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Résumé

La lymphohistiocytose hémophagocytaire (HLH) est une maladie hyper-inflammatoire
rare, mais potentiellement mortelle affectant surtout les jeunes enfants. Il existe deux formes de
HLH : primaire et secondaire. La HLH primaire est causée par une mutation des génes impliqués
dans la voie cytotoxique médiée par les granules, alors que la HLH secondaire se développe en
raison d’une condition préexistante, telle qu’un cancer, une infection chronique ou une
transplantation. La HLH est caractérisée par le développement d’inflammation extréme, une
production excessive de cytokines inflammatoires ainsi qu’une infiltration tissulaire massive par
des lymphocytes T et des macrophages activés. A ce jour, le traitement de la HLH consiste
d’abord a réduire I’'inflammation a 1’aide d’agents de chimiothérapie hautement toxiques et de
corticostéroides, puis a procéder a une transplantation de cellules souches hématopoiétiques
(CSH) chez les patients atteints de HLH primaire, le seul traitement disponible permettant la
rémission de ces patients. Toutefois, les thérapies actuelles ne parviennent pas toujours a réduire
I’inflammation extréme chez plusieurs patients atteints de HLH, si bien que le taux de mortalité
avant la transplantation de CSH est toujours d’environ 20% a 25%. C’est pourquoi le
développement de nouveaux traitements anti-inflammatoires, plus efficaces, représenterait une

avancée majeure dans le traitement de la HLH.

Des études dans des modeles murins avaient déja démontré que ’utilisation d’anticorps
bloquants ciblant I'IFNy (anti-IFNy) ou de ruxolitinib, un inhibiteur de JAK1/2 («janus
activated kinases 1/2»), pouvait améliorer efficacement, quoique partiellement, les
manifestations de la HLH. Nous avons donc émis I’hypothése que I’utilisation d’une thérapie
combinée ciblant des cytokines JAK-dépendantes et indépendantes serait plus efficace qu’une
monothérapie pour diminuer les symptomes de la HLH. A 1’aide d’un modéle murin déficient
pour le géne de la perforine (PKO), nous avons compar¢ les effets de 1’inhibition de I’IL-6 et de
I’IL-18, deux cytokines fortement sécrétées dans la HLH, en combinaison avec soit de 1’anti-
IFNy ou du ruxolitinib. Nous avons aussi vérifié¢ I’efficacité d’une thérapie combinée d’anti-
IFNYy et de ruxolitinib sur les manifestations de la HLH. Nos travaux ont montré que 1’anti-1L-
6R et I’anti-IL-18, lorsque combinés avec de I’anti-IFNy ou du ruxolitinib, amélioraient

légérement, mais pas de maniere significative, les symptomes de la HLH. Par contre,



’utilisation d’une thérapie combinant du ruxolitinib avec de I’anti-IFNy générait un important
effet de synergie sur la résolution des symptomes. Notre étude démontre que I’anti-IFNy et le
ruxolitinib, méme s’ils sont efficaces par eux-mémes, devraient étre utilisés en combinaison afin
de prévenir la progression de la HLH. Cette étude est particulierement pertinente puisque 1’anti-
IFNy a récemment ¢té approuvé par la FDA pour le traitement de la HLH tandis que le

ruxolitinib est présentement a I’étude chez I’humain.

Mots-clés : Lymphohistiocytose hémophagocytaire, immunothérapie, hématologie, IFNy,

ruxolitinib, thérapie combinée
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Abstract

Hemophagocytic lymphohistiocytosis (HLH) is a rare, life-threatening hyper-
inflammatory disease affecting mainly young children. There are two types of HLH : primary
and secondary. Primary HLH is caused by defects in genes of the perforin-granzyme cytotoxic
pathway, whereas secondary HLH develops following a pre-existing underlying condition, such
as a cancer, a chronic infection or a transplantation. HLH is characterized by extreme
inflammation, a very high secretion of inflammatory cytokines and a massive tissue infiltration
by activated T cells and macrophages. Currently, treatment for HLH consists of reducing the
inflammation with a course of highly toxic chemotherapy agents and corticosteroids, followed
by hematopoietic stem cell transplantation (HSCT) for patients with primary HLH, which is the
only available curative treatment for these patients. However, current therapies often fail to
properly manage the extreme inflammation of HLH in many patients, so that the pre-HSCT
fatality still stands around 20% to 25%. Thus, the development of new, more potent anti-

inflammatory treatments would be a major advance in the treatment of HLH.

It had already been shown in relevant mouse models that blocking antibodies targeting
IFNy (anti-IFNy) or ruxolitinib, a Janus activated kinase 1/2 (JAK1/2) inhibitor, could
efficiently, but partially, improve the pathological manifestations of HLH. Thus, we
hypothesized that combined therapies targeting both JAK-dependent and independent cytokines
would be more effective than either one alone to reduce the symptoms of this pathology. Using
a perforin knock-out (PKO) mouse model, we compared the effects of targeting IL-6 and IL-18,
which are highly expressed cytokines during HLH, in combination with either anti-IFNy or
ruxolitinib. We also tested the efficacy of a therapy combining anti-IFNy with ruxolitinib on the
manifestations of HLH. We found that anti-IL-6R and anti-IL-18, when used in combination
with either anti-IFNy or ruxolitinib, showed small, but not significant improvements on the
pathological manifestations of HLH. However, combination therapy using ruxolitinib and anti-
IFNy showed a major synergistic effect on the resolution of the symptoms of HLH. Our findings
support that anti-IFNy and ruxolitinib, although effective independently, should be used in
combination to suppress HLH progression. This is particularly relevant since the former was

recently approved for treating HLH while the latter is in clinical trials.
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CHAPITRE 1: INTRODUCTION

1.1 Le systeme immunitaire

L’étre humain vit dans un monde ou les bactéries, les virus, les parasites et les
champignons sont ubiquitaires. Méme si la plupart de ces microorganismes sont non-pathogenes
pour I’humain, certains, au contraire, sont a 1’origine d’infections et de maladies parfois graves.
Pour cette raison, le corps posseéde plusieurs moyens de prévenir ou de combattre une infection
induite par des agents pathogenes. La premicre ligne de défense du systéme immunitaire est la
réponse innée, qui consiste a empécher les microorganismes de pénétrer a I’intérieur de
I’organisme et a les combattre rapidement des leur entrée, lorsque nécessaire. Celle-ci est plus
tard suivie par la réponse immunitaire adaptative, plus spécifique, qui permet de générer une
mémoire immunologique a long terme afin d’induire une réponse plus rapide dans le cas d’une
future exposition au méme pathogene. Les systémes inné et adaptatif collaborent étroitement a
I’¢limination des pathogenes, tout en évitant d’agresser les cellules de I’organisme qu’ils
protégent. En raison de la complexité des mécanismes impliqués, une infime dérégulation au

niveau de ceux-ci peut mener au développement de maladies auto-immunes.
1.1.1 Systéme immunitaire inné

Le systéeme immunitaire inné, entierement fonctionnel des la naissance, est la premiére
barriere du systeme immunitaire a laquelle sont confrontés les microorganismes. Celui-ci
comprend les barrieres physiques, les phagocytes et les cellules NK (« natural killer »). Le
premier systeme de défense, et le plus simple, est une barriere physique englobant toutes les
surfaces du corps potentiellement en contact avec 1’extérieur, dont la plus importante est la peau,
qui isole I’intérieur de notre corps du monde extérieur. Les muqueuses externes et internes ainsi
que les sécrétions et le mucus agissent aussi en tant que barricres physiques visant a prévenir
I’entrée de microorganismes a I’intérieur du corps. Lorsque I’intégrité de 1’'une de ces barrieres
est compromise, ou en cas de défaillance de celles-ci, les phagocytes et les cellules NK prennent

le relais en générant une réponse rapide et non-spécifique au pathogene impliqué [1, 2].



1.1.1.1 Les cellules phagocytaires

Lors de la réponse innée, les cellules phagocytaires jouent un réle trés important dans la
destruction des agents pathogeénes et effectuent la liaison entre le systéme immunitaire inné et
adaptatif. Ces cellules comprennent les macrophages, les cellules dendritiques (DC), les
neutrophiles et les monocytes. Les microorganismes qui pénétrent dans 1’organisme sont
reconnus par certains phagocytes résidants dans les tissus via la liaison des PAMP (« pathogen
associated molecular patterns ») exprimés par les microorganismes aux PRR (« pattern
recognition receptor ») a la surface des cellules phagocytaires. Celles-ci absorbent et dégradent
ensuite les microorganismes via un processus appelé la phagocytose. Les macrophages ainsi
activés produisent aussi des cytokines et des chimiokines, qui induisent un recrutement massif
d’autres cellules phagocytaires au site d’intrusion, initiant un processus que I’on appelle la
réponse inflammatoire. Cette réaction, en plus de permettre la destruction des pathogenes grace
a la phagocytose, permet aux cellules présentatrices d’antigenes (CPA), principalement les
macrophages et les DC, d’activer la réponse immunitaire adaptative par la présentation de

peptides du pathogéne dégradé aux lymphocytes T et B [1, 2].
1.1.1.2 Les cellules NK

Les phagocytes reconnaissent les microorganismes principalement a 1’aide de récepteurs
qui sont exprimés sur ceux-ci, ce qui en font une défense peu efficace contre les agents
pathogéenes intracellulaires, comme les virus. Les cellules NK, en revanche, sont spécialisées
dans la reconnaissance et 1’¢limination des cellules de 1’organisme dont I’expression des
¢léments membranaires est altérée, comme c’est le cas lors d’une infection virale. Pour la méme
raison, les NK jouent aussi un réle important dans I’élimination des cellules tumorales. Les NK
¢liminent les cellules infectées ou anormales en générant une réponse cytotoxique qui induit

I’apoptose des cellules cibles [1, 2].
1.1.2 Systéme immunitaire adaptatif

Le systtme immunitaire adaptatif, ou acquis, comprend les lymphocytes T et B. La
réponse adaptative est initiée suite a la réponse innée, lorsque les CPA migrent des tissus vers

les ganglions lymphatiques afin de présenter les antigenes aux lymphocytes T naifs. La réponse



adaptative permet d’amplifier la réponse innée en générant des cellules effectrices, de produire
des anticorps spécifiques au pathogéne impliqué et de générer une mémoire immunitaire qui
permettra de réagir plus rapidement et efficacement lors d’une réinfection par le méme
pathogéne. Le principe de la vaccination est d’ailleurs d’initier une réponse adaptative
spécifique au pathogene contre lequel on veut protéger 1’individu afin de générer une mémoire
immunitaire a long terme contre celui-ci, qui permettra une réponse efficace du systéme

immunitaire en cas d’infection.
1.1.2.1 Les lymphocytes T

L’activation et la prolifération des lymphocytes T est induite a 1’aide de trois signaux
indispensables. Le premier signal est fourni par I’interaction du TCR (« T cell receptor »)
spécifique a D’antigéne et des corécepteurs (CD4 ou CD8) avec le complexe majeur
d’histocompatibilit¢ (CMH), exprimé a la surface des CPA, qui contient le peptide antigénique.
La liaison des molécules de costimulation CD80 et CD&6 a la surface des CPA avec CD28, a la
surface du lymphocyte constitue le deuxiéme signal. L.’absence du signal de costimulation induit
I’anergie du lymphocyte. Finalement, les cytokines sécrétées par les CPA activées constituent
le troisieme signal nécessaire a 1’activation des lymphocytes T, et permettent d’orienter le type
de réponse immunitaire vers la réponse la mieux adaptée contre le pathogene impliqué. 1l existe
deux types de lymphocytes T qui sont responsables de I’immunité dite cellulaire, les CD8+ et

les CD4+.

Les lymphocytes T CD8+ reconnaissent les antigénes intracellulaires présentés par les
CPA via le CMH de classe I (CMHI). Lorsqu’activés, ceux-ci proliférent et peuvent ¢liminer
les cellules infectées en induisant I’apoptose de ces cellules a 1’aide d’une réponse cytotoxique,
venant ainsi soutenir I’action des cellules NK. Les lymphocytes T CD8+ sont appelés
lymphocytes T cytotoxiques (CTL) apres leur activation. Lorsque le pathogene est éliming, la
plupart de ces cellules, devenues inutiles, meurent par apoptose. Toutefois, une petite proportion
de ces cellules survit pour devenir des cellules T mémoires, qui permettront une différenciation

plus rapide en CTL et une réponse plus efficace lors d’une éventuelle réinfection.

Pour leur part, les lymphocytes T CD4+, aussi nommeés lymphocytes T auxiliaires (Th),

reconnaissent les antigénes extracellulaires présentés par le CMH de classe II (CMHII). Les



lymphocytes T CD4+ activés participent a I’activation des CTL et des lymphocytes B. En
fonction des cytokines sécrétées par les cellules du systéme immunitaire inné et de la réponse
requise pour éliminer le pathogéne, les cellules T CD4+ subiront une différenciation en Tyul,
Tu2, Tul7, T régulateurs (Tregs) ou T auxiliaires folliculaires (Tru). Chacun de ces phénotypes
de Tu modulera la réponse immunitaire de maniére a optimiser son efficacité. Une partie de ces
cellules, au lieu de se différencier en Th, deviendront plutdt des cellules mémoires spécifiques
au pathogeéne impliqué afin de favoriser une réponse plus rapide et efficace en cas de réinfection

[1-3].
1.1.2.2 Les lymphocytes B

Les lymphocytes B participent a I’'immunité dite humorale. Ceux-ci peuvent étre activés
sans I’aide du CMH, par I’interaction de leur BCR (« B cell receptor ») avec leur antigene
spécifique. Le peptide antigénique est ensuite dégradé par les lymphocytes B et présenté aux Ty
afin qu’ils induisent la différenciation des lymphocytes B en cellules mémoires ou en
plasmocytes. Les plasmocytes sécrétent des anticorps spécifiques a différents antigénes, qui
peuvent étre divisés en plusieurs classes fonctionnelles, soit les IgM, les IgD, les IgG, les IgA
et les IgE. Chacune de ces classes d’anticorps est spécifique au contexte inflammatoire et sera
produite en réponse aux cytokines sécrétées par les Th. Les plasmocytes produisent d’abord des
IgM, puis pourront par la suite produire les autres classes d’anticorps suite au processus de la

commutation de classe [1, 2].
1.1.2.3 Les lymphocytes T auxiliaires

Tel que mentionné précédemment, les cytokines sécrétées par les CPA et le contexte de
I’infection induisent le développement de différents phénotypes de Tu, notamment les
phénotypes Tul et Tu2. Selon leur phénotype, les Tu produiront diverses cytokines permettant
d’activer les cellules appropriées et d’engendrer une réponse immunitaire adaptée au type de

pathogene.

Le phénotype Tul est favorisé en présence d’interleukine-12 (IL-12), d’interféron-
gamma (IFNy) et d’IL-18, comme c’est le cas lors d’une infection virale ou bactérienne par un
pathogene intracellulaire. Les Tul sécrétent principalement de I’'IFNy, de I’IL-2 et du TNFa

(« tumor necrosis factor alpha »), et favorisent I’immunité cellulaire en induisant 1’activation



des CTL, des macrophages et des cellules NK. La réponse Tul sera décrite de maniére plus

approfondie dans la section 1.3 [1, 2, 4].

En présence d’IL-4, c’est le phénotype Tu2 qui est plutdt favorisé, typiquement lors
d’une infection par un pathogéne extracellulaire (helminthes, Staphylococcus aureus,
Haemophilus influenzae, nématodes). En sécrétant de I’IL-4, de I’'IL-5, de I’'IL-10 et de I’'IL-13,
les Tu2 favorisent I’immunité humorale en médiant la différenciation des lymphocytes B en

plasmocytes.

Finalement, il existe aussi trois autres phénotypes de Tu importants a la réponse
immunitaire, les Tu17, les Tregs €t les Tra. Le phénotype Tul7 est induit en présence de TGFf
(« transforming growth factor beta ») et d’IL-6. Ces cellules, surtout associées a la réaction
d’inflammation, sécrétent de 1’IL-17. Elles seraient d’ailleurs associées a plusieurs maladies
auto-immunes. Le phénotype Tiegs, quant a lui, est induit lorsqu’une régulation, ou une
atténuation de la réponse immunitaire, est nécessaire. Les Tregs, par la sécrétion de TGFp et d’IL-
10, permettent I’atténuation de la réponse immunitaire face a des cellules auto réactives ou suite
a la résolution d’une infection. Les Tregs ont donc un rdle protecteur contre 1’auto-immunité et
les réponses immunitaires exagérées. Finalement, les Tru sont favorisées en présence d’IL-6 et
d’IL-21. Ces cellules, situ¢es dans les centres germinatifs, jouent un rdle similaire a celui des
Tu2 en favorisant I’immunité humorale. Les Tru sécrétent plusieurs cytokines, dont I’1L-4, I’IL-

21 et 'TFNy [1, 2].

1.2 L’inflammation

1.2.1 La réponse inflammatoire

Lorsque les barriéres immunitaires innées sont franchies par un pathogene ou a la suite
d’une blessure au niveau de la peau ou des muqueuses, la réponse inflammatoire est le premier
processus impliqué au niveau local pour éliminer les pathogenes ou les cellules endommagées
au site d’intrusion. Normalement, I’inflammation est résolue lorsque la menace est éliminée.
Toutefois, celle-ci peut dans certains cas devenir chronique ou systémique et provoquer de

graves dommages a 1’hdte ou des maladies inflammatoires.



D’abord, suite a ’activation de leurs PRR par les PAMP ou les DAMP (« damage
associated molecular patterns »), les cellules phagocytaires résidantes dans les tissus
phagocytent les pathogenes, les débris et les cellules endommagées au site d’intrusion, puis
sécrétent des cytokines, des chimiokines et d’autres molécules médiatrices qui induiront, entre
autres, une vasodilatation et une augmentation de la perméabilité des vaisseaux sanguins dans
la région affectée. Cet afflux de sang et de fluide se produit trés rapidement apres la défaillance
des barri¢res innées et cause une rougeur, une sensation de chaleur ainsi qu’un cedéme des tissus,
souvent accompagnés de douleur. L’ importance des symptomes de la réponse inflammatoire est
corrélée avec la sévérité de l'insulte, et ceux-ci peuvent parfois prendre une ampleur

impressionnante et devenir trés incommodants pour 1’hote.

Peu apres, de nombreuses cellules phagocytaires activées et recrutées par les médiateurs
sécrétés par les phagocytes des tissus s’infiltrent au site infecté¢ ou endommagé via la circulation
sanguine. Celles-ci participent a I’¢limination des pathogenes ou des cellules endommagées par
phagocytose, puis sécrétent a leur tour des cytokines et des chimiokines afin d’amplifier la
réponse inflammatoire. Ce processus permet aussi ’activation de la réponse immunitaire

adaptative grace aux CPA [2].
1.2.2 Les cytokines pro-inflammatoires

Les cytokines jouent un réle clé dans de nombreux processus de I’immunité. Elles sont
sécrétées par une variété de cellules du systéeme immunitaire et peuvent recruter des cellules
effectrices, induire I’inflammation, moduler la différenciation des différents effecteurs de la
réponse innée et adaptative, aider au développement des précurseurs des cellules immunitaires,
jouer un role protecteur au niveau de 1I’organisme ou méme induire des effets systémiques nocifs
pour 1’hdte lorsque leur sécrétion est dérégulée. Méme si elles peuvent avoir plusieurs roles,
certaines d’entre elles, les cytokines pro-inflammatoires, sont particulierement spécifiques a la
réponse inflammatoire. L’IL-1p, I’IL-6 et le TNFa sont les trois cytokines les plus couramment
associées a la réponse inflammatoire. Toutefois, I’'TL-17, I’'TL-18, I’'IL-23 et I’IL-33, entre autres,
sont aussi connues pour leurs effets pro-inflammatoires [2, 5, 6]. Chacune de ces cytokines

induit une série d’événements qui leur est propre.



L’IL-1P est principalement sécrétée par les monocytes et les macrophages en réponse a
des dommages cellulaires ou une infection. Une fois sécrétée, elle se lie a une premicre sous-
unité de son récepteur, I’IL-1R1, dont I’expression est ubiquitaire dans les cellules du systéme
immunitaire, induisant le recrutement d’une seconde unité, I’'IL-1RAP (« IL-IR accessory
protein »). La dimérisation de ces deux sous-unités induit le recrutement a la membrane de
plusieurs protéines, telles que MyD88 (« myeloid differentiation primary response protein
88 »), IRAK4 (« IL-1R-associated kinase 4 ») et TRAF6 (« TNFR-associated factor 6 »), qui
activeront le complexe IKK (« inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase »), qui induira a son
tour une cascade d’événements aboutissant a la translocation de NF-«B (« nuclear factor kappa-
B ») au noyau de la cellule, puis a la transcription de nombreux genes impliqués dans
I’inflammation (Figure 1) [7, 8]. Au niveau de I’organisme, I’impact de I’IL-1f se traduit par
I’augmentation de la perméabilité vasculaire et du recrutement de cellules phagocytaires au site
inflammé. L’IL-1 est aussi responsable de 1’induction de la réponse aigué face a un pathogene
et de la fiévre, un phénomeéne favorisant la destruction de certains microorganismes pathogenes
sensibles a la chaleur, mais pouvant aussi étre nocif pour les cellules de I’hote. L’IL-1 est aussi

impliquée dans I’activation des lymphocytes T et des lymphocytes B (Table I) [9, 10].

(¥

“ . TNFg,IL-1,LPS

. % kBa

@ degradation

/

26s proleasame\ ’
IKKB
® & &

p50 RelA p50 RelA p50  RelA
/;;50 Re\A!

Génes cibles de NF-«xB

Figure 1 : Voie de signalisation NF-kB. Activation du complexe IKK, constitué des protéines
NEMO, IKKa et IKKp, dégradation de IxBa (« NF-xB inhibitor alpha ») puis translocation de
NF-kB au noyau suite a la signalisation de cytokines telles qu’IL-1p, TNFa et IL-18. Figure
adaptée de E. Viennois et al. (2013) [11].



Table I : Sécrétion, signalisation et impact biologique de quelques cytokines d’importance
dans la réponse inflammatoire

Voies de
Cytokine Type Provenance  Récepteurs Impact biologique
y P P signalisation P g1
- Fiévre
M t IL-1R1
IL-1B Pro e NF-«xB - Activation cellules T et B
Macrophages IL-1RAP
- Recrutement de phagocytes
L hocytes T - Diffé iati Tul
ymprocytes IL-6R  JAKI/2, Tyky ~ Differenciationvers Tul7
IL-6 Pro Lymphocytes B - Différenciation vers CTL
gpl130 - STAT3 . L
Monocytes - Production d’anticorps
Macrophages TRADD > - Vasodilatation
TNFa Pro NK TNFRI NF-«B et - Activation macrophages
Lymphocytes T MAPK - Induction apoptose
M h
IL-10 Anti acr](;pc ages IL-10RI JAKI1, Tyk2 - Suppression des cellules Tyl
T IL-10RII - STAT3 - Différenciation des Tregs
regs
- Différenciation vers Tyl7 ou
Toutes les SMAD T
. u . : .
Anti TBRRI PI3-kinase - Suppression présentation
TGFp cellules .
Pro immunitaires TRRIT p38 antigénique
GTPase - Stimulation/inhibition de
I’activation des CPA
- Stimulation de la sécrétion
d’IL-6 et IL-8
IL-17RA NF-xB o
IL-17A Pro Tul7 [L-17RC MAPK - Stabilisation de la

transcription des genes cibles
d’IL-17

L’IL-6, quant a elle, induit la différenciation des Tu vers le phénotype Tul7, qui
soutiendront la réponse inflammatoire en sécrétant de 1’IL-17 [6, 12]. L’IL-6 favorise aussi la
différenciation des lymphocytes T CD8+ en CTL, ainsi que la production d’anticorps par les
cellules B. De plus, I’'IL-6 est impliqué dans de nombreux processus causant des débalancements
de la production de certaines protéines ou molécules sanguines, tels qu’une augmentation de la
syntheése de fibrinogeéne et de plaquettes ainsi qu’une réduction des niveaux d’albumine et de
fer. La mesure des niveaux sanguins de ces molécules est d’ailleurs souvent utilisée en clinique
afin de détecter ou d’évaluer la sévérité de diverses maladies inflammatoires [13]. L’IL-6 est
sécrétée par plusieurs types de cellules immunitaires, telles que les lymphocytes T, les

lymphocytes B et les monocytes lors de la réponse inflammatoire. Notamment, I’'IL-1f et le



TNFa activent des facteurs de transcription stimulant la sécrétion de I’IL-6. L’IL-6 peut signaler
de deux facons. Dans la signalisation traditionnelle, elle se lie a son récepteur (IL-6R), exprimé
principalement sur les lymphocytes T, les lymphocytes B activés, les neutrophiles et les
monocytes, qui se dimérise alors avec une molécule appelée gp130. Dans la méthode alternative,
appelée transsignalisation, une forme soluble de I’IL-6R peut se lier a I’'IL-6 en circulation avant
de venir se lier avec le gp130 a la membrane. La particularité de la transsignalisation est qu’elle
peut étre inactivée si le dimeére IL-6-IL-6R soluble forme un complexe avec une forme soluble
de gp130 avant de pouvoir se lier a la membrane [14]. Dans les deux cas, la dimérisation de
I’IL-6R et de gp130 a la membrane entraine 1’activation des voies de signalisation JAK-STAT
[15]. 11 existe actuellement quatre protéines JAK (« janus activated kinases ») : JAK1 a JAK3
et Tyk2; ainsi que sept protéines STAT (« signal transducers and activators of transcription »)
connues : STAT1 a STAT6, avec deux sous-types de STATS (5A et 5B). Les sous-unités des
récepteurs cytokiniques sont associées a des tyrosines kinases JAK dans leur région
cytoplasmique et leur dimérisation entraine 1’activation des molécules JAK. Les JAK activés
induisent la phosphorylation et I’activation de facteurs de transcription STAT. A leur tour, les
STAT activés se dimérisent et sont transloqués dans le noyau de la cellule, ou ils induiront la
transcription génique (Figure 2) [16, 17]. Dans le cas de I’IL-6, les molécules gp130 sont
associées aux protéines JAK1, JAK2 et Tyk2 et induisent la phosphorylation de STAT3 (Table
D) [13, 15].

IFNa IL-6 IL-2
IFNy IFNB IL-10 IL-15 IL-21 IL-12 GM-CSF

STAT STAT STAT STAT STAT STAT STAT
1 1,2 3 5A, 5B 3 4 oA, 5B

Figure 2 : Voies de signalisation JAK-STAT. Protéines JAK et facteurs de transcription STAT
impliqués dans la signalisation de plusieurs cytokines impliquées dans la réponse inflammatoire.
Figure inspirée de J. A. Hodge et al. (2016) [16].



Ayant un effet local similaire a celui de I’'IL-1, le TNFa induit aussi une augmentation
de la perméabilité¢ et une vasodilatation des vaisseaux sanguins. Plus globalement, le TNFa
favorise 1’activation des macrophages, qui sécrétent eux-mémes cette cytokine, et peut induire
I’apoptose de nombreux types de cellules. Dans le contexte de I’inflammation, TNFa se lie a
son récepteur, TNFR1, dont I’expression est ubiquitaire. TNFR1, qui porte un domaine de mort
cellulaire, induit le recrutement de la protéine adaptatrice TRADD (« TNFR-associated death
domain protein »), ce qui permettra 1’assemblage de divers complexes de signalisation.
L’assemblage du complexe I induit I’activation des voies de signalisation de NF-kB (Figure 1)
et des MAPK (« mitogen-activated protein kinases »), impliquées dans I’inflammation, la
réponse immunitaire face aux pathogenes, la dégénération tissulaire et la prolifération cellulaire.
La formation des complexes Ila et IIb est associée a 1’activation des caspases et I’induction de
I’apoptose alors que la formation du complexe Ilc induit la nécrose et I’inflammation [18, 19].
L’IL-1PB et le TNFa sont de puissantes cytokines médiatrices de 1’inflammation et sont toutes
deux sécrétées précocement lors de la réponse innée en réponse a la liaison des PAMP ou des
DAMP aux PRR. Ces cytokines sont aussi autorégulées de maniere positive, puisque la sécrétion
d’IL-1B et de TNFa induit une cascade de processus qui meéneront a la sécrétion de plus d’IL-

1B et de TNFa (Table I) [2].

Certaines cytokines, contrairement aux cytokines pro-inflammatoires, ont un effet anti-
inflammatoire. L’IL-10 et le TGFp sont des cytokines sécrétées par les Tregs, les macrophages
et les DC apres I’activation des PRR, et permettent d’inhiber la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires apres la résolution de I’infection. Ces mécanismes de régulation sont vitaux, car
malgré 1’effet initialement protecteur de 1’inflammation, un état inflammatoire prolongé ou
systémique peut avoir des conséquences parfois fatales [2]. L’IL-10, apres dimérisation de ses
deux sous-unités de récepteur (IL-10R1 et [L-10R2), induit 1’activation des molécules JAK1 et
Tyk2 associées aux sous-unités de son récepteur, puis la phosphorylation de STAT3 (Figure 2).
Plus spécifiquement, I’IL-10, au niveau de I’organisme, joue un réle a la fois suppresseur et
stimulateur sur la réponse immunitaire. En effet, I’IL-10 procure une suppression de la réponse
inflammatoire, mais joue un role activateur dans la réponse anti-tumorale [20]. Quant a TGFp,
elle est sécrétée par tous les types de cellules immunitaires et est impliquée dans la

différenciation des Tu vers le phénotype Tres ou Tul7, l'inhibition de la présentation
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antigénique suite a 1’activation de la réponse immunitaire, la survie des lymphocytes T naifs,
ainsi qu’une myriade de processus régulateurs de la réponse immunitaire. Toutefois, TGFp a la
particularité de pouvoir agir en tant que cytokine anti-inflammatoire aussi bien qu’en tant que
cytokine pro-inflammatoire, en fonction du contexte et des cytokines sécrétées dans
I’environnement lors de la réponse inflammatoire. De fagon similaire a I’IL-10, la signalisation
de TGFp se fait par la dimérisation des deux sous-unités de son récepteur (TPRI et TBRII). Ce
processus entraine leur activation, puis la phosphorylation des protéines SMAD2 et SMAD3,
qui formeront un complexe avec SMAD4 avant de transloquer au noyau de la cellule et d’activer
la transcription génique. En plus des voies de signalisation SMAD, TGFf peut aussi activer les
voies de signalisation de PI3-kinase (« phosphoinositide 3-kinase »), de p38 kinase et des petites

GTPase (Table I) [21, 22].

1.3 La réponse immunitaire a médiation cellulaire

Lors d’une infection intracellulaire, par un virus ou certaines bactéries, les cytokines
sécrétées par les CPA et la présentation antigénique aux lymphocytes T CD8+ via le CMHI et
aux Ty via le CMHII induit principalement une réponse cytotoxique par les CTL, de méme
qu’une différenciation des lymphocytes T CD4+ activés en Tl. Ce type de réponse immunitaire
représente une réponse effectrice a médiation cellulaire, que 1’on peut aussi appeler une réponse

de type cellulaire.
1.3.1 Mécanismes de la réponse cellulaire

En réponse a un pathogene intracellulaire, les CPA et les cellules NK activés produisent
une myriade de cytokines, telles que I’'IL-15, ’I[FNy, les interférons de type I (IFNa/B), I'TL-12
et ’IL-18. Les peptides antigéniques sont ensuite présentés aux lymphocytes T CD8+ via le
CMHI, initiant 1’activation et la prolifération des CTL. Apres I’élimination des cellules

infectées, les CTL et les NK sont prétes a tuer de nouvelles cellules cibles [1, 2].

L’un des facteurs les plus déterminants pour le phénotype de différenciation des Th sont
les cytokines sécrétées par les CPA et les NK. L’IFNy, produite par les CPA, les NK et les

lymphocytes T, est la cytokine la plus associée a la différenciation des lymphocytes T CD4+ en
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Tul. L’IFNy permet aussi une robuste activation des macrophages, augmente la présentation
antigénique par les CPA et I’activité des cellules NK et stimule le recrutement de phagocytes au
site infecté. A la surface des cellules cibles, I'IFNy est reconnue par son récepteur, constitué de
deux sous-unités IFNGR1 et deux sous-unités IFNGR2, associées aux protéines JAK1 et JAK2.
Lors de la liaison de I’'IFNy a son récepteur, les molécules JAK s’activent et induisent la
phosphorylation de STATI, qui se dimérise et transloque au noyau pour y induire la
transcription génique (Figure 2) (Table II). La production d’IFNy est, entre autres, stimulée par
I’IL-12 et ’IL-18 et inhibée par I’IL-4, I’IL-10 et TGFp [4, 23, 24].

Table II : Sécrétion, signalisation et interaction de quelques cytokines clés de la réponse a
médiation cellulaire

. B Voies de Production Stimule la
Cytokine Provenance Récepteurs ) . . . . .
signalisation stimulée par : production de :
PA TNF
IFN CI:\IK IFNGR1 JAK1/2 > IL-12 Hi\l 1;
i IFNGR2 STATI IL-18
Lymphocytes T IL-6
IFNy
L1 CPA IL-12RB1  JAK2, Tyk2 > IFNy TNFo
Lymphocytes B IL-12RB2 STAT4 IL-2 GM-CSF
IL-2
IL-18Ra IFNY IFNy
IL-18 CPA IL-18Rp NF-xB IL-12 TNFa
IL-15 IL-1B

L’IL-12, principalement sécrétée par les CPA et les cellules B, est reconnue par les deux
sous-unités de son récepteur (IL-12RB1 et IL-12R[2), exprimées surtout a la surface des cellules
NK et des lymphocytes T activés. Apreés liaison de la cytokine, les deux sous-unités se
dimérisent et activent les molécules JAK2 et Tyk2 qui y sont associées, induisant la
phosphorylation de STAT4 principalement (Figure 2). Tout comme I’'IFNy, I’[L-12 est aussi
associée a la différenciation des Tu vers le phénotype Tul, mais inhibe en plus leur
différenciation vers le phénotype Th2, et interfére avec la différenciation des Tregs. L’IL-12,
seule ou en synergie avec IL-18 ou I’IL-2, induit fortement la production d’IFNy par les NK et
les lymphocytes T, de méme que la sécrétion de TNFa, de GM-CSF (« granulocyte-macrophage
colony-stimulating factor ») et d’IL-2 (Table II) [25, 26].
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Tout comme I'IFNy et I’IL-12, I’IL-18 est elle aussi sécrétée par les CPA et associée a
la différenciation vers un phénotype Tul. L’IL-18 est reconnue par IL-18Ra, 1’'une des sous-
unités de son récepteur, qui se dimérise a I’IL-18Rf lorsque la cytokine se lie au récepteur. Tout
comme pour I’IL-1p, la dimérisation des deux sous-unités de I’IL-18R induit le recrutement de
MyDS88, IRAK4 et TRAF6, puis I’éventuelle activation de la voie de signalisation de NF-xB
(Figure 1). Au niveau de I’organisme, I’IL-18, en synergie avec 1’IL-12, induit la production
d’IFNy. Toutefois, en présence d’IFNy, I’IL-18 induit aussi la production de TNFa et d’IL-1
(Table I1) [10, 27, 28].

Ainsi, en présence de I'IL-12, PIFNy et I'IL-18 sécrétés par les CPA et les NK, la
différenciation des lymphocytes T CD4+ en Tyl est favorisée. A leur tour, les Tl sécrétent,
entre autres, de I’'I[FNy, de I'IL-2 et du TNFa. L’IL-2 ainsi produite permet de stimuler plus
robustement 1’activation et la prolifération des CTL, alors que le TNFa stimule 1’activation des
macrophages. De plus, la sécrétion d’IFNy supplémentaire par les cellules effectrices, en plus
de celui déja produit par les CPA et les NK activées, assure le renforcement de la réponse
cellulaire par ’augmentation de 1’expression génique de molécules associé¢es a la réponse a
médiation cellulaire, ainsi que par 1’augmentation de la phagocytose, de la présentation
antigénique et de la cytotoxicité des cellules NK. Ainsi, les différents mécanismes de la réponse
cellulaire agissent de concert pour stimuler et entretenir la réponse cytotoxique qui la caractérise

[1, 2,4, 24].
1.3.1.1 La cytotoxicité

Les CTL et les cellules NK peuvent induire 1’apoptose des cellules cibles par différents
mécanismes qui sont assez similaires entre les deux types de cellules, soit la voie dépendante de
perforine et granzyme et la voie de Fas. Dans les deux cas, une liaison entre la cellule
cytotoxique et la cellule cible et 1’établissement d’une zone de contact cellule-cellule est
nécessaire pour initier 1’apoptose. Dans le cas des CTL, elles reconnaissent 1’antigene associé
au CMHI sur la cellule cible, alors que les cellules NK détectent plutot 1’absence de CMHI sur
les cellules. Apres la reconnaissance de la cellule cible, une synapse immunologique (SI) se

forme a la surface de contact entre les cellules [1, 2, 29-31]. Alternativement, I’IFNy et le TNFa
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produits par les CTL et les cellules NK peuvent aussi induire 1’apoptose d’une cellule cible par

la voie TNF, indépendante de la voie perforine-granzyme et Fas [32, 33].

Dans la voie perforine-granzyme, les granules contenant les molécules pro-apoptotiques
perforine et granzyme s’accumulent a la surface de contact dans les cellules cytotoxiques, puis
les molécules de perforine et granzyme sont libérées dans la SI par exocytose. Deux mécanismes
sont présentement admis quant a la maniere dont ces molécules pénétrent ensuite dans la cellule
cible. Dans le premier, les molécules de perforine libérées dans la SI forment un pore a la surface
de la cellule cible, permettant I’entrée des molécules de granzyme. Dans le second, les molécules
de perforine et de granzyme sont internalisées dans la cellule cible par endocytose, puis les
granzymes sont libérées dans le cytoplasme des cellules cibles par la formation d’un pore dans
la membrane des vésicules par les molécules de perforine [2, 29, 34]. Dans les deux cas, les
granzymes, une fois libérées dans le cytoplasme, stimulent le relargage de cytochrome c par les
mitochondries et ’activation de la caspase-3. Cela induit ensuite une cascade de caspases qui

activera les voies de mort cellulaire et ultimement I’apoptose (Figure 3A) [1, 2, 31].

Lorsque les cellules cytotoxiques rencontrent une cellule cible exprimant Fas, elles
peuvent aussi induire 1’apoptose par la voie Fas. Cette voie est activée lors de la liaison de Fas,
exprimé a la surface des cellules cibles, avec son récepteur FasL, exprimé a la surface des
cellules cytotoxiques. Lors de la liaison Fas-FasL, la protéine FADD (« Fas-associated death
domain »), associée a la procaspase-8, initie les mémes cascades de signalisation que les
granzymes dans la voie perforine-granzyme (Figure 3B). Fas est exprimé, entre autres, par les
lymphocytes T activés. Ainsi, la voie apoptotique de Fas participe a la modulation de
I’amplitude de la réponse immunitaire en induisant I’apoptose des lymphocytes T activés. Les
CTL peuvent aussi utiliser la voie Fas afin de lyser des cellules cibles lors de la réponse
antivirale, au lieu de la voie perforine-granzyme. Les NK, par contre, utilisent plutdt la voie

perforine-granzyme [2, 31, 35].

Finalement, les CTL et les cellules NK peuvent aussi induire I’apoptose d’une cellule
cible par I’action directe de I'IFNy et du TNFa qu’elles sécrétent, sans passer par les voies
décrites précédemment. En effet, I’'ITFNy sécrété se lie a son récepteur sur la cellule cible et induit

la phosphorylation de STAT1 et I’expression d’IRF-1 (« IFN regulatory factor 1 »), ayant pour
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effet d’augmenter I’expression de TNFR1 a la surface de la cellule cible et de sensibiliser celle-
ci a I’apoptose induite par TNFa. Ensuite, la liaison du TNFa sécrété par les CTL et les NK a
son récepteur induit le recrutement de TRADD, puis de FADD, associé a des molécules de
procaspases, résultant en une activation d’une cascade de caspases puis a 1’induction de
I’apoptose de la cellule cible, de manicre tres similaire a la voie Fas (Figure 3C). Ainsi, 'IFNy
et le TNFa sécrétés par les CTL et les cellules NK peuvent, en synergie, induire 1’apoptose

d’une cellule cible indépendamment des voies perforine-granzyme et Fas [32, 33].

A. Voie perforine/granzyme B. Voie Fas C. Voie TNF
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Figure 3 : Mécanismes d’induction de I’apoptose par les cellules cytotoxiques. (A)
Mécanismes d’entrée des molécules de granzyme dans le cytoplasme de la cellule cible, (B)
Mécanisme d’induction de I’apoptose par la voie Fas et (C) Mécanisme d’induction de
I’apoptose par la voie TNF. Figure inspirée de J. A. Owen (2014) [2], I. Voskoboinik et al.
(2006) [34] et K. Suk ez al. (2001) [32, 33].
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1.3.2 Régulation négative de la réponse a médiation cellulaire

Apres la résolution de I’infection ayant initié le développement de la réponse cellulaire,
celle-ci doit étre inhibée afin d’éviter I’établissement d’un état d’activation chronique et
d’endommager les cellules de 1’héte. Tel que détaillé précédemment, chez un individu normal,
les CPA présentent les peptides antigéniques aux lymphocytes T CD8+, qui s’activent,
prolifeérent et induisent 1’apoptose des cellules infectées en initiant une réponse cytotoxique.
Lorsque les cellules infectées sont ¢éliminées, les CTL éliminent aussi les CPA présentant le
peptide antigénique ayant induit leur activation afin de réguler négativement I’activation des
CTL. En I’absence de signaux d’activation, la majorit¢é des CTL meurent aussi, la fraction

restante constituant une population de cellules mémoire [36].

Dans les derniéres années, des études ont suggéré que les DC auraient un réle majeur
dans la régulation de I’activation des CTL. En effet, les DC commenceraient a étre ¢liminés par
les CTL deés le développement de celles-ci par une voie cytotoxique dépendante de perforine-
granzyme, et la régulation négative de I’activation des CTL serait dépendante de I’élimination
des DC (Figure 4) [37, 38]. D’autres études ont aussi suggéré un role régulateur pour les cellules
NK, qui pourraient restreindre la présentation antigénique, et donc 1’activation des CTL, par la
sécrétion d’IL-10 [39, 40]. De plus, les Tregs auraient aussi un role dans la suppression de la
réponse immunitaire. Les Tregs pourraient, entre autres, réduire la présentation antigénique des
CPA en inhibant I’expression a leur surface des molécules co-stimulatrices nécessaires a leur
fonction ou par I’induction de I’apoptose des CTL activés et des DC par cytotoxicité médiée par

les granules de perforine-granzyme [41, 42].
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Figure 4 : Régulation négative de la présentation antigénique. En réponse a un agent
pathogene, les CPA activent les lymphocytes T CD8+, qui produiront des cytokines pro-
inflammatoires et élimineront le pathogene ainsi que les CPA afin de restreindre 1’activation des
lymphocytes T CD8+. La régulation négative de la présentation antigénique par les CTL est
médiée par la réponse cytotoxique dépendante de perforine-granzyme. Figure adaptée de C.
Terrell et M.B. Jordan (2013) [37].

Ainsi, puisque I’activité des CPA et des cellules cytotoxiques sont liées a I’activation de
la réponse immunitaire par une boucle d’auto-régulation négative dépendante de la cytotoxicité
médiée par les granules, il semble évident que le bon fonctionnement de tous ces €léments
régulateurs est d’une importance cruciale pour prévenir ’auto-immunité et les maladies
inflammatoires. Toutefois, certaines situations particulieres, comme les infections chroniques et
les cancers, peuvent causer une dérégulation de ces mécanismes, forgant le systéme immunitaire

a mettre en place des mesures visant a protéger 1’hdte des conséquences de cette dérégulation.
1.3.3 Activation chronique : infections chroniques et cancers

Les infections chroniques et les cancers, par leur persistance, induisent un état
d’activation chronique du systeme immunitaire inn¢ et adaptatif, augmentant considérablement
le risque de développer des maladies inflammatoires, des co-infections et des cancers chez les
individus atteints. Une infection est dite chronique lorsque la réponse immunitaire ne suffit pas
a éliminer un pathogene et que celui-ci s’installe et persiste dans 1’organisme. C’est le cas
notamment d’une infection par le virus de I'immunodéficience humaine (VIH), le virus de

I’hépatite C (VHC), Plasmodium (malaria), ainsi que de nombreux autres virus, bactéries,
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champignons et parasites. Les cancers, quant a eux, sont provoqués par des cellules anormales
qui parviennent a échapper a la détection ou a I’action des cellules du systéme immunitaire,
s’établissent dans I’organisme et proliféerent de maniére incontrolée. Dans ces deux situations,
’activation persistante du systéme immunitaire induit des changements fonctionnels au niveau
des cellules effectrices afin de prévenir une hyperactivation du systéme immunitaire et les

dommages qui en découleraient.

Par exemple, lorsqu’une infection virale devient chronique, les CPA perdent leur
capacité a sécréter des interférons de type I, qui sont essentiels a 1’établissement d’une réponse
antivirale efficace. Aussi, la prolifération, les fonctions cytotoxiques et la sécrétion de cytokines
pro-inflammatoires par les lymphocytes T activés est graduellement inhibée en raison d’un état
dit d’épuisement immunitaire, causé par la surexpression de récepteurs inhibiteurs a leur
surface. De plus, une augmentation de I’activité des Tregs st un phénomene souvent observé
dans les contextes d’infections chroniques et de cancers. Celles-ci contribuent a réduire les
réponses effectrices des cellules activées, diminuant ainsi la capacité de 1’organisme a combattre
les infections et les cancers, mais protégeant aussi 1’hote des dommages induits par une

activation persistante du systéme immunitaire [43, 44].

Une telle dérégulation du systeéme immunitaire, méme si elle est principalement observée
lors d’infections chroniques et de cancers, peut aussi étre observée dans le contexte de certaines
maladies ou syndromes affectant la capacité du systéme immunitaire de réguler la spécificité,
I’amplitude ou la durée de la réponse immunitaire. C’est le cas, entre autres, de 1’arthrite

rhumatoide, du diabéete de type I et des syndromes hémophagocytaires.

1.4 La lymphohistiocytose hémophagocytaire (HLH)

La lymphohistiocytose hémophagocytaire (HLH) est un syndrome hyper-inflammatoire
potentiellement mortel caractéris€¢ par une hypercytokinémie, une prolifération excessive et
anormale de macrophages activés, une altération des fonctions cytotoxiques des cellules T et
NK ainsi qu’une hémophagocytose. La HLH est parfois aussi appelée syndrome d’activation

macrophagique (MAS).
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1.4.1 HLH primaire

Il existe deux types de HLH, soit la HLH primaire et la HLH secondaire, dont la cause
est le principal facteur permettant de les distinguer. La HLH primaire, aussi dite familiale (FHL),
est une maladie génétique rare, mais potentiellement mortelle, dont 1’incidence est d’environ 1
sur 50 000 naissances [45]. Elle est causée par une mutation génétique, héritée de manicre
autosomique récessive, affectant des genes essentiels a la réponse cytotoxique des lymphocytes
T et des cellules NK médiée par les granules [46, 47]. Plus rarement, la HLH primaire peut aussi
étre associée a certains syndromes de déficiences immunitaires [48, 49]. En raison de son origine
génétique, elle est généralement observée chez les jeunes enfants et les bébés [49]. Toutefois,
plusieurs cas de HLH primaire ont plus récemment été¢ observés chez des adolescents et des

adultes qui présentaient des mutations génétiques incomplétes [50].

La HLH primaire a été catégorisée en cinq sous-types, nommés FHL-1 a FHL-5, en
fonction du géne muté. Dans le cas de la FHL-1, le géne muté et la protéine affectée sont toujours
inconnus, mais la mutation a été localisée au niveau du chromosome 9q21.3-22 [51]. La FHL-
2, quant a elle, présente une mutation au niveau de PRF1, le gene codant pour la perforine [52],
une molécule contenue dans les granules cytotoxiques permettant I’induction de la mort
cellulaire en facilitant I’entrée des granzymes dans les cellules cibles [34]. Cette mutation est la
plus communément observée parmi les cas de HLH primaire, avec une prévalence de 13% a
58%, selon les origines ethniques [48]. Dans le cas de la FHL-3, FHL-4 et FHL-5, les geénes
mutés sont, respectivement, UNC13D [53], STX11 [54] et STXBP2 [55] (Table III). En fonction
du sous-type impliqué, la sévérité et 1’age d’apparition des symptdmes peut varier de manicre
importante chez les patients [56]. Par exemple, la FHL-4 est caractérisée par une apparition plus
tardive ainsi qu’une intensité des symptomes plus modérée que les autres sous-types de HLH
primaire, alors que la FHL-2 est habituellement caractérisée par une apparition tres précoce des

symptomes, avec un age médian de seulement 3 mois [48, 57, 58].
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Table III : Classification des sous-types de HLH primaire

Sous-type de HLH Géne muté Protéine associée

FHL-1 Inconnu Inconnu

FHL-2 PRF1 Perforine 1

FHL-3 UNCI13D Munc13-4

FHL-4 STX11 Syntaxin 11

FHL-5 STXBP2 Munc18-2
Syndrome Griscelli de type 11 RAB27A Rab27a

Syndrome Chediak-Higashi LYST Lyst

Syndrome Hermansky-Pudlak de type II AP3Bl1 AP3Bl1

Syndrome lymphoprolifératif associé au

SH2D1A SAP
chromosome X de type I

Syndrome lymphoprolifératif associé au
chromosome X de type II
Table inspirée de M. Madkaikar et al. (2016) [59]

BIRC4 XIAP

Certaines mutations génétiques peuvent aussi causer une HLH primaire en association
avec un syndrome de déficience immunitaire. C’est le cas du syndrome Griscelli de type I,
causé par une mutation de RAB27A [60], du syndrome Chediak-Higashi (LYST) [61] et du
syndrome Hermansky-Pudlak de type II (AP3B1) [62]. Les patients atteints de I’un de ces trois
syndromes présentent des caractéristiques similaires, telles qu’une hypopigmentation de la peau
et des cheveux, une fonction déficiente des neutrophiles et sont donc atteints d’infections
récurrentes [60-62]. D’autres mutations, dont SH2D1A et BIRC4, causent des syndromes
lymphoprolifératifs associés au chromosome X pouvant aussi mener au développement d’une
HLH primaire en réponse aux infections par le virus Epstein-Barr (EBV) qui les caractérisent
(Table IIT) [63, 64]. L’infection par EBV provoque une importante prolifération de lymphocytes
activés, qui sont éventuellement éliminés par apoptose chez les individus sains. La protéine pro-
apoptotique SAP, codée par le géne SH2D1A, est impliquée dans la régulation négative de la
réponse immunitaire. Une mutation de ce géne serait donc en cause dans le développement
d’une HLH suivant une infection a EBV [64, 65]. Quant a la protéine anti-apoptotique XIAP,
codée par le gene BIRCA4, elle est au contraire impliquée dans la survie des cellules activées.
Une mutation de ce géne préviendrait donc une réponse immunitaire efficace face a une
infection par EBV, pouvant mener a des complications telles que la HLH [63]. A 1’exception

des mutations SH2D1A et BIRC4, les geénes affectés dans toutes les autres formes de HLH
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primaire sont tous impliqués a différents niveaux du processus d’exocytose des granules

cytotoxiques (Figure 5).
1.4.1.1 Exocytose des granules cytotoxiques

Les granules cytotoxiques, qui contiennent des molécules de perforine et de granzyme,
se retrouvent dans toutes les cellules NK et sont synthétisées dans les lymphocytes T CD8+
apres leur différenciation en CTL. Chez les patients HLH dont les genes LYST ou AP3B1 sont
mutés, le processus de formation des granules cytotoxiques est directement affecté au niveau du
lysosome et du transport des protéines dans 1’endosome. Les cellules de ces patients sont donc
incapables de produire des granules cytotoxiques fonctionnelles. Chez les patients présentant la
mutation PRF1, ce sont plutét les molécules de perforine contenues dans les granules
cytotoxiques qui ne sont pas synthétisées correctement, les rendant incapables de tuer les

cellules cibles (Figure 5).

Lorsque les NK et les CTL reconnaissent une cellule cible, il y a formation d’une SI.
Dans les CTL et les NK, les granules cytotoxiques sont attirées a 1’interface de la SI dans un
processus appelé la polarisation. Avant d’étre sécrétées, les granules doivent ensuite passer par
plusieurs étapes. D’abord, celles-ci doivent s’attacher a la membrane cellulaire dans un
processus dépendant de la protéine Rab27a, un processus déficient chez les patients présentant
une mutation de RAB27A. Apres ’attachement des granules a la membrane, celles-ci doivent
subir une étape d’initiation permettant leur éventuelle fusion a la membrane. Ce processus,
dépendant de la protéine Munc13-4, est le processus affecté chez les patients présentant une

mutation du géne UNC13D (Figure 5).

Finalement, les protéines syntaxin 11 et Munc18-2, normalement associées dans un
complexe, sont impliquées dans le processus d’attachement de la granule a la membrane puis
au processus d’initiation menant a la fusion et a I’excrétion du contenu de la granule dans la SI.
Ce sont ces deux protéines qui sont affectées chez les patients HLH présentant une mutation des
genes STX11 et STXBP2, respectivement. Il a d’ailleurs été démontré qu’une déficience de
syntaxin 11 permettait tout de méme une exocytose partielle des granules cytotoxiques, et que
la nécessité de cette protéine dans le processus d’exocytose pouvait €tre en partie contourné par

une activation encore plus prononcée des CTL, phénomeéne sans doute responsable des
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symptomes plus modérés observés chez les patients atteints de FHL-4. La déficience de

MUNCI18-2 ne peut pas étre contournée de cette facon (Figure 5) [29, 31, 66].
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Figure 5 : Impact des mutations génétiques associées a la HLH primaire sur le processus
d’exocytose des granules cytotoxiques. Modélisation des mécanismes de biogénese et
d’exocytose des granules cytotoxiques. Les chiffres indiquent les étapes du processus affectées
par les différentes mutations génétiques associées a la HLH primaire : mutation de (1) LYST,
(2) AP3B1, (3) PRF1, (4) RAB27A, (5) STX11, (6) STXBP2 et (7) UNC13D. Figure adaptée
de G. de Saint-Basile, G. Ménasché et A. Fischer (2010) [29].

1.4.2 HLH secondaire

Contrairement a la HLH primaire, la HLH secondaire, ou acquise, n’est pas d’origine
génétique. Elle peut se développer a la suite d’une infection sévere ou persistante, en particulier
par EBV, de certains cancers, de maladies auto-immunes ou dans des cas de déficiences
immunitaires induite par des drogues immunosuppressives, le syndrome d’immunodéficience
acquise (SIDA) ou une transplantation [67-71]. Dans les cas de maladies auto-immunes, le
développement d’une HLH secondaire est particuliérement associée a 1’arthrite juvénile
idiopathique systémique (AJIS), a la maladie de Still chez 1’adulte et au lupus érythémateux
systémique [48]. A I’instar de la HLH primaire, la HLH secondaire est aussi liée a une altération
des fonctions cytotoxiques des cellules T et NK, mais celle-ci est temporaire et n’est pas due a

une mutation génétique des genes liés a ces fonctions [49]. La HLH secondaire est aussi souvent
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appelée syndrome d’activation macrophagique (MAS) lorsqu’elle est associée a une maladie

auto-immune [72].

En raison des nombreux facteurs pouvant mener a son développement, la HLH
secondaire est beaucoup plus fréquente que la HLH primaire. Pour la méme raison, elle est
observée chez tous les groupes d’ages et la présence et la sévérité des symptomes est tres

variable [48].
1.4.3 Présentation clinique et diagnostic

Dans de nombreux cas, une infection, méme banale ou asymptomatique, peut agir en
tant que déclencheur de la HLH primaire ou secondaire. Toutefois, un développement spontané
de la HLH, sans ¢lément déclencheur identifiable, est fréquemment observé dans les cas de HLH
primaire [73]. Le diagnostic de la HLH peut seulement étre établi par 1’observation d’un
ensemble de symptdmes cliniques et physiologiques souvent non-spécifiques lorsqu’observés
individuellement [74]. Les patients présentent typiquement des symptomes tels qu’une forte
fievre, une hépato-splénomégalie, une sévére cytopénie, une insuffisance hépatique, une
¢lévation des niveaux sanguins de ferritine [75], triglycérides, transaminases et sCD25 (chaine
a soluble du récepteur a I’'IL-2) [76] ou encore une atteinte du systéme nerveux central (SNC)
[77]. Une altération des fonctions cytotoxiques des cellules NK est aussi observée chez les
patients atteints de HLH [46, 47]. Chez plusieurs patients, une étude histologique des tissus
révele une infiltration massive par des macrophages activés, qui phagocytent tout
indistinctement, y compris des érythrocytes et des cellules de la moelle osseuse, d’ou le nom
« hémophagocytaire » (Table IV) [78]. Afin qu’un diagnostic de HLH soit établi, les patients
doivent présenter au moins cing de ces symptomes [77]. Le type de HLH, les maladies associées
et I’age du patient, entre autres, peuvent causer une importante variabilit¢ au niveau de la

présentation et de la sévérité des différents symptomes [57].
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Table IV : Critéres de diagnostic de la HLH établis pour I’étude HLH-2004

Le diagnostic de la HLH peut étre établi si ’une des deux conditions ci-dessous est remplie :
1. Présence d’une mutation génétique associée a la HLH
ou

2. Le patient présente au moins cinq des huit critéres de diagnostic ci-dessous :

A. Fiévre
B. Splénomégalie

C. Cytopénie (affectant au moins deux des trois lignées cellulaires du sang périphérique) :
Hémoglobine < 90 g/L (< 100 g/L pour les bébés de moins de quatre semaines)
Plaquettes < 100x10°/L
Neutrophiles < 1,0x10°/L

D. Hypertriglycéridémie et/ou hypofibrinogénémie :
Triglycérides (a jetin) > 265 mg/dL
Fibrinogenes < 1,5 g/L

E. Hémophagocytose dans la moelle osseuse, la rate ou les ganglions lymphatiques

F. Activité déficiente ou altérée des cellules NK

G. Ferritine > 500 pg/L

H. sCD25 > 2 400U/mL
Table adaptée de Henter et al. (2007) [77]

Etant donné que ces symptdmes sont non-spécifiques a la HLH, sont similaires a ceux
provoqués par d’autres maladies plus fréquentes et peuvent varier d’un patient a I’autre, la HLH
peut aisément étre confondue pour un choc septique ou une méningo-encéphalite, par exemple.
C’est particulierement le cas pour les nouveau-nés et les adultes, qui présentent souvent certains
symptomes de maniere atypique. Dans tous les cas, les symptomes de la HLH sont séveres et
trés souvent fatals en I’absence d’une prise en charge rapide et de traitements appropriés [48,

73, 79].
1.4.4 Physiopathologie, cytokines et signalisation

L’une des caractéristiques les plus frappantes de la HLH est une production extréme de
cytokines inflammatoires, un phénoméne appelé « hypercytokinémie », ou aussi souvent
désigné « cytokine storm » [79, 80]. La forte altération ou I’absence compléte de la fonction
cytotoxique des lymphocytes T et des cellules NK est la cause principale de cette

hypercytokinémie. En effet, suite a la présentation antigénique par les CPA, la réponse
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cytotoxique des cellules T et NK permet non seulement 1’¢élimination des cellules infectées, mais
aussi I’arrét de la présentation antigénique et de la réponse immunitaire [38]. Une étude a aussi
montré que les cellules cytotoxiques incapables d’induire I’apoptose de leur cellule cible ne
peuvent désengager la liaison de leur récepteur efficacement et produisent une forte quantité de
cytokines pro-inflammatoires [81]. En conséquence, une réponse cytotoxique déficiente
empéche la régulation négative de la réponse immunitaire, menant a une activation persistante
du systéme immunitaire, une sécrétion incontrolée de cytokines inflammatoires, puis

éventuellement au développement des symptomes cliniques associés a la HLH (Figure 6) [37].
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Figure 6 : Dysfonction de la régulation négative de la présentation antigénique chez les
patients atteints de HLH. En I’absence d’une réponse cytotoxique fonctionnelle, la régulation
négative de la présentation antigénique par les cellules cytotoxiques n’a pas lieu, entrainant une
production exagérée de cytokines inflammatoires, puis éventuellement le développement de la
HLH. Figure inspirée de C. Terrell et M.B. Jordan (2013) [37].

Dans la HLH primaire, 1’altération de la réponse cytotoxique des cellules T et NK est
évidemment due a la mutation d’un des genes essentiels a ces fonctions. Pour la HLH
secondaire, les causes de cette altération sont moins bien comprises, mais peuvent €tre diverses.
Certaines études ont suggéré que certaines infections virales, une forte concentration de
cytokines déja présentes ou encore une susceptibilité génétique chez certaines populations
pourraient induire I’inhibition des fonctions cytotoxiques qui déclencherait la HLH [48, 49].
Lorsque la HLH secondaire est associée a un cancer, les cytokines sécrétées par les cellules

tumorales pourraient aussi jouer un réle dans ce processus [49, 82]. Dans les dernieres années,

25



un modele murin de HLH secondaire a été produit par une stimulation répétée du « Toll-like
receptor 9 » (TLR9) [83], suggérant que I’activation persistante du systéme immunitaire inné
chez les patients atteints de maladies auto-immunes pourrait étre le mécanisme impliqué dans

le développement de la HLH secondaire chez ces patients [84].

Les patients atteints de HLH présentent une trés forte concentration de cytokines de type
Tul en circulation, telles que IFNy, TNFa, IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-18, GM-CSF
et M-CSF (« macrophage colony-stimulating factor ») [59, 80]. En particulier, I'IFNy est une
cytokine présente a un niveau exceptionnellement élevé dans le sérum des patients. Cette
hypercytokinémie est d’ailleurs a 1’origine de la plupart des symptdmes décrits précédemment.
Par exemple, la fiévre est provoquée par IL-1 et IL-6, la cytopénie par IFNy et TNFa, et
I’¢1évation du niveau de triglycérides par TNFa [49, 78]. Les hauts niveaux d’IFNy et de TNFa
induisent aussi D’activation chronique des macrophages, provoquant le phénomene
d’hémophagocytose observé dans les tissus infiltrés. Toutefois, I’hémophagocytose ne serait
que partiellement responsable de la cytopénie, celle-ci étant surtout provoquée par I’effet direct
d’IFNy et de TNFa [78]. L’IL-18, une cytokine principalement sécrétée par les macrophages
activés, induit la production d’IFNy par les cellules T et NK et la production de TNFa par les
cellules NK [28, 85, 86]. Donc, I’IFNy active les macrophages, qui a leur tour sécrétent de I’IL-
18, qui induit elle aussi la production d’IFNy, qui maintiendra I’activation des macrophages,
créant ainsi une boucle d’auto-régulation positive de la production d’IFNy (Figure 7). Dans un
contexte immunitaire normal, I’ IFNy peut aussi jouer un réle anti-inflammatoire, notamment en
induisant, entre autres, I’apoptose des lymphocytes T activés, ’inhibition de la sécrétion de
chimiokines, I’inhibition des dommages tissulaires et la production d’IL-18BP (« IL-18 binding
proteins »), qui permet d’inhiber I’IL-18. Toutefois, des études ont suggéré que le role de ’IFNy
dans divers contextes de maladies inflammatoire pouvait étre altéré, et donc difficile a prédire
en fonction du contexte. Dans le cas de la HLH, le role de ’IFNy semble étre principalement
activateur [87, 88]. Plusieurs études ont d’ailleurs démontré que I’IFNy est une cytokine dont le
role est essentiel dans le développement de la HLH. Ces ¢tudes ont montr¢, dans des modeles
murins de HLH primaire et secondaire, que 1’administration d’anticorps bloquants contre I’IFNy

permettait d’améliorer considérablement la survie, de méme que la plupart des symptomes
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cliniques et hématologiques associés a la HLH, soutenant 1’hypothése que I'IFNy serait la

principale cytokine impliquée dans le développement de la HLH [89-91].

Pathogéne
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Figure 7 : Boucle de sécrétion cytokinique lors d’une réponse cellulaire telle que celle
observée lors d’une HLH. Sécrétion de cytokines par plusieurs cellules impliquées dans la
réponse a médiation cellulaire, illustrant la boucle d’auto-régulation positive de la production
d’TIFNy et de TNFa par les CPA, les NK et les Tul. Les fleches indiquent une stimulation ou
une sécrétion (bleue) ou une inhibition (rouge), et les fleches a double sens indiquent une
stimulation ou une inhibition mutuelle. Figure inspirée de Y. Osugi et al. (1997) [80].

Etant donné le role prépondérant de plusieurs de ces cytokines dans la progression de la

HLH, plusieurs ¢tudes, dans des modeles murins et chez I’humain, ont testé I’impact de
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I’inhibition de certaines d’entre elles sur la résolution des symptomes de la HLH. Afin d’inhiber
la signalisation de ces cytokines, il est possible, a 1’aide d’anticorps bloquants, de protéines de
liaison ou de molécules inhibitrices compétitives, de les cibler directement, de bloquer leur
récepteur a la surface des cellules, ou encore de cibler une molécule essentielle a I’une des étapes
de la cascade de signalisation en amont de la transcription génique (Table I et II). Etant donné
I’efficacité limitée des traitements a plus large spectre présentement utilisés pour le traitement
de la HLH, le développement d’immunothérapies plus ciblées et moins nocives est actuellement

un sujet de premier intérét.
1.4.5 Traitements actuels et pronostic

1.4.5.1 Historique

La sévérité¢ des symptomes associés a la HLH a longtemps été synonyme d’un trés
mauvais pronostic pour les patients. En 1983, le taux de survie a long terme était de seulement
4% [92]. Au cours des derni¢res décennies, grice a une collaboration internationale, le
diagnostic, le traitement et le taux de survie de la HLH ont été grandement améliorés. En 1991,
la « Histiocyte Society » a établi pour la premiére fois une liste de critéres diagnostics de la
HLH, qui furent ensuite utilisés pour 1’établissement d’un premier protocole de traitement
international dans le cadre de 1’étude HLH-94 (Table V) [92]. En 2004, les résultats de cette
¢tude majeure ainsi que I’avancement de la recherche sur la HLH ont mené au lancement d’une
nouvelle étude clinique, HLH-2004, qui comprenait une mise a jour des criteres de diagnostic
ainsi qu’une amélioration du protocole de traitement international (Table IV) [77]. Les lignes

directrices de 1’é¢tude HLH-2004 sont toujours en vigueur aujourd’hui.
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Table V : Critéres de diagnostic de la HLH établis pour I’étude HLH-94

Criteres :

A. Fiévre

B. Splénomégalie

C. Cytopénie (affectant au moins deux des trois lignées cellulaires du sang périphérique) :
Hémoglobine < 90 g/L (< 100 g/L pour les bébés de moins de quatre semaines)

Plaquettes < 100x10°/L
Neutrophiles < 1,0x10°/L

D. Hypertriglycéridémie et/ou hypofibrinogénémie :
Triglycérides (a jetin) > 2 mM
Fibrinogenes < 1,5 g/L

E. Hémophagocytose dans la moelle osseuse, la rate ou les ganglions lymphatiques
Table adaptée de Trottestam et al. (2011) [92]

1.4.5.2 HLH-94

Ce premier protocole thérapeutique consistait d’abord a réduire et controler les
symptomes de la HLH, puis de procéder a une transplantation de cellules souches
hématopoiétique (CSH) afin de prévenir la récurrence de la HLH dans les cas de HLH primaire
ou de symptomes persistants ou récurrents. Afin de réduire les symptomes, une thérapie
intensive d’etoposide, un agent de chimiothérapie, combiné a de la dexamethasone, un agent
immunosuppresseur, €tait suggérée pendant huit semaines. Les patients atteints de HLH
secondaire pouvaient cesser les traitements aprés ce délai et les recommencer en cas de
réapparition des symptomes. Dans les cas d’atteinte du SNC, ou pour un traitement a plus long
terme en 1’attente d’un donneur de CSH compatible, du methotrexate et de la cyclosporine A
pouvaient €tre ajoutées au traitement. Les patients nécessitant une transplantation de CSH

devaient en outre recevoir une chimiothérapie de conditionnement avant la transplantation [92].

Grace au protocole de HLH-94, le taux de survie aprés cinq ans, tous types de HLH
confondus, a grimpé a 54%, une amélioration majeure par rapport au taux de survie de 1983.
Toutefois, dans les cas de HLH primaire, le taux de survie était plus bas, a 50% apres cinq ans.
Ceci était principalement di a une mortalité assez élevée avant la transplantation de CSH ou
suite a des complications liées a celle-ci. De plus, aucun patient atteint de HLH primaire dans

cette étude n’a survécu sans transplantation [92].

29



1.4.5.3 HLH-2004

Afin de remédier a certaines lacunes des critéres de diagnostic et du protocole de
traitement établis en 1994, une mise a jour de ceux-ci a été suggérée en 2004, dont les lignes

directrices sont toujours utilisées de nos jours.

En effet, les critéres de diagnostic de HLH-94, basés sur cinq symptdmes courants de la
HLH, ne permettaient pas d’identifier les manifestations plus atypiques ou plus tardive de la
maladie, ni les patients qui ne présentent pas tous ces symptomes. Dans I’étude HLH-2004, on
retrouve encore les cinq critéres de HLH-94, toujours pertinents, mais trois nouveaux y ont été
ajoutés. Afin de mieux diagnostiquer les patients plus atypiques, la présence de seulement cing
de ces symptomes suffit pour confirmer un diagnostic de HLH. De plus, un patient qui ne
présente pas un tableau clinique suffisant pour établir un diagnostic de HLH peut quand méme
étre diagnostiqué s’il présente une anomalie génétique pouvant étre associée a la HLH (Table

V) [77].

Dans I’é¢tude HLH-2004, le protocole de traitement suggéré est trés similaire a celui de
HLH-94, avec quelques améliorations. Etant donné le taux de mortalité assez important avant
la transplantation, I’intensité de la thérapie initiale, durant les huit premiéres semaines, a été
augmentée, avec une augmentation des dosages de chimiothérapie ainsi que 1’ajout de la
cyclosporine A des le début de la thérapie, plutot que pour la thérapie de maintenance a long
terme seulement. De plus, une surveillance réguliere, par analyse du liquide cérébro-spinal, de
I’apparition de symptomes au niveau du SNC, fortement corrélés a une importante mortalité, a
¢été suggérée chez les patients sous thérapie a plus long terme, afin d’accélérer la prise en charge
de ces complications. Pour les patients atteints de complications au niveau du SNC, des
corticostéroides ont été ajoutés au traitement de methotrexate déja proposé. Finalement, le
régime de conditionnement suggéré avant la transplantation de CSH a été 1égerement modifié

pour tenir compte des progres scientifiques survenus durant cette période [77].

Grace aux améliorations apportées au protocole de traitement par 1’é¢tude HLH-2004, le
taux de survie apres cing ans est maintenant de 61%. Chez les patients atteints de HLH primaire,
le taux de survie est de 59%. Chez ces patients, la mortalité pré-transplantation a aussi été

diminuée avec ce protocole, passant de 27% dans 1’é¢tude HLH-94 a 19% dans 1’étude HLH-
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2004. A ce jour, les critéres diagnostics ainsi que le protocole de traitement établis dans 1’étude
HLH-2004 restent les meilleurs disponibles pour le traitement de la HLH, avec la transplantation
de CSH étant le seul traitement curatif a long terme pour les patients atteints de HLH primaire

[93].
1.4.5.4 Emapalumab (GAMIFANT)

Trés récemment, en novembre 2018, la « Food and Drug Administration » (FDA) a
approuvé 1’utilisation d’emapalumab, commercialisé¢ sous le nom de GAMIFANT, pour le
traitement de la HLH primaire chez les patients de tous ages. Actuellement, I’administration
d’emapalumab doit étre concomitante a I’administration de dexamethasone. Ce traitement est
recommandé jusqu’a la transplantation de CSH en remplacement des thérapies conventionnelles
pour les patients intolérants a celles-ci ou chez qui les symptomes sont récurrents, ne

s’améliorent pas ou s’aggravent malgré celles-ci [94].

L’emapalumab est un anticorps monoclonal neutralisant I’I[FNy (anti-IFNy), une
cytokine dont le role clé dans le développement de la HLH a été démontré par plusieurs études
(voir chapitre 1.4.4) [89-91, 95]. Cette étude a été effectuée chez 27 enfants atteints de HLH
primaire dont les symptomes ne s’étaient pas améliorés a la suite d’un traitement conventionnel,
ou qui €taient intolérants a ces traitements. Apres huit semaines de traitement, une amélioration
des symptomes de la HLH a pu étre observée chez 63% des patients. Seulement 22 patients sont
présentement enr6lés dans le suivi de cette étude jusqu’a un an apres la transplantation de CSH
ou apres la dernicre infusion d’emapalumab [94, 96]. En raison de sa tres récente approbation
par la FDA et du trés petit nombre de patients ayant participé a I’étude clinique, peu de données
sont disponibles sur la survie a long terme de ces patients. Comme pour le traitement
conventionnel, celui-ci ne vise qu’a mener a une résolution des symptomes, afin de permettre

une ¢ventuelle transplantation de CSH.
1.4.6 Traitements expérimentaux

Malgré les meilleures thérapies actuellement disponibles, le taux de mortalité de la HLH
reste élevé. Pour cette raison, les chercheurs explorent constamment des nouvelles pistes visant

a améliorer 1’efficacité et a réduire la toxicité des traitements afin de réduire la mortalité pré- et
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post-transplantation, et d’améliorer la survie a long terme des patients. De fait, de nombreuses
¢tudes cliniques sont actuellement en cours, testant de nouveaux agents de chimiothérapie ou
immunosuppresseurs ainsi que des immunothérapies ciblées contre des cytokines ou des voies
de signalisation dont I’'importance dans le développement de la HLH a été démontrée. Mon
travail de maitrise s’inscrit dans cette volont¢ de découvrir de nouvelles approches

thérapeutiques plus efficaces pour le traitement de la HLH.

1.5 Modéles murins de HLH

Afin de faciliter la recherche de traitements plus efficaces et de mieux étudier la HLH,
plusieurs modeles murins ont été développés afin de refléter les différents sous-types de HLH
primaire et secondaire pouvant étre observés chez I’humain. Ces modeles ont permis, entre
autres, d’étudier les variations au niveau des manifestations cliniques entre les différents types
de HLH primaire, d’identifier des mécanismes déclencheurs possibles pour la HLH secondaire
et de tester de nombreux traitements potentiels, favorisant grandement 1’avancée de la recherche

chez I’humain.
1.5.1 Souris perforine « knock-out » (PKO)

En 2004, le groupe de Jordan et al. a rapporté que des souris PKO infectées avec le virus
de la chorioméningite lymphocytaire murine (LCMV) développaient le tableau clinique complet
de la FHL-2 tel qu’observé chez I’humain, établissant ainsi un important modele murin de HLH
primaire [89]. A ce jour, ce modéle est 1’un des plus fréquemment utilisés pour 1’étude de la

HLH primaire. C’est d’ailleurs celui que nous avons utilisé dans notre laboratoire.

Les souris PKO, lorsqu’elles sont hébergées dans un environnement exempt de
pathogéne, ont une qualité de vie, une longévité et un phénotype équivalents a ceux d’une souris
B6 normale, ou « wild-type » (WT), et ne développent pas spontanément de HLH [89]. Chez
une souris WT, ’infection avec la souche Armstrong de LCMV provoque une infection aigué
non-mortelle résolue en sept a huit jours [97]. Chez les souris PKO, en revanche, 1’infection
avec LCMV Armstrong agit en tant que déclencheur d’une HLH primaire sévére en activant la

réponse immunitaire innée. Environ une semaine apres I’infection, les souris PKO deviennent
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l1éthargiques, ont une posture voiitée et le poil ébouriffé, perdent la capacité de réguler leur
température corporelle, ont une importante perte de poids, une forte hépato-splénomégalie, une
cytopénie sévere ainsi que des niveaux élevés de triglycérides, de ferritine et de cytokines
inflammatoires dans la circulation sanguine. De plus, un taux de mortalité¢ d’environ 50% est
observé apres 15 jours, et peut étre plus €élevé au-dela de 15 jours [89]. Ce tableau clinique

correspond en tous points a celui observé chez les patients atteints de FHL-2.
1.5.2 Autres modé¢les de HLH primaire

Par la suite, d’autres modeles murins furent développés afin de refléter les divers sous-
types de HLH primaire retrouvés chez I’humain. Tout comme les souris PKO, celles-ci
présentent un phénotype normal et ne développent pas spontanément de HLH lorsqu’elles sont
gardées dans un environnement stérile. Dans tous ces mod¢les, une infection virale aigué,
habituellement avec LCMV, ou parfois avec le cytomégalovirus murin (MCMYV), permet

I’activation du systéme immunitaire inné, puis le développement d’une HLH.

La souris Jinx, ayant une mutation du géne UNC13D, présente le tableau clinique de la
FHL-3 lorsqu’infectée avec MCMYV [98]. Une souris déficiente pour le gene STX11 infectée
avec LCMV, est un bon modele pour la FHL-4 [99]. Des modéles murins existent aussi pour les
HLH primaires associées a une déficience immunitaire, telles que la souris ashen, déficiente
pour RAB27A (syndrome Griscelli de type II) [100], la souris souris, déficiente pour LYST
(syndrome Chediak-Higashi) [101] et la souris pearl, déficiente pour AP3B1 (syndrome
Hermansky-Pudlak de type II) [102]. Ces derni¢res présentent 1’hypopigmentation et la
neutropénie associées au syndrome dont elles sont atteintes, mais ne développent une HLH que
lorsqu’elles sont infectées par LCMV. Puisque le gene muté est toujours inconnu pour la FHL-
1, il n’existe pas de modele murin pour ce sous-type. Quant a la FHL-5, des souris déficientes
pour le gene STXBP2 ont été¢ développées, mais les souris homozygotes pour cette mutation
meurent avant le sevrage, et ne peuvent donc pas étre utilisées en tant que modéle de HLH

primaire [103].

Ces divers modeles de HLH primaire présentent tous un tableau clinique comparable au

sous-type de HLH correspondant chez I’humain. Il est aussi possible d’observer chez ces souris
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les mémes variations que chez I’humain au niveau de la sévérité¢ des symptomes, de la mortalité

et des phénotypes particuliers associés a chacun des sous-types de HLH [56, 57].
1.5.3 Mode¢les murins de HLH secondaire

Des modéles murins ont aussi été développés et étudiés pour la HLH secondaire, méme
s’ils sont moins fréquemment utilisés. Comme pour I’humain, ces souris ne présentent pas de
mutations génétiques pouvant mener a une HLH. Le modéle murin de HLH secondaire le plus
commun est créé par une stimulation répétée du TLRO par I’injection de CpG, qui induit un
MAS similaire a celui observé dans les cas de HLH secondaire chez I’humain. Ces souris
présentent plusieurs symptomes cliniques de la HLH, tels qu’une cytopénie, une splénomégalie,
un haut niveau de ferritine en circulation et des dommages hépatiques. Toutefois, les
lymphocytes T CD8+ ne sont pas aussi fortement activés que dans les modéles murins de HLH
primaire [83]. Un autre modéle permet I’induction d’'une HLH secondaire associée a I’ AJIS, un
facteur de risque bien connu de la HLH secondaire. Ce mode¢le est créé par I’immunisation de
souris atteintes d’AJIS (souris Balb/c déficiente pour IFNYy) avec I’adjuvant complet de Freund.
Chez ces souris, cette immunisation, qui agit principalement par 1’activation des TLR, provoque
une sévere inflammation systémique similaire a celle observée lors d’une HLH secondaire [87].
Finalement, un autre modele a aussi récemment été développé utilisant des souris transgéniques
humanisées (NSGS et NRGS) qui développent un MAS indépendant des lymphocytes T suite a
une greffe de sang de cordon, permettant d’étudier la HLH secondaire consécutive a une

xénogreffe [104].

1.6 Problématique, hypothése et objectifs

En raison de I’important taux de mortalité associé a la HLH, les chercheurs sont sans
cesse en quéte de traitements plus efficaces afin d’améliorer le pronostic des patients et réduire
la toxicité des traitements. Avec le développement de modeles murins facilitant 1’étude de la
HLH, de nombreuses études ont, entre autres, permis d’identifier I'IFNy comme étant un

¢lément clé au développement et a la progression de la HLH et mené a de nombreux essais

34



cliniques chez I’humain. L’emapalumab, un anti-IFNy, a d’ailleurs récemment été approuvé

pour le traitement de la HLH en combinaison avec de la dexamethasone.

Toutefois, malgré 1’efficacité du traitement a 1’anti-IFNy montrée chez la souris, la
résolution des symptomes de la HLH ¢était incompléte et pourrait encore étre améliorée.
Considérant le « cytokine storm » caractéristique de la HLH, nous avons donc émis I’hypothése
que I’'IFNy n’est sans doute pas la seule cytokine clé dans le développement de la HLH, et que
’utilisation d’une thérapie combinée ciblant simultanément plusieurs cytokines fortement
impliquées dans la HLH (ou leurs voies de signalisation), serait une approche thérapeutique
permettant une résolution des symptomes plus efficace qu’avec une thérapie unique. Puisque
plusieurs cytokines fortement sécrétées dans le contexte de la HLH utilisent la voie JAK-STAT,
nous avons déterminé que 1’utilisation de ruxolitinib, un inhibiteur de JAK1 et JAK2, pourrait
représenter une approche thérapeutique intéressante puisque cette molécule permettrait
d’inhiber simultanément la signalisation de plusieurs cytokines clés de la HLH, telles que

I’IFNy, I’'IL-6, I’'IL-10 et GM-CSF.

Les objectifs de ce travail de maitrise sont donc d’abord d’identifier des cibles
thérapeutiques potentielles pour une thérapie combinée, de tester I’inhibition de celles-ci dans
le cadre d’une thérapie combinée avec de I’anti-IFNy ou du ruxolitinib, puis de tester I’inhibition

de la voie de I’IFNy a I’aide de deux molécules inhibitrices simultanément.
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Key points

e Combination therapy might be the best approach for lessening the manifestations of
HLH
e Ruxolitinib should be used in combination with anti-IFNy in the treatment of HLH for

maximal IFNy inhibition

Abstract

Hemophagocytic lymphohistiocytosis (HLH) is a rare, life-threatening hyper-
inflammatory disease caused by defects in genes of the granule cytotoxic pathway, inducing
extreme inflammation and massive tissue infiltration by activated T cells and macrophages.
Hematopoietic stem cell transplantation (HSCT) is the only available curative treatment with a
transplant-related fatality of about 20% to 25%. Thus, the development of more potent anti-
inflammatory treatments would be a major advance in the treatment of HLH. We hypothesized
that combined therapies targeting both JAK-dependent and independent cytokines would be
more effective than either one alone to reduce the symptoms of this pathology. Using a perforin
knock-out (PKO) mouse model, we first compared the effects of targeting highly expressed
cytokines during HLH, such as IL-6 and IL-18, in combination with IFNy, on the manifestations
of the disease. Next, we tested the efficacy of ruxolitinib, a Janus kinase 1/2 (JAK1/2) inhibitor,
in combination with anti-IL-18 or anti-IFNy. We found that anti-IL-6R and anti-IL-18, when
used in combination with either anti-IFNy or ruxolitinib, showed small, but not significant
improvements on the pathological manifestations of HLH. However, combination therapy using
ruxolitinib and anti-IFNy showed a major synergistic effect on the resolution of the symptoms
of HLH. Our findings support that anti-IFNy and ruxolitinib, although effective independently,
should be used in combination to suppress HLH progression. This is particularly relevant since

the former was recently approved for treating HLH while the latter is in clinical trials.
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Introduction

Hemophagocytic lymphohistiocytosis (HLH) is a rare hyperinflammatory disorder
caused by genetic defects in the perforin-dependent cytolytic pathway, resulting in severely
impaired cytotoxic function of natural killer (NK) and CD8+ T cells. HLH is characterized by
uncontrolled activation of the immune system, severe hyperinflammation, tissue infiltration of
highly activated T cells and macrophages and massive inflammatory cytokines production, such
as IFNy, IL-6, IL-18 and TNFa. Due to this, HLH patients display life-threatening symptoms,
such as fever, cytopenia, hepatosplenomegaly, liver damage and often neurological symptoms,
as well as various other manifestations of HLH, like elevated levels of ferritin and

hemophagocytosis by macrophages in the bone marrow and other tissues.'!°

There are two forms of HLH, primary (or familial) and secondary (or acquired) HLH.
Primary HLH affects mainly infants and young children and is caused by a mutation in genes
involved in the function or the exocytosis process of cytotoxic granules'*%° such as PRFI,
UNCI3D, STX11, STXBP2, RAB27A, LYST, AP3B1, SH2D1A or BIRC4.""""> This renders NK
and CD8+ T cells unable to eliminate pathogens and infected antigen-presenting cells, causing
a defective negative feedback loop on antigen presentation and a persistent immune activation,
which in turn leads to the pathological manifestations observed in HLH.!®!® Secondary HLH
can affect people of any age and is more frequent than primary HLH. It is usually caused by an
underlying condition, such as cancer, autoimmune diseases, immune deficiencies or severe viral
infections, commonly with Epstein-Barr virus, but the factors leading to the development of

secondary HLH remains unknown.!+8?

The actual therapy for HLH consists of a chemotherapy-based regimen combined to
steroids and cyclosporine A to reduce the initial inflammation and activation, followed, in
primary HLH, by allogenic hematopoietic stem cell transplantation (HSCT), to prevent the
recurrence of symptoms. However, these toxic treatments do not successfully or fully manage
HLH symptoms in all patients, and often cause severe complications, so that the mortality rate
stands around 20 to 25% before HSCT, with just around 59% of patients achieving long-term

survival.!"®?° Thus, finding more effective and less toxic treatments to suppress the
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hyperinflammation caused by HLH remains an important research interest to improve this

disease’s prognosis.

As previously shown, IFNy, which is found at strikingly high levels in HLH patients’
serum, seems to be the main contributing cytokine for the development of HLH, since its
neutralization in a perforin-deficient (PKO) mouse model considerably improved the symptoms
and survival of mice.?!">* Besides, emapalumab, an anti-IFNy monoclonal antibody has recently
been approved by the US Food and Drug Administration (FDA) as an alternative therapy for
primary HLH.?* However, other highly produced inflammatory cytokines, such as IL-6, IL-18,
IL-2 or TNFo have been described as potential therapeutic targets for the treatment of HLH.?!"%
Therefore, the use of a drug with a broader spectrum of activity to treat HLH, such as ruxolitinib,
has become a subject of interest. Ruxolitinib, a Janus kinase 1/2 (JAK1/2) inhibitor, works by
inhibiting the JAK1 and JAK2 molecules associated with cytokine receptors, which prevents
phosphorylation of signal transducer and activator of transcription (STAT) and the downstream
signalisation by phosphorylated STAT molecules.?® It is already approved by the FDA for the
treatment of some forms of myelofibrosis and polycythemia vera and have shown to be effective
for the treatment of a variety of autoimmune and inflammatory diseases in clinical trials and
animal models.?’* In HLH, some experiments have shown in relevant mouse models that
treatment with ruxolitinib was at least as effective as treatment with anti-IFNy to reduce the
pathological manifestations and the fatality of HLH.?*>3¢ It is also currently in clinical trials
for the treatment of HLH. Since IFNy, IL-6 and IL-2 all signal through JAK1 and JAK2,
treatment with ruxolitinib may represent a significant advantage over the use of a monoclonal
blocking antibody, allowing for the simultaneous neutralization of several key cytokines in

HLH.?®

However, despite the proven benefits of ruxolitinib or anti-IFNy blocking antibodies on
the manifestations of HLH, the above studies have all demonstrated that the reduction of HLH
symptoms was incomplete. In HLH, the success of HSCT depends on the complete suppression
of inflammation and T cell activation. Indeed, the absence of disease control significantly
increases transplant-related mortality and graft-loss.’”*° Thus, we hypothesized that IFNy,
despite being the central cytokine driving HLH, might not be the only key cytokine contributing
to the development of the pathology. To determine which cytokines could synergize with IFNy
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in HLH, we neutralized the signalisation of several highly secreted cytokines, such as IL-6 and
IL-18 in combination with ruxolitinib or anti-IFNy. Since the serum level of IFNy is extremely
high in HLH, we also tested a combination of anti-IFNy and ruxolitinib, to obtain an even greater
suppression of the IFNy signaling pathway. Interestingly, we found that some of these cytokines,
despite having little to no impact on the pathology when neutralized individually, improved the
efficacy of ruxolitinib or anti-IFNy treatments when used concomitantly. More importantly, our
study also demonstrated that a combined therapy of ruxolitinib and anti-IFNy drastically
improved the manifestations of HLH and that they should be used in combination instead of

individually to achieve a better control of the pathology.

Methods
Mice, virus and infection

C57BL/6-Prf1™1542/] (PKO) and C57BL/6J (B6) mice were purchased from The Jackson
Laboratory and bred in our facilities. LCMV Armstrong, provided by Rolf M. Zinkernagel
(Zurich University Hospital, Switzerland), was produced on BHK-21 cells and titrated by plaque
assay on Vero cells. To induce HLH, 8- to 12-week-old PKO mice were infected with 2 x 10°
plaque-forming units (PFUs) of LCMV Armstrong by intraperitoneal (i.p.) injection. Weight
and body temperature were measured every 2-3 days. Clinical score was evaluated every 2-3
days by 3 to 4 evaluators and was based on 5 criteria each worth 3 points: appearance of fur,
activity level, nesting, loss of body weight and loss of body temperature, with 3 points
representing a normal or good phenotype and 1 point representing a poor or sick phenotype.
Cell blood counts were performed by Charles River Laboratories (Shrewsbury, Massachusetts,
USA) using the Advia 120 Hematology System. All virus-free mice were housed in a pathogen-
free environment and infected mice were housed in specific BSL2 facilities at the CHU Sainte-
Justine Research Center. All experiments were approved by the Institutional Committee for
Animal Care in Research of the CHU Sainte-Justine Research Center and conducted in

accordance with their guidelines.
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Blocking antibody and JAK inhibitor treatment

Anti-IFNy (XMG1.2), anti-IL-6R (15A7) and anti-IL-18 (YIGIF74-1G7) antibodies
were purchased from BioXCell and given by intraperitoneal injections (200 pg/mouse for anti-
IFNy and anti-IL-18 and 500 pg/mouse for anti-IL-6R) every 3 days, from day 4 to day 11 post-
infection (p.i.). Untreated mice were injected with 100 pL of sterile phosphate buffered saline
(PBS). Ruxolitinib (INCB018424) was purchased from Selleckchem and dissolved in DMSO
to make a stock solution, which was then diluted in water containing 5% dimethylacetamide
(v/v), 0.5% methylcellulose (w/v) and 0.5% Tween-20 for oral gavage. Mice were treated with
ruxolitinib (4 mg/kg) twice daily by oral gavage, from day 4 to day 11 p.i. Untreated mice

received 100 uL of vehicle solution twice daily by oral gavage.
Cell isolation, intranuclear staining and flow cytometry analysis

Mice were sacrificed at day 12 p.i. and a splenocyte suspension was obtained after
homogenization of the spleen through a nylon cell strainer and lysis of the red blood cells. Cells
were gated on virus-specific CD8+ T cells using a GP*¥** LCMV-specific tetramer. For
intranuclear staining, cells were permeabilized with the eBiosciences fixation/permeabilization
kit and stained with anti-KI67 antibodies (eBiosciences). For the staining of phosphorylated
STAT (pSTAT1/3/5), spleens were harvested about 1 hour after oral gavage with ruxolitinib
and splenocytes were quickly fixed and permeabilized with 1.5% formaldehyde and methanol,
then stained with extracellular antibodies and anti-STAT1 (pY701), anti-STAT3 (pY705) or
anti-STATS (pY694) BD Phosflow antibodies. All data was acquired using a BD LSRFortessa

and analyzed on FlowJo.
Serum cytokine and ferritin levels

Enzyme-linked immunosorbent assay kits for detecting serum IL-18 and ferritin were
purchased from Abcam. All the other cytokines were detected using the 13-plex Mouse Anti-
Virus Response panel from LEGENDplex (BioLegend). All kits were used according to the

manufacturer’s protocol.
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Statistical analysis

Data were analyzed with GraphPad Prism 7 software. Analyses were performed using
unpaired #-tests. Statistical significance is indicated as *P < 0.05, **P < 0.01, ***P <(0.001 and

*aEx P <0.0001.

Results

LCMV-infected PKO mice display clinical and laboratory features of HLH

We first assessed the manifestations of HLH and the serum concentration of several key
cytokines in LCMV-infected PKO mice and compared them to LCMV-infected B6 mice. As
expected based on previous studies?!, PKO mice quickly displayed symptoms of HLH following
LCMYV infection, whereas B6 mice displayed normal and steady clinical features throughout the
experiment. From day 4, PKO mice started losing body weight and clinical score, and the onset
of hypothermia started from day 6. By day &, the PKO mice displayed more obvious symptoms,
such as ruffled fur, a hunched posture, they were less active and the loss of body weight, body
temperature and clinical score was greatly significant. At day 12, PKO mice displayed severe
symptoms, such as lethargy and shaking, and some had died between day 8 and 12 (Figure 1A).
PKO mice sacrificed at day 12 had also developed severe pancytopenia (Figure 1B) and
presented strikingly high serum levels of ferritin when compared to B6 mice or uninfected PKO
mice (Figure 1C). By day 15, we observed about 50% mortality, and many mice were reaching
the critical point where they had to be euthanized (data not shown). Based on these results, we
chose to start our experimental treatments at disease onset (day 4), and not earlier. Although this
might reduce the efficacy of drugs/antibodies, it is closer to what is done in clinic. To be able to

evaluate enough mice in the untreated PKO group, we decided to sacrifice the mice at day 12.

To identify interesting potential targets for therapy, we measured the serum levels of
several cytokines and chemokines implicated in the inflammatory response at different time
points in B6 and PKO mice, using the concentration found in the serum of uninfected PKO mice
as the basal level. As seen in HLH patients*’, PKO mice presented high serum levels of several

pro-inflammatory cytokines, such as IFNy, TNFa, IFNa, IL-6 and IL-18, with a peak
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concentration at day 8 for most of them, and IFNa peaking earlier and IL-18 having a late onset.
Several chemokines implicated in the recruitment of effector cells during the inflammatory
response were also found at a high concentration in PKO mice, with a peak concentration at day
8 also for most of them. In B6 mice, all these cytokines and chemokines, except for IL-10, which
downregulates the immune response, were back to basal concentrations by day 12 (Figure 1D).
To further evaluate the downstream signaling pathways involved in HLH, we also measured
pSTATI, 3 and 5 expression by flow cytometry, and found that STAT1 and STAT3
phosphorylation was abnormally high in PKO mice at any given time point. Consistent with our
observations of the serum levels of cytokines and chemokines, STAT1 and STATS3
phosphorylation was back to basal levels by day 12 in B6 mice. STAT5 phosphorylation was
found to be slightly higher in LCMV-infected B6 and PKO mice than in uninfected PKO mice
at day 4, but then went back to normal in both B6 and PKO mice (Figure 1E). Altogether, these
results validate our model and suggest that neutralizing IFNy, TNFa, IL-6, IL-18, or the
phosphorylation of STAT1 and STATS3 could be interesting potential therapeutic targets for the
treatment of HLH.

Anti-IFNy therapy improves the manifestations of HLH in LCMV-infected PKO mice

Since it has been suggested that anti-TNFa therapy might not be very efficient in the
treatment of HLH?!, we focused on IFNy, which has been shown to be essential to the
development of HLH and proven to be an effective therapy for the treatment of HLH when
neutralized in both mice and humans.?!*??*#! Thus, we treated LCMV-infected PKO mice with
200 pg of anti-IFNy every 3 days, from day 4 to day 11 p.i. and mice were sacrificed the next
day. We compared them with LCMV-infected B6 mice and untreated LCMV-infected PKO
mice (untreated). Our results show a significant, though incomplete improvement of the loss of
body weight, body temperature and clinical score in mice receiving anti-IFNy treatment (Figure
2A), as well as a complete recovery of neutropenia and lymphopenia (Figure 2B). However, we
did not observe any resolution of anemia or thrombocytopenia with anti-IFNy treatment (Figure
2B). As observed for the clinical features (Figure 2A), we saw a major, but again partial
reduction in the serum levels of ferritin with anti-IFNy treatment (Figure 2C). To further portray
the precise impact and efficacy of anti-IFNy therapy, we assessed the activation state of the

CD8+ T cells (Figure 2D). To determine that, we stained mice CD8+ T cells with a GP33#!
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tetramer to find virus specific CD8+ T cells and then stained with the proliferation marker K167
(Figure 2D left) and the activation marker CD69 (Figure 2D right). Again, we could see a partial
reduction of both the proliferation and the activation of LCMV-specific CD8+ T cells in PKO
mice receiving anti-IFNy treatment (Figure 2D). This supports our hypothesis, suggesting that
IFNY, despite having a significant impact on the development of HLH, is not the only cytokine
responsible for most pathological manifestations associated with HLH and that anti-IFNy

therapy, even though effective, only results in a partial resolution of the manifestations of HLH.

To screen for candidates for combination therapy, we also measured the serum levels of
pro-inflammatory cytokines that were previously determined as being of interest (Figure 1D).
We found that in mice receiving anti-IFNy therapy, the serum levels of IL-6 remained elevated,
whereas the levels of IL-18, despite being significantly lower in treated mice, was still higher
than the levels observed in LCMV-infected B6 mice. TNFa serum level was still very high
despite treatment. Surprisingly, we found that even with anti-IFNy, the serum levels of I[FNy in
treated mice was still abnormally high (Figure 2E). Together, these results suggest that treatment
with anti-IFNy, despite greatly improving the manifestations of HLH in PKO mice, is
insufficient on its own to efficiently control the massive activation and cytokine storm typical

of HLH.

Combined treatment of anti-IFNy and anti-IL-6R or anti-IL-18 does not significantly

improves the manifestations of HLH over the use of anti-IFNy only

We previously determined that IL-6 and IL-18 would be interesting targets for combined
therapy since their respective serum levels did not went back to normal with anti-IFNy treatment
alone. IL-6 neutralization has been shown to be effective in humans for treating some cases of
macrophage activation syndrome (MAS).**** Moreover, IL-18 induces the production of IFNy,
and it was reported that IL-18 knock-out mice produce less IFNy than their wild-type
counterparts®. Recently, the use of IL-18 binding proteins have been suggested to be beneficial
in humans with XIAP or NLRC4 deficiency*, which support that IL-18 could be a potential
therapeutic target in HLH. We thus hypothesized that the combined neutralization of both IFNy
and IL-6 or IL-18 signaling could achieve a better control over the pathology of HLH than either
one alone. To test these possibilities, we treated LCMV-infected PKO mice with anti-IFNy and
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500 pg of anti-IL-6 receptor (IL-6R) or 200 pg of anti-IL-18 every 3 days, from day 4 to day 11
p.i., and compared them to LCMV-infected B6 mice, untreated mice and anti-IFNy treated PKO
mice. We decided to use 200 pg/mouse of anti-IFNy instead of the 500 pg/mouse dose
previously published?!?? to better detect treatment differences that could go undetected with a
high dose of anti-IFNy antibodies. Moreover, when we compared low (200 pg) and high (500
ug) doses of anti-IFNy, we did not observe a significant difference in the improvement of
clinical and hematological features of HLH (Supplemental Figure 1). Even more, ferritin levels
were improved only in the 200 pg treated group. Therefore, a dose of 200 pg/mouse was used
in following experiments. When PKO mice were treated with either combination of blocking
antibodies, we did not observe any significant improvement of the loss of body weight and
temperature when compared to mice receiving anti-IFNy only (Figure 3A). As with anti-IFNy
treatment, both combination therapies yielded a complete recovery of WBC, lymphocytes and
neutrophils, but anti-IFNy + anti-IL-18 treatment resulted in an exaggerated resolution of those
3 blood cells subsets. Anti-IFNy + anti-IL-18 treatment also induced a slight increase in platelets
count (Figure 3B). Also, we observed a slight, but not significant improvement in the reduction
of virus-specific CD8+ T cells proliferation and activation in mice receiving anti-IFNy + anti-
IL-6R treatment compared to that of mice treated with anti-IFNy + anti-IL-18, which was
equivalent to that of the anti-IFNy treated group (Figure 3C). Of note, we also found that mice
receiving anti-IL-6R alone displayed worse clinical symptoms than untreated mice, had a serum
level of ferritin more than twice as high than that of untreated mice and were dying, whereas
mice receiving anti-IL-18 only, despite displaying visible clinical symptoms of HLH, survived
(data not shown). That led us to believe that IL-6 could possibly have a protective role in the
context of HLH and that IL-18 might have a significant role in the production of IFNy in HLH,
and thus remained of great interest. Even if generally not significant based on clinical
parameters, our results suggest that the simultaneous neutralization of multiple cytokines along
with IFNy could possibly generate a positive synergistic effect to achieve a better control of the

pathology.
Ruxolitinib improves the symptoms of HLH in LCMV-infected PKO mice

Since ruxolitinib inhibits several key cytokines implicated in the development of HLH

and that we found to be elevated in LCMV-infected PKO mice, testing ruxolitinib was a relevant
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step to answer our hypothesis. Ruxolitinib had recently been shown to be efficient for the
treatment of HLH in murine models®>*¢. However, in these models, the regimens were distinct,
with either a short-course high-dose treatment, or a long-course small-dose treatment. Here we
question if clinically relevant doses of ruxolitinib could be used in combination therapy to lessen
the inflammation of HLH. First, we treated LCMV-infected PKO mice with 80 ug of ruxolitinib
(4 mg/kg) twice a day, from day 4 to day 11 p.i., and compared them to LCMV-infected B6
mice and untreated mice. As with anti-IFNy treatment (Figure 2A), we observed a significant,
but partial reduction in the loss of body weight, body temperature and clinical score (Figure
4A). We also observed a slight increase in platelets count and a significant increase in neutrophil
counts with ruxolitinib, while the lymphopenia and anemia did not improve (Figure 4B).
However, since JAK molecules are typically associated with thrombopoietin and erythropoietin
receptors and G-CSF, their inhibition by ruxolitinib can result in cytopenia as a side effect.*’*
Despite the improved clinical parameters, we could not observe a significant reduction in serum
levels of ferritin (Figure 4C) or in the expression of the activation marker CD69 on virus-specific
CD8+ T cells (Figure 4D right) with ruxolitinib treatment, but saw a great reduction in the
proliferation of those cells (Figure 4D left). We next assessed the phosphorylation of STAT1
and STAT3, direct downstream targets of JAK1 and JAK?2 activation. Ruxolitinib treatment led
to greatly reduced pSTAT1 and pSTAT3 expression, although it did not reach baseline levels
(Figure 4E). This suggests that other signaling pathways, unaffected by JAK1/2 inhibition,
might still contribute to the phosphorylation of STAT proteins. When we compared treatment
with either ruxolitinib or anti-IFNy alone, we determined that for most aspects, both treatments
had a similar efficacy on the reduction of HLH symptoms (Supplemental Figure 2). However,
ruxolitinib alone did not completely suppress the phosphorylation of STATI. Finally, we
assayed serum samples for key cytokines, and did not find a significant reduction in the levels
of IFNy and TNFa but, unexpectedly, found that ruxolitinib slightly increased IL-18 levels
(Figure 4F), suggesting that IFNy production via alternative, IL-18-dependent pathway, might

be promoted when the classical signaling pathway is inhibited by ruxolitinib.
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Therapy combining ruxolitinib and anti-IL-18 does not result in significant improvements

of the manifestations of HLH over the use of ruxolitinib only

To verify the impact of inhibiting both JAK-dependent and JAK-independent pathways
on the development of HLH, we treated LCMV-infected PKO mice with ruxolitinib and anti-
IL-18, and compared them to LCMV-infected B6 mice, untreated mice and ruxolitinib treated
mice. We did not observe a significant improvement on the reduction of body weight,
temperature and clinical score loss (Figure 5A) and on the recovery of cytopenic blood cells
populations (Figure 5B) when comparing mice receiving only ruxolitinib to those receiving the
combined therapy. However, we saw a nearly 2-fold decrease of virus-specific CD8+ T cells
activation when mice received the combined therapy compared to untreated and ruxolitinib
treated mice (Figure 5C right). Interestingly, the phosphorylation of STAT1 was completely
reduced to basal levels with the combined therapy, whereas the phosphorylation of STAT3 was
similar to that of ruxolitinib treated mice (Figure 5D), indicating that the residual STAT1
phosphorylation previously observed with ruxolitinib alone could be caused by IL-18-induced
alternative pathways. Also, despite serum levels of IFNy and TNFa still being very high with

this combination therapy, IL-18 levels were reduced close to basal levels (Figure S5E).

Combined therapy of ruxolitinib and anti-IFNy induces major improvements of most

symptoms of HLH in LCMV-infected PKO mice

Since mice treated with ruxolitinib still had high levels of IFNy (Figure 4F left) and
STATI1 phosphorylation above the baseline level (Figure 4E left), we then wanted to try
maximizing the neutralization of IFNy signaling by treating LCMV-infected PKO mice with
both ruxolitinib and anti-IFNy, and compared them to LCMV-infected B6 mice, untreated mice
and ruxolitinib treated mice. Surprisingly, we found that mice receiving this combination
therapy started regaining body weight from day 8 until the end of the experiment, resulting in a
very minimal loss of total body weight by day 12 (Figure 6A top). These mice also did not
develop any hypothermia and kept a completely normal body temperature during the entire
course of the experiment (Figure 6A middle), and did not display any visible symptoms of HLH,
maintaining a clinical score similar to that of B6 mice (Figure 6A bottom). Mice receiving the

combined treatment presented a partial recovery of lymphocytopenia, a complete, but
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exaggerated resolution of neutropenia and for the first time an improvement of anemia (Figure
6B). The serum ferritin level was greatly decreased compared to both untreated mice and
ruxolitinib treated mice (Figure 6C), and even slightly lower than that of anti-IFNy treated mice
(Figure 2C), but it still was not reduced to basal levels and the virus-specific CD8+ T cells
proliferation and activation was also greatly reduced (Figure 6D). As for STATI
phosphorylation, it was found to be down to basal levels for mice receiving the combined
treatment, while STAT3 phosphorylation was similar to that of ruxolitinib treated mice (Figure
6E). Finally, mice receiving a combination of anti-IFNy and ruxolitinib showed a striking
improvement of the manifestations of HLH that was never observed with any other
immunotherapy tested in our lab before. In fact, this combination therapy was so effective that
these mice did not display any symptoms of HLH and presented a completely normal clinical
phenotype indistinguishable from that of the B6 mice. Thus, our study strongly encourages the
use of anti-IFNy and ruxolitinib in combination instead of a unique therapy for the treatment of

primary HLH.

Discussion

Despite current standard of care, the fatality of HLH remains elevated, thus making the
research for new, more effective treatments of prime importance. Previous studies in mouse

models have shown that the development of HLH was mainly driven by IFNy?!, and that the use

21-23 b23,35,36

of anti-IFNy blocking antibodies or ruxolitini , improved survival, as well as the
clinical and hematological manifestations of HLH. However, none of these studies obtained a
complete resolution of the symptoms of HLH. Given the fact that HLH is characterized by a
massive cytokine storm, this led us to hypothesize that other cytokines might act in synergy with
IFNYy to drive the pathology and that a therapy neutralizing several of these cytokines might be
the best approach to treat HLH. Here, we demonstrate that a treatment combining the use of
anti-IFNy blocking antibodies and ruxolitinib results in a remarkable improvement of most
manifestations of HLH in a murine model of primary HLH. Our study also suggests that other

cytokines, like IL-6 and IL-18, that can be targeted with blocking antibodies or binding proteins,

49



while they contribute to the pathology, have no significant clinical impact when used in

combination to either anti-IFNy or ruxolitinib.

Previous studies have shown in mouse models that treatment with anti-IFNy or
ruxolitinib, significantly increased survival and lessened inflammation and pathological
manifestation of HLH.2!-2335-36 However, it was also suggested that ruxolitinib could be slightly
more effective than anti-IFNy at reducing inflammation in HLH and enhanced survival of mice
even after treatment discontinuation.*® This is believed to be due to the ability for JAK inhibitors
such as ruxolitinib to neutralize the signalization of many key cytokines in the development of
HLH, including IFNy, IL-6, IL-10, IL-2 and IL-12. Also, the neutropenia induced by ruxolitinib
(at doses of 90 mg/kg twice daily) is also believed to play an additional role in dampening
inflammation in HLH, as a recent study reported that treatment with anti-IFNy concomitantly
with a neutrophil depletion, yielded similar results than those observed with ruxolitinib, even
enhancing survival after the treatment was discontinued.?® In our study, however, we did not
observe a significant advantage of ruxolitinib over anti-IFNy after 12 days, while using a
clinically relevant dose of ruxolitnib (4 mg/kg twice daily)*. On that matter, our results are
consistent with those obtained by Maschalidi ef al. at day 11 post-infection using ruxolitinib at
a clinically relevant dose of 1 mg/kg twice daily.® This suggested that, when used at a clinically
relevant dose, ruxolitinib is as good, but not better, than anti-IFNy for lessening inflammation

in a murine model of primary HLH.

Our study also demonstrates that, when treating with either anti-IFNy or ruxolitinib,
some pathological manifestations of HLH, such as the loss of body weight and body
temperature, anemia, and the proliferation and activation of virus-specific CD8+ T cells, were
only partially resolved by day 12 post-infection. Thus, we aimed to discover if the simultaneous
inhibition of IFNy and other highly secreted cytokines could allow a better resolution of the
symptoms than what we observed with anti-IFNy or ruxolitinib alone. First, we inhibited IL-6R
and could observed a slight, but not significant tendency to improve the symptoms of HLH when
combined with anti-IFNy. However, when we only neutralized IL-6R, we observed a slight
worsening of HLH symptoms. These results were confusing since tocilizumab, an anti-IL-6R,
has shown effective in some cases of MAS in humans.** IL-6 can signal both through its

receptor, or by an alternative pathway called transsignaling, and mice studies in sepsis,
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atherosclerosis and obesity induced inflammation have reported that IL-6 could have both
protective and damaging effects on inflammation.>*>? This suggested that IL-6 could potentially

play a complex, misunderstood, double-edge role in HLH.

In this study, we also show a potentially interesting role for IL-18 in the high IFNy
production found in HLH. Combined with anti-IFNy, anti-IL-18 showed a partial resolution of
cytopenia, better than that observed with anti-IFNy only and, when combined with ruxolitinib,
resulted in a complete downregulation of STAT1 phosphorylation, which we did not achieve
with ruxolitinib only. Interestingly, mice receiving anti-IL-18 only survived, despite being
visibly ill, suggesting a significant role for IL-18 on survival in this model. This could be due to
the fact that IL-18, in synergy with IL-12, strongly induces the production of IFNy by T cells
and NK cells.>® Since IL-18 signals by a signaling pathway dependent on the nuclear factor
kappa B (NF-«kB), it does not require any elements of the JAK/STAT signaling pathway. Thus,
ruxolitinib has no effect on the IFNy production induced by IL-18. Since we observed a
significant increase in IL-18 serum level after ruxolitinib treatment, we suspect that IFNy
production via IL-18 signaling might be upregulated with ruxolitinib treatment, however we do
not know yet the possible cause for this. Moreover, since IL-18 binding proteins are currently
in trials in humans with XIAP and NLRC4 deficiency™, it is also possible that our PKO model
might not be the most appropriate to see a possible synergistic effect of combined therapies
using anti-IL-18. Therefore, despite our mitigated results on the use of anti-IL-18 in combination

therapy, we believe that it should be investigated further.

The striking improvements in HLH manifestations observed with the neutralization of
IFNy by both ruxolitinib and anti-IFNy are definitely the most telling results obtained in this
study. Our results confirmed what was already known, that IFNy is the main driving cytokine
in primary HLH?!, but they also suggested that IFNy serum levels might be so high in HLH that
the use of multiple IFNy neutralizing compounds might be necessary to achieve a maximal
inhibition of IFNy signaling in the context of HLH. Also, our results demonstrate that ruxolitinib
and anti-IFNy blocking antibodies induce a great synergistic effect on the resolution of HLH
symptoms, instead of a redundant effect, showing that it is possible to greatly increase the
efficacy of treatments with the use of combination therapy. Furthermore, when we consider the

short half-life of ruxolitinib?>*>> in the body and the incomplete inhibition of the signaling
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downstream of JAK1 and JAK2 with this treatment, we believe that ruxolitinib should not be
used by itself for the treatment of HLH, but as part of a combination therapy. Finally, our study
strongly supports the use of a combined therapy of anti-IFNy and ruxolitinib, instead of either
one alone, for the treatment of primary HLH and encourages further investigation in the distinct

role of other cytokines as potential targets for combination therapy.
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Figure 1. LCMV-infected PKO mice display clinical and hematological features of HLH
as well as abnormally high serum levels of pro-inflammatory cytokines. (A) Body weight
(top panel) depicted as the percentage of the initial weight, body temperature (middle panel) and
clinical score (bottom panel) of LCMV-infected B6 mice and LCMV-infected PKO mice.
Measures were taken every 2-3 days, from day 0 to day 12 p.i. (B) Hematological parameters
(white blood cells [WBC], lymphocytes [LYMP], neutrophils [NEUT], hemoglobin [HGB],
hematocrit [HCT] and platelets [PLT]) of uninfected and LCMV-infected PKO mice at day 12
p.i. (C) Serum concentration of ferritin of uninfected PKO mice, LCMV-infected B6 mice and
LCMV-infected PKO mice at day 12 p.i., measured by ELISA. (D) Serum level of cytokines
(left panel) and chemokines (right panel) of uninfected PKO mice, LCMV-infected B6 mice and
LCMV-infected PKO mice at day 4, 8 and 12 p.i., measured by LEGENDplex (by ELISA for
IL-18). (E) Mean fluorescence intensity (MFI) of GP33+ CD8+ T cells expressing pSTAT1 (left
panel), pPSTAT3 (middle panel) and pSTATS (right panel) of uninfected PKO mice, LCMV-
infected B6 mice and LCMV-infected PKO mice at day 4, 8 and 12 p.i. Data (mean + SEM) are
representative of 2 to 12 independent experiments with at least 4 mice in each group. *P < 0.05,

P <0.01, #**P <0.001 and ****P < 0.0001.

Figure 2. Anti-IFNy therapy improves the manifestations of HLH in LCMV-infected PKO
mice. (A) Body weight (top panel) depicted as the percentage of the initial weight, body
temperature (middle panel) and clinical score (bottom panel) of LCMV-infected B6 mice,
LCMV-infected PKO mice (untreated) and mice treated with anti-IFNy. Measures were taken
every 2-3 days, from day 0 to day 12 p.i. (B) Hematological parameters (WBC, LYMP, NEUT,
HGB, HCT and PLT) of uninfected PKO mice, untreated mice and mice treated with anti-IFNy
at day 12 p.i. (C) Serum concentration of ferritin of uninfected PKO mice, LCMV-infected B6
mice, untreated mice and mice treated with anti-IFNy at day 12 p.i., measured by ELISA. (D)
Frequency of GP33+ CD8+ T cells expressing the proliferation marker K167 (left panel) and the
activation marker CD69 (right panel) of LCMV-infected B6 mice, untreated mice and mice
treated with anti-IFNy at day 12 p.i. (E) Serum level of IFNy, TNFa, IL-6 and IL-18 of LCMV-
infected B6 mice, untreated mice and mice treated with anti-IFNy at day 12 p.i., measured by

LEGENDplex (by ELISA for IL-18). Data (mean = SEM) are representative of 2 to 5
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independent experiments with at least 4 mice in each group. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P <

0.001 and ****P < 0.0001.

Figure 3. Combined treatment of anti-IFNy and anti-IL-6R or anti-IL-18 does not
significantly improves the manifestations of HLH over the use of anti-IFNy only but
suggests that IL-6 and IL-18 play a role in the development of the pathology. (A) Body
weight (top panel) depicted as the percentage of the initial weight and body temperature (bottom
panel) of LCMV-infected B6 mice, untreated mice, mice receiving anti-IFNy, a combination of
anti-IFNy and anti-IL-6R or a combination of anti-IFNy and anti-IL-18. Measures were taken
every 2-3 days, from day 0 to day 12 p.i. (B) Hematological parameters (WBC, LYMP, NEUT,
HGB, HCT and PLT) of uninfected PKO mice, untreated mice, mice receiving anti-IFNy, a
combination of anti-IFNy and anti-IL-6R or a combination of anti-IFNy and anti-IL-18 at day
12 p.i. (C) Frequency of GP33+ CD8+ T cells expressing the proliferation marker K167 (left
panel) and the activation marker CD69 (right panel) of LCMV-infected B6 mice, untreated
mice, mice receiving anti-IFNy, a combination of anti-IFNy and anti-IL-6R or a combination of
anti-IFNy and anti-IL-18 at day 12 p.i. Data (mean £ SEM) are representative of 2 to 4
independent experiments with at least 4 mice in each group. *P < 0.05, **P < (0.01, ***P <

0.001 and ****P < 0.0001.

Figure 4. Ruxolitinib improves the symptoms of HLH in LCMV-infected PKO mice. (A)
Body weight (top panel) depicted as the percentage of the initial weight, body temperature
(middle panel) and clinical score (bottom panel) of LCMV-infected B6 mice, untreated mice
and mice treated with ruxolitinib. Measures were taken every 2-3 days, from day 0 to day 12
p.1. (B) Hematological parameters (WBC, LYMP, NEUT, HGB, HCT and PLT) of uninfected
PKO mice, untreated mice and mice treated with ruxolitinib at day 12 p.i. (C) Serum
concentration of ferritin of uninfected PKO mice, LCMV-infected B6 mice, untreated mice and
mice treated with ruxolitinib at day 12 p.i., measured by ELISA. (D) Frequency of GP33+ CD8+
T cells expressing the proliferation marker K167 (left panel) and the activation marker CD69
(right panel) of LCMV-infected B6 mice, untreated mice and mice treated with ruxolitinib at
day 12 p.i. (E) Mean fluorescence intensity (MFI) of GP33+ CD8+ T cells expressing pSTAT1
(left panel) and pSTAT3 (right panel) of LCMV-infected B6 mice, untreated mice and mice
treated with ruxolitinib at day 12 p.i. (F) Serum level of IFNy, TNFa and IL-18 of LCMV-
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infected B6 mice, untreated mice and mice treated with ruxolitinib at day 12 p.i., measured by
LEGENDplex (by ELISA for IL-18). Data (mean + SEM) are representative of 2 to 7
independent experiments with at least 4 mice in each group. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P <

0.001 and ****P <(0.0001.

Figure 5. Therapy combining ruxolitinib and anti-IL-18 does not result in significant
improvements of the manifestations of HLH over the use of ruxolitinib only. (A) Body
weight (top panel) depicted as the percentage of the initial weight, body temperature (middle
panel) and clinical score (bottom panel) of LCMV-infected B6 mice, untreated mice and mice
receiving ruxolitinib or a combination of ruxolitinib and anti-IL-18. Measures were taken every
2-3 days, from day 0 to day 12 p.i. (B) Hematological parameters (WBC, LYMP, NEUT, HGB,
HCT and PLT) of uninfected PKO mice, untreated mice and mice receiving ruxolitinib or a
combination of ruxolitinib and anti-IL-18 at day 12 p.i. (C) Frequency of GP33+ CD8+ T cells
expressing the proliferation marker KI67 (left panel) and the activation marker CD69 (right
panel) of LCMV-infected B6 mice, untreated mice and mice receiving ruxolitinib or a
combination of ruxolitinib and anti-IL-18 at day 12 p.i. (D) Mean fluorescence intensity (MFI)
of GP33+ CD8+ T cells expressing pSTATTI (left panel) and pSTAT3 (right panel) of LCMV-
infected B6 mice, untreated mice and mice receiving ruxolitinib or a combination of ruxolitinib
and anti-IL-18 at day 12 p.i. (E) Serum level of IFNy, TNFa and IL-18 of LCMV-infected B6
mice, untreated mice and mice receiving ruxolitinib or a combination of ruxolitinib and anti-IL-
18 at day 12 p.i., measured by LEGENDplex (by ELISA for IL-18). Data (mean = SEM) are
representative of 2 to 4 independent experiments with at least 4 mice in each group. *P < 0.05,

**P <0.01, ***P <0.001 and ****P < 0.0001.

Figure 6. Combined therapy of ruxolitinib and anti-IFNy induces major improvements of
most symptoms of HLH in LCMV-infected PKO mice. (A) Body weight (top panel) depicted
as the percentage of the initial weight, body temperature (middle panel) and clinical score
(bottom panel) of LCMV-infected B6 mice, untreated mice and mice receiving ruxolitinib or a
combination of ruxolitinib and anti-IFNy. Measures were taken every 2-3 days, from day 0 to
day 12 p.i. (B) Hematological parameters (WBC, LYMP, NEUT, HGB, HCT and PLT) of
uninfected PKO mice, untreated mice and mice receiving ruxolitinib or a combination of

ruxolitinib and anti-IFNy at day 12 p.i. (C) Serum concentration of ferritin of uninfected PKO
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mice, LCMV-infected B6 mice, untreated mice and mice receiving ruxolitinib or a combination
of ruxolitinib and anti-IFNy at day 12 p.i., measured by ELISA. (D) Frequency of GP33+ CD8+
T cells expressing the proliferation marker K167 (left panel) and the activation marker CD69
(right panel) of LCMV-infected B6 mice, untreated mice and mice receiving ruxolitinib or a
combination of ruxolitinib and anti-IFNy at day 12 p.i. (E) Mean fluorescence intensity (MFI)
of GP33+ CD8+ T cells expressing pSTAT1 (left panel) and pSTAT3 (right panel) of LCMV-
infected B6 mice, untreated mice and mice receiving ruxolitinib or a combination of ruxolitinib
and anti-IFNy at day 12 p.i. (F) Serum level of IFNy, TNFa and IL-18 of LCMV-infected B6
mice, untreated mice and mice receiving ruxolitinib or a combination of ruxolitinib and anti-
IFNy at day 12 p.i., measured by LEGENDplex (by ELISA for IL-18). Data (mean + SEM) are
representative of 2 to 3 independent experiments with at least 4 mice in each group. *P < 0.05,

P <0.01, #**P <0.001 and ****P < 0.0001.
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Figure 5
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Figure 6
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Supplemental material

Supplemental Figure 1. Comparison between a dose of 200 pg and 500 pg of anti-IFNy on
the manifestations of HLH in LCMV-infected PKO mice. (A) Body weight (top panel)
depicted as the percentage of the initial weight and body temperature (bottom panel) of LCMV-
infected B6 mice, untreated mice and mice receiving 200 pg or 500 pug of anti-IFNy. Measures
were taken every 2-3 days, from day 0 to day 12 p.i. (B) Hematological parameters (WBC,
LYMP, NEUT, HGB, HCT and PLT) of uninfected PKO mice, untreated mice and mice
receiving 200 pg or 500 pg of anti-IFNy at day 12 p.i. (C) Serum concentration of ferritin of
uninfected PKO mice, LCMV-infected B6 mice, untreated mice and mice receiving 200 pg or
500 pg of anti-IFNy at day 12 p.i., measured by ELISA. Data (mean = SEM) are representative
of 2 to 4 independent experiments with at least 4 mice in each group. *P < 0.05, **P < 0.01,

*#%kP <0.001 and ****P <0.0001.

Supplemental Figure 2. Comparison between treatment with anti-IFNy and treatment
with ruxolitinib on the manifestations of HLH in LCMV-infected PKO mice. (A) Body
weight (top panel) depicted as the percentage of the initial weight, body temperature (middle
panel) and clinical score (bottom panel) of LCMV-infected B6 mice, untreated and mice
receiving anti-IFNy or ruxolitinib. Measures were taken every 2-3 days, from day 0 to day 12
p.i. (B) Hematological parameters (WBC, LYMP, NEUT, HGB, HCT and PLT) of uninfected
PKO mice, untreated mice and mice receiving anti-IFNy or ruxolitinib at day 12 p.i. (C) Serum
concentration of ferritin of uninfected PKO mice, LCMV-infected B6 mice, untreated mice and
mice receiving anti-IFNy or ruxolitinib at day 12 p.i., measured by ELISA. (D) Frequency of
GP33+ CD8+ T cells expressing the proliferation marker K167 (left panel) and the activation
marker CD69 (right panel) of LCMV-infected B6 mice, untreated mice and mice receiving anti-
IFNYy or ruxolitinib at day 12 p.i. (E) Mean fluorescence intensity (MFI) of GP33+ CD8+ T cells
expressing pSTAT1 (left panel) and pSTAT3 (right panel) of LCMV-infected B6 mice,
untreated mice and mice receiving anti-IFNy or ruxolitinib at day 12 p.i. Data (mean + SEM)
are representative of 2 to 7 independent experiments with at least 4 mice in each group. *P <

0.05, **P <0.01, ***P < 0.001 and ****P < 0.0001.
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Supplemental Figure 1
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Supplemental Figure 2
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CHAPITRE 3: DISCUSSION

Malgré la constante amélioration des méthodes de diagnostic et de traitement de la HLH
au cours des derniéres décennies, le taux de mortalité associé a la HLH demeure élevé. C’est
pourquoi les chercheurs continuent a rechercher sans cesse de meilleures options thérapeutiques.
Récemment, la FDA a approuvé I’utilisation d’emapalumab, un anti-IFNy, pour le traitement de
la HLH et le ruxolitinib, un JAK1/2 inhibiteur, est présentement I’objet de nombreux essais
cliniques, aprés avoir démontré son efficacité dans une myriade de maladies inflammatoires
ainsi que dans des modeéles murins de HLH. D’autres études testent aussi 1’utilisation
d’alemtuzumab, un inhibiteur de CD52, qui a montré une amélioration encourageante des
symptomes chez des patients atteints de HLH primaire réfractaire aux traitements
conventionnels [105, 106], ou encore I’utilisation d’ATG (« antithymocyte globulins ») en
combinaison avec de la chimiothérapie au lieu de la dexamethasone, qui a aussi été démontré
efficace en tant que thérapie de premicre ligne pour le traitement de la HLH primaire [107].
D’autres inhibiteurs de cytokines sont aussi testés chez des patients atteints de certaines formes
particulieres de HLH, comme I’inhibition de I’IL-18 chez les patients ayant une mutation XIAP
ou NLRC4, ou encore I’inhibition de I’'IL-1R chez les patients ayant une HLH associée a I’ AJIS
[106, 108]. Suite a la publication de plusieurs études démontrant I’efficacité indiscutable, mais
limitée, d’un traitement a 1’anti-IFNy [89-91] ou au ruxolitinib [109-111] pour le traitement de
la HLH dans des modéles murins, nous avons voulu découvrir une option thérapeutique plus
efficace encore afin d’améliorer le pronostic de la HLH. Notre étude sur les thérapies combinées
poursuit cet objectif et s’inscrit dans la foulée des découvertes récentes sur le traitement de la

HLH.

3.1 Le ciblage de PIFNYy dans le traitement de la HLH

De précédentes études dans des modeles murins par les groupes de Jordan et al.,
Pachlopnik Schmid et al. et Prencipe et al. ont démontré que ’IFNy est la principale cytokine
impliquée dans le développement de la HLH et que I’inhibition de cette cytokine permet

d’améliorer la survie et d’obtenir une amélioration de plusieurs des symptomes associés a la



HLH. En effet, ces études ont observé, dans des modeles murins de HLH primaire et secondaire,
une amélioration drastique de la survie, une réduction de la perte de poids et de température
corporelle, une résolution partielle de la cytopénie ainsi qu’une réduction de 1’infiltration
lymphocytaire au niveau du SNC suite a un traitement avec de I’anti-IFNy [89-91]. Ces
découvertes ont éventuellement mené a des études cliniques testant I’utilisation d’emapalumab,
un anti-IFNy, puis, récemment, a son approbation par la FDA pour le traitement de la HLH

primaire chez I’humain [94, 95].

Toutefois, malgré les résultats positifs obtenus avec I’inhibition de I’IFNy dans les études
murines mentionnées précédemment, la résolution des symptomes était incompléte. Dans
I’optique d’améliorer I’efficacité des traitements de la HLH, nous avons donc émis I’hypothese
que d’autres cytokines pourraient étre impliquées dans le développement de la HLH, et que
I’inhibition de certaines d’entre elles, en concomitance avec I’inhibition de I’'IFNy, permettrait
d’observer une meilleure résolution des symptomes. L’IL-6, principalement responsable de la
fievre, et I'[L-18, une cytokine inductrice de la production d’IFNy, sont des cytokines
inflammatoires fortement sécrétées dans le contexte de la HLH [80, 85]. En conséquence, nous
avons déterminé que ces deux cytokines constitueraient des cibles potentiellement intéressantes
dans le cadre d’une thérapie combinée avec de 1’anti-IFNy dans des souris PKO infectées avec
LCMV Armstrong, un modele de HLH primaire. Afin de pouvoir détecter plus aisément le
potentiel effet synergique des traitements combinés, nous avons conduit des expériences
préliminaires afin de déterminer si I’anti-IFNy pourrait étre utilisé a une dose plus faible que la
dose de 500 pg par souris habituellement publiée. De fait, nous avons déterminé que
I’administration de 200 pg d’anti-IFNy par souris était suffisant pour obtenir une amélioration
des manifestations de la HLH comparable a celle obtenue avec une forte dose d’anticorps

bloquants. Ce dosage a donc été celui utilisé dans les expériences subséquentes.
3.1.1 Thérapie combinée d’anti-IFNy et d’anti-IL-6R

D’abord, nous avons voulu tester si I’inhibition de I'IL-6R, en combinaison avec I’IFNy,
permettrait d’obtenir un impact synergique sur la réduction des principaux symptomes de la
HLH. Ce choix fut basé sur les résultats rapportés par quelques études cliniques actuellement

en cours chez I’humain testant le tocilizumab, un anti-IL-6R. Cette cytokine inflammatoire est

71



typiquement €levée dans le sérum des patients atteints de HLH, et quelques études de cas chez
des patients atteints de HLH secondaire ont suggéré que cette drogue pourrait étre efficace pour
améliorer la survie et atténuer certains symptomes associés a la HLH, comme la surproduction

de cytokines inflammatoires et la prolifération des CTL [104, 112-114].

Dans notre étude, des souris traitées uniquement avec de I’anti-IFNy ont servi de
référence pour évaluer la présence d’une synergie entre les deux traitements. Chez ces souris,
nous avons obtenus une amélioration des symptdmes trés comparable a celle rapportée dans la
littérature [89-91]. Quant aux souris recevant le traitement combiné d’anti-IFNy et d’anti-IL-
6R, nous avons pu observer une légere tendance vers une accentuation de la résolution de
certains symptomes de la HLH. Par exemple, I’augmentation du nombre de lymphocytes
semblait 1égérement plus élevée et la réduction de la fréquence de lymphocytes T CD8+
spécifiques au virus exprimant le marqueur de prolifération K167 et le marqueur d’activation
CD69 était plus marquée que chez les souris recevant 1’anti-IFNy seul. Malgré ces observations
encourageantes, I’analyse statistique des données n’a pas montré de différence statistiquement
significative soutenant un avantage de la thérapie combinée par rapport a I’anti-IFNy seul.
Toutefois, cette méme tendance a pu étre observée de fagcon consistante dans le cadre de
plusieurs expériences indépendantes, confirmant qu’il s’agit bien d’un effet synergique réel,

quoique minime.

Considérant les résultats obtenus chez I’humain, et compte tenu de I’implication de I’IL-
6 dans la fiévre, nous nous serions attendus a un effet plus considérable de la thérapie combinée
sur les symptomes de la HLH. De plus, dans notre étude, les souris ne recevant que de 1’anti-1L-
6R montraient méme une légere aggravation de leurs symptomes, de méme qu’une
augmentation trés marquée du niveau de ferritine dans le sérum par rapport aux souris non-
traitées (données non montrées). Ces résultats inattendus pourraient étre expliqués par le fait
que dans les modeles murins de HLH, les souris, au lieu de développer de la fievre comme chez
I’humain, perdent plutot la capacité¢ de réguler leur température corporelle, un phénomene
caractérisé par une perte de température corporelle. Il est donc possible que le role de I’'IL-6
dans la HLH soit différent entre ’humain et la souris, et qu’il serait plutdt associé a un role
protecteur chez la souris dans une contexte de HLH. D’ailleurs, des études dans différents

contextes inflammatoires ont rapporté un role a la fois protecteur et nuisible pour I’IL-6 [115-
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117], suggérant une certaine dualité mal comprise dans le role de cette cytokine dans certains
contextes particuliers. Ainsi, malgré le fait que nos résultats ne démontrent pas que la
combinaison d’anti-IFNy et d’anti-IL-6R soit meilleure que I’utilisation d’anti-IFNy seul, le
léger effet synergique observé encourage notre hypothése et la poursuite de la recherche d’une

thérapie combinée pour le traitement de la HLH.
3.1.2 Thérapie combinée d’anti-IFNy et d’anti-1L-18

Dans le méme ordre d’idée, nous avons ensuite testé 1’inhibition combinée de I’IL-18 et
de ’IFNy. Nous avons choisi de cibler I’IL-18 pour plusieurs raisons. D’abord, une étude a
rapporté¢ que dans la HLH, le niveau d’IL-18 dans le sérum est corrélé avec la sévérité des
symptomes [85]. De plus, d’autres études ont montré que 1’IL-18, en synergie avec I’'IL-12,
induit fortement le production d’IFNy par les cellules T et les cellules NK [86] et la production
de TNFa par les cellules NK [28]. Finalement, 1’inhibition de I’IL-18 est actuellement a I’étude
chez des patients présentant les mutations génétiques XIAP et NLRC4, dans une étude clinique
toujours en cours dont les résultats n’ont pas encore été publiés (NCT03113760). Puisque nous
savons que I’IFNy joue un role clé dans le développement de la HLH, I’inhibition d’une cytokine
inductrice d’IFNy en combinaison avec I’inhibition de 'IFNy lui-méme, nous a semblé une

approche thérapeutique intéressante.

Nous avons effectué nos expériences de la méme maniere que pour la combinaison
d’anti-IFNy et d’anti-IL-6R décrite précédemment. Chez les souris recevant la combinaison
d’anti-IFNy et d’anti-IL-18, nous avons observé un effet synergique majeur de la thérapie
combinée sur la résolution de la cytopénie par rapport aux souris recevant I’anti-IFNy seul. En
effet, les souris recevant la thérapie combinée présentaient une augmentation majeure (voire
quelque peu exagérée), du nombre de globules blancs, de lymphocytes et de neutrophiles. Une
résolution partielle du nombre de plaquettes, ainsi qu’une légere tendance vers une
augmentation de I’hémoglobine et de I’hématocrite a aussi pu étre observée chez ces souris par
rapport aux souris traitées a I’anti-IFNy seulement. Toutefois, aucun autre effet significatif n’a
pu étre observé démontrant une meilleure résolution des symptdmes de la HLH avec la thérapie

combinée qu’avec I’anti-IFNy.
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L’effet de la thérapie combinée sur la résolution de la cytopénie était attendu. En effet,
I’IL-18 induit la production de TNFa par les cellules NK [28], et TNFa, en combinaison avec
I’IFNy, est principalement responsable de la cytopénie observée dans la HLH [49, 78]. 1l est
donc logique que I’inhibition combinée d’IFNy et d’IL-18 provoque un effet positif sur la
résolution de la cytopénie. Quant a I’anémie, représentée par les niveaux d’hémoglobine et
d’hématocrite, les études sur 1’utilisation d’anti-IFNy dans des mod¢les murins montraient une
résolution de celle-ci beaucoup plus tard dans I’expérience (au-dela de 12 jours post-infection),
et aprés un traitement de plus longue durée. Ces études ne montraient pas de résolution de
I’anémie a 11 jours post-infection, mais celles-ci débutaient aussi les traitements un peu plus
tard que nous [89, 90]. Il est donc possible que nous n’ayons pas observé de résolution de
I’anémie uniquement parce que nos expériences s’arrétaient trop tot pour qu’elle soit observable.
Toutefois, puisque nous n’avons pas fait d’expériences de plus longue durée avec ces
traitements, cette hypothése est invérifiable. Aussi, fait intéressant, nous avons constaté que les
souris traitées seulement avec de 1’anti-IL-18 survivaient, alors qu’elles montraient pourtant des
symptdomes visibles de maladie (données non montrées). Ceci suggére que la seule inhibition de
I’IL-18 entraine une diminution de la production d’IFNy suffisante pour améliorer
considérablement la survie dans un contexte de HLH. Ainsi, bien que nos résultats ne
démontrent pas non plus d’avantage majeur de 1’utilisation de cette thérapie combinée par
rapport a I’anti-IFNy seul, nous croyons que le role d’IL-18 dans la HLH mériterait d’étre étudié
de maniere plus approfondie. En particulier, puisque 1’inhibition de I’[L-18 est présentement a
I’essai chez des patients atteints des mutations XIAP et NLRC4, il est possible que la
combinaison d’anti-IFNy et d’anti-IL-18 serait plus bénéfique dans des modéles murins

présentant les mémes mutations.

3.2 Le ruxolitinib pour le traitement de la HLH

Actuellement, le ruxolitinib, un inhibiteur de JAKI1 et JAK2, est I'une des plus
intéressantes thérapies a [’étude [17]. En effet, le ruxolitinib permet I’inhibition de la
signalisation de I’IFNy, I’IL-6, I’IL-10, I’'IL-2 ainsi que plusieurs autres cytokines fortement

impliquées dans le développement de la HLH. De plus, cette molécule a déja été approuvé par
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la FDA pour le traitement de la « polycythemia vera » et de certaines formes de my¢élofibrose
[118, 119]. II est aussi présentement a 1’étude chez I’humain pour le traitement de plusieurs
maladies inflammatoires, telles que le psoriasis [120], ’arthrite rhumatoide [121, 122] et la
maladie du greffon contre I’hote (GVHD) [123-125], et son efficacité pour le traitement de la
HLH a ¢été démontrée dans plusieurs modeles murins [109-111] et dans des cas isolés chez
I’humain ou il a été utilis€ comme thérapie alternative [126-128]. Le ruxolitinib est présentement
I’objet de nombreux essais cliniques pour le traitement de la HLH dont les résultats semblent

encourageants jusqu’a présent.

Chez la souris, les groupes de Das et al., Maschalidi et al. et Albeituni et al. ont
récemment démontré une importante amélioration de la survie, une réduction des symptomes
cliniques, tels que la perte de poids et de température, ainsi qu’une résolution partielle de la
cytopénie dans des modeles de HLH primaire et secondaire [109-111]. Toutefois, comme pour
les études testant ’anti-IFNy, la résolution des symptomes de la HLH était toujours incompléte
avec l’utilisation de ruxolitinib. Etant donné la capacité du ruxolitinib a neutraliser la
signalisation de plusieurs cytokines intéressantes, incluant I’IFNy, et son efficacité pour réduire
les symptomes de la HLH, nous nous sommes naturellement intéressés a 1’inclure dans notre
¢tude. C’est donc dans le méme ordre d’idée que précédemment que nous avons voulu tester
quelques thérapies combinées avec le ruxolitinib. En raison des résultats obtenus précédemment,
et puisque le ruxolitinib inhibe déja I’'IL-6, entre autres, nous avons décidé de ne pas tester une
thérapie combinée de ruxolitinib et d’anti-IL-6R. Toutefois, la signalisation de I’'IL-18, qui
utilise la voie NF-kB, est indépendante de la voie JAK-STAT et n’est donc aucunement affectée
par le ruxolitinib, et nous étions intéressés a étudier I’inhibition de I’IL-18 en combinaison avec
d’autres cytokines. Nous avons donc voulu tester 1’efficacit¢ d’une combinaison de ruxolitinib
et d’anti-IL-18 sur la réduction des symptomes associés a la HLH dans notre modele de HLH
primaire. Dans le but d’utiliser une approche expérimentale plus rapprochée d’un contexte
clinique réel, nous avons décidé d’administrer une dose thérapeutique de 4 mg/kg de ruxolitinib,
deux fois par jour, dose comparable a celle habituellement utilisée dans un contexte clinique
chez I’humain, plutot que la tres forte dose de 90 mg/kg deux fois par jour souvent utilisée chez

la souris [109, 110]. Afin de déterminer la dose a utiliser chez la souris, nous nous sommes basés
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sur les travaux de Reagan-Shaw et al., qui prennent en considération les variations biologiques

entre les humains et les souris pour I’absorption de molécules administrées par voie orale [129].
3.2.1 Thérapie combinée de ruxolitinib et d’anti-1L-18

Dans nos expériences testant la thérapie combinée de ruxolitinib et d’anti-IL-18, nous
avons utilisé des souris recevant uniquement du ruxolitinib pour servir de référence afin
d’évaluer le potentiel effet synergique du traitement combiné. Chez les souris recevant le
traitement combiné, nous n’avons pas observé de différence majeure au niveau des principales
manifestations cliniques de la HLH et de la cytopénie avec les souris traitées avec le ruxolitinib
seul, mais nous avons pu observer une réduction de la fréquence des lymphocytes T CD8+
spécifiques au virus exprimant CD69 chez les souris recevant la thérapie combinée. Par contre,
la combinaison de ruxolitinib avec I’anti-IL-18 a permis d’obtenir une inhibition compléte de la
phosphorylation de STATI, revenue au niveau obtenu chez une souris B6 infectée au jour 12
post-infection, alors que la phosphorylation de STATI était seulement partiellement inhibée
chez les souris recevant uniquement du ruxolitinib. De plus, nos expériences ont montré que
lorsque les souris recevaient la thérapie combinée, le niveau d’IL-18 dans le sérum était
fortement diminuée, alors que lorsqu’elles étaient traitées seulement avec du ruxolitinib, la
concentration d’IL-18 était augmentée, suggérant que la production d’IFNy par la voie
alternative de I’'IL-18 pourrait étre potentiellement suractivée lorsque les souris sont traitées

avec du ruxolitinib.

Considérant I’effet non négligeable de I’anti-IL-18 sur la résolution de la cytopénie
lorsque combiné a I’anti-IFNy, nous nous serions attendus a obtenir un impact similaire lorsque
combiné avec le ruxolitinib. Ceci est sans doute dii au fait que le ruxolitinib est connu pour avoir
un effet immunosuppresseur pouvant causer une cytopénie, et que son impact €tait sans doute
suffisamment important pour inhiber celui de ’anti-IL-18 [130]. Les études de Das et al. et
Albeituni ef al., quant a elles, avaient observé une légere augmentation de quelques parametres
hématologiques, comme le nombre de plaquettes et ’hémoglobine, mais ces études utilisaient
une dose de 90 mg/kg de ruxolitinib, deux fois par jour [109, 110]. Dans I’étude de Maschalidi
et al. utilisant une dose thérapeutique de 1 mg/kg deux fois par jour, en revanche, seule une

augmentation de I’hématocrite était observée au jour 11 post-infection [111], mais le traitement
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¢tait débuté plus tard dans I’infection. En résumé, I'utilisation d’une thérapie combinée de
ruxolitinib et d’anti-IL-18 dans notre modé¢le ne présente pas d’avantage significatif par rapport
a 'utilisation de ruxolitinib seul. Toutefois, pour les raisons mentionnées plus tot, il n’est pas

exclu que la thérapie combinée pourrait présenter un meilleur avantage dans d’autres modeles.

3.3 Ruxolitinib versus anti-IFNy : quel est plus efficace?

Les groupes de Maschalidi et al. et de Albeituni et al. ont tous deux suggéré que le
ruxolitinib serait plus efficace que 1’anti-IFNy pour le traitement de la HLH dans des mode¢les
murins de HLH primaire. Celles-ci ont d’ailleurs montré que I’utilisation de ruxolitinib
permettait d’obtenir un effet thérapeutique bénéfique jusqu’a une semaine aprés ’arrét du
traitement, un effet qui n’était pas observé avec I’anti-IFNy [109, 111]. Selon eux, la neutropénie
causée par le ruxolitinib serait responsable de cet effet protecteur, car le méme effet peut étre

observé chez des souris traitées avec de 1’anti-IFNy suite a une déplétion des neutrophiles [109].

Afin de valider ces observations, nous avons comparé¢ I’efficacité de ces deux traitements
sur la réduction des manifestations de la HLH dans notre modéle de HLH primaire. A jour 12
post-infection, avec une dose thérapeutique de 4 mg/kg de ruxolitinib, nous n’avons pas observé
d’avantage significatif du ruxolitinib par rapport a I’anti-IFNy. A I’exception de quelques
différences au niveau de certains parametres hématologiques, nous avons observeé une efficacité
trés similaire entre les deux traitements quant a leur capacité a améliorer les symptomes de la
HLH. Le groupe de Maschalidi et al., utilisant aussi une dose thérapeutique, suggere un avantage
du ruxolitinib par rapport a 1’anti-IFNy seulement suite a un traitement de deux a trois semaines,
alors qu’a jour 11 post-infection, leurs résultats sont comparables a ceux obtenus dans notre
¢tude [111]. Ceci suggere qu’a court terme, le ruxolitinib est aussi efficace, mais pas meilleur

que I’anti-IFNy pour le traitement de la HLH.
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3.4 L’inhibition de PIFNy a ’aide d’une thérapie combinée

Les résultats observés lors du traitement avec une thérapie combinée de ruxolitinib et
d’anti-IFNy sont définitivement les plus marquants obtenus dans le cadre de notre étude. Toutes
les combinaisons de thérapies essayées précédemment, méme si elles permettaient d’identifier
un réle pour certaines cytokines dans le développement de la HLH, ne permettaient pas d’obtenir
une meilleure résolution des symptomes qu’avec I'utilisation d’anti-IFNy ou de ruxolitinib
seuls. Connaissant I’importance de I’IFNy dans le développement de la HLH [89] et a quel point
sa concentration dans le sérum est ¢élevée dans ce contexte, nous avons émis I’hypothése qu’il
était peut-€tre nécessaire d’utiliser plusieurs approches simultanément afin de neutraliser I’'TFNy
de facon optimale dans un contexte de HLH. Afin de vérifier cette hypothése, nous avons traité

des souris PKO infectées avec une combinaison de ruxolitinib et d’anti-IFNy.

Chez les souris recevant la thérapie combinée, nous avons pu observer une résolution
presque compléte de la majorité des symptéomes de la HLH. A partir de jour 8 post-infection,
ces souris commengaient a reprendre le poids qu’elles avaient perdues plus tot dans 1’expérience,
un phénomene que nous n’avions observé avec aucun des traitements essayés précédemment.
De plus, ces souris n’ont eu aucune variation de leur température corporelle et leur score clinique
est resté tres similaire a celui des souris B6 infectées tout au long de 1’expérience, bien au-dela
de celui des souris traitées au ruxolitinib. Les souris recevant la thérapie combinée ne
présentaient aucun symptome visible de HLH et, d’un point de vue clinique, présentaient un
phénotype indiscernable de celui des souris B6. Quant a la cytopénie, certaines populations de
cellules, telles que les globules blancs, les lymphocytes et les neutrophiles, étaient revenues a
des niveaux dans les normales chez ces souris, alors qu’une augmentation modeste, mais bien
réelle, de I’hémoglobine et de I’hématocrite a aussi été observée. Les niveaux de ferritine dans
le sérum ainsi que la prolifération et I’activation des lymphocytes T CD8+ spécifiques au virus
sont aussi drastiquement diminués, et sont presque revenus au niveau observeé chez des souris
B6 infectées. Finalement, la phosphorylation de STAT1 est complétement rétablie a un niveau

de base.

Les résultats de ces expériences démontrent que la combinaison de ruxolitinib et d’anti-

IFNy génére un effet de synergie majeur sur la résolution des symptomes de la HLH dans un
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modele murin de HLH primaire, permettant de prévenir et résoudre la plupart des manifestations
de la HLH aprés une seule semaine de traitement. De fait, ils démontrent aussi qu’il est possible
d’améliorer considérablement I’efficacité des immunothérapies existantes par I'utilisation d’une
combinaison de thérapies ciblant surtout I’'IFNy. Toutefois, les mécanismes sous-jacents
pouvant expliquer le net avantage de la thérapie combinée de ruxolitinib et d’anti-IFNy observé
sont encore mal compris. En effet, les résultats publiés dans la littérature scientifique, de méme
que ceux obtenus dans notre laboratoire, tendent a démontrer que I’effet drastique obtenu avec
la thérapie combinée ne peut étre observé lors de 1’administration d’une dose plus ¢élevée de
I’une ou I’autre de ces molécules dans le cadre d’une monothérapie [89-91, 109-111], suggérant
un mécanisme plus complexe qu’une simple meilleure inhibition de 'IFNy pour expliquer
I’effet bénéfique de la thérapie combinée de ruxolitinib et d’anti-IFNy. Aussi, puisque
I’inhibition des JAK par le ruxolitinib est incompléte, comme en témoigne le niveau de
phosphorylation de STAT1 encore partiellement €levé, et que les JAK inhibiteurs ont une courte
demi-vie dans I’organisme [121, 131-133], nous suggérons que le ruxolitinib ne devrait pas étre
utilisé en tant que monothérapie dans un contexte inflammatoire aussi sévere que la HLH.
Finalement, nos travaux supportent fortement I’utilisation d’anti-IFNy en concomitance avec le

ruxolitinib pour le traitement de la HLH primaire.
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CHAPITRE 4 : CONCLUSION

La difficulté des protocoles de traitements actuels a réduire de maniére optimale
I’inflammation associée a la HLH et le taux de mortalité ¢levé qui en résulte fait du
développement de nouvelles immunothérapies, plus efficaces et moins toxiques que les
traitements actuels pour la HLH, un sujet de grand intérét. C’est la volonté de contribuer a
résoudre cette problématique qui a mené a 1’¢laboration des travaux de recherche présentés dans

ce mémoire.

Dans le cadre de notre étude, nous avons suggéré que 1’IL-18, malgré les résultats mitigés
obtenus dans notre mode¢le, pourrait jouer un rdle non négligeable dans le développement de la
HLH. Afin d’approfondir notre compréhension du role de cette cytokine dans ce contexte, il
pourrait étre pertinent de tester 1’inhibition de I’IL-18, seul ou en combinaison avec de I’anti-
IFNy ou du ruxolitinib, dans des modé¢les murins représentatifs des sous-types de HLH chez
lequel il est actuellement a I’étude chez I’humain. Ceci nous permettrait de déterminer si, dans
un contexte plus pertinent, I’'IL-18 serait plus efficace dans le cadre d’une thérapie combinée

qu’en tant que thérapie unique.

Aussi, la thérapie combinée d’anti-IFNy et de ruxolitinib que nous proposons pour le
traitement de la HLH ne neutralise pas la signalisation de I’IL-18, qui est pourtant une cytokine
reconnue pour induire la production d’IFNy, en grande partie responsable du développement de
la HLH. II serait donc intéressant de voir si I'utilisation d’une thérapie triple combinant du
ruxolitinib, de I’anti-IFNy et de 1’anti-IL-18 permettrait d’achever complétement la résolution
des anomalies résiduelles associées a la HLH que nous pouvons encore observer chez les souris

traitées avec de 1’anti-IFNy et du ruxolitinib.

Finalement, les travaux effectués pendant ma maitrise, dans un modele murin de HLH
primaire, ont permis de démontrer que 1’utilisation d’une thérapie combinée de ruxolitinib et
d’anti-IFNy serait une option thérapeutique plus efficace que I'utilisation de 1’un ou I’autre de
ces traitements seuls pour le traitement de la HLH. Notre étude est la premicre de son genre a
étudier la possibilité de combiner plusieurs thérapies dans le contexte de la HLH et pourrait,

nous I’espérons, éventuellement ouvrir la voie a des études chez I’humain.
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