acides aminés
(CXCR4/ACKR3 = D187/R197; R188/S198 : D193/K206) qui different entre CXCR4
et ACKR3 sont situés dans 'ECL2 des récepteurs. Nos données nous permettent de
spéculer que la liaison du T140 avec 'ECL2 de CXCR4 via le D187 provoque le
déplacement du TM4 vers la pochette de liaison majeure du récepteur. Ce
déplacement permettrait ainsi la liaison simultanée du peptide avec les résidus D171
et D262 de CXCR4.

Ainsi, les modalités de liaison du TC14012 avec CXCR4 et ACKR3 sont similaires.
D’'un point de vue moléculaire, la rigidité intrinséque du T140 et I'absence
d’interaction de ce dernier avec 'ECL2 I'empéchent d’engager simultanément les
TM4 et 6 d’ACKRS.

4.1.2 La flexibilité moléculaire des petits peptides

Les informations cumulatives recueillies par nos données de simulation de
dynamique moléculaire (MD) et de BRET illustrent bien la problématique derriére les
molécules flexibles comme le TC14012 : plus une molécule est souple, plus elle aura
de cibles secondaires (Bowes et al. 2012). Afin de limiter ces interactions non
désirées, les chimistes médicinaux ont recours a la restriction conformationnelle des
molécules (Johnston et al. 1974). Ce concept consiste a créer une espéce
moléculaire plus simple et plus rigide. La simplification de la molécule se fait
généralement en retirant les sections qui ne font pas partie du pharmacophore
(région responsable de l'interaction peptide/cible). Cette manoeuvre a pour but de
diminuer les chances que la molécule puisse se lier a une cible secondaire via les
sections retirées (Veber et al. 1979). De son cbéteé, la rigidification de la molécule se
fait par la cyclisation du peptide et/ou par I'incorporation de ponts disulfures et de
groupements rigidifiants tels que les acides aminés non naturels (Freidinger et al.
1980). Ce dernier processus permet d’'une part d'augmenter le temps de demi-vie de
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la molécule in vivo en la protégeant des métalloprotéases (Veber et al. 1979). D’autre
part, la rigidification force la molécule dans une conformation favorisant sa liaison
vers sa cible principale. |l en résulte ainsi une diminution de la barriére entropique de
la liaison ligand-cible et une diminution potentielle des interactions avec d’autres

cibles utilisant le méme pharmacophore (Khan et al. 1998).

Il est intéressant de noter que le groupe du Dr Fuijii a utilisé le principe de restriction
conformationnelle avec le T140 afin de créer 2 entités moléculaires cycliques, le
FC131 et le FC313 (voir figure 4.1.) (Oishi et al. 2015). Porteuses du méme
pharmacophore que le TC14012 (Arg2 - Arg3 —Nal4), ces derniéres sont
respectivement sélectives pour CXCR4 (FC131) ou ACKR3 (FC313) (Hirokazu
Tamamura et al. 2004; Oishi et al. 2015). Le changement de sélectivité entre ces
deux molécules repose essentiellement sur le remplacement de la Gly5 du FC131
par une proline. Cette modification change la conformation de la molécule a cause de
la torsion découlant de la présence d’'une proline. Ainsi, méme avec des séquences
trés similaires, les organisations tridimensionnelles adoptées par le FC131 et le
FC313 sont différentes, ce qui les rend sélectives pour des récepteurs différents. Les
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Figure 4.1. Schématisation de la structure moléculaire des composés FC131
et FC313. A. Structure du FC131 spécifique a CXCR4. B. Structure du FC313
spécifique a ACKR3 (CXCRY7) (tiré de (Oishi et al. 2015))
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modes de liaison prédits de ces molécules sont similaires a ceux des peptides méres
T140/TC14012. De maniére similaire aux composés meres, le FC131 engage
CXCR4 via le D1714% du TM4, le D187 et le R188 de I'ECL2 (Yoshikawa et al.
2012). Tout comme le FC131, le FC313 interagit avec D179*%° du TM4 de 'ACKR3,
mais il n’a aucune interaction directe avec 'ECL2. Cela dit, étant donné la nature
cyclique de la molécule et le fait que les 2 arginines soient adjacentes, il n’y a pas
d’interaction simultanée possible avec le D275 du TM6 comme c’est le cas pour le
TC14012. Cependant, la modélisation montre que la Pro5 du FC313 interagit avec
une pochette hydrophobe située prés du TM7 comprenant les résidus F294732 et le
297735 ce qui compenserait pour la perte de liaison du TM6.

4.1.3 Limites et perspectives de I’étude

4.1.3.1 Agoniste ou antagoniste, les deux facettes du TC14012

Etant donné que son mode de liaison est similaire sur CXCR4 et ACKRS3, il peut
paraitre contre-intuitif de penser que le TC14012 est un antagoniste de I'un (CXCR4)
et un agoniste sur l'autre (ACKR3). Notre étude ne permet pas de définir
spécifiquement pourquoi on observe cette difféerence d’activité. Précédemment, notre
groupe a montré par des protéines chiméres que le C-terminal de CXCR4 et
d’ACKR3 n’affecte pas la réponse au TC14012 (Gravel et al. 2010). En combinant
nos observations a celles de Gravel et al, la difféerence d'activité ne peut étre
expliquée que par des divergences au niveau de I'organisation tridimensionnelle des

récepteurs eux-mémes.

4.1.3.2 La pharmacologie in silico

Les premieres utilisations des mathématiques dans I'établissement d’une relation
entre la structure moléculaire d’une entité et sa fonction biologique remontent au
milieu des années 60 (Hansch & Fujita 1964). Jusqu’alors marginale, la
démocratisation de l'informatique dans les années 1990 et le développement de

logiciels spécialisés ont permis a la recherche in silico de s’établir comme un outil



130

largement utilisé en pharmacologie. De I'étude plus simple de la relation structure-
fonction — comme dans le premier article de cette thése — au criblage virtuel (« virtual
screening » - VS), la pharmacologie in silico représente une voie d’avenir dans le

développement du médicament (Bowes et al. 2012).

La pharmacologie in silico comporte plusieurs avantages sur les essais
pharmacologiques traditionnels : plus rapide, sans contrainte physique du nombre de
molécules testées contre une cible, infrastructure minimaliste et moins dispendieuse.
Malgré tout le potentiel de cette technologie, les résultats produits ne sont pas
toujours aussi précis que les essais expérimentaux (Mysinger et al. 2012; Kufareva et
al. 2011). Comme la méthode repose essentiellement sur la disponibilité et la
résolution de la structure protéique de la cible, deux problemes se posent. D’abord,
malgré les progrés en biologie structurale, un nombre restreint de structures de
7TMR ont été résolues (Palczewski et al. 2000; Rosenbaum et al. 2007; Rasmussen
et al. 2007; J. H. Park et al. 2008; Scheerer et al. 2008; Jaakola et al. 2008; B. Wu et
al. 2010; Manglik et al. 2012; Qin et al. 2015; Kang et al. 2015; Hua et al. 2016; Shao
et al. 2016; Zhang et al. 2017). Cette problématique oblige souvent l'investigateur a
recourir a une approche alternative consistant soit a : 1- modéliser la protéine a partir
du cristal d’'une protéine de la méme famille, 2- utiliser une approche basée sur le
pharmacophore du ligand lorsque l'information est disponible ou 3- recourir a une
approche expérimentale traditionnelle (Ekins et al. 2007).

Dans notre article, comme le cristal d’ACKR3 n’a jamais été produit, le modele de ce
dernier a été construit par homologie avec le cristal de CXCR4. Si nous avons bien
décrit la pochette de liaison du TC14012 sur ACKR3 in silico et expérimentalement,
nous n’arrivons pas a montrer si 'lECL2 est engagé ou non dans cette liaison. Ce
constat nous améne a la seconde problématique de la pharmacologie in silico qui
découle du fait que les structures cristallographiques fournissent généralement une
image fixe de la protéine. Or, les protéines sont dynamiques, et ce dynamisme doit
étre simulé in silico ce qui peut affecter la fiabilité des résultats. Par exemple, pour les

RCPG, s’il y a relativement peu de problémes a prédire la conformation des
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domaines transmembranaires et de la pochette de liaison, la diversité des
conformations possibles que peuvent adopter les boucles extracellulaires rend la
prédiction de leur conformation pratiquement impossible (Kufareva et al. 2011). Sans
une étude extensive utilisant des récepteurs mutants ou la résolution du cristal
d’ACKR3 avec le TC14012, on ne peut statuer sur I'engagement ou l'absence
d’engagement de 'ECL2 dans la liaison de ce peptide au récepteur.

Malgré les nombreux progrés réalisés dans le domaine de la pharmacologie in silico,
la fiabilité des données ne surpasse pas encore celles provenant des essais
pharmacologiques traditionnels. Ainsi, les données produites doivent encore et
toujours étre vérifices par des essais en laboratoire. Cela dit, avec I'accroissement
constant du nombre de structures protéiques disponibles, le recours a la construction
de modéle par homologie de structure est vouée a étre de moins en moins utilisée.
En augmentant sa fiabilité et sa précision, la pharmacologie in silico est appelée a

devenir une méthode de pointe ne dépendant d’aucun autre essai.

4.1.3.3 Le mode de liaison d’ACKR3 avec son ligand naturel CXCL12

Dans notre étude, nous avons démontré que certains des mutants testés affectent le
recrutement de la B-arrestine découlant d’'une stimulation du récepteur par son ligand
naturel CXCL12 (voir figure 2.4D de l'article 1). Deux études ont fait suite a la nbtre et
ont présenté un portrait plus global des modalités de liaison et d’activation du
récepteur par CXCL12 (Benredjem et al. 2016; Gustavsson et al. 2017). Il est
intéressant de constater que, tout comme pour le TC14012, les résidus D179 et D275
sont au cceur de la liaison du récepteur avec ses ligands naturels. Si nous avons déja
présenté I'augmentation de 'ECsg (et donc une diminution de l'affinité) du recrutement
de la B-arrestine pour ces mutants, Benredjem et al. montrent également que ces
résidus affectent la dégradation des chimiokines inhérentes a I'activation d’ACKR3.
L’accumulation de données concernant l'implication de ces deux résidus dans
l'activation du récepteur ajoute a la compréhension des modalités menant a

I'activation du récepteur ACKR3.
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4.2 Deuxieme section : L'expression de CXCR4 et d’ACKR3 dans les
B-LAL pédiatriques est prédictif de la survie des souris NSG

xénogreffées

Pour la B-LAL pédiatrique, le régime de chimiothérapie est maitrisé de maniére
inégalée au point ou la survie sans complication des patients sur 5 ans atteint plus de
85% indépendamment du sous-type de la maladie (Place et al. 2015). Cependant, ce
taux de succés repose essentiellement sur I'agressivité de la thérapie conjuguant
minimalement une longue durée de traitement (2 ans minimum) et de hautes doses
d’agents carcinogénes (méthotrexate, asparaginase, doxorubicine, etc.). Récemment,
des études ont rapporté que plus du quart des survivants des leucémies pédiatriques
développent une néoplasie grave, incapacitante ou mortelle dans les 25 ans suivant

leur rémission (Diller 2011; Armstrong et al. 2016; Turcotte et al. 2017).

Pour lutter contre ces effets a long terme, 'une des voies envisageables serait de
procéder a une réduction de thérapie pour les patients se qualifiant pour les meilleurs
pronostics. Actuellement, il n’existe que trés peu de marqueurs cytogénétiques ou
phénotypiques permettant aux cliniciens de procéder a une telle séparation des
patients. Comme le taux de succés du traitement chimiothérapique est élevé pour les
B-LAL pédiatriques, l'identification de nouveaux biomarqueurs ne peut plus reposer

uniquement sur les données de survie sans complication des patients.

Récemment, plusieurs groupes ont montré que la TTL suite a une greffe xénogénique
de cellules malignes primaires dans des souris NSG reflétait le pronostic des patients
(Nijmeijer 2001; Lock et al. 2002; Meyer et al. 2011; Woiterski et al. 2013; Patel et al.
2014). L'avantage de ce modéle pour lidentification de biomarqueurs est que,
contrairement aux patients, les souris ne sont pas soumises au traitement
chimiothérapique. Il est alors possible d’étudier le risque relatif individuel — reflété par
le TTL et la survie — en absence de traitement. Ainsi, dans la deuxiéme section de
cette thése, nous avons utilisé le modéle de souris NSG afin d’identifier des

marqueurs de risque relatif sur des cellules malignes primaires provenant d’enfants
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atteints d’'une B-LAL. Dans un premier temps, nous avons validé le modéle en
mesurant I'impact de 3 marqueurs cytogénétiques et un marqueur phénotypique
connus (1(12;21), 1(9;22), I'HD et CD20). Nous avons ensuite testé la valeur prédictive

des marqueurs phénotypiques CXCR4 et ACKR3 sur la survie des souris greffées.

4.2.1 Lavalidation du modele murin

Malgré une forte association entre le TTL et le pronostic des patients, le modéle de
xénogreffe de cellules malignes de patients dans des souris NSG (PDX — « Patient-
derived xenograft ») n'a, a notre connaissance, jamais été utilisé pour l'identification
de marqueurs pronostics. Ainsi, le premier objectif de cet article consistait a
démontrer la validité des PDX pour l'identification de marqueurs de stratification dans
les B-LAL pédiatriques. Pour ce faire, nous devions choisir des marqueurs de risque
connus corrélant fortement vers un bon ou un mauvais pronostic. C’est ainsi que
nous avons retenu 3 marqueurs cytogénétiques — comprenant les translocations

t(12;21) et (9;22) ainsi que les HD — et le marqueur phénotypique CD20.

Avant de débuter la discussion de la validation du modele murin, il convient de
justifier notre choix d’avoir présenté les résultats avec le paramétre de la survie plutét
que de la TTL. Comme I'état général — reflété par la survie — des souris était suivi sur
une base quotidienne, mais que la présence de cellules leucémiques en circulation
dans le sang — la TTL — n’était observée que mensuellement, nous considérons que
la survie est un parametre plus précis que la TTL. De plus, s’il est vrai que ces
parameétres correlent fortement et ne différent que de quelques jours dans la majorité
des cas, il est a noter que pour quelques greffons, les souris survivaient avec une
leucémie ouverte pendant plusieurs semaines (voir figure 3.1. Du chapitre Ill). Nous
considérons que ces observations font partie des caractéristiques intrinséques des
cellules greffées. Pour ces raisons, nous avons préféré concentrer notre analyse sur

la survie en gardant la TTL que comme paramétre secondaire.
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4.2.1.1 La validation du modele par les marqueurs cytogénétiques

L'HD et la translocation t(12;21) sont les aberrations cytogénétiques les plus
fréquentes dans les B-LAL pédiatriques. A elles seules, elles englobent plus de 40%
(73% dans notre étude) de tous les sous-types de leucémies (Paulsson et al. 2008).
Dans la classification du risque initial du patient, elles font partie des marqueurs
associés aux meilleurs pronostics chez le patient en pédiatrie avec une survie globale
sur 10 ans de 97,6% pour les patients t(12;21) et de 96,8% pour les patients HD (Pui
et al. 2017). Ces aberrations cytogénétiques constituent donc un bon test pour valider
notre modeéle. Dans notre étude, tout comme pour le pronostic des patients, ce sont
les souris greffées par les biopsies porteuses de ces aberrations génétiques qui ont

la meilleure survie moyenne.

Quoique représentant moins de 3% des cas de B-LAL pédiatriques, la translocation
t(9;22) (BCR-ABL/chromosome de Philadelphie) représente I'une des aberrations
cytogénétiques associée a un mauvais pronostic (Schultz et al. 2007). Grace a la
thérapie ciblée, la survie sans complication sur 5 ans atteint maintenant entre 63 et
71% en pédiatrie (Schultz et al. 2014), ce qui est nettement moins que pour les
patients 1(12;21) ou HD. Dans notre étude, on répertorie uniquement 1 patient porteur
de cette translocation. Si c’est nettement insuffisant pour faire des statistiques, il est
tout méme intéressant de noter que les souris greffées par les cellules de ce patient
ont été dans les premiéres a mourir (Patient #09, survie moyenne de 52 jours).

En séparant les souris selon les marqueurs cytogénétiques des cellules greffées, nos
résultats démontrent qu’il y a une association causale entre ces marqueurs —
associés au pronostic projeté des patients — et la survie des souris. La relation est
d’autant plus forte que nous arrivons a montrer cette association entre les groupes

tout en ayant une taille d’échantillon relativement limitée (n=33).
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4.2.1.2 Validation du modéle par le marqueur phénotypique CD20

CD20 est un marqueur de différentiation exprimé a la surface des cellules B.
Contrairement a CD10 et CD19 qui sont tous deux exprimés dés I'engagement des
leucocytes dans la lignée B (Galy et al. 1995; Krop et al. 1996; Rolink et al. 1996;
Sato et al. 1996; Imamura et al. 2005), lI'expression de CD20 apparait
progressivement durant la phase pré-B de la différenciation (Van Lochem et al.
2004). Ainsi, tel qu'observé dans notre article, le pourcentage de cellules CD20" est
tres variable d’'une biopsie a l'autre. Dans la littérature, plusieurs équipes ont tenté de
montrer une corrélation entre le pourcentage de cellules CD20" et le risque relatif
individuel de patients avec une B-LAL adulte ou pédiatrique (Borowitz et al. 1997;
Jeha et al. 2006; Naithani et al. 2012; M Kamazani et al. 2014; Mannelli et al. 2012;
Solano-Genesta et al. 2013; Thomas et al. 2009; Maury et al. 2010; Chang et al.
2010; Thomas et al. 2010; Maury et al. 2016). Pour la B-LAL adulte, les études ont
démontré qu'une forte présence de cellules CD20" est associée a un mauvais
pronostic (Thomas et al. 2009; Maury et al. 2010; Thomas et al. 2010; Maury et al.
2016). Cependant, la grande majorité des résultats en pédiatrie présentent des

données non concluantes.

Récemment, les études portant sur I'effet pronostic de CD20 en pédiatrie ont fait
l'objet d’'une méta-analyse (Ou et al. 2015). Dans cette derniére, les auteurs
concluent qu’il y a absence d’association entre CD20 et le pronostic des patients et
soulignent que la discordance entre les études pouvait découler de la variation dans
la thérapie regue par les enfants. Une analyse similaire avait été proposée par Chang
et al soulignant que la thérapie avait fait bien du progres entre I'étude de Borowitz
(1997) et celle de Jeha (2006) (Borowitz et al. 1997; Jeha et al. 2006; Chang et al.
2010). Ces propos suggérent que CD20 a probablement déja été un marqueur de
risque relatif, mais que la thérapie employée actuellement ne permet plus de
discriminer les patients a partir de ce facteur. Comme notre modéle refléte le risque
relatif des individus en absence de thérapie, nous avons mis a I'épreuve ces propos
en testant 'impact de CD20 sur la survie des souris xénogreffées. Tel que rapporté
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dans notre article, la séparation des souris selon le pourcentage de cellules CD20*
des cellules greffées présente une différence fortement significative (p = 0,0002) de la
survie entre les groupes. Ce résultat suggére que CD20 est effectivement un
marqueur de risque relatif de la B-LAL pédiatrique. Ainsi, nos résultats appuient l'idée
que la divergence d’observation dans la littérature soit attribuable a I'amélioration de
la thérapie (Chang et al. 2010; Ou et al. 2015).

Une autre des observations rapportées par notre étude concerne le seuil a utiliser
pour délimiter les groupes. Si toutes les études ayant tenté de montrer un lien causal
entre CD20 et le pronostic des patients I'ont fait avec un seuil arbitraire de 20% de
cellules positives (Borowitz et al. 1997; Jeha et al. 2006; Naithani et al. 2012; M
Kamazani et al. 2014; Mannelli et al. 2012; Solano-Genesta et al. 2013; Thomas et al.
2009; Maury et al. 2010; Chang et al. 2010; Thomas et al. 2010; Maury et al. 2016),
nos résultats suggérent plutét I'existence de deux seuils de séparation que nous
avons établis a 10% et a 37%. Encore une fois, malgré une taille d’échantillon
relativement limitée, la différence entre les survies moyennes de chaque groupe
[courte (>37%), intermédiaire (>10% & <37%) ou longue (<10%)] est fortement
significative (p = 0,0002). Dans les B-LAL pédiatriques, on note une tendance
souvent non significative montrant une survie globale supérieure chez les patients
CD20" par rapport aux patients CD20* (Borowitz et al. 1997; Jeha et al. 2006; M
Kamazani et al. 2014; Mannelli et al. 2012; Solano-Genesta et al. 2013). Cette
observation suggére qu’'une réanalyse des données de ces articles en utilisant nos

seuils pourrait potentiellement améliorer la discrimination entre les groupes.

Au final, nos données valident que notre modéle permet l'identification de marqueurs
phénotypiques ainsi que de leur(s) seuil(s). De plus, la démonstration des capacités
de notre méthode pour l'identification d’'un marqueur phénotypique tel que CD20, qui
est difficilement discernable chez les patients sous thérapie, justifie I'utilisation du
modele PDX dans la recherche de nouveaux marqueurs de risque cytogénétiques et

phénotypiques.
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4.2.1.3 Le Rituximab, un anti-CD20

Le Rituximab (Rituxan®) — un anticorps monoclonal ciblant CD20 — est approuvé
depuis 1997 pour différentes indications dont les leucémies chroniques
lymphoblastiques CD20*, les lymphomes non Hogkinien CD20* (FDA 2012) et plus
récemment pour la B-LAL adulte CD20%/1(9;22) (Alvarnas et al. 2016). Malgré des
résultats concluants de I'essai clinique de phase Il de ce médicament chez la B-LAL
adulte, Maury et al se questionnent sur le seuil arbitraire sélectionné de 20%,
mentionnant que de descendre le seuil a 10% tel que suggéré par Thomas et al
pourrait étre encore plus bénéfique (Thomas et al. 2010; Maury et al. 2016). Les

résultats de notre étude vont également dans le sens de cette suggestion.

Etant donné le taux de succés du régime chimiothérapique actuel en pédiatrie et
'absence d’association entre le marqueur CD20 et le pronostic des patients,
I'utilisation du Rituximab n’est présentement pas considéré pour les patients de moins
de 15 ans. (Alvarnas et al. 2016). Le prochain défi dans le traitement des B-LAL
pédiatriques est de se diriger vers une réduction de thérapie pour les patients
considérés a faible risque de rechute dans le but de diminuer les effets secondaires a
long terme. Dans ce contexte, la valeur pronostic de CD20 pourrait devenir
intéressante a utiliser. On peut penser que, par exemple, les patients CD20* ne se
qualifieraient pas pour un traitement réduit sans I'apport d’'une thérapie ciblée tel que

le Rituximab.

4.2.2 Le systéme CXCL12/CXCR4/ACKR3 dans la prédiction du pronostic

La chimiokine CXCL12 est impliquée dans plusieurs aspects fonctionnels des
cancers, dont la dissémination métastatique, la résistance a la chimiothérapie, la
prolifération et 'angiogenese (Murakami et al. 2002; Darash-Yahana et al. 2004; Li et
al. 2004; Smith et al. 2004; Zeng et al. 2009). Récemment, plusieurs études ont
montré l'existence d'un lien causal entre lI'expression des récepteurs CXCR4 et
ACKRS3 et le pronostic de différents cancers solides et hématologiques (Scala et al.
2005; Jiang et al. 2006; Andre et al. 2006; Koishi et al. 2006; Spoo et al. 2007;



138

D'Alterio et al. 2010; Konoplev et al. 2011; Wang et al. 2012; He et al. 2013; An et al.
2014; D'Alterio et al. 2014; van den Berk et al. 2014; Sterlacci et al. 2016; Matsuo et
al. 2016). Dans la B-LAL, on note cependant une certaine disparité des conclusions a
travers les études quant a la valeur pronostique de CXCR4 (S. Wu et al. 2006;
Konoplev et al. 2011; van den Berk et al. 2014). De plus, a notre connaissance,
aucune étude n’a vérifié I'apport d’ACKR3 sur le pronostic des B-LAL. Ainsi, dans
notre travail, nous avons utilisé notre modéle murin afin de vérifier si I'expression des
récepteurs CXCR4 et d’ACKR3 sont des prédicteurs potentiels du risque individuel

chez les enfants atteints d’'une B-LAL.

4.2.2.1 CXCR4 comme marqueur de risque des B-LAL pédiatriques

Le récepteur de chimiokine CXCR4 contrdle la domiciliation et la rétention des CSH
vers des niches spécifiques de la moelle osseuse (Peled et al. 1999; Broxmeyer et al.
2005; Sugiyama et al. 2006). Ces niches procurent un microenvironnement plagant
les cellules résidentes dans un état de quiescence (phase Go) (Kunisaki et al. 2013).
Seulement, les cellules malignes de différents cancers, dont les cancers
hématologiques, sont capables de répondre aux signaux de CXCL12 et de migrer
dans ces niches (Murakami et al. 2002; Darash-Yahana et al. 2004; Li et al. 2004;
Smith et al. 2004). Comme le microenvironnement de ces dernieres procure un effet
anti-apoptotique et anti-prolifératif aux cellules résidentes, elles sont considérées par
plusieurs comme étant les grandes responsables de ['échec au traitement
chimiothérapique (Ishikawa et al. 2007; Tesfai et al. 2012; Duan et al. 2014). Un des
points mis de I'avant pour le projet était donc de tester I'association entre I'expression

de CXCR4 et la survie des souris greffées par des cellules malignes de patients.

Si, la majorité des précurseurs des cellules B, saines et malignes, expriment le
récepteur CXCR4, il a été montré que son expression sur les cellules malignes est
variable (Crazzolara et al. 2001; Schneider et al. 2002; Durig et al. 2001; Corcione et
al. 2006; Konoplev et al. 2011; van den Berk et al. 2014). Dans leur étude, Van Den
Berk et al démontrent une association significative entre le niveau d’expression de

CXCR4 et la probabilité de rechute de patients souffrant d’'une B-LAL soulignant ainsi
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'importance de la précision de la quantification de CXCR4 (van den Berk et al. 2014).
Les données acquises par cytométrie en flux sont sujettes a une variation de l'indice
de fluorescence moyenne (MFI) détectée. S’il est évident que les MFI peuvent
grandement varier d'un appareil a un autre, cette derniére varie également
légérement d’un jour a l'autre sur un méme appareil. Pour contrer ces variations,
dans notre étude, nous avons utilisé des billes de quantification permettant la
création, pour chaque jour d’acquisition, d’'une courbe standard. Cette derniére nous
a permis de transformer les MF| en anticorps liés aux cellules (ABC), une unité
standardisée éliminant la discrimination entre appareils et la variation de lecture sur
un méme appareil. De plus, cette transformation d'unité rend nos données

transférables d’'un centre a un autre (Pannu et al. 2001).

Comme montré précédemment par d’autres groupes, I'expression de CXCR4 en
surface cellulaire dans nos échantillons varie aussi d’'un patient a l'autre. De plus,
dans notre modeéle, nous trouvons la présence d'un seuil permettant une séparation
significative entre les groupes CXCR4f@ble gt CXCR4¢€v¢, montrant une association
entre la survie des souris et I'expression de CXCR4 a la surface des cellules greffées.
Nos résultats difféerent légerement de ceux présentés dans une étude publiée
précédemment (van den Berk et al. 2014). En effet, dans cette derniére, les auteurs
présentent plutdét la présence de 2 seuils de séparation. Dans notre modéle, la
présence de ce second seuil, délimitant la population CXCR4ntermédiare n’egt pas
discernable, possiblement di a la taille de notre population (n=33). Avec notre
modéle de prédiction, 25% des souris greffées avec des cellules CXCR4¢¢¢ survivent
moins de 15 semaines, des résultats similaires au pourcentage de rechute des
patients CXCR4intermédiaire/élevé ge |'étude de Van Den Berk et al (van den Berk et al.
2014). Ainsi, nos résultats montrent que I'expression de CXCR4 en surface des
cellules greffées est un marqueur de prédiction du risque associé a la survie des

souris recevant ces greffons.

Outre I'expression de CXCR4 en surface, nous avons également mesuré I'expression

de ce dernier dans les compartiments intracellulaires de nos échantillons. Dans ces
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conditions, nous avons détecté une expression allant de 2 a 120 fois supérieures a
'expression en surface. Cependant, I'association entre la survie des souris et
'expression de CXCR4 intracellulaire n’est pas concluante. Ces résultats soulignent
limportance de quantifier la protéine en surface plutét que d’avoir recours a des
méthodes reflétant I'expression totale comme [limmunohistochimie ou la
quantification des ARN messagers (ARNm). Cette conclusion est supportée par les
résultats de Wu et al, qui ont montré qu’il n'y avait pas de corrélation entre TARNm de
CXCR4 et le pronostic des patients B-LAL (Wu et al. 2006). En immunohistochimie,
Konoplev et al sont arrivés au méme constat ou I'expression totale de CXCR4 ne
corréle pas avec le pronostic des patients (Konoplev et al. 2011).

Suite a son activation par CXCL12, CXCR4 subit une série de phosphorylation en C-
terminal via les GRK (Busillo et al. 2010). Il a été montré pour la leucémie aigue
myéloide, le carcinome pulmonaire a grandes cellules et aussi pour la B-LAL que la
mesure par immunohistochimie de la phosphorylation en position S339 (pCXCR4)
fournissait une valeur pronostique plus précise que la simple quantification de
CXCRA4 totale (Konoplev et al. 2011; Brault et al. 2014; Sterlacci et al. 2016). A l'aide
de greffes de cellules Kasumi-1 exprimant stablement CXCR4 sauvage ou muté sur
la S339 dans des souris NSG, Brault et al ont démontré que la phosphorylation de
CXCR4 est associée a une rétention accrue des cellules dans la moelle osseuse. Ce
constat va de pair avec les résultats démontrant le réle de la signalisation de CXCR4
dans l'activation des intégrines permettant I'attachement des cellules malignes aux
cellules stromales de la moelle osseuse (Burger et al. 2003; Hartmann et al. 2005). Si
la mesure de pCXCR4 fournit une alternative a la quantification totale de CXCR4 par
immunohistochimie, sa force de prédiction du risque par rapport a la quantification de
'expression en surface de CXCR4 par cytométrie en flux n'a jamais été testée. Il
aurait été intéressant de mesurer le niveau de pCXCR4 dans nos échantillons afin de
comparer la valeur prédictive de la survie de nos souris par rapport a nos données de
CXCR4 en surface.
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4.2.2.2 ACKR3 et son interaction fonctionnelle avec CXCR4

Le second récepteur de CXCL12, ACKR3, fait partie des récepteurs de chimiokine
atypique. Il participe a [l'activité migratoire dépendante de CXCR4 en régulant
différents processus dont Il'attachement cellulaire, I'orientation de migration des
cellules et la migration transendothéliale (Burns et al. 2006; Hartmann et al. 2008;
Boldajipour et al. 2008; Zabel et al. 2009; Décaillot et al. 2011; Naumann et al. 2010).
Certains groupes ont également montré qu’ACKR3 promeut divers processus liés a la
progression des cancers, dont I'angiogenese, la croissance et la survie des cellules
dans des lignées cellulaires et dans les modeles murins (Burns et al. 2006; Zheng et
al. 2010; Singh & Lokeshwar 2011). Cependant, des études épidémiologiques ont
montré que son expression est parfois associée a un bon, d’autre fois a un mauvais
pronostic suggérant que son effet est cancer dépendant (D'Alterio et al. 2010; Yao et
al. 2011; L. Wang et al. 2012; Tachezy et al. 2013; D'Alterio et al. 2014; Neve
Polimeno et al. 2014). Malgré la présence d’'une surexpression d’ACKR3 dans les
leucémies myéloides et lymphoides (Melo et al. 2014; H. Y. Kim et al. 2015), la valeur
pronostique de l'expression d’ACKR3 n’a jamais été testée dans les cancers de
nature hématologique.

Dans les cellules B et T primaires, ACKR3 est majoritairement exprimé dans des
compartiments sous-endothéliaux et cycle de maniére transitoire a la surface des
cellules (Hartmann et al. 2008; Naumann et al. 2010; Melo et al. 2014). |l a cependant
été observé dans des lignées leucémiques que la distribution de I'expression
d’ACKR3 pouvait étre dérégulée, provoquant 'accumulation de la protéine en surface
plutét que dans les compartiments intracellulaires (Melo et al. 2014). Malgré tout, il
semble que cette dérégulation n’affecte pas la fonction d’ACKR3 (Melo et al. 2014).
Dans notre étude, nous observons le méme phénoméne sur nos échantillons
primaires de moelle osseuse ou la distribution du récepteur sur les blastes varie d’'un
patient a l'autre. Cependant, contrairement aux données de qPCR montrant une
surexpression geénéralisée d’ACKR3 dans les cellules de moelle osseuse des patients
B-LAL (Melo et al. 2014), nos données d’expression sont plus nuancées avec
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seulement une portion des cellules qui I'expriment. Ainsi, nous avons tenté de
montrer une association entre la survie des souris greffées et le pourcentage de
cellules positives pour ACKR3, tous compartiments confondus. Contrairement aux
observations rapportées pour les cancers rénaux et colorectaux montrant ACKR3
comme un marqueur pronostic indépendant (D'Alterio et al. 2010; Wang et al. 2012;
D'Alterio et al. 2014), nos résultats montrent plutdét une absence d’association entre
ACKRS et la survie de nos souris.

Cela dit, des observations faites précédemment par d’autres groupes montrent
qu’ACKRS3 a la capacité d’hétérodimériser avec CXCR4 et de moduler la réponse
signalétique CXCR4-dépendante (Levoye et al. 2009; Décaillot et al. 2011). De plus,
d’Alterio et al ont montré que la prédiction du risque par CXCR4 pour le cancer du
colon était bonifiée lorsque les crittres CXCR4¢e¢ et ACKR3@Ple gont
combinés (D'Alterio et al. 2014). La combinaison de ces critéres sous-entend
qu'ACKR3, modulateur de CXCR4, ne peut agir que s’l y a présence de
CXCR4 (D'Alterio et al. 2014). En procédant de cette maniere, nous montrons que les
souris greffées avec des échantillons combinant une forte présence d’ACKR3 et une
expression de CXCR4 élevée en surface ont effectivement une survie similaire au

groupe ayant une faible expression de CXCR4.

Ainsi, nos résultats montrent que I'expression de CXCR4 en surface, mais pas
ACKR3, est un marqueur de prédiction de la survie dans notre modéle de souris.
Nous avons également montré que I'expression d’ACKR3 permet de discriminer les
échantillons ayant une forte expression de CXCR4 améliorant ainsi la force de
prédiction de la survie de nos souris. Ces résultats suggerent que CXCR4 et ACKR3
pourraient étre des marqueurs de risque de rechute potentiels pour les enfants
atteints d’une B-LAL.

4.2.3 La combinaison des marqueurs pronostics

Lors de la stratification du risque pour la B-LAL pédiatrique, le classement des
patients repose sur une liste de marqueurs cytogénétiques (voir section 1.4.5) ou
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chaque marqueur est indépendant des autres. Autrement dit, la présence d’un seul
marqueur hors norme est suffisant pour faire changer le classement du patient d’'un
risque standard a un risque élevé. Récemment, il a été montré dans la lignée
cellulaire Ba/F3 (cellules pro-B murines) et dans des cellules murines pré-B primaires
que la présence de la translocation t(12;21) empéchait la migration découlant de
I'activation de CXCR4 (Palmi et al. 2014). Cette observation souléve la possibilité que
CXCR4 soit un marqueur pronostic, mais uniquement pour un sous-groupe de

patients.

Pour tester cette hypotheése, nous avons tenté une analyse en combinant les
différents marqueurs pour stratifier les échantillons dans notre modeéle. La séparation
des groupes s’est faite sur la base de plusieurs critéres. D’abord, nous avons stratifié
les échantillons selon les criteres combinés de CXCR4 et d’ACKRS3 décrits dans la
section précédente (CXCR4¢ev¢ACKR3fble ys (CXCR4fble oy ACKR3%€v¢)). Ensuite,
étant donné que les patients porteurs de la translocation t(12;21) ou d’'une HD sont
généralement associés a un bon pronostic (Place et al. 2015; Pui et al. 2017), les
souris greffées avec les échantillons porteurs de ces anomalies cytogénétiques ont
automatiquement été relayées dans le groupe (CXCR4f@be oy ACKR3¢¥¢). Avec cet
algorithme (CXCR4¢e¢ACKR3f P non-t(12;21) et non-HD versus CXCR4f@ble
ACKR3¢ev¢  {(12;21) ou HD), nous arrivons a cibler adéquatement 6 des 7
échantillons ayant mené a une survie de moins de 12 semaines. Ces résultats
supportent la thése selon laquelle I'analyse du profil combiné de plusieurs marqueurs
pronostics permet une augmentation de la précision dans [lidentification des

échantillons a haut risque d’échec au traitement.

4.2.4 Perspectives & limitations

4.2.4.1 CXCL12 et la maladie résiduelle

Le lien est trés fort entre la MRD et la rechute leucémique. Ainsi, si on avait un
moyen de prédire la réponse au traitement, on serait en mesure de prédire la rechute.

Nous avons décrit précédemment que le microenvironnement des niches de la



144

moelle osseuse procure aux CSH un état de quiescence et une protection contre les
stress myélotoxiques (Broxmeyer et al. 2003). Outre les CSH, les cellules tumorales
se domiciliant dans la moelle osseuse semblent acquérir une chimiorésistance. Ce
phénomeéene de chimiorésistance sous-tend que le microenvironnement ne profite pas
uniqguement aux CSH, mais a toutes les cellules résidentes des niches. Sachant que
la chimiokine CXCL12 est responsable de la domiciliation et de la rétention des CSH
dans les niches artériolaires de la moelle osseuse, la question est : quel role joue-t-
elle dans la chimiorésistance de la B-LAL pédiatrique?

Dans le modéle PDX utilisé dans cette these, nous avons montré que I'utilisation des
données d’expression de CXCR4 et d’ACKR3 en combiné (CXCR4¢€v¢ACKR3able
versus (CXCR4fable oy CXCR4¢ev¢/ACKR3¢/e¥¢)) est prédicteur de la survie des souris.
Si nos données rapportent le potentiel derriere l'utilisation des données d’expression
de CXCR4 et d'ACKR3 comme marqueurs de risque, ils ne donnent aucune
indication sur la chimiorésistance potentiellement associée a leur expression. Pour
vérifier I'effet de la chimiorésistance dans notre modéle, il faudrait maintenant réaliser
des essais de PDX en souris en présence de chimiothérapie. Un tel essai permettrait
de mieux cerner le réle de CXCR4 et d’ACKR3 dans la réponse au médicament et

renforcerait notre découverte.

4.2.4.2 La validation de I'algorithme de prédiction du pronostic des B-LAL

Dans la deuxiéme section de cette thése, nous avons identifié une combinaison de
marqueurs de risque potentiels pouvant prédire la survie dans notre modéle de
souris. Quoique prometteur, la puissance statistique de cet algorithme reste
relativement limitée dd a la taille restreinte de notre échantillonnage (n=33). Parmi la
diversité d’anomalies cytogénétiques touchant les B-LAL, seules la translocation
t(12;21) (n=15) et la HD (n=9) étaient assez bien représentées pour les utiliser lors de
'analyse combinée des marqueurs. Les résultats de cette thése constituent ainsi un
point de départ a une étude rétrospective sur une population nettement plus grande
(n=100) vérifiant d'une part la validitt des facteurs d’inclusion
(CXCR4¢lev¢eACKR3fabe) et d’exclusion (t(12;21) et HD) de notre algorithme. Avec un
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meilleur échantillonnage, il serait possible d’étendre le nombre de marqueurs
phénotypiques (comme CD20) et cytogénétiques (MLL et t(9;22)) inclus dans notre
algorithme augmentant ainsi potentiellement la fiabilité de ce dernier.

4.2.4.3 Validation de notre modele sur le pronostic des patients

Les rechutes prennent souvent plus de 5 ans avant de survenir. Dans notre étude,
nous n’avons pas assez de recul pour vérifier si l'algorithme proposé est
effectivement associé au pronostic des patients qui eux, contrairement a notre
modéle murin, sont sous traitement. Ainsi, d’ici quelques années, il sera possible de
valider la valeur pronostique de notre algorithme sur les patients présentement a
'étude. Tout comme pour l'algorithme, une augmentation de I'échantillonnage sera
également possiblement nécessaire pour atteindre une puissance statistique

intéressante.

4.2.4.4 L’algorithme et la réduction de thérapie pour les B-LAL en pédiatrie

Récemment, plusieurs groupes ont montré que les enfants ayant été soumis a un
traitement chimiothérapique ont un risque accru de développer une néoplasie séveére,
incapacitante ou mortelle dans les 25 ans suivant la rémission du cancer (Diller 2011;
Armstrong et al. 2016; Saultier et al. 2016). Pour éviter ces complications, une des
approches présentement considérées est la réduction de thérapie. Le principe
consiste a diminuer le temps de la thérapie de maintenance (présentement =24
mois) pour les patients considérés comme ayant un faible risque afin de diminuer leur
chance de développer une néoplasie. Dans cette optique, des oncologues japonais
ont tenté de diminuer le temps de maintenance de 24 a 6 mois pour des enfants
volontaires atteints d’'une B-LAL (Kato et al. 2017). Dans ces conditions, la survie
sans effets adverses sur 10 ans est assez basse comparativement aux standards
(66% vs 88%) (Pui et al. 2017). Cela dit, il est intéressant de noter que la survie sans
effets adverses du traitement réduit pour les patients porteurs de la translocation
t(12;21) (93%) et t(1;19) (90%) est similaire a celles du traitement standard (95,8% et
89,3% respectivement) (Kato et al. 2017; Pui et al. 2017). Ainsi, ces résultats
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suggérent que la stratification plus fine du risque de rechute individuel, comme
l'utilisation de notre algorithme par exemple, pourrait permettre lidentification de
patients se qualifiant pour une réduction de thérapie.

4.2.4.5 CXCR4, un marqueur pronostic ou une cible thérapeutique?

Le Plerixafor (AMD3100 ou Mozobil®) — un agoniste partiel de CXCR4 inhibant la
fonction migratoire du récepteur — est présentement utilisé pour mobiliser les CSH
dans la périphérie en vue de leur greffe autologue pour les patients souffrant de
lymphome non-Hodgikinien ou de myélome multiple (Zhang et al. 2002; DiPersio et
al. 2007; DiPersio et al. 2009). Avec la déemonstration que CXCR4 est un marqueur
indépendant de mauvais pronostic pour plusieurs formes de cancers hématologiques
et épithéliaux, difféerents groupes s’intéressent maintenant a savoir si CXCR4 serait
également une cible thérapeutique (Scala et al. 2005; Jiang et al. 2006; Andre et al.
2006; Koishi et al. 2006; Spoo et al. 2007; L. Wang et al. 2012; He et al. 2013; An et
al. 2014; D'Alterio et al. 2014; Sterlacci et al. 2016; Matsuo et al. 2016).

En bloquant CXCR4, le but est de cibler le phénoméne de chimiorésistance
découlant de la relocalisation des cellules malignes dans le microenvironnement des
niches de la moelle osseuse. Selon le concept, en l'inhibant, les cellules malignes
devraient se mobiliser et sortir de leur état de quiescence ce qui les sensibiliseraient
au traitement chimiothérapique. Récemment, plusieurs groupes ont fait la
démonstration qu’en utilisant des inhibiteurs de CXCR4 dans des modeles de souris
transgéniques ou greffées avec des lignées tumorales, le phénoméne de
sensibilisation est bel et bien observé (Zeng et al. 2009; Parameswaran et al. 2011;
Hassan et al. 2011; Weisberg et al. 2012; Domanska et al. 2012; Welschinger et al.
2013; Chen et al. 2015; Reinholdt et al. 2016; Gravina et al. 2017).

Faisant suite a ces résultats encourageants, plusieurs essais cliniques de phase | et
Il se sont organisés et sont présentement en cours notamment dans les leucémies
aigues (Uy et al. 2012; Cooper et al. 2013; Becker et al. 2014; Ghobrial et al. 2014;
Ghobrial et al. 2015; Borthakur et al. 2016; Uy et al. 2017). Si de maniére générale
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les résultats rapportés dans les rapports de progression des études sont positifs, il
est a noter que I'un des essais de phase Il portant sur I'effet adjuvant du Plerixafor
avant la chimiothérapie sur les patients souffrant d’'une leucémie aigie myéloide a da
étre arrété prématurément a cause de la futilité du traitement (Uy et al. 2012; Uy et al.
2017). Dans leur conclusion, les auteurs de cet essai clinique rapportent cependant
que l'absence d’effet bénéfigue de CXCR4 découlait possiblement de la molécule
choisie pour 'étude. Il a déja été montré que l'activation partielle de CXCR4 par le
Plerixafor induisait une augmentation d’expression de CXCR4 en surface, un
phénomeéne également observé dans leur étude. Comme la demi-vie du Plerixafor est
relativement courte (4 a 5h), il est possible que l'utilisation du Plerixafor induise I'effet
inverse a celui recherché. Ainsi, Uy et al recommandent [utilisation d’inhibiteur
alternatif de CXCR4 (Uy et al. 2017). Dans la seule étude (phase |) incluant des
patients LAL pédiatriques, quoique limitée par la taille de la population (n=6), une
absence d’amélioration fut également observée avec le Plerixafor (Cooper et al.
2013).

Malgré les résultats positifs des inhibiteurs de CXCR4 en phase préclinique, les
résultats préliminaires des essais cliniques sont, pour l'instant, mitigés comme en
témoigne le retrait de I'essai de Uy et al (Uy et al. 2012; Uy et al. 2017). Avant de
pouvoir mesurer adéquatement s’il y a un bénéfice a tirer de cette approche
thérapeutique, il faudra attendre la fin des études cliniques utilisant des inhibiteurs
alternatifs de CXCR4 tel le BL-8040 (antagoniste de CXCR4) ou I'Ulocuplumab (un
anti-CXCR4) (Becker et al. 2014; Ghobrial et al. 2014; Ghobrial et al. 2015; Borthakur
et al. 2016). Au final, si I'association entre I'expression de CXCR4 et le pronostic des
patients souffrant de divers cancers souléve peu de doute, il n'est pas encore clair si

ce marqueur pronostic se transformera un jour en cible thérapeutique exploitable.
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Chapitre V - Conclusion
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Dans cette thése, nous avons appliqué I'expertise en pharmacologie des récepteurs
de chimiokines de notre laboratoire pour adresser deux problématiques liées au réle
pharmacologique et clinique de CXCL12 et de ses récepteurs CXCR4 et ACKRS.
Dans un premier temps, nous avons décrit le mode de liaison d'un inhibiteur de
CXCR4, le TC14012, sur ACKR3.

Nos résultats complétent les observations publiées précédemment par notre
laboratoire et montrent que le manque de spécificité du TC14012 découle
principalement de la flexibilité intrinséque de la molécule. De plus, nos données
suggérent que le mode de liaison du TC14012 est similaire sur ACKR3 et sur
CXCR4. Egalement, nos résultats présentent quelques résidus importants a
'activation du récepteur ACKRS3. Les résultats de notre étude pourront servir au
développement futur de molécules plus spécifiques a CXCR4 ou a ACKR3. D’ailleurs,
des collaborateurs ont utilisé nos données afin de synthétiser la molécule FC313,
spécifique a ACKR3 (Oishi et al. 2015).

Dans un deuxieme temps, nous avons décrit le potentiel des PDX pour la recherche
de nouveaux marqueurs de stratification de la rechute des enfants atteints d’'une B-
LAL. Nos résultats montrent une association entre I'expression de CXCR4 et
d’ACKRS sur les cellules leucémiques primaires et la survie des souris greffées. Nous
présentons également que [lutilisation d'un algorithme combinant plusieurs

marqueurs de stratification prédit avec une meilleure précision la survie des souris.

L’algorithme présenté dans cette deuxiéme section devra étre validé dans une étude
rétrospective subséquemment. Néanmoins, il pourra étre utile pour orienter les
prochaines études épidémiologiques visant [lidentification de marqueurs de
stratification du risque chez les patients atteints d’'une B-LAL. Eventuellement, ce type
d’algorithme pourrait étre utilisé pour la stratification des individus atteints d’une B-
LAL afin d’identifier ceux qui pourraient bénéficier d’'une réduction de thérapie.
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