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Bad et circuits autocrines de survie dans les lymphomes diffus a grandes cellules B : Implication
des neurotrophines

Ce travail concerne la compréhension des mécanismes de survie et de résistance thérapeutique
dans les lymphomes diffus a grandes cellules B (DLBCL) par deux approches, 1’étude de la molécule
pro-apoptotique Bad, et le role de facteurs de croissance, les neurotrophines NGF et BDNF.
Premiérement, une étude rétrospective a partir de biopsies de patients a permis d’établir le réle de Bad
dans I’hétérogénéité clinique des DLBCL. La corrélation négative significative entre son expression et
le stade clinique des patients suggére son role de suppresseur tumoral. Cette expression est corrélée
avec celle de la sous unité catalytique PPla, phosphatase impliquée dans 1’activation de Bad. Ces
données et la présence de formes phosphorylées (inactives) de Bad soulignent I’intérét a cibler les
«Bad-phosphatases» dans de futures thérapies. De plus, nous montrons que la forte expression de la
molécule AIF est associée significativement a la survie des patients traités par polychimiothérapie
CHOP, suggérant I’'importance potentielle de cette voie de mort dans la sensibilisation des cellules
tumorales aux traitements. Deuxiémement, nous démontrons, dans des lignées cellulaires de DLBCL,
I’expression de NGF et BDNF, et de leurs récepteurs p75"' %, la sortiline et gp95TrkB. Ces
productions (dont le récepteur TrkA) peuvent étre modulées selon les conditions de culture (privation
sérique, anti-BCR, présence de rituximab). Enfin, les données préliminaires sur 1’inhibition
pharmacologique des récepteurs Trk montrent une forte diminution de la wviabilité cellulaire.
L’ensemble de nos résultats suggérent un role des neurotrophines dans des boucles de régulation de la
balance survie/mort dans les DLBCL.

Mots-clefs: DLBCL, apoptose, rituximab, Bad, neurotrophines.
Bad and neurotrophins in the regulation of cell survival pathways in diffuse large B-cell lymphoma.

This work aimed to study the involvement of the pro-apoptotic molecule, Bad, and neuronal growth
factors, NGF and BDNF, in malignant cell survival and therapeutic resistance in diffuse large B-cell
lymphoma, DLBCL. It was structured around two axis. We first showed, in a retrospective study of
biopsy samples of nodal DLBCL, that lower Bad expressions were significantly related to advanced
clinical stages of the patients, possibly reflecting its function as tumor suppressor. Moreover, Bad
staining was positively correlated with PPla staining (the catalytic subunit of PP1 involved in
activation of Bad). Of note, phosphorylated (inactive) Bad was also noticed in these tumors. Finally,
high expression of AIF, involved in caspase-independent cell death, proved to be predictive of a
longer overall survival in non-rituximab-treated patients (CHOP). Thus, these results collectively
suggest the potential clinical relevance of targeting Bad phosphatases and AIF-mediated mitochondrial
apoptosis for future therapeutic strategies. In the second study, we showed expression of
neurotrophins, NGF and BDNF, and their low (p75"™® with its co-receptor, sortilin) and high (TrkB
gp95) affinity receptors in DLBCL cell lines. Interestingly, we showed for the first time that NGF and
BDNF production and Trk receptor expression, including TrkA, are regulated by culture conditions
(serum deprivation, anti-BCR, rituximab). Finally recent results on pharmacological inhibition of Trk
signalling showed a strong cytotoxicity in DLBCL cell cultures. In summary, our results suggest that a
neurotrophin axis may contribute in DLBCL to malignant cell survival.

Keywords: DLBCL, apoptosis, rituximab, Bad, neurotrophins
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Abréviations

A
ABC: Activated B-like DLBCL
ACST : transplantation de
cellules souches autologues
ADAMI17: a disintegrin and
metalloproteinasel 7
ADCC : cyrotoxicité cellulaire
anticorps dépendante
ADN: acide désoxyribonucléique
ADNCc: ADN complémentaire
ADP: acide diphosphate
AIF: Apoptosis-inducing factor
AMPc: acide monophosphate
cyclique
AP-1: activator protein 1
Apaf-1: apoptotic protease
activating factor 1
ARMS: ankyrin repeat-rich
membrane-spanning
ARN: acide ribonucléique
ARNMm: ARN messagers
ATP: acide triphosphate

B
Bad: Bcl-X;/Bcl-2 associated
death promoter
Bak: Bcl-2 homologous
antagonist killer
Bax: Bcl-2 associated X protein
Bcl-2: B cell lymphoma 2
Bcl-6: B cell lymphoma 6
Bcl-X.: B cell leukemia XL
BCR: B cell receptor
BDNF: brain derived
neurotrophic factor
BH: Bcl-2 homology domain
Bid: BH3 interacting domain
death agonist

Bim: Bcl-2 interacting mediator
of cell death
BIR: baculoviral IAP repeat

C
C/EBP: CCAAT/enhancer
binding protein
C3b: complément 3b
Ca*" calcium
CAD: caspase activated DNase
CAM.: protéine kinase calcium/
calmoduline dépendante
CARD : caspase recruitement
domain
CAREF : facteur de transcription
calcium-dépendant

CD: Cluster of differenciation
CDC: cytotoxicité complément
dépendante

CDK: cyclin dependant linase
CEBPA: CCAAT/enhancer-
binding protein alpha

CHOP: Cyclophosphamide,
Hydroxydaunorubicin, Oncovin,
Prednisone

CKII: Casein kinase 11

CRD: carbohydrate-recognition
domain

CRE: cAMP responsive element
CREB: cAMP Response Element
Binding protein

CSF2RA: colony stimulating

factor 2 receptor

Cyp-D: cyclophiline D

D
Da: Dalton
DAG: diacylglycérol
DD: death domain
DED: death effector domain
DISC: death inducing signaling
compexe
DLBCL: diffuse large B cell
lymphoma
DR: death receptor
Drpl: dynamin-related protein 1

E
EBV: Epstein Barr virus
ECOG: Eastern Cooperative
Oncology Group
EFS: survie sans événements
EGF: Epidermal growth factor
EGFL7: EGF-like domain-
containing protein
EndoG: endonuclease G
ERK: extracellular signal
regulated kinase

F
FABP: fatty acid binding protein
FADD: fas-associared death
domain
Fe: fragment crystallizable region
FcR: Fc receptor
FDC: Folliular Dendritic Cells
FKHRL: facteur de transcription
« Forkhead »

FLIP: FADD-like ICE inhibitory
proteins

G
GAP: GTPases activating
proteins
GC: germinal center
GCB: Germinal Center B-like
DLBCL
GEF: guanines nucleotide
exchange factors
GK: glucokinase
Grb: Growth factor receptor
bound protein
GSK: glycogen synthase kinase
GTP: guanine triphosphate

H
HDT: thérapies a haute dose
hsp-70: heat shock proteins 70
kilodalton

I
TAP: Inhibitor of Apoptosis
Protein
ICAD: inhibitor of caspases
activated DNase
ICE: interleukin-18 converting
enzyme
Ig: Immunoglobuline
Ig-C2: Ig de type C2
IKK: /xB kinase
11: interleukine
INF-y: interferon-y
IP;: inositol triphosphate
IPI: index pronostique
international
IRAK: [I-1 receptor associated
kinase
IRF-4(Bai et al.): Interferon
regulatory factor 4
IkB: Inhibitor of NFxB

J
JAK: Janus Kinase
INK: Jun N terminal Kinase

K
KDa: Kilodalton
KDR: Kinase insert domain
receptor

L
LBD: LIM domain-binding
protein
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Abréviations

Lek: lymphocyte-specific protein
tyrosine kinase

LDH: lacticodéshydrogénase
LLC : lymphoide chronique
LNH : lymphomes non
hodgkiniens

LPS: Lipopolysaccharide

Lyn: Src-Family Kinase

M
MAGE: Melanoma-assiciated
antigens
MALT: Mucosa Associated
Lymphoid Tissue
MAPK: mitogen activated
protein kinase
Mecl-1: myeloid leukemia cell
differentiation protein
MDGI: myelin-derived growth
inhibitors
MME : membrane externe de la
mitochondrie
MMI : membrane interne
mitochondriale
MMP : Matrix metalloproteinase

N
NADE: p75NTR Associated Cell
Death Executor
NES: séquence-signal d’export
nucléaire
NGF: nerve growth factor
NK: natural killer
NK-«B: nuclear factor-xB
NLS: séquences-signal
d’adressage nucléaire
NRAGE: neurotrophin receptor-
interacting MAGE homolog
NRH2: neurotrophin-Receptor
homolog-2
NRIF: neurotrophin Receptor
Interacting Factor
NT: neurotrophine
NuMa: nuclear mitotic apparatus
protein

P
p75°P: p75"R extracellular
domain
p75": p75" R intracellular
domain

5NR: b75 neurotrophin

p7
receptor

P9ORSK: 90-kDa ribosome S6
protein kinase

PAK: serine-threonine kinase
p2l-activated kinase

PARP: Poly (Byrd et al.)
polymerase

Pax: paired box

PC: protéine convertase
PDE4B: cAMP-specific 3',5'-
cyclic phosphodiesterase 4B
PDK: hosphoinositide-dependent
protein kinase

PI3K: phosphatidyl inositol 3
kinase

PK: protein kinase

PLC-y : phospholipase C-y
PMA : phorboll2-myristate 13-
acetate

PP1a : sous unité catalytique a de
la phosphatase protein 1

PP2A: phosphatase protein 24
PRB: protein du rétinoblastome
PRDM1/Blimp-1: PR domain
zinc finger protein

PTEN: Phosphatase tensin
PTP: permeability transition pore
PTPN: Tyrosine-protein
phosphatase non-receptor

R
RAP: Receptor-Associated
Protein
R-CHOP: Rituximab-CHOP
RE: réticulum endoplasmique
REAL : revised european
american classification of
lymphoid neoplasm
RhoA: Ras homolog gene family,
member 4
RING: doigt de zinc
RIP: Receptor-interacting protein

S
SC-1: Schwann cell factor-1
Ser: sérine
SH2: Src homology-2 containing
protein
SIDA: syndrome de
l'immunodéficience aquise

SMAC (Creagh et al.): second
mitochondria-derived activator of
caspases

SNC : systéme nerveux central
SNP : systéme nerveux
peériphérique

SOS: Son of sevenless

STAT: Signal Transducer and
Activator of Transcription

T
TACE: TNFa converting enzyme
TGF-B: Transforming Growth
Factor p
TIMP: tissue inhibitor of
metalloproteinases
TM: transmembrane domain
TNF: Tumor necrosis factor
TNF-R: TNF receptor
TRADD: TNFR associated death
domain
TRAIL: TNF related apoptosis
inducing ligang
TRAIL-R: TRAIL receptor

Trk: tropomyosin-related kinase

U
UPR: Unfolded protein response

USF: Upstream Stimulatory
Factor
UV: Ultraviolet

v
VDAC: voltage dependent anion
channel

VEGTF: Vascular endothelial
growth factor

Vps10p: Vacuolar carboxy-
Peptidase Sorting receptor-10

W
WAVE: WASP-family verprolin-
homologous protein
WHO (Allen and Dawbarn):
World Health Oragnization

X
XBP: X-box binding protein
XIAP: X-linked Inhibitor of
Apoptosis Protein
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La mort cellulaire programmée ou apoptose est un des systemes par lequel des
cellules enclenchent leur processus de mort. De fagon paradoxale, c’est un processus vital, qui
est notamment impliqué dans le développement embryonnaire, foetal et adulte, I’homéostasie
cellulaire, I'immunité et I’élimination de cellules devenues inutiles ou dangereuses pour
I’organisme. Dans le systtme immunitaire, ce mécanisme de mort cellulaire a un role
essentiel. Il participe au processus de sélection négative des lymphocytes, qui permet au
systetme immunitaire de différencier le soi du non-soi, évitant la formation de lymphocytes
auto-réactifs. De plus, en périphérie il favorise 1’élimination des cellules excédentaires
produites au cours de 1’expansion clonale en réponse a une infection, par exemple. Plusieurs
voies de signalisations ménent a I’apoptose. L’une de ces voies détermine des modifications
de la perméabilit¢ membranaire mitochondriale aboutissant finalement a la libération de
protéines apoptogenes dans le cytosol comme le cytochrome c et I’AIF. Ces événements sont
controlés par des molécules de la famille Bcl-2, pro et anti-apoptotiques. Celles-ci sont elles-
mémes régulées par des modifications post-traductionnelles, comme la phosphorylation. La
protéine Bad appartient a cette famille, et plus précisément fait partie des membres pro-
apoptotiques. Elle possede un rdle de sentinelle dans I’apoptose des cellules et sa présence
semble nécessaire a réprimer le processus tumoral des lignées lymphoides d’origine murine.
En effet, selon son état d’activation, c'est-a-dire de phosphorylation, elle favorisera les voies
de survie ou de mort cellulaire. Si elle est activée / déphosphorylée, elle peut former des
complexes avec des protéines anti-apoptotiques comme Bcl-2 et/ou étre relocalisée au niveau
de la membrane mitochondriale et déclencher la libération de facteurs apoptogenes. Au cours
de I’apoptose, des dérégulations peuvent survenir. Elles peuvent avoir de multiples causes et
conduire entre autre a des cancers. Dans ce contexte, alors que les acteurs anti-apoptotiques
peuvent jouer le role de proto-oncogenes, favorisant la survie et la prolifération des cellules
tumorales (pour exemple : Bcl-2), il est suggéré que certains membres pro-apoptotiques,
comme Bad pourraient fonctionner comme des suppresseurs tumoraux.

Les cancers représentent depuis le milieu du XX° siécle une des maladies les plus
redoutées. C’est a cette méme période que Metchnikoff a envisagé pour la premicre fois le
role des globules blancs dans la défense de I’organisme. Certains globules blancs
(polynucléaires et granulocytes) peuvent se déplacer et ingérer (phagocytose) des agents
nuisibles. Le role du lymphocyte dans I’'immunité spécifique a été reconnu beaucoup plus
tard. Le lymphome est un terme générique attribué historiquement aux proliférations malignes
des tissus lymphoides. Actuellement, ce mot désigne des cancers qui dérivent des
lymphocytes, acteurs majeurs du systéme immunitaire. Bien que dépendant du type de
lymphomes, souvent les cellules tumorales n’envahissent pas la circulation sanguine, mais
ciblent les tissus, et en particulier les ganglions lymphoides.

Les lymphomes diffus a grandes cellules B (DLBCL) constituent les plus fréquents des
lymphomes non-Hodgkiniens (LNH), aujourd’hui, encore entre 20 et 30%. Tout comme
d’autres cancers, leur tumorigenése est un processus a multi-étapes. Ils sont cliniquement et
biologiquement hétérogenes. La base du traitement, avant les années 2000, reposait sur une
polychimiothérapie cytotoxique dont le standard est le CHOP (cyclophosphamide,
doxorubicine, vincristine et prednisone). Bien que ce protocole ait permis de guérir un certain
nombre de malades, la réponse complete a ce traitement n’est que de 45 a 55%, avec un taux
de guérison d’environ 35%. A partir de la fin des années 1990, I’association du Rituximab
(Anticorps monoclonal chimérique anti-CD20) a la chimiothérapie (R-CHOP) a permis
d’augmenter de facon sensible (entre 10 et 15%) la survie des patients atteints de DLBCL. Le
rituximab li¢ a la cellule CD20-positive (cellule B normale et DLBCL) agit par 3 mécanismes
principaux : une lyse dépendante du complément, une cytotoxicité cellulaire dépendante du
complément et I’induction modérée d’apoptose. Cependant, son efficacité n’est pas
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applicable a tous les patients, et parmi les « répondeurs », des mécanismes de résistance
semblent exister, limitant I’éradication des cellules tumorales.

Une activation constitutionnelle de certaines voies de signalisation cellulaire
impliquées dans la survie a été observée dans les cellules B tumorales d’un grand nombre de
LNH dont les DLBCL. Parmi ces voies qui conférent un avantage de survie aux cellules B
malignes, on peut citer la voie PI3K/Akt, qui, par ailleurs, converge aussi sur la
phosphorylation de la protéine Bad. Parmi les facteurs de croissance qui régulent ces voies il
y a les neurotrophines.

Les neurotrophines (NT) sont des facteurs de croissance initialement décrits comme impliqués
dans I’homéostasie du systeme nerveux central et périphérique. Cette famille, dont le premier
membre, le NGF (« Nerve Growth Factor ») a été découvert dans les années 50, régule la
survie et le développement des cellules neuronales et astrocytaires, par la suite d’autres
neurotrophines, le BDNF (« Brain Derived Growth Factor ») et la neurotrophine-3 ont été
découvertes. Aujourd’hui, de nombreuses publications permettent d’étendre le champ d’action
de ces neurotrophines au fonctionnement normal du systtme immunitaire. En effet, les
neurotrophines sont présentes en abondance au niveau des tissus médullaires et thymiques au
cours du développement. Chez I’adulte, les neurotrophines et leurs récepteurs sont détectés
dans de nombreuses cellules effectrices de la réponse immunitaire normale et pathologique.
Elles apparaissent de plus en plus comme des cytokines capables de moduler la réponse B
humorale spécifique. De ce point de vue, il est tout a fait intéressant de souligner que les
neurotrophines représenteraient au sein du systéme immunitaire des facteurs autocrines de
survie des lymphocytes B et des cellules lymphoblastoides B. Cet effet semble concerner
notamment des cellules B impliquées dans la réponse immune secondaire d’ou proviennent la
plupart des lymphomes B, y compris la majorité des lymphomes diffus a grandes cellules.
Ainsi, la sécrétion de ces neuropeptides par les cellules tumorales B pourrait étre une nouvelle
voie pour approcher les mécanismes de survie de ces cellules et de leur sensibilisation a
I’apoptose a visée thérapeutique.

L’objectif de ma theése a été de préciser, dans un premier temps, le role de la protéine
Bad dans la pathogénicit¢ du DLBCL, et plus particulierement d’évaluer son role dans
I’hétérogénéité clinique des patients. Puis, nous avons étudié¢ I’expression des neurotrophines
(NGF, BDNF) et de leurs récepteurs dans des lignées cellulaires issues de ce type de
lymphomes. Plus précisément, nous avons recherché dans ce contexte pathologique des
arguments expérimentaux nous permettant d’envisager 1’existence, par la production de ces
neurotrophines, de circuits de régulation de la survie cellulaire.

Dans une premiére partie bibliographique, nous présenterons I’apoptose, ses voies de
signalisation et de régulation et ses différents acteurs, dont la protéine Bad a laquelle nous
nous intéresserons tout particulierement et qui nous permettra de faire le lien avec les
DLBCL. Nous ferons alors une présentation des lymphomes B et plus spécifiquement des
DLBCL. Puis, nous finirons cette partie par une étude des neurotrophines, dont les données
acquises sur leur role dans le systéme nerveux, nous permettront d’aboutir a la compréhension
des mécanismes complexes de leur signalisation. Nous verrons également que la fonction des
neurotrophines dépasse largement le cadre du systéme nerveux, en considérant notamment les
données acquises, au démarrage de notre travail, sur le role des neurotrophines dans le
fonctionnement du systéme immunitaire, et tout particulierement des cellules B.

La deuxieme partie du mémoire présentera les résultats obtenus au cours de cette thése.
Dans un premier temps, nous avons cherché a préciser le role de Bad notamment dans
I’hétérogénéité clinique de ces lymphomes. Nous avons ainsi participé a la réalisation d’une

22



Introduction générale

¢tude rétrospective par immunohistochimie a partir de biopsies primaires tumorales réalisées
lors du diagnostic, issues de 46 patients atteints de DLBCL. Ce travail a porté sur I’analyse de
I’expression de Bad dans les cellules tumorales des patients, mais aussi d’autres
acteurs/partenaires de Bad ou de la signalisation induite par Bad.

Puis, la 2° partie des résultats concernera notre second objectif du travail de thése dans le
cadre de I’étude que nous avons initiée sur I’implication de neurotrophines (NGF, BDNF) et
plus particuliérement leur role dans la balance mort / survie dans les DLBCL. Ce travail a été
majoritairement réalisé sur des lignées cellulaires humaines validées comme modeles d’étude
de ce lymphome. Nous avons recherché dans ces lignées 1’expression et la production de
NGF, BDNF et de leurs récepteurs (haute affinité, Trk et basse affinité p75™ ") par diverses
approches méthodologiques, et dans différentes conditions expérimentales d’apoptose
(privation sérique, réponse au Rituximab) ou de survie (stimulation du récepteur a 1’antigene,
BCR). Les résultats de cette étude seront complétés par des données préliminaires sur la
fonctionnalité de ces neurotrophines, en utilisant des neurotrophines exogénes et en inhibant
pharmacologiquement la voie des récepteurs de survie Trk.

Enfin, nous terminerons ce mémoire par une discussion et une conclusion générales et les
perspectives qui peuvent en découler.
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I. L’apoptose

L’apoptose encore appelée « mort cellulaire programmée » est nécessaire au
développement et au maintien du bon fonctionnement des organismes multicellulaires. Ainsi
au cours des nombreuses mitoses et différenciation cellulaires qui permettront de créer un
organisme a partir d'un « ceuf », il est en permanence nécessaire d'éliminer les cellules
superflues ou potentiellement dangereuses. Ce phénoméne d'é¢limination sélective des cellules
est réalisé par un processus appelé APOPTOSE (le nom apoptose fait référence a la chute
programmeée des feuilles a 1'automne; apo pour €éloignement et ptose pour chute). La notion
d'apoptose a été introduite en 1972 par Kerr et al, pour désigner une forme de mort cellulaire
totalement différente de la nécrose, tant d'un point de vue morphologique que biochimique.
Entre ces deux représentations historiques et opposées du processus de mort cellulaire, on sait
aujourd’hui  qu’il existe une multitude d’autres formes, certaines partageant des
caractéristiques de 1’apoptose d’autres de la nécrose (Kroemer et al. 2009). Selon les
altérations morphologiques et l'implication d’enzymes exécutrices de la mise a mort ou
caspases, la mort des cellules peut étre classée en différents types selon le tableau 1 ci-

dessous :

Types de
mort
cellulaire

Nucléaire

Diminution du volume
Condensation de la
chromatine
Fragmentation de
I’ADN
(Formation de
« barreaux
d’échelles »)

Apoptose

Condensation partielle
de’ADN sans
formation de
« barreaux d’échelles »

Autophagie

Cornification Perte du noyau

Condensation modérée
de la chromatine
Fragmentation aléatoire
de ’ADN

Nécrose

Cytoplasmique

Diminution du volume
cellulaire
Fragmentation,
formation de corps
apoptotiques

Vacuolisation massive
Augmentation du
nombre de vésicules
autophagiques

élimination des
organites

Augmentation des
vacuoles
Gonflement et ruptures
des organites

Modifications morphologiques

membranaire

Bourgeonnement
membranaire
Reconnaissance et
dégradation
phagocytaire

Bourgeonnement
membranaire
Peu ou pas de

dégradation
phagocytaire

Modification de la
membrane plasmique
Accumulation de
lipides dans des
granules de type F et L
Extrusion de lipides
dans I’espace
extracellulaire

Rupture de la
membrane plasmique
Pas ou peu de
dégradation
phagocytaire

Modifications biochimiques

Modification du A¥Ym
mitochondrial,
Dépendante des caspases,
exposition des PS a la membrane
plasmique externe
Activation des membres de la
famille Bcl-2

Indépendante des caspases
Augmentation de I’activité
lysosomale
Dissociation de Beclin/Bcl-2 ou
Beclin/Bel-X;
Conversion de LC3-1 en LC3-II
Dégradation de p62Lek

Activation protéases =>
désquamation
Expression de transglutaminases
et de leurs substrats
Production de kératine

Absence d’inhibiteurs connus
Perte de I’homéostasie ionique
Activation de calpaines et de
cathepsines
Baisse d’ATP
Surproduction de ROS
Phosphorylation et
ubiquitinylation de RIP1

Tableau 1 : Les différents types de mort cellulaire. (Okada and Mak 2004, Kroemer et al. 2009)

Dans notre travail nous avons évalué la balance survie/mort en étudiant plus particulierement
le processus de mort par apoptose. C’est pourquoi nous nous intéresserons dans la suite du
manuscrit uniquement a la mort cellulaire de type apoptose.
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I.1. Quelques généralités : Définitions et place de 1’apoptose dans les processus de
mort cellulaire

A TI’époque de la découverte de 1’apoptose, la nécrose était la seule forme de mort
cellulaire connue et décrite. 11 était alors classique de comparer et opposer ces 2 types majeurs
de mort (Figure 1).

1.1.1. La nécrose

La nécrose est une mort cellulaire dite "accidentelle" qui survient lors d'un dommage
tissulaire et qui implique des groupes de cellules. Pendant longtemps, la nécrose a été
considérée comme un processus passif et incontrolé de mort cellulaire. Toutefois, les preuves
s'accumulent pour dire que la nécrose peut €tre aussi réglementée tout comme I'apoptose
(Vanlangenakker et al. 2008). Au cours de ce phénomene, les cellules vont se gorger d'eau au
point d’entrainer la lyse de leur membrane plasmique. L'ADN nucléaire va étre dégradé de
manicre aléatoire. Cette véritable explosion cellulaire conduit au relargage dans le milieu
environnant du contenu cytoplasmique et provoque localement une inflammation et
lI'intervention de DI’immunité adaptative, alors qu'aucune réaction inflammatoire n’est
associée a l'apoptose. Une explication de cette différence de comportement est que les cellules
apoptotiques ne libeérent pas leurs constituants cellulaires dans les tissus environnants et sont
rapidement phagocytés par les macrophages et les cellules parenchymateuses, sans la
production de cytokines pro-inflammatoires (Savill 2000; Burz et al. 2009).

1.1.2. L’apoptose

L'apoptose au contraire est une forme « physiologique » de mort cellulaire, hautement
régulée (Kerr 1972; Duvall et al. 1985; Elmore). C’est un mécanisme régulateur essentiel a
I’intégrité tissulaire qui intervient dans I'homéostasie cellulaire, et constitue le type de mort
cellulaire tout désigné pour 1'élimination des cellules excédentaires ou « nuisibles ». Cette
mort physiologique douce a un role fondamental notamment au cours du développement
embryonnaire et foetal, dans l'organisation du systéme nerveux central, ainsi que dans
I'élaboration du systéme immunitaire (Opferman and Korsmeyer 2003). Sa dérégulation peut
mener & de nombreuses pathologies. Pour exemple, les cancers et certaines maladies auto-
immunes présentent des défauts d’apoptose. Au contraire une sur-activation de 1’apoptose est
observée dans d’autres maladies comme certaines maladies neuro-dégénératives ou des
désordres immunitaires comme le SIDA (Gougeon 2003; Danial and Korsmeyer 2004;
Elmore 2007). Ainsi, un intérét croissant est constaté dans la compréhension des mécanismes
régulant les voies apoptotiques a visée thérapeutique, notamment dans les futurs traitements
des cancers comme ceux d’origine hématopoiétique. Ces enjeux expliquent que 1’apoptose
soit aussi la forme la plus étudiée et décrite parmi les programmes de mort cellulaire.

Au cours de I'apoptose, les cellules mettent en place un mécanisme de « suicide ». Il se
traduit par toute une série de perturbations de 1’architecture cellulaire, liées a des
modifications biochimiques, qui contribuent non seulement a la mort de la cellule mais aussi a
préparer son ¢limination par des cellules spécialisées, les phagocytes. Cette ¢limination est
primordiale car elle permet de ne laisser aucune trace dans le tissu ou survient I'apoptose (on
parle de « mort discréte »), en particulier elle prévient toute nécrose secondaire qui aurait pour
conséquence la libération aléatoire du contenu cellulaire et permet ainsi de limiter
|'établissement d'une réaction inflammatoire (Taylor et al. 2008). C’est un processus
hautement controlé, procédant par différentes phases. Tout d'abord, les cellules en apoptose
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vont s'isoler des autres cellules (perte des contacts entre les cellules). De nombreuses
modifications morphologiques caractérisent les cellules en apoptose. L'un des points
morphologiques caractéristiques de l'apoptose est 1'importante condensation a la fois du noyau
et du cytoplasme ce qui induit une diminution significative du volume cellulaire. Ces
modifications ont été observées par microscopie optique et électronique (Figure 1), y compris
la condensation de la chromatine. Les mitochondries subissent plusieurs modifications
majeures : diminution du potentiel membranaire A¥Ym, modification de la perméabilité
mitochondriale par l'ouverture notamment de pores spécialisés mtPTP (mitochondrial
Permeability Transition Pore) (Marchetti et al. 1996; Zamzami et al. 1996) et le relargage de
molécules apoptogenes comme le cytochrome c dans le cytoplasme (Kluck et al. 1997). Le
noyau se condense, puis la chromatine est clivée en fragments réguliers d'environ 180 pdb
donnant un profil caractéristique dit en "barreaux d'échelle" aprés électrophorese de I’ADN
(Wyllie et al. 1984). La membrane plasmique bourgeonne et conduit a la formation de corps
apoptotiques renfermant une partie du cytoplasme de la cellule. Afin de faciliter la
reconnaissance des corps apoptotiques par les phagocytes, la cellule va signaler son état
apoptotique a son environnement grace au changement de localisation des molécules de
phosphatidylsérines (PS) qui passent d'une orientation cytoplasmique vers une orientation
extracellulaire (Platt et al. 1998). L'un des points majeurs de 1'apoptose est que l'intégrité de la
membrane plasmique n'est jamais altérée au cours de ce processus, ce qui permet d'éviter tout
déversement du contenu cellulaire et ainsi prévenir tout dommage infligé aux tissus alentours.

Ainsi, 'apoptose doit étre distinguée de la nécrose qui aboutit a I'éclatement de la
cellule, suivie d'une réaction inflammatoire locale. La nécrose donne finalement I'image d'un
phénoméne anarchique et désordonné a caractére explosif, tandis que l'apoptose est un
processus actif et bien contr6lé d'implosion cellulaire.

Phase contrast Hoechst

Figure 1 : Observation par microscopie des modifications morphologiques de cellules en apoptose. Des
noyaux de cellules apoptotiques ont été colorés (bleu) avec du Hoechst. Une superpostion (Merge) des cellules
observées en contraste de phase et de cette coloration est effectuée pour visualiser les cellules dans leur
ensemble. A titre de comparaison, un mélange de cellules viables et apoptotiques est affiché. Les cellules
apoptotiques (fleches) présentent un vaste bourgeonnement de la membrane plasmique et contiennent des
noyaux qui sont condensés et / ou fragmentés en plusieurs morceaux. (Taylor et al. 2008)

1.2 Les génes de ’apoptose : de C.elegans aux mammiféres

L'apoptose est une réponse hautement conservée des eucaryotes unicellulaires
jusqu'aux mammiferes (Ameisen et al. 1995). Cette forme de mort cellulaire active, qui
nécessite la participation de la cellule pour sa propre mort, est placée sous contrdle génétique.
La découverte des familles de geénes et protéines impliqués dans le déroulement de 1'apoptose
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et de sa régulation provient de travaux menés sur le développement d'un petit ver transparent,
le nématode : Caenorhabditis elegans ou C.elegans (Hengartner and Horvitz 1994).

Au cours du développement de ce ver qui ne dure que 3 jours et est composé de 1090 cellules,
131 cellules meurent au cours d’un processus qui se produit étonnamment dans tous les
embryons a peu prés au méme endroit et en méme temps. La sélection par mutagenese
chimique de larves présentant des défauts d'élimination des cellules au cours du
développement a permis l'identification de 4 génes impliqués dans la régulation de la mort
cellulaire programmée chez C. elegans. Parmi eux, trois furent identifiés comme des
régulateurs clés de l'apoptose dans toutes les cellules somatiques, il s'agit de ced-3, ced-4 et
ced-9 (ced pour Canorhabditis elegans death). Ced-3 et ced-4 sont tous deux requis pour la
mort cellulaire. Ced-9, pour sa part, a une fonction antagoniste de ced-3 et ced-4; il est
capable de promouvoir la survie. Finalement, un quatriéme geéne egl-1 (egg-laying defective) a
¢été mis en évidence, il agit en amont des génes ced-9, ced-4 et ced-3 et régule négativement
I’activité de ced-9. La mort cellulaire est déclenchée quand la protéine EGL- 1 se lie a CED-9
et I’inactive, libérant ainsi CED-4 qui peut alors s’oligomériser avec CED-3 et provoquer son
auto activation (Figure 2) (Metzstein et al. 1998).

Suite au clonage de ces différents geénes, des homologues ont ¢été identifiés chez les
mammiferes (Couzinet ef al, 2002). Ainsi (Figure 2):

e ced-3 code pour une protéase a cystéine homologue a I'enzyme de conversion de I'IL-
la (ICE). Rebaptisée plus tard « caspase 1 » elle a conduit a la description de toute
une série de membres de la méme sous-famille de cystéine protéases appelées caspases
(Yuan et al. 1993).

e ced-4 code pour une protéine ayant des homologies avec la protéine humaine Apaf-1
(Apoptotic Protease Activating Factor 1) qui est un régulateur apoptotique des phases
post-mitochondriales (Zou et al. 1997).

e ced-9 code pour une protéine homologue a la protéine anti-apoptotique Bcl-2
préalablement identifi¢e chez 1'Homme (White 1996), prototype d’une famille de
protéines du méme nom régulatrices de la mort cellulaire.

e Fgl-1 code pour une protéine homologue des protéines pro-apoptotiques de la famille
Bcl-2 a domaine BH3 comme Bax, Bak ou Bad (Conradt and Horvitz 1998).
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Figure 2: Protéines impliquées dans l'apoptose chez C.elegans et les mammiféres. Les principaux processus et
acteurs qui conduisent a la mort cellulaire programmeée chez C.elegans et a l'apoptose dans les cellules de
mammiferes affichent un niveau élevé de conservation a travers l'évolution. Toutefois, certaines différences

importantes existent, telles que la libération du cytochrome c (Cyt ¢) de l'espace intermembranaire
mitochondrial, un événement qui semble se produire uniquement dans les cellules de mammiféres. AIF, induisant
l'apoptose des facteurs; ANT-1, translocase adénine 1; Apaf-1, peptidase apoptotiques facteur d'activation 1,
BH3, domaine d'homologie Bcl-2 3; ENDOG, endonucléase G
(Zhivotovsky et al. 2009)

Les cellules de mammiféres expriment plusieurs membres de chacune de ces quatre familles
de protéines et ont donc élaboré des réseaux complexes de signalisation conduisant a la mort
cellulaire.

1.3 Les différentes étapes de I’apoptose

La réponse apoptotique des cellules est une suite chronologique d'événements
morphologiques et biochimiques qui peut étre divisée selon trois étapes : la phase d’induction
réversible, la phase d’exécution régulable, la phase de destruction et d’élimination
irréversible.

1.3.1 La phase d’induction

La survie des cellules dépend de leur capacité a trouver dans leur environnement
proche des signaux qui leur permettent de réprimer, jour apres jour, le déclenchement de leur
suicide. Ces signaux seront intégrés par la cellule qui en fonction de son génotype et de son
¢tat physiologique, orientera sa réponse soit vers la mort, soit vers la survie, la prolifération
ou la différenciation cellulaire. Leur nature peut étre trés variable aussi bien physiologique
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que pathologique, intra- qu'extracellulaire, comme par exemple des facteurs de croissance, des
hormones, ou des facteurs mitochondriaux.

1.3.2 La phase effectrice ou d’exécution de I’apoptose

Cette phase d'exécution ou phase effectrice implique une cascade d’événements
moléculaires se caractérisant par ’activation d’une cascade enzymatique de protéines «
carrefour », les caspases (cysteinyl aspartate-specific proteinase), hautement régulée.
L'activation des caspases est commune a toutes les voies possibles de transduction du signal
inducteur. Les changements morphologiques de l'apoptose sont dus a l'action de ces
molécules hautement conservées, dont nous reparlerons dans le chapitre 1.4. Il s'agit d'une
phase régulable correspondant a 1'intégration du signal apoptotique et des signaux inhibiteurs
d'apoptose, présents au sein de la cellule ou dans son milieu environnant. Parmi les molécules
qui controlent cette phase, on retrouve les molécules de la famille Bcl-2, qui seront présentées
ultérieurement.

1.3.2 La phase de destruction et d’élimination

Pendant le processus de mort cellulaire, les cellules apoptotiques acquicrent de
nouvelles molécules a la surface cellulaire permettant une reconnaissance spécifique des
phagocytes, afin de limiter la réaction inflammatoire. Ces phagocytes sont attirés grace a des
molécules chimiotactiques libérées par les cellules apoptotiques. Ces molécules de surface
sont remarquablement conservées au cours de I'évolution des métazoaires, leur
reconnaissance ne montre aucune restriction spécifique a l'espéce. Ainsi, lors du processus
d’apoptose, on observe une translocation, de la face interne a la face externe de la membrane
plasmique des phosphatidylsérines. Les phagocytes les reconnaissent grace a une molécule de
surface, CD36, et répondent aux cellules apoptotiques notamment avec une répression tres
précoce de la transcription d’un nombre varié de génes spécifiques, dont ceux codant pour des
cytokines inflammatoires (Burz et al. 2009).

I. 4 Les caspases : acteurs principaux de la phase d’excécution

L'apoptose est irréversiblement déclenchée par l'activation de protéases intracellulaires :
les caspases. Elles sont largement exprimées dans la plupart des cellules sous une forme
inactive. Elles activent d’autres procaspases a leur tour, amplifiant ainsi les voies de
signalisation de l'apoptose et conduisant a la mort cellulaire (Lamkanfi et al. 2007). Elles
possedent un domaine catalytique comprenant un résidu cystéine localis€ dans un motif
conservé QACXG et reconnaissent, puis clivent, des chaines polypeptidiques au niveau d’un
résidu aspartique de la partie carboxy-terminale (Budihardjo et al. 1999). Cette spécificité de
clivage n'est partagée qu'avec une seule autre protéase, le granzyme B (une sérine protéase
présente dans les lymphocytes T cytotoxiques). La nomenclature proposée par Alnemri en
1996 a regroupé les protéases apoptogenes sous le nom de CASPASE. Le C représente la
cystéine du centre actif (QACxG) et aspase définit la spécificité stricte de clivage des
substrats de cette famille de protéases aprés un acide aspartique. L'ICE, qui fut
chronologiquement la premiére caspase caractérisée, a donc été tout naturellement rebaptisée
caspase-1. A ce jour, 14 caspases ont été identifiées chez les mammiféres mais il ne fait
aucun doute que cette liste n'est pas exhaustive (Kumar 2007).
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e Leur structure

Les caspases existent normalement dans le cytoplasme de la cellule sous forme de
précurseurs inactifs appelés zymogeénes ou procaspases. Elles ont toutes une structure tres
conservée comprenant, un pro-domaine N-terminal de taille variable, un domaine qui
deviendra apres clivage la grande sous-unité (17-21 kDa, qui porte le site catalytique) et un
domaine qui deviendra apres clivage la petite sous-unité (10-14 kDa). L’enzyme active ainsi
formée est composée de deux hétérodimeres composés chacun de 1’association des deux sous-
unités. Certains membres de la famille des caspases possédent un domaine de liaison entre la
grande et la petite sous-unité (Figure 3).

A
Grande DASKG Petite
Pro-domaine sous-unité sous-unité
‘ Pro-caspase
N Asp-X Asp-X ¢ (forme zymogéne)
1*"clivage
| Enzyme
Asp-X partiellement clivée

I QACXG
B rh *
aaclEces QACXG ACXG
Homodimérisation
+

N ¥

QACXG

Caspase
mature et active

DACXG

Figure 3 : Activation des caspases.
Dans leur forme inactive, les caspases sont constituées d 'un prodomaine, d’ une grande sous-unité (portant le

site catalytique) et d’'une petite sous-unité. Leur clivage s effectue en deux étapes successives, libérant d’abord
la petite sous-unité puis la grande ce qui conduit a la formation de la forme active de [’enzyme : deux
hétérodimeres composés chacun de [’association des deux sous-unités, et comprenant donc deux sites
catalytiques. (Couzinet et al, 2002).

Toutes les caspases possédent, en position N-terminale, un pro-domaine dont la taille,
variable, est a I’origine d’un mode d’activation particulier qui a permis une classification
supplémentaire de ces enzymes (Alnemri et al. 1996; Chowdhury et al. 2008).

Elles sont subdivisées en fonction de leur activité :
e En caspases « pro-inflammatoires » ou caspases de Groupe I (caspases 1, 4, 5, 11, 12,
13 et 14). Ces caspases, a long pro-domaine, jouent un role dans la maturation
cytokinique et les réponses inflammatoires.

e En caspases pro-apoptotiques. Ces dernieres sont regroupées en caspases initiatrices
(2, 8,9, 10) et caspases effectrices (3,6, 7) :
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o Les caspases de Groupe II ou caspases initiatrices a long pro-domaine (>90
aa) contiennent des motifs d’interaction protéine-protéine, tels que les
domaines effecteurs de mort DED (death effector domain) pour les caspases 8
et 10, ou un Domaine de Recrutement des Caspases CARD (caspase
recruitement domain) pour les caspases 2 et 9. Ces domaines permettent le
recrutement des caspases au niveau de complexes protéiques de signalisation
déterminant leur auto-activation. Ce recrutement met en jeu toute une variété
de molécules adaptatrices intracellulaires (FADD/ TRADD ou Apaf-1)
présentant des motifs identiques (DED ou CARD).

o Les caspases de Groupe III ou caspases effectrices (caspases 3, 6, et 7)
possedent quant a elles, un pro-domaine plus court (10 a 40 résidus). Ce
domaine ne leur permet pas d’étre recrutées et de s’oligomériser. Elles sont
activées a la suite de leur clivage par une autre caspase (a pro-domaine court
ou long) ou par la granzyme B, aboutissant a un fonctionnement dit en
cascade. Leur activation conduit au clivage de diverses protéines a 1’origine de
la plupart des événements biochimiques, structuraux ou morphologiques de
I’apoptose qui seront détaillés ultérieurement.

e Leur activation

La conversion de la caspase a I'état de zymogeéne en une enzyme mature nécessite au
moins deux clivages au niveau de liaison Asp-X. Ces clivages successifs ont lieu de maniére
séquentielle. Tout d'abord, une coupure entre la grande et la petite sous-unité se produit (donc
il y a libération de la petite sous-unité du reste de la molécule). Cette coupure est suivie par la
libération du prodomaine (Figure 3). La caspase va alors pouvoir s'assembler sous sa forme
active, composée de deux grandes et de deux petites sous-unités (Couzinet et al, 2002). La
structure générale ainsi obtenue est [p20,—p10,] (Wilson et al. 1994; Rotonda et al. 1996). Les
caspases vont pouvoir s'auto-activer et/ou étre activées par d'autres caspases. Cette remarque
introduit la notion de cascade d'activation. Ainsi une fois les caspases initiatrices activées,
elles vont pouvoir cliver d'autres caspases encore a 1'état de zymogene (notamment les
caspases effectrices). Ce type d'activation en cascade permet probablement la régulation et
I'amplification du signal.

Les caspases effectrices (3, 6 et 7 chez les mammiféres) orchestrent le démantelement
des structures cellulaires (Figure 4). Collectivement, ces événements protéolytiques entrainent
des changements phénotypiques a la cellule qui sont caractéristiques de I'apoptose.

Plus de 200 substrats des caspases ont été identifiés et on peut les regrouper en 5 catégories
principales en référence a leur fonction cellulaire (Earnshaw et al. 1999; Jin and El-Deiry
2005; Taylor et al. 2008) avec :

e Des protéines cytoplasmiques structurales ou impliquées dans les jonctions/adhérences
cellulaires (actine, gelsoline, keratine 18, B-catenin ....), des protéines nucléaires
(lamine A et B, NuMa...) expliquant certaines modifications morphologiques
observées au cours du processus apoptotique. En effet suite a ces clivages,
I’architecture cellulaire est altérée, les cellules perdent le contact avec la matrice
extracellulaire et se détachent les unes des autres, le noyau se condense...Il est a noter
que le processus de translocation des phosphatidylsérines est aussi caspases
dépendant.

e Des protéines impliquées dans le métabolisme et la réparation de I’ADN cellulaire
(ICAD, PARP, ARN polymérase I, ADN topoisomérases...) expliquant notamment
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I’activation d’endonucléases CAD clivant la chromatine au niveau des sites
internucléosomiques et donc la fragmentation de ’ADN en « échelle ». Des protéines
kinases (PKC et ses isoformes; MAPK, ERK, Akt, Weel)

e Des protéines impliquées dans la prolifération et le cycle cellulaires, et plus
particuliérement p27°"?', pRB, p21<"*'. ..

e Des protéines actrices ou régulatrices de 1’apoptose (caspases effectrices, Bid, Bcl-2,
Bcl-Xi, IAPs, FLIP;....)
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Figure 4 : La « démolition » cellulaire orchestrée par les caspases. Les caspases effectrices ciblent un grand
nombre de protéines qui subissent des événements protéolytiques qui conduiront au démantéelement de la cellule.
(Taylor et al. 2008)

I. 5 Les voies d’activation de I’apoptose

Différentes voies sont impliquées au cours de 1’apoptose, la voie extrinséque, la voie
intrins€que mitochondriale, la voie du réticulum endoplasmique, toutes sous la dépendance de
caspases. Au cours de notre these, nos travaux ont concerné principalement la régulation de la
voie intrinseque mitochondriale, qui fera donc I’objet d’un développement plus spécifique

(Figure 5).
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Figure 5 : Les voies extrinséque et intrinséque de ’apoptose. a/ Des stimuli apoptotiques intracellulaires,
comme des lésions de I’ADN ou un stress du réticulum endoplasmique (ER), activent des protéines de la famille
Bcl2 « BH3-only » (Bax ou Bak) qui induisent la perméabilisation de la membrane mitochondriale externe
(MOMP). Celle-ci entraine le relargage de diverses protéines de l’espace intermembranaire mitochondrial
(IMS). Cette perméabilisation peut étre inhibée par des protéines anit-apoptotiques de la famille Bcl2. La
formation de I’apoptosome, oligomérisation de cytochrome c, APAF et de procaspase 9, promeut [’activation
des caspases et ’apoptose. b/ La voie extrinséque de [’apoptose est initiée par la reconnaissance des récepteurs
de mort par leurs ligands. Cette reconnaissance permet le recrutement de la protéine adaptatrice FADD puis de
la caspase 8, entrainant sa dimérisation et son activation. Ainsi, le clivage et ’activation des caspases 3 et 7
peuvent en découler directement et conduire a I’apoptose. Une connexion entre ces deux voies existent a travers

le clivage et ’activation de BID (Tait et Green 2010).
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I.5.1 La voie extrinséque ou voie des récepteurs de mort (Figure 5)

La voie extrinseque est initiée par la stimulation de récepteurs transmembranaires par
la liaison de ligands spécifiques qu’ils soient solubles ou présentés par d'autres cellules. Les
récepteurs de mort appartiennent a la famille des récepteurs du TNF (TNF, Tumor necrosis
factor), composée de nombreux membres. Ces membres ont un domaine extracellulaire riche
en cystéines permettant de reconnaitre spécifiquement leurs ligands et sont caractérisés par la
présence d’un domaine de mort (DD), dans leur région cytoplasmique. Ce DD d’environ 80
acides aminés joue un role essentiel dans la transmission du signal de mort, de la surface
cellulaire aux voies intracellulaires (Lavrik et al. 2005).

Les récepteurs de mort sont distribués, chez ’homme, de fagcon ubiquitaire a la surface des
cellules de la plupart des tissus sains et tumoraux, et notamment au niveau du systéme
immunitaire, ou ils jouent un role important au cours de la différenciation et 1’homéostasie
lymphocytaire T et B (Janssen et al. 2003; Bouillet and O'Reilly 2009; Guicciardi and Gores
2009).

Actuellement, six récepteurs de mort sont connus, TNF-R1 (DRI, p55, CD120a), Fas (DR2 /
CD95 / APO-1), DR3 (APO-3), TRAIL-R1 (DR4), TRAIL-R2 (DR5/APO-2) et DR6
(Guicciardi and Gores 2009). La voie extrinséque est initiée par la fixation sur les récepteurs
de mort transmembranaires de leurs ligands spécifiques, cytokines appartenant a la super-
famille du TNF (TNFa pour TNF-R1, FasL pour Fas, APO3L/DR3 APO2L pour DR4 et DR5
...). Cette liaison induit une oligomérisation du récepteur, la forme active étant un trimere.
Une fois activés, et suite a des changements conformationnels, les domaines intracellulaires
de ces récepteurs (DD) recrutent des protéines adaptatrices comme FADD (Fas-associated
death domain) ou TRADD (TNFR-associated death domain) qui recrutent a leur tour la pro-
caspase-8/10, formant un complexe de signalisation de mort ou DISC (Death —inducing
signaling compexe). Ensuite, la procaspase-8 est activée par protéolyse et sert de caspase
«initiatrice», activant en aval des protéines effectrices telles que les caspases 3 et 7 qui
engagent la dégradation des cellules, provoquant ainsi une mort inévitable (Peter and
Krammer 2003).

Deux variants dans la signalisation intracellulaire induite par le DISC ont été définis pour la
voie extrinséque apoptotique et sont caractérisés par la formation de hauts (type I) ou faibles
(type II) niveaux d’activation de la caspase 8. Dans le type I, des quantités suffisantes de
DISC sont formées et aboutissent a la stabilisation de hauts niveaux d’activation de la caspase
8 qui est alors suffisante pour activer les caspases effectrices (comme la caspase 3) et induire
la mort par apoptose. Dans ce type, la sur-expression de molécules anti-apoptotiques comme
Bcl-2 et Bel-Xp n’empéche pas le processus apoptotique de se réaliser. En revanche, dans les
cellules de type II, la formation des complexes DISC est différée et moins efficace et une
amplification du processus par la voie intrinséque mitochondriale est nécessaire. En effet, la
sur-expression de Bcl-2 ou Bcel-X bloque I’apoptose dans ce cas (Guicciardi and Gores
2009).

Ainsi, la voie extrinseque et la voie intrinséque mitochondriale sont étroitement
interconnectées. La caspase 8 activée clive la protéine pro-apoptotique Bid (BH3-interacting
domain death agonist) en une forme tronquée active appelée tBID, qui peut se lier aux
protéines pro-apoptotiques Bax et Bak. Il en résulte une perméabilisation des membranes
mitochondriales et la libération des protéines mitochondriales, comme le cytochrome c et
DIABLO (Ozoren and El-Deiry 2002).
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Finalement, des données plus récentes montrent que ces « récepteurs de mort » possedent
aussi des fonctions biologiques non cytotoxiques et peuvent méme activer de facon
contradictoire des voies de survie menant a la prolifération cellulaire. Ces signalisations sont
activées secondairement aux signalisations de mort pour les récepteurs Fas et TRAIL, et
majoritairement pour les récepteurs au TNF engagés plus dans les processus inflammatoires
que ceux de la mort cellulaire. De fagon générale, ces signalisations de survie/prolifération
impliquent le recrutement de protéines adaptatrices différentes telles que RIP1 (Receptor-
interacting protein 1), TRADD ou TRAF1/2 (TNFR -associated factor) et aboutissent
finalement a I’activation de voies comme NF-«B ou des MAPK (JNK, Erk...) (Guicciardi and
Gores 2009).

1.5.2 La voie intrinséque mitochondriale

La voie intrinseque implique les mitochondries. Les mitochondries sont effectivement
une source de génération d’ATP pour la cellule mais également un ¢élément régulateur de
I’apoptose. Cette voie mitochondriale de I’apoptose est généralement activée par la perte de
signaux dus a des facteurs de croissance ou en réponse a des stimuli 1étaux internes, tels que
les dommages de I'ADN, un stress oxydatif, I'hypoxie, ou les médicaments
chimiothérapeutiques. Les mitochondries, organites trés spécialis€és, ont une membrane
externe, séparée par un espace inter-membranaire d'une membrane interne elle-méme limitant
la matrice mitochondriale. La membrane interne contient les complexes moléculaires de la
chaine de transport des électrons, qui génére le gradient en ions H' nécessaire a la production
d’ATP. L’ATP produit dans la matrice est ensuite échangé avec de ’ADP provenant du
cytosol via le translocateur de nucléotide a adénine (ANT) inséré dans la membrane interne
mitochondriale et le canal ionique voltage dépendant VDAC (voltage dependent anion
channel) ou porine présent sur la membrane externe de la mitochondrie (MME) (figure 6).
Pour maintenir ce gradient et donc le potentiel transmembranaire mitochondrial (A¥m), la
perméabilité des membranes externe et interne est hautement régulée. Nous verrons que les
molécules de la famille Bcl-2 interviennent dans la régulation de la perméabilité de la
membrane externe (Harris and Thompson 2000).
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Figure 6 : Dualité fonctionnelle de la mitochondrie, productrice d’ATP et régulatrice de I’apoptose. Ce schéma
illustre les relations entre la phosphorylation oxydative mitochondriale et la production d'énergie (ATP), la
génération d'especes réactives de l'oxygene (ROS), et l'initiation de [l'apoptose. Les complexes enzymatiques
impliquées dans la phosphorylation oxydative respiratoires sont le complexe I [NADH: ubiquinone oxydoréductase],
(designés par un cube); le complexe Il [succinate: ubiquinone oxydoréductase]; le complexe III [ubiquinol:
cytochrome ¢ oxydoréductase]; le complexe IV [cytochrome c oxydase] et le complexe V [H-translocation ATP
synthase]. Les petites molécules diffusent a travers la membrane externe via le canal anion voltage-dépendant
(VDAC) ou porine. VDAC, ANT, Bax et la cyclophiline D (CD) se réunissent a la membrane mitochondriale pour
créer le pore de transition mitochondrial (mtPTP). Bax est pro-apoptotique et interagit avec la protéine Bcl2 anti-
apoptotique et le récepteur des benzodiazépines (BD). L'ouverture de la mtPTP est associée a la libération de I'AIF et
de cyt c, et l'activation par le cyt ¢ de Apaf-1 et de la pro-caspase-9. La caspase-9 initie alors la dégradation
protéolytique de protéines cellulaires, entrainant la mort cellulaire. (Wallace 1999)

1.5.2.1 Les altérations mitochondriales

Les altérations de la perméabilité mitochondriale sont un événement central de la voie
intrinséque de 1’apoptose. Notamment la perméabilisation de la membrane externe
mitochondriale précipite la mort cellulaire soit en libérant des molécules impliquées dans
I’apoptose, soit par la perte de fonctions mitochondriales essentielles a la survie des cellules
(Green and Kroemer 2004; Jin and El-Deiry 2005)

L’espace intermembranaire et la membrane interne de la mitochondrie contiennent de
nombreuses protéines impliquées dans 1’induction de la mort de la cellule, telles que le
cytochrome ¢, ’AIF (Apoptosis-inducing factor), ’Omi/HtrA2, ’EndoG et Smac / DIABLO.
En fait, ce réle apoptotique n’est pas leur fonction biologique principale car la plupart de ces
protéines présentent une double fonction favorisant la survie, par leurs effets sur la
physiologie (oxydo-réductions) et 1’homéostasie mitochondriales, et inductrices de mort
lorsqu’elles sont anormalement déversées dans le cytosol en réponse a un signal de mort.
L’exemple le plus étudi¢, en dehors du cytochrome c, est sans doute I’AIF, molécule
caractérisée initialement comme pro-apoptotique mais dont la présence est nécessaire a la
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survie des cellules (Garrido and Kroemer 2004). Ainsi, les stimuli qui aboutissent a des
modifications de la perméabilit¢ de la membrane externe mitochondriale déterminent la
plupart du temps des modifications de la membrane mitochondriale interne
produisant 1'ouverture du pore de transition de perméabilité mitochodriale, PTP
(« permeability transition pore ») accompagné par la perte du potentiel mitochondrial
transmembranaire A¥m et la libération dans le cytosol des protéines apoptogenes séquestrées
dans l'espace intermembranaire.

En fait, la sortie des molécules pro-apoptotiques hors de la mitochondrie a été clairement
associée a la liaison directe de molécules pro-apoptotiques de la famille Bcl-2, Bax et Bak, a
des composantes spécifiques de la membrane externe mitochondriale (Marzo et al. 1998;
Pastorino et al. 1999; Chipuk and Green 2008). Cependant, les mécanismes précis de cette
perméabilisation membranaire restent encore trés controversés. Ainsi, si les molécules de la
famille Bcl-2 sont souvent présentées comme des modulateurs de 1’activité du PTP, certaines
comme Bax, ou Bak sont aussi capables de former des pores multimériques sur la membrane
externe mitochondriale par dimérisation ou oligomérisation (Harris and Thompson 2000;
Antignani and Youle 2006). Plusieurs mod¢les sont proposés et pourraient coexister (Figure
7):

e Ainsi, 'ouverture du mégapore mitochondrial PTP (permeability transition pore),
complexe multiprotéique composé dans sa configuration minimale du VDAC (MME)
I’ANT et de la cyclophiline D (Cyp-D, matrice) pourrait étre due a son association avec
des protéines proapoptotiques telles que Bax. Celles-ci favoriseraient son ouverture,
provoquant ainsi un gonflement de la matrice mitochondriale, entrainant une rupture
mécanique de la membrane externe mitochondriale.

e Un deuxiéme modele suppose un dysfonctionnement de 1’échange ATP/ADP
mitochondrial li¢ a la fermeture de VDAC, provoquant une accumulation de protons dans
I’espace intermembranaire, responsable a la fois du gonflement de la matrice et d’une
production de radicaux oxygénés. Ce processus conduit aussi a la rupture de la membrane
externe mitochondriale. Ce modele ne permet cependant pas d’expliquer comment une
libération des protéines apoptotiques pourrait précéder la chute du AYm (Zamzami and
Kroemer 2001).

e Un troisitme modele suggeére la formation de pores au niveau de la membrane
mitochondriale externe permettant la libération de protéines dans le cytosol sans altération
physique de la mitochondrie. La formation de ces pores pourrait impliquer la molécule
Bax par oligomérisation ou en s’associant au VDAC, ou bien encore par la formation
d’homo ou d’hétérodimeres avec un autre membre de la famille Bcl-2. Elle pourrait aussi
étre réalisée par des lipides associés ou non a des protéines (Korsmeyer et al. 2000;
Desagher and Martinou 2000). Finalement la protéine t-Bid peut aussi s’oligomériser dans
la MME et induire 1’apoptose via une fuite de cytochrome c (Grinberg et al. 2002).
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Figure 7: Modéles de perméabilisation de la membrane mitochondriale externe. A/ L ouverture du mégapore
mitochondrial PTP, composé de VDAC, ANT et de protéines pro-apoptotiques comme Bax, pourrait entrainer le
gonflement de la matrice mitochondriale externe conduisant a la rupture mécanique de la membrane. B/Le
gonflement et la rupture de la membrane mitochondriale pourraient étre dus a un dysfonctionnement de
I"échange ATP/ADP, découlant de la fermeture du VDAC et d 'une accumulation de protons dans l’espace
intermembranaire mitochondrial. C/ La formation du pore mitochondrial et la libération de protéines dans le
cytosol pourraient impliquer des lipides associés ou non a des protéines, ou une oligomérisation de Bax avec
VDAC ou avec d’autres protéines de la famille Bcl?2.

(Couzinet et al, 2002)

Récemment, il a été proposé que la fragmentation mitochondriale, qui se produit précocément
et massivement au cours du processus apoptotique, pourrait contribuer aux mécanismes de
perméabilisation de la MME. Un lien a été effectivement mis en évidence entre la
molécule Drpl (dynamin-related protein 1), protéine impliquée dans la machinerie de la
fission mitochondriale, et I’apoptose, et plus précisément le relargage du cytochrome ¢ (Frank
et al. 2001; Estaquier and Arnoult 2007). Au cours de l'apoptose, Drp-1 est recrutée au niveau
des mitochondries et forme un anneau de constriction autour de 1'organite, en méme temps
que Bax est transloquée et activée a la membrane externe mitochondriale (figure 8). Des
travaux récents indiquent que le recrutement de Drp-1 est dépendant de la présence de
Bax/Bak (Arnoult et al. 2005). Dans ce mode¢le, la fragmentation mitochondriale contribuerait
a la perméabilisation de la MME de fagon complémentaire a celle induite par
I’oligomérisation de Bax/Bak, par 1’ouverture des jonctions intercrétes mitochondriales
aboutissant au relargage complet du cytochrome ¢ (Jourdain and Martinou 2009)
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Figure 8: fragmentation de la mitochondrie et oligomérisation de Bax/Bak
Au cours de l'apoptose, Drp-1 est recrutée par les mitochondries et forme un anneau de constriction autour de

l'organite. Dans le méme temps, tBID s’insere dans la MME et permet le recrutement de Bax. Les protéines anti-

apoptotiques (par exemple, Bcl-X;) sont inhibées par les protéines BH3-only (par exemple Bad). Dans la MME,

Bax s’oligomérise et permeabilise la membrane par un mécanisme qui n’est pas encore clair. Cela se traduit par
l'efflux du cytochrome c (points violets) et de nombreuses autres protéines (Jourdain and Martinou 2009)

Apres sa libération dans le cytoplasme, le cytochrome ¢ stimule la formation de 1’apoptosome,
un complexe comprenant une protéine activatrice de caspases, le facteur Apaf-1 (apoptotic
protease activating factor-1), le cytochrome ¢ et la pro-caspase 9. Le cytochrome c se lie a
I’Apaf-1 et induit son oligomérisation ce qui permet le recrutement de la pro-caspase 9 suivi
de son activation (Li et al. 1997b; Zou et al. 1999; Hill et al. 2004). L apoptosome recrute
alors a son tour la pro-caspase 3 qui, suite a son clivage par la caspase 9 active, va déclencher
I’apoptose par une cascade d’activation de caspases effectrices qui clivent des substrats
critiques pour la survie de la cellule (Zimmermann and Green 2001).

Parmi les molécules mitochondriales libérées, celles-ci peuvent étre subdivisées en 2 groupes.
La plupart, comme le cytochrome c, agissent de fagon dépendante de I’activation des
caspases, avec Smac/Diablo et Omi/HtrA2. Ainsi, ces molécules peuvent interagir avec les
inhibiteurs des caspases (IAP), de fagon similaire aux caspases, fonctionnant comme des
inhibiteurs compétitifs (Creagh et al. 2004). D’autres induisent 1’apoptose indépendamment
des caspases, comme 1I’AIF et ’endonucléase Endo-G. Au cours de 1'apoptose, AIF et Endo-G
sont libérées puis redirigées vers le noyau ou ils participent a la condensation de la chromatine
et a la fragmentation de 'ADN (Susin et al. 2000; Joza et al. 2001; Li et al. 2001; Jin and El-
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Deiry 2005). De plus, ’AIF entraine également une chute du potentiel membranaire
mitochondrial provoquant une libération de molécules apoptogénes comme le cytochrome c,
une activation de la caspase-9 et le « flip-flop » membranaire des phosphatidylsérines.

1.5.2.2 La famille Bcl-2

La voie intrinséque est contrdlée par des interactions entre les membres pro-
apoptotiques et anti-apoptotiques de la famille des protéines Bcl-2 (Cory and Adams 2002).
La famille Bcl-2 a été découverte, il y plus de 20 ans, lors de I’identification de son premier
membre Bcl-2 chez ’homme a partir de la translocation chromosomale t(14; 18) dans le
locus des chaines lourdes des immunoglobulines. Cette translocation conduit a une expression
constitutive de Bcl-2 dans les cellules B (Bakhshi et al. 1985). Cette sur-expression de Bl-2
bloquant la mort des lymphocytes B caractérise les lymphomes folliculaires de I'homme. Il a
été appelé Bcl-2, pour B cell lymphoma 2, et a la différence des autres oncogenes connus a ce
moment la, sa fonction n'est pas de promouvoir la prolifération cellulaire, mais plutot
d’inhiber la mort cellulaire (Vaux et al. 1988). Le nombre croissant de protéines identifiées
apparentées a Bcl-2 par les homologies de séquence, et par leur implication dans le controle
de I'apoptose a conduit a la définition d’une « famille Bcl-2 » (Cory and Adams 2002).

Il y a au moins 20 protéines dans la famille Bcl-2, qui sont divisées en 3 groupes. Le
groupe | regroupe les membres anti-apoptotiques, alors que celles du groupes II et III sont
pro-apoptotiques. Les membres de la famille Bcl-2 peuvent étre définis par la présence de 4
motifs conservés connus sous le nom de domaines d'homologie a Bcl-2 (BHI1 a BH4). Chacun
de ces domaines BH a une fonction différente, et les membres de la famille contiennent un ou
plusieurs d'entre eux (Danial 2008) (Figure 9).

La plupart des protéines anti-apoptotiques contiennent les quatre domaines conservés BH. Les
protéines pro-apoptotiques peuvent avoir un ou plusieurs des domaines BH.

e Les membres du premier groupe sont les protéines anti-apoptotiques a multi-domaines
BH (Bcl-2 Bel-X, Mcl-1...). Ils bloquent 1’apoptose. Les domaines BH1, BH2 et
BH3 de ces molécules forment un sillon hydrophobe dans lequel le domaine BH3
d’une protéine peut venir se fixer (Sattler et al. 1997).

e Les membres du second groupe sont les protéines pro-apoptotiques a multi-domaines
BH (Bax, Bak...). Les domaines BH1 et BH2 de ces protéines permettent de former
des homodimeres et des hétérodiméres (Yin et al. 1994).
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Figure 9: Classification des proteines de la famille Bcl-2. Ces protéines sont regroupées en 3 groupes définis
par l’expression de 4 motifs conservés, appelés domaines d’homologie a Bcl-2 (BHI aBH4). Les deux premiers
groupes correspondent a des protéines a multidomaines BH. Le premier regroupe les protéines anti-
apoptotiques et le second les protéines pro-apoptotiques. Le troisieme groupe correspond a des protéines pro-
apoptotiques avec un seul domaine, le domaine BH3. Ce groupe est appelé BH3-only.

BH: Bcl-2 homology, TM: transmembranaire
(Danial 2008).

e Les membres du dernier groupe correspondent aux protéines pro-apoptotiques de la
sous-famille avec seulement le domaine BH3 ou « BH3-only » (Bad, Bid, Bim...).
Ces molécules sont souvent considérées comme des sentinelles reliant et intégrant les
signaux de vie ou de mort extracellulaires au cceur de la machinerie apoptotique, la
mitochondrie (Danial and Korsmeyer 2004).

Le domaine BH3 forme une hélice alpha permettant d’interagir avec le sillon hydrophobe des
membres anti-apoptotiques. Seul le domaine BH3 des molécules pro-apoptotiques est
nécessaire pour interagir avec d’autres protéines pro- ou anti-apoptotiques, alors que les
molécules anti-apoptotiques requicrent la présence des 3 domaines BH1, BH2 et BH3
(Clohessy et al. 20006).
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Les protéines de la famille Bcl-2 sont cytosoliques mais la plupart posseédent un domaine C-
terminal hydrophobe (TM, transmembrane domain) leur permettant de s’insérer dans les
membranes cellulaires principalement au niveau de la mitochondrie (MME), du réticulum
endoplasmique et du noyau (Krajewski et al. 1993).

e Les protéines « BH3-only » et I’activation des molécules pro-apoptotiques

Les protéines BH3-only sont des régulateurs clés de ’activation de la voie mitochondriale et
orchestrent la décision de la cellule vis-a-vis de l'apoptose, notamment dans le systéme
immunitaire (Strasser 2005). Ces protéines a longue demi-vie sont constamment présentes
dans la cellule, mais sous une forme inactive (voir plus loin la régulation des molécules Bcl-
2). Au cours de notre thése, nous avons étudi¢ plus particulicrement 1’activation de la
molécule Bad, qui fera ainsi I’objet d’un paragraphe spécifique, en liaison avec notre modele
pathologique, les lymphomes diffus a grandes cellules B.

La voie intrinseque de 1’apoptose débute avec 1’activation post-traductionnelle de ces
protéines (Youle and Strasser 2008). Elles intégrent les signaux apoptotiques provenant des
différents compartiments cellulaires et les transmettent aux membres pro-apoptotiques a
multi-domaines BH, régulant leur activité. Elles ont la capacité de former des oligomeres par
I’intermédiaire de leur domaine BH3. Certaines protéines BH3 peuvent interagir avec des
membres pro et anti-apoptotiques, alors que d’autres (Bad) interagissent et neutralisent
seulement des partenaires anti-apoptotiques (Chen et al. 2005; Danial 2008). De plus, on
remarque qu’elles n’ont pas toutes la méme affinité vis-a-vis des membres anti-apoptotiques
(Lomonosova and Chinnadurai 2008).

Les données existantes sont compatibles avec deux modeles pour expliquer ’activité de ces
molécules « BH3-only », mutuellement exclusifs (Figure 10).

Indirect activator model Direct activator—derepressor model
- Sensitizer Direct activator
:Ii_ 3-only pmte:i:rﬁ:;- 'i:EE-H-Dnly prote:i:r:{) E’:ﬁiﬂ-only prcste:ijr:!:‘;-
—l— Active —1— x/ Active
AAnti-apoptotic™, <" > < Anti-apoptotic™, &5 Vi)
"‘x.._Ej_ZL-I' protein -~ Bﬁix oLt ka_Enf;L-l proteiq___,f’ \gfi{i%fﬁ/

Figure 10 : Modélisation du réle des protéines BH3-only. On distingue 2 modeéles.
a) Activation indirecte : Les protéines BH3 séquestrent les protéines de la famille Bcl-2 anti-
apoptotiques, mais n’activent pas directement Bax ou Bak. b) Activation directe : Les protéines BH3
interagissent directement avec des protéines pro-apoptotiques Bax/Bak (Tait and Green, 2010).

Dans le premier modéle, les molécules a domaine BH3 sont dites facilitatrices (Bad, Bik,
Noxa) et activent de facon « indirecte » les molécules pro-apoptotiques. Selon ce modéle les
protéines anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 normalement, activées ou semi-activées, sont
tenues en échec par les molécules a domaine BH3 en les séquestrant de manicre réversible.
Dans ce modele, les protéines BH3-only peuvent favoriser I'apoptose en inhibant
exclusivement les membres de la famille Bcl-2 anti-apoptotiques, mais sont incapables de
directement lier et activer Bax et Bak (Willis et al. 2007). Une interaction compétitive entre
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les protéines BH3-only et les membres de la famille Bcl-2 anti-apoptotiques est suffisante
pour libérer Bax et Bak qui sont ainsi activées (Tait and Green, 2010). Cependant, des études
ont montré que Bax et Bak ne sont pas inhibées par des protéines anti-apoptotiques (Kim et al.
2006), ou encore que des protéines BH3-only a proximité sont en mesure d'engager et
d’activer Bax et Bak (Letai et al. 2002).

Dans le second mode¢le, les molécules a domaine BH3 sont dites activatrices (tBid, Bim,
Puma) et se lient directement sur les molécules pro-apoptotiques a multi-domaines BH pour
les activer. Ainsi, selon ce modele, 1’activation et 1’oligomérisation de Bak/Bax, par
changement conformationnel qui entraine 1’exposition de leur domaine BH3, résultent d’une
interaction directe avec t-Bid, Bim et Puma (Figure 11) (Green and Chipuk 2008; Tait and
Green, 2010).

Cﬁﬁ?ﬁ—only proE?E‘)
S ® Exposure of

‘l‘ BH3 domain
— >
/' BH3
BAX or BAK Dimer—dimer Symmetrical
interaction dimer forma‘riorl

interface exposed
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BAX or BAK BAX or BAK
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Figure 11 : Activation et formation du pore Bax/Bak. L oligoméristion et I’activation des protéines Bax ou Bak
entrainent un changement de conformation et [’exposition de leur domaine BH3. Cette exposition permet une
interaction directe avec les protéines BH3-only. Le changement de conformation engendre aussi le déemasquage
d’un sillon hydrophobe qui permet la formation du pore mitochondrial externe (Tait and Green, 2010).

Comme les données expérimentales existent pour soutenir les deux modeles, il est possible
que, selon le type cellulaire et le contexte, les deux mécanismes fonctionnent (Merino et al.
2009). Par exemple, Puma semble fonctionner dans les deux sens (Gallenne et al. 2009).
Indépendamment des différents roles attribués aux interactions entre les membres de la
famille Bcl-2, les deux modéles s’accordent sur une activité proapoptotique des protéines
BH3-only en se liant et en controlant les deux autres sous-groupes régulateurs de la famille
Bcel-2. Ils sont essentiels pour la perméabilité mitochondriale et l'engagement de la mort
cellulaire. Ils fonctionnent comme des capteurs de signaux de mort, des sentinelles
spécifiques, et des vecteurs de I'information de la voie apoptotique de base.

e Les activités des protéines anti-apoptotiques

Les protéines anti-apoptotiques Bcl-2 exercent leur activité en se liant aux membres pro-
apoptotiques Bax et Bak, et préviennent les dommages mitochondriaux. Il y a une dizaine
d’années, les chercheurs croyaient que la décision de mourir de la cellule était dépendante
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d’un équilibre stoechiométrique entre les protéines de la famille Bcl-2 anti-apoptotiques et
pro-apoptotiques (le modele «rhéostat »). Le nombre croissant de travaux contradictoires met
en ¢évidence la faiblesse de ce modele. Par exemple, les cellules peuvent passer d'un état de
vie a une situation apoptotique sans modification dans les niveaux respectifs des protéines anti
et pro-apoptotique Bcl-2.

On sait aujourd’hui que les membres anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 empéchent la mort
des cellules en interrompant la signalisation en amont de 1’oligomérisation de Bax/Bak,
essentiellement en se liant et en séquestrant les molécules a domaine BH3 activatrices,
prévenant ainsi leur interaction avec Bax/Bak (Letai et al. 2002; Taylor et al. 2008).

Les interactions sélectives et spécifiques entre les membres de la famille Bcl-2 représentent
les éléments clés du controle de la perméabilité mitochondriale et du destin cellulaire. Ainsi,
les membres anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 sont inactivés lorsque les protéines BH3-
only facilitatrices s’insérent, via leur dans leur domaine BH3, au niveau de leur sillon
hydrophobe constitué par le repliement des domaines BH1, BH2, BH3 (Sattler et al. 1997).
Comme on 1’a déja signalé, en dépit de leur similarité structurelle, chaque protéine BH3-only
a son propre mode¢le d'interaction avec des protéines anti-apoptotiques.

1.5.3 La voie du réticulum endoplasmique

A coté des 2 voies principales de déclenchement de 1’apoptose, une attention

particuliére a été portée a un mécanisme d’amplification de ces voies pouvant étre réalisé par
le réticulum endoplasmique (RE). En effet, ce compartiment cellulaire, outre le fait qu’il subit
des remaniements et une fragmentation massive tardive lors du processus apoptotique,
participe a la signalisation apoptoptique induite par un stress.
La voie du réticulum endoplasmique souligne un déséquilibre entre des protéines immatures
et matures, l'activation d'une série de réponses compensatoires, appelées collectivement la
réponse des protéines dépliées (UPR, Unfolded protein response). Cette réponse peut étre
aussi induite par de multiples conditions de stress du RE, tels que l'appauvrissement en
calcium, des altérations de la glycosylation, la résistance a l'insuline, le rayonnement UV. La
réaction a ces divers signaux du RE est une tentative pour corriger l'accumulation des
protéines, et dans le cas ou les corrections sont insuffisantes ou lors d’un stress soutenu, la
persistance de la réponse conduit a la mort cellulaire par nécrose ou apoptose (Ferri and
Kroemer, 2001; Kaufman; Criddle et al. 2007). Le RE est le site majeur de la réserve
intracellulaire de Ca**, dont I’efflux est souvent associé & une entrée dans la mitochondrie.
Les flux calciques ont souvent ét¢ impliqués dans la mort cellulaire, méme si les données sont
parfois contradictoires.

Certains membres de la famille Bcl-2, anti et pro-apoptotiques, sont localisés dans le RE, mais
leur fonction reste peu connue. Ils pourraient influencer I’homéostasie du RE en régulant la
perméabilit¢ de sa membrane et le relargage du calcium vers le cytosol. Des études ont
montré que Bcl-2 exergait son role anti-apoptotique au niveau aussi du RE, empéchant la
sortie de Ca®" et son accés a la mitochondrie (Rudner et al. 2001). Suite & un stimulus
apoptotique, Bax et Bak peuvent s’insérer dans les membranes du RE, induire une fuite de
Ca”" dans le cytosol et activer la caspase 12 qui déclenchera la mort cellulaire via I’activation
de la caspase 3 (Scorrano et al. 2003; Zong et al. 2003; Jin and El-Deiry 2005).

La voie intrinséque du RE peut réguler a la fois les mécanismes qui interviennent dans les
voies extrinseques et intrinseques de mort cellulaire.
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1.6 Régulation de I’apoptose

Comme nous venons de le voir, la réponse apoptotique fait intervenir de multiples voies
de signalisations, complexes et interconnectées. Elle est donc hautement controlée. De
nombreuses protéines cytotoxiques impliquées lors de cette réponse sont constitutivement
exprimées, mais inactives dans la cellule. Leur état d’activation dépend donc de leur
localisation cellulaire, de leur stabilité ou encore de leurs interactions avec d’autres protéines.

1.6.1 Les inhibiteurs de ’apoptose

e La voie des récepteurs de mort

Un mécanisme d'inhibition de la signalisation des récepteurs de mort implique la régulation
négative de la procaspase-8. En effet, plusieurs régulateurs agissent au niveau de la formation
du DISC. Les plus connus sont les FLIP (FADD-like ICE inhibitory proteins), des isoformes
de la caspase 8, possédant deux domaines DED mais pas de site catalytique actif (Irmler et al.
1997; Krueger et al. 2001).

e Les inhibiteurs des caspases

Les caspases sont modulées par plusieurs facteurs cellulaires endogenes. Ces polypeptides
constituent une famille de protéines, les IAPs (Inhibitor of apoptosis proteins) initialement
découvertes chez des cellules d’insectes infectées par un baculovirus. Ces protéines sont
caractérisées par un domaine de 70 a 80 acides aminés situés en position N-terminale, appelé
le domaine BIR (baculoviral IAP repeat) qui semble se lier et inhiber les caspases actives.
Huit protéines IAP ont été identifiées a ce jour chez les mammiféres (Burz et al. 2009).
Tous les membres de cette famille contiennent un a trois domaines BIR, et un domaine
conservé C-terminal RING (zinc finger). Chaque domaine BIR a des fonctions différentes, le
troisieme domaine BIR inhibant l'activit¢ de la caspase 9. Globalement, ces molécules
inhibent 1’activité de la caspase initiatrice 9 et des caspases effectrices 3 et 7. Les IAPs ne se
lient pas ou n’inhibent pas la caspase 8, mais en inhibant son substrat, la procaspase 3. Ces
molécules arrétent la cascade protéolytique et protegent de la mort induite par la signalisation
de Fas (Deveraux et al. 1998). Le domaine RING, qui se comporte comme une E2 ubiquitine-
ligase permet la dégradation des IAPs et des caspases qu’elles fixent. L'activité des membres
de la famille IAP peut étre modulée par d'autres facteurs cellulaires endogenes libérés par les
mitochondries. Par exemple, les effets inhibiteurs de XIAP peuvent étre modulés par des
fonctions antagonistes de protéines mitochondriales, comme Smac/DIABLO et Omi/HtrA2
(Chowdhury et al. 2008)

1.6.2. Régulation des membres de la famille Bcl-2

Les protéines de la famille Bcl-2 sont les intervenants principaux de la réponse
apoptotique. Comme on I’a vu précédemment, leur role décisif dans le devenir d’une cellule
dépend de leur ciblage vers différentes membranes intracellulaires comme la MME et les
membranes du RE. Pour étre dirigées et relocalisées vers ces sites ou elles sont fonctionnelles,
ces molécules doivent subir un changement conformationnel, ou des modifications post-
traductionnelles ou les 2 (Schinzel et al. 2004). Les modifications post-traductionnelles
contrblant les protéines de la famille Bcl-2 comme la phosphorylation et le clivage
protéolytique ou I’addition de groupements lipidiques, sont apparues comme des mécanismes
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possibles de l'intégration dynamique des signaux extracellulaires de survie et de mort (Danial
and Korsmeyer 2004; Youle and Strasser 2008) (These de Pauline Robinet, 2010).

La phosphorylation/déphosphorylation des molécules Bcl-2 est le principal facteur de
régulation de leur activit¢é. Ces mécanismes sont sous le contrdle de kinases et de
phosphatases cellulaires qui sont activées ou inactivées selon les signaux regus par la cellule.
Cela peut étre en présence ou en l’absence de cytokines, d’hormones ou des facteurs de
croissance (Zhou et al. 2000). L’activité de ces enzymes est sous le contrdle de voies de
signalisations complexes et souvent interconnectées. On a ainsi pu caractériser des voies de
signalisation anti-apoptotiques activées par des facteurs de croissance qui impliquent la
PI3K/Akt (ou PKB) ou des kinases activées en aval de la voie Ras. Pour exemple, PI3K/Akt
peut phosphoryler Bax sur sa serine 184, inhibant ainsi son activité (Gardai et al. 2004). Elle
peut agir aussi de manicre indirecte en phosphorylant GSK3, qui devenue inactive ne peut
plus phosphoryler Bax sur sa serine 163, ’empéchant d’étre adressée a la mitochondrie
(Linseman et al. 2004). Cette méme voie PI3K/Akt phosphoryle Bad sur la Ser136, comme
nous le verrons par la suite, contribuant a son inactivation (Datta et al. 2002). D’autres
protéines peuvent étre régulées par phosphorylation, comme Mcl-1 ou Bim, Puma, Bcl-xI
(Maurer et al. 2006). Les conséquences de la phosphorylation des molécules de la famille Bcl-
2 sont parfois complexes variant (inhibition/activation) en fonction des kinases activées et du
résidu ciblé par ces kinases. Ainsi dans le cas de Bcl-2, sa phosphorylation a d’abord été
associée a une perte de sa fonction anti-apoptotique et donc a la mort cellulaire. Mais par la
suite, certains travaux ont montré que la phosphorylation sur la sérine 70 était associée a un
signal de survie. Cette phosphorylation est sous le controle de la PKCa et est nécessaire a son
activité anti-apoptotique. En effet, et contrairement a la précédente réalisée sur d’autres
résidus (Ser87, Thr69) par des kinases Erkl1/2, elle n’altére pas la possibilité pour Bcl-2
d’interagir avec Bax (May et al. 1994; Cheng et al. 2001; Ruvolo et al. 2001).

Il est intéressant de noter que la phosphorylation de certaines protéines de la famille
Bcl-2, comme Bcl-2, ou Bid, Bim et Bik les rend souvent sensibles au phénomene
d’ubiquitinylation, les adressant ainsi au protéasome pour les dégrader (Dimmeler et al. 1999;
Thompson et al. 2008). Ainsi, ’inhibition du protéasome initie I’apoptose et s’accompagne
d’une stabilisation des protéines a domaine BH3 (Henderson et al. 2005), révélant le role sans
doute important du systéme ubiquitine-protéasome dans la perméabilisation de la membrane
externe mitochondriale.

Au cours de notre thése, nous nous sommes particulierement intéressés aux
modifications post-traductionnelles de la molécule BH3-only, Bad, et notamment par
phosphorylation. Aussi, nous avons choisi d’illustrer ces mécanismes en prenant pour
exemple Bad dans un paragraphe spécifique.

II. De la protéine Bad aux lymphomes diffus a grandes cellules B

La protéine Bad (Bcl antagonist of cell death) fait partie de la sous-famille des
protéines pro-apoptotiques « BH3-only ». Ce fut la premiére protéine BH3 a étre découverte
en 1995 par le groupe de Stanley Korsmeyer (Yang et al. 1995). Cependant, a la différence
des autres « protéines BH3 » (comme Bim, tBid ou Puma), Bad (de méme que Noxa et Bmf)
n’est que faiblement inducteur d’apoptose constituant un autre sous-groupe de protéines a
domaine BH3 dites « facilitatrices ». Ces derniéres semblent fonctionner comme des
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activateurs des membres pro- apoptotiques a multi-domaines BH en formant des complexes et
en neutralisant des partenaires anti-apoptotiques, comme la protéine Bcl-2. Les études chez
I’homme et la souris ont montré que Bad était trés largement exprimée par des types
cellulaires trés variés, avec notamment une expression marquée dans les tissus nerveux.
Globalement, la fonction physiologique de Bad est de répondre a des stress cellulaires et
d’induire la voie mitochondriale de I’apoptose. Ainsi, Bad régule le devenir de la celllule en
connectant des signaux extra-cellulaires, émanant notamment de facteurs de croissance, a la
machinerie apoptotique (Yang et al. 1995; Danial 2008).

I1.1. Structure

Le gene isolé du rat compte quatre exons. Il existe deux variants d’épissage de I’ARNm de
Bad dans les tissus de rat. Ceux-ci donnent naissance a deux protéines : Bad-a(S) et Bad-B(L).
Elles différent dans leur région C-terminale mais contiennent toutes deux un domaine BH3.
Bad-a(S) est toujours plus abondante que Bad-B(L) (Hamner et al. 2001). Il existe des
différences importantes entre la protéine humaine, celle de souris et celle de rat. La protéine
humaine compte 168 acides aminés et celle de souris 204 tandis que chez le rat, Bad-a(S) en
contient 205 et Bad-B(L) 220. Le domaine BH3 est absolument nécessaire a la fonction pro-
apoptotique de Bad car il est requis pour I’hétérodimérisation avec les membres anti-
apoptotiques de la famille Bcl-2. Des €tudes structurales ont effectivement révélé que la face
hydrophobique de I’hélice-a amphipatique s’insérait dans la poche hydrophobe formée par les
domaines BH1, BH2 et BH3 des protéines anti-apoptotiques Bcl-2 (Petros et al. 2004). Cette
interaction neutralise la fonction anti-apoptotique de ces protéines et aboutit a la libération des
molécules apoptotiques comme Bax et Bak, qui étaient séquestrées sous une forme inactive
complexée aux molécules Bcl-2 de survie. L’activation de Bak et Bax modifie leur
conformation, aboutissant comme nous 1’avons vu, a la libération de molécules pro-
apoptotiques comme le cytochrome c et finalement a I’exécution du programme de mort.

11.2. La régulation de ’activité de Bad par phosphorylation

La phosphorylation de Bad régule son rdle pro-apoptotique en altérant son interaction
avec des partenaires anti-apoptotiques, mais aussi influence sa localisation subcellulaire
(Wang et al. 1996; Datta et al. 2000).

I1.2.1. Aspects structuraux et subcellulaires

Trois sites de phosphorylation ont été identifiés comme sites prédominants in vivo, la
sérine 112, la sérine 136 et la sérine 155. Cependant, des sites additionnels ont été¢ découverts
incluant les sérines 170 et 128 et des résidus thréonine. La phosphorylation de la Ser170
inhibe la fonction pro-apoptotique de Bad alors que celle de la Ser128 produit au contraire
une stimulation de cette activité (Dramsi et al. 2002; Hashimoto et al. 2005). Cette
numérotation correspond a la protéine de souris (mBad). En effet, la plupart des travaux sur la
phosphorylation de Bad ont été réalisés chez la souris (Datta et al. 1997) mais des données
trés récentes ont été apportées sur les sites de phosphorylation de la molécule Bad humaine
(hBad) (Polzien et al. 2009; Polzien et al. 2010). Ces études ont confirmé notamment les 3
sites majeurs préalablement établis chez la souris et correspondant chez ’homme aux sérines
75,99 et 118.
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En présence de facteurs de croissance/cytokines, Bad est phosphorylée sur ces résidus sérines,
Bad est ainsi inactivée et séquestrée dans le cytosol par la protéine « chaperonne » 14-3-3
(Zha et al. 1996; Scheid et al. 1999). Lors d’un stress cellulaire ou en 1’absence de facteurs de
croissance/cytokines, Bad est déphosphorylée, révélant sa forme active pro-apoptotique. Bad
se dissocie de la protéine 14-3-3 et est « transloquée » a la membrane externe mitochondriale
ou elle interagit avec les protéines Bcl-2 ou Bcl-Xi ce qui a pour effet d’inhiber leur action
anti-apoptotique (Yang et al. 1995; Zha et al. 1996; Ottilie et al. 1997).

La phosphorylation de Bad se fait de fagon hiérarchique et chacune des sérines a son rdle a
jouer. La sérine 136 apparait comme 1’événement le plus en amont et indépendant du statut de
phosphorylation des Serl12 et Serl55. Une fois phosphorylée, la Serl36 est le site de
recrutement a la protéine 14-3-3 et pour qu’il y ait liaison compléte, la sérine 112 doit
¢galement étre phosphorylée. La sérine 155 se trouve dans le domaine BH3 qui est le site
d’interaction avec Bcl-2 et Bel-X;. La charge négative de cette sérine phosphorylée rend
improbable, car énergétiquement défavorable, I’interaction entre I’hélice du domaine BH3 de
Bad et la poche hydrophobique des molécules anti-apoptotiques Bcl-2 (Ottilie et al. 1997; Zha
et al. 1996; Datta et al. 2000; Petros et al. 2000; Danial) (Figure 12).

Figure 12: Régulation de Bad par phosphorylation.
a)La phosphorylation de Bad régule les interactions de celle-ci avec
son partenaire anti-apoptotique, exemple Bcl-X;. b) L'interaction de
I’hélice amphipatique (bleue) avec le sillon hydrophobe (orange)
de Bcl-X;. (Danial 2008)

La liaison entre la protéine 14-3-3 et la Serl36 phosphorylée induit un changement
conformationnel qui rendrait accessible la Ser155 pour des kinases au niveau du domaine
BH3 de Bad et ainsi abolirait son interaction avec Bcl-2 ou Bcel-X;. En effet, des études de
mutagenese dirigée montrent que la substitution de la Ser136 en alanine interfére avec la
phosphorylation de la Ser155 (Datta et al. 2000). Cependant, le complexe ternaire contenant
Bad phosphorylée sur la Serl36, Bcl-2/X; et la protéine 14-3-3 prédictif d’un état
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intermédiaire dans le modéle séquentiel de phosphorylation n’a pas été mis en évidence. Il est
aussi possible que ce complexe soit transitoire, in vivo (Zha et al. 1996; Datta et al. 2000). Les
modéles expérimentaux d’activation de Bad basés sur la phosphorylation (souris Bad *>*/*5*
présentant des formes mutées non-phosphorylables de Bad) proposent que la modification
d’au moins 2 résidus sérine soit nécessaire pour neutraliser complétement son activité
apoptotique. Ainsi, si on empéche la phosphorylation sur les Ser136 ou 155, on altére la
protection contre l’apoptose réalisée par des facteurs de croissance, sur des cellules
neuronales. De plus, les mutations Ser155D ou Serl5S5E qui miment une forme
constitutivement phosphorylée de Bad permettent une protection contre 1’apoptose qui dépend
du statut de phosphorylation des sérines 112 et 136, suggérant que la phosphorylation de la
sérine 155 est peut-tre I’étape limitante nécessaire a la neutralisation de la fonction
apoptotique de Bad (Datta et al. 2000; Danial 2008).

A I’inverse, quand Bad est séquestrée dans le cytosol par la protéine 14-3-3, c’est la sérine
112 phosphorylée qui semble la plus importante. Cette sérine est la premiére a éEtre
déphosphorylée par la phosphatase PP2A dans des conditions de croissance difficiles. Cette
déphosphorylation de la sérine 112 est nécessaire pour mener a la déphosphorylation de la
sérine 136 par de multiples phosphatases et finalement de la 155, et ainsi libérer Bad des
protéines 14-3-3 (Chiang et al. 2003).

En conclusion, I’état de phosphorylation de Bad sur les 3 principales sérines refléte un point
de controle dans la décision vers la vie ou la mort de la cellule.

I1.2.2. Les kinases et phosphophatases de Bad (Figure 13)

La phosphorylation de Bad est sous le contrdle de plusieurs protéines kinases qui
ciblent de multiples sites. La phosphorylation de la sérine 112 est sous contrdle de la PKA, la
p90RSK, Pim-1, Pim-2, PAKI1, PAKS et ERK1/2 (Datta et al. 1997; Tan et al. 1999;
Schurmann et al. 2000; Yan et al. 2003; Aho et al. 2004; Jin et al. 2005). Celle de la sérine
136 est sous le controle d’Akt, de p70S6K, PAK1 et Pim-3 (Datta et al. 1997; Schurmann et
al. 2000; Harada et al. 2001; Macdonald et al. 2006). Finalement, la sérine 155 est sous le
controle de PKA, RSK et Pim-3 (Tan et al. 2000; Virdee et al. 2000; Zhou et al. 2000;
Macdonald et al. 2006). De plus, des études ont identifié plusieurs autres sites de
phosphorylation de Bad. La phosphorylation sur la sérine 170 est induite en réponse aux
cytokines et inactive Bad (Dramsi et al. 2002). La MAP kinase JNK phosphoryle Bad sur la
thréonine 201 et cela méne également a une inactivation de Bad, en empéchant sa liaison avec
Bcel-X1 (Yu et al. 2004). Une autre thréonine, la 117, est la cible de la CKII, par contre, aucun
effet dans la cellule n’a ¢ét¢ démontré¢ (Klumpp et al. 2004). Finalement, un site de
phosphorylation, qui favorise I’activité pro-apoptotique de Bad a également été découvert. Il
s’agit de la sérine 128. Jusqu’a maintenant, elle est la cible de deux protéines kinases : JNK et
Cdc2 (Donovan et al. 2002; Konishi et al. 2002). La phosphorylation sur la sérine 128
empéche la liaison de Bad avec la protéine 14-3-3 méme si la sérine 136 est phosphorylée.
L’activation de Bad par JNK et Cdc2 couple donc les voies de stress cellulaire et de
régulation du cycle cellulaire a la machinerie apoptotique. Bien que la kinase c-Raf soit la
premicre kinase de Bad qui ait été décrite (Wang et al. 1999), ses sites cibles ne sont pas
clairement définis. Cependant, de plus en plus d’arguments expérimentaux in vivo et in vitro
montrent une participation directe des kinases Raf dans la régulation de I’apoptose via Bad
(Jin et al. 2005; Kebache et al. 2007). De plus, derniérement, grace a la spectrométrie de
masse, les équivalents des 3 sérines de mBad sur la protéine humaine (Serine 75, 99 et 118)
ont été établis comme sites de phosphorylation in vivo, sous le controle des kinases RAF
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(notamment les isoformes B et C) en plus des kinases PKA, PAK, Akt/PKB (Wang et al.
1996; Jin et al. 2005; Polzien et al. 2009). Ces kinases phosphorylent Bad sur les 3 sites
majeurs de hBad, régulant comme pour la protéine murine, la liaison avec la protéine 14-3-3
et ’association avec Bcl-2 et Bcl-Xp (Polzien et al. 2009). Ces travaux treés récents sur la
protéine humaine ont aussi permis d’identifier, comme pour mBad, I’existence de nouveaux
sites de phosphorylation in vivo a coté des 3 principaux (sérines 25, 32/34, 97 et 124). 1l est
intéressant de noter que la phosphorylation de la Ser75 de la protéine Bad humaine par C-
RAF peut favoriser sa poly-ubiquitynilation, permettant un « turn over » de Bad par sa
dégradation via le protéasome (Fueller et al. 2008).
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Figure 13 : Voies de signalisation impliquées dans la phosphorylation de Bad. La protéine Bad peut étre
phosphorylée sur différentes sérines par de nombreuses kinases cellulaires (Danial 2008).

La déphosphorylation de Bad et donc son activation fait intervenir plusieurs protéines
phosphatases cellulaires (Klumpp and Krieglstein 2002; Garcia et al. 2003). Plus précisément,
la protéine phosphatase PP1a est activée lors de la privation cytokinique (Ayllon et al. 2000) ;
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la protéine phosphatase PP2A déphosphoryle Bad en réponse a la privation en sérum et
polyamines des milieux de culture (Chiang et al. 2003; Ray et al. 2005), et la phosphatase
calcineurine (PP2B) déphosphoryle Bad en réponse a un flux calcique (Wang et al. 1999).

Des travaux réalisés sur des lignées T murines dépendantes de la présence de cytokines ont
montré que la privation cytokinique aboutissait, via ’activation de la GTPase Ras, a
I’activation de PPlo, principale sous-unité catalytique des PP1. Cette activation
s’accompagne de la déphosphorylation de Bad sur ses deux sérines 112 et 136 et provoque
I’arrét de la prolifération et I’apoptose des cellules (Ayllon et al. 2000). Il est aussi suggéré
qu’en plus de cibler spécifiquement les résidus sérine de Bad, les phosphatases de Bad
pourraient inactiver des kinases de survie (Danial 2008). De plus, la phosphatase PPla
interagit aussi avec la protéine Bcl-2 qui jouerait alors le role de sous-unité régulatrice de
PPla, constituant une nouvelle holoenzyme de PP1, avec une activité phosphatase que le
groupe de Garcia a appelée « Bad phosphatase » (Garcia et al. 2003). Cette holoenzyme Bcl-
2/ PPla peut former un complexe tri-moléculaire avec Bad, Bad et Bcl-2 étant probablement
phosphorylées. En effet, des études structurales ont permis de mettre en évidence la présence,
au sein du domaine BH1 des protéines Bcl-2, d’un motif consensus d’interaction avec PP1la.
Ce motif est nécessaire a I’interaction et au ciblage de PPla avec ses substrats comme Bad
(Ayllon et al. 2001). Ainsi, Bcl-2, en plus de controler I’activité enzymatique de la
phosphatase, amenerait Bad a PPla. Lors d’un signal de mort comme celui associé¢ a la
déprivation cytokinique, 1’activité phosphatase de PPla déterminerait la déphosphorylation
de Bad. PP2A participerait également a ce signal en interagissant avec Bcl-2 puis en le
déphosphorylant, ce qui favoriserait I’activité de la « Bad phosphatase » (Garcia et al. 2003).

11.3. Les interactions lipidiques: un élément important du trafic intracellulaire
de Bad

Les ¢tudes initiales avaient suggéré que la localisation sub-cellulaire de Bad était
déterminée par son statut de phosphorylation, la déphosphorylation de Bad le dissociant des
protéines 14-3-3 et le délocalisant du cytosol a la mitochondrie pour interagir avec Bcl-2/Bcl-
Xyr. Cependant, les mécanismes régulateurs responsables de la localisation cellulaire de Bad
sont apparus plus complexes. Par exemple, dans les cellules saines, une portion de Bad
phosphorylée peut résider a la mitochondrie (Danial et al. 2003). Des données récentes ont
apportées des éclaircissements importants sur les associations de Bad avec les membranes
cellulaires.

La plupart des membres de la famille Bcl-2 posséde un domaine hydrophobique
transmembranaire au niveau de leur extrémité C-terminale, indiquant que ces protéines
peuvent s’insérer a des membranes cellulaires. La protéine Bad n’en posséde pas et pour
expliquer sa translocation a la mitochondrie, il était proposé que I’association de Bad aux
membranes mitochondriales soit réalisée via la formation de complexes avec Bcl-2 ou BelX.
Or, les travaux de Hekman et collaborateurs ont démontré, de facon inattendue, 1’association
de Bad avec des mitochondries déplétées en protéines, de fagon équivalente aux
mitochondries non traitées (Hekman et al. 2006). Les résultats de cette étude ont mis a jour la
capacité de Bad a interagir avec des lipides avec une haute affinité, et de facon prédominante
avec des phospholipides chargés négativement comme les phosphatidylsérines, acides
phosphatidiques, et cardiolipides, de méme que les liposomes enrichis en cholestérol
(Hekman et al. 2006). L’interaction de Bad avec des domaines membranaires a été suggérée
deés 2002 par les travaux d’Ayllon et collaborateurs, révélant que les microdomaines
membranaires spécialisés dans la transduction de signaux ou radeaux lipidiques ou « Rafts »
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¢taient un nouveau compartiment de séquestration de formes actives de Bad
(déphosphorylées), dont la ségrégation était induite lors de la réponse apoptotique (Ayllon et
al. 2002). Cette démonstration a été faite sur une lignée lymphocytaire T murine dépendante
de la présence d’interleukine-4, et dont I’apoptose est déclenchée par la privation cytokinique,
mais ils proposaient une généralisation du concept sous forme du modele schématisé dans la
Figure 14 dans lequel Bad interagit de fagon dynamique et caspases dépendantes avec les rafts
(Fleischer et al. 2004). D’autres études ont depuis confirmé I’interaction de Bad avec les
radeaux lipidiques membranaires, y compris dans notre équipe ou la localisation de Bad a été
confirmée au niveau des rafts des lymphocytes B murins. Plus précisément, un pool non
négligeable de Bad est retrouvé dans les rafts des cellules B matures contrairement aux
cellules B immatures, suggérant un role de cette ségrégation différentielle dans la plus grande
sensibilité¢ a I’apopose des lymphocytes B immatures comparativement aux cellules matures
(Malissein et al. 2006).
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Figure 14 : Modeéle de amplification des effets de la déphosphorylation cytoplasmique de Bad.
La privation en interleukine-4 (IL-4) induit I’activation de la phosphatase PPla, qui déphosphoryle a son tour

Bad cytoplasmique. Bad déphosphorylée est transloquée vers la mitochondrie et une activation des caspase-9
et -3 s’en suit. Les protéases migrent vers les radeaux entrainant son altération, et, par conséquent,
le « pool » de Bad attaché aux rafts est transloqué vers la mitochondrie, amplifiant ainsi la réponse apoptotique.
La conséquence finale est la mort de la cellule par apoptose. (Fleischer et al. 2004)
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Finalement, deux domaines de liaison lipidique, LBD1 et LBD2, ont maintenant été identifiés
dans la région C-terminale de la protéine Bad. LDB1 englobe la partie C-terminale de 1’hélice
BH3, et LBD2 est a proximité de 1’hélice 5. Les cellules exprimant des mutants de Bad ne
pouvant plus interagir avec les lipides par le biais de ces motifs sont résistantes a 1’apoptose.
Ces motifs sont donc nécessaires a 1’activité pro-apoptotique de Bad. Alors que le domaine
LBDI1 se lie essentiellement aux liposomes riches en cholestérol mimant la structure des rafts,
LBD2 se lie préférentiellement a des liposomes chargés négativement reproduisant la
structure des membranes mitochondriales (Hekman et al. 2006). Cette interaction avec les
phospholipides membranaires ne serait pas dépendante du statut de phosphorylation de Bad et
ne nécessiterait pas I’intervention d’autres protéines. Cependant, lorsque Bad est
phosphorylée et associée a la protéine 14-3-3, ce complexe n’est pas capable de se lier aux
lipides mitochondriaux, alors que sa liaison aux lipides enrichis en cholestérol n’est pas
affectée. Cette interaction préférentielle des complexes Bad/14-3-3 avec des domaines
enrichis en cholestérol a suggéré un nouveau modele de régulation du trafic intracellulaire de
Bad, qui serait contrdlé par une exposition différentielle des domaines LBD1 et LBD2. Ce
modele a été proposé€ pour la régulation de Bad impliquant sa phosphorylation par les kinases
Raf, mais peut se généraliser. La stimulation des cellules par des facteurs de croissance
augmente la phosphorylation de Bad sur les sérines 112, 136 et 155 (nomenclature de mBad).
Des isoformes spécifiques de la 14-3-3 se lient a Bad phosphorylée permettant une
séquestration temporaire de Bad dans le cytosol, sous forme de complexes Bad/14-3-3. Ces
complexes se lieraient préférentiellement aux membranes enrichies en cholestérol (rafts), puis
se dissocieraient rapidement, libérant Bad de la 14-3-3, ce qui rendrait Bad plus accessible a
des phosphatases comme la calcineurine. Aprés la déphosphorylation, Bad ne serait plus
confinée aux rafts et pourrait diffuser dans la membrane plasmique ou elle s’accumulerait.
Lors d’un signal d’apoptose, Bad serait a nouveau transloquée a la mitochondrie pour
neutraliser la fonction de Bcl-2/BcelXy (Figure 15) (Hekman et al. 2006; Rapp et al. 2007).
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Figure 15 : Modéle de régulation de Bad par phosphorylation et ses conséquences sur son trafic
intracellulaire. La protéine Bad posséede une forte affinité pour les membranes. Phosphorylée, la protéine est
complexée a la 14-3-3 et ne peut pas interagir avec la mitochondrie, mais elle peut s associer sélectivement avec
des domaines membranaires riches en cholestérol. Ceci entraine I’abolition des fonctions pro-apoptotiques de
Bad en I’empéchant d’interagir avec Bcl-2 a la membrane externe mitochondriale. (Rapp et al. 2007)

11.4. Le double role de Bad: de ’homéostasie cellulaire 2 I’homéostasie glucidique

En dehors de la régulation de la balance survie/apoptose au cceur de 1’homéostasie
cellulaire, plusieurs travaux ont identifié¢ d’autres fonctions pour Bad, comme c’est le cas pour
la plupart des molécules de la famille Bcl-2. Ces protéines sont en effet impliquées dans la
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régulation du cycle cellulaire (Zinkel et al. 2006) ou d’autres processus homéostasiques
comme celui du Ca”" (Pinton and Rizzuto 2006) ou I’autophagie (Levine et al. 2008). Ainsi, il
a été progressivement suggéré que les membres de la famille Bel-2 réalisent en permanence
des fonctions cellulaires importantes, indépendantes de leur capacité a réguler 1’apoptose
(Danial and Korsmeyer 2004).

Longtemps considérée comme une molécule apoptotique latente dans les cellules saines, de
récentes études démontrent que Bad est en fait une protéine pro-survie avant d’étre une
protéine pro-apoptotique, un peu comme le cytochrome c, qui est une protéine essentielle dans
la mitochondrie, mais qui devient toxique quand elle est larguée dans le cytosol. En effet, le
groupe de Korsmeyer a identifi¢ en 2003 un réle critique pour Bad dans le métabolisme
glucidique, qui a bouleversé I’interprétation des fonctions cellulaires de Bad. Le lien entre
Bad et le métabolisme glucidique est apparu pour la premiere fois par I’analyse protéomique
de mitochondries hépatiques révélant Bad dans un complexe multiprotéique contenant la
protéine kinase PKA, sa protéine d’ancrage WAVE, la phosphatase PP1 et la glucokinase
(GK, hexokinase 1V), une enzyme clef dans le métabolisme glucidique (Danial et al. 2003).
Les résultats de ces travaux on montré que Bad était nécessaire a 1’assemblage du complexe,
permettant ainsi ’utilisation du glucose par les cellules, et lui attribuant un role clé dans le
métabolisme glucidique. Ces données ont été confirmées par I’étude des souris déficientes en
Bad dont les mitochondries sont dépourvues de ce complexe et qui présentent une altération
du métabolisme respiratoire en réponse au glucose au niveau des cellules hépatiques et des
cellules B pancréatiques. Cette nouvelle fonction de Bad est dépendante spécifiquement de sa
phosphorylation sur la sérine 155 au niveau du domaine BH3 (Danial et al. 2003). Au niveau
de la cellule B pancréatique, la dualité fonctionnelle de Bad s’exprime dans le contrdle de la
survie de ces cellules et la réponse insulinique en réponse au glucose. Cette dualité est sous le
controle du domaine BH3 de Bad. Quand Bad est déphosphorylée, elle met en jeu son
domaine BH3 dans une interaction avec Bcl-2/Bcl-X;, et engage son rdle apoptotique.
Lorsque Bad est phosphorylée sur sa sérine 155, Bad engage son domaine BH3 dans une
liaison avec la GK ce qui I’active et permet a Bad d’adopter un réle métabolique (Danial
2008). Ces données créent un lien entre le métabolisme glucidique et la mort cellulaire et
soulignent le fort potentiel de Bad dans un ciblage thérapeutique pour le traitement de
pathologies allant du diabéte aux cancers.

I1.5. Bad : une sentinelle de la balance survie / apoptose : Bad et lvymphomes B.

Bien que les études in vitro aient montré que la surexpression des molécules « BH3-
only » dans des types cellulaires variés induit I’apoptose, les modeles animaux de délétion des
genes n’ont pas permis d’obtenir un phénotype universel de défaut d’apoptose. Cela peut
s’expliquer en partie par la redondance fonctionnelle entre ces protéines pro-apoptotiques,
dont le degré peut varier selon le type cellulaire ou le signal de mort étudié.

En général, Bad a été impliquée dans ’apoptose induite par une privation en facteurs de
croissance dans plusieurs types cellulaires, particulierement les neurones et les cellules du
systéme immunitaire, mais également dans ’apoptose induite par le cisplatine (Hayakawa et
al. 2000). La disponibilit¢ des souris surexprimant Bad ou exprimant des mutants
constitutivement actifs, non phosphorylables (souris known-in Bad*®* résultant de la mutation
des Ser112, 136 et 155 en alanine) ont permis d’explorer, dans un systéme in vivo, le role de
la dérégulation de la signalisation de Bad et I’importance de sa phosphorylation dans la
balance survie/apoptose.
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De facon intéressante, les souris Bad”>" sont viables mais présentent des défauts sélectifs dans
le développement des lymphocytes B et T marqués par une altération de la survie IL-7-
dépendante des pro-B et pro-cellules T et une importante diminution de la cellularité du
thymus et la moelle osseuse. La phosphorylation de Bad semble étre une composante
importante de la survie des cellules T IL7-dépendante (Datta et al. 2002).

Conformément a ces résultats, des souris transgéniques surexprimant Bad dans les
cellules T, présentent des anomalies dans le développement et I'apoptose de ces cellules, avec
une réduction significative de la cellularité¢ thymique et de la maturation des lymphocytes T
(Mok et al. 1999). Ces thymocytes transgéniques sont nettement plus sensibles a l'apoptose
induite par une irradiationy, la dexaméthasone et des anticorps anti-Fas (Mok et al. 1999).
Bien que ces modeles de gain de fonction pointent le role physiologique de la protéine Bad
dans le développement des cellules T et de I’apoptose, la perte de fonction pro-apoptotique de
Bad chez la souris (Bad'/ ’) n'est pas associée a des défauts de survie et de développement des
thymocytes (Ranger et al. 2003). Ces résultats inattendus peuvent refléter la redondance
fonctionnelle entre certaines protéines de la famille « BH3-only » et notamment avec Bim, au
cours du développement lymphocytaire (Strasser 2005).

L’ensemble des données obtenues sur les modeles de souris déficientes en Bad ou d’activation
constitutive de Bad (souris knock-in Bad>>*) montrent que la phosphorylation de Bad est un
mécanisme majeur, mais pas le seul, par lequel les facteurs de croissance inactivent la
machinerie apoptotique. Ainsi, 1’état de phosphorylation de Bad réglerait, au niveau de la
mitochondrie, le seuil de sensibilité des cellules a 1’apoptose (Datta et al. 2002). En plus de ce
role essentiel, Bad est aussi une sentinelle importante dans la mort induite suite a un
phénomene d’hypoxie (Ness et al. 2006).

1I-5.1 Bad et Cancers

Alors que les proteines anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 sont considérées comme
des proto-oncogénes, réciproquement les membres pro-apoptotiques pourraient fonctionner
comme des suppresseurs tumoraux, leur perte de fonction pouvant alors contribuer aux
cancers (Egle et al. 2004). Dans ce contexte, les molécules BH3 et notamment Bad,
représentent une cible attractive pour des approches thérapeutiques visant a moduler
I’apoptose dans ces pathologies (Fernandez-Luna 2008). Ainsi, des modeles animaux de perte
de fonction de plusieurs protéines BH3-only ont été associés a une incidence accrue de
tumeurs (Labi et al. 2006).

Les lymphocytes T et B des souris Bad®®* présentent une sensibilisation exacerbée a
I’apoptose. A la lumiére de ces résultats, on pouvait s’attendre a ce que les souris Bad®>*
soient résistantes au développement de tumeurs (Datta et al. 2002).

Contrairement aux modeles murins, suggérant fortement un réle de Bad en tant que
suppresseur tumoral, peu d’études ont pu relier, chez ’homme, la présence de mutations
somatiques dans le géne de Bad avec des cancers. L’une d’entre elles a cependant permis
d’identifier 2 mutations importantes de BAD, a partir de biopsies de patients atteints
d’adénocarcinomes du colon (Lee et al. 2004). Ces 2 mutations non-sens présentes dans 4,3%
des cas ont été localisées dans I’exon 2 du geéne BAD et générent des mutations dans le
domaine BH3 de Bad. Des ¢études fonctionnelles ont alors été réalisées par transfection de
cellules HEK293T avec des plasmides codant pour les protéines sauvages et mutées. Elles
montrent que les protéines mutées de Bad sont moins efficaces a induire 1’apoptose et
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déficientes dans leur capacité¢ a former des hétéro-dimeres avec Bcl-2/Bcl-X;. Leur lien
physiologique cependant avec le cancer du colon reste a préciser.

La dérégulation de la signalisation de Bad a été associée a des cancers variés de I’homme
comme ceux de I’estomac, du colon, foie, cerveau et systeme lymphoide. Ainsi des niveaux
¢levés des formes phosphorylées de Bad ont été identifiés dans certains cancers comme celui
du colon, du cerveau et du sein (Khor et al. 2004; Cannings et al. 2007; Kim et al. 2007). Plus
particulierement une phosphorylation accrue sur les résidus Serl12 et Ser136 a été observée
en relation avec une activation constitutive des voies Erk et PI3K/Akt dans la survie cellulaire
des cellules tumorales (Samuels and Velculescu 2004). L’inhibition de ces phosphorylations
restaure la sensibilité des cellules tumorales a 1’apopose (She et al. 2005). Ainsi, la
déphosphorylation de Bad dans les cellules tumorales pourrait contribuer aux effets pro-
apoptotiques de certains suppresseurs tumoraux ou de drogues cytotoxiques (Danial 2008).
Une ¢étude récente montre clairement que les patientes atteintes d’un cancer du sein dont les
cellules tumorales sont caractérisées par une forte expression de Bad ont une meilleure survie
suite au traitement par le tamoxiféne que celles ayant une expression plus faible de Bad
(Cannings et al. 2007). Globalement, ces résultats suggérent que Bad pourrait jouer un role
dans certains cancers chez ’homme, soit dans leur développement soit dans leur traitement.

Un ciblage thérapeutique de Bad est finalement de plus en plus envisagé. Pour exemple, les
effets sensibilisateurs de Bad a I’apoptose dans les cellules tumorales peuvent étre mimés par
de petites molécules qui engagent la boucle hydrophobique de Bcl-2, Bel-Xp et Bel-w de
fagon analogue au domaine BH3 de Bad. Ces molécules mimétiques du domaine BH3 de Bad
s’annoncent prometteuses dans des effets antitumoraux pour traiter des lymphomes, leucémies
et certains carcinomes (Oltersdorf et al. 2005; Deng et al. 2007; Danial 2008).

I1-5.2 Apport des modéles de souris déficentes : Bad et DLBCL

La disponibilité des souris déficientes en Bad a permis de rechercher aussi un lien
entre la perte de fonction de Bad et I’incidence des tumeurs. L’analyse de ces souris montre
une diminution sensible de leur espérance de vie (80% d’animaux vivants a 18 mois) qui a été
finalement corrélée a I’apparition de tumeurs. L'analyse histologique a indiqué que les
tumeurs malignes les plus importantes dans ces souris sont les lymphomes diffus a grandes
cellules B (DLBCL, Diffuse large B-cell lymphomas) principalement d’origine « centre
germinatif » (Ranger et al. 2003). Des tumeurs solides ont également été observées dans ces
souris. Le temps de latence du développement tumoral suggeére une accumulation de
mutations ou d’anomalies secondaires a la délétion de Bad.

Chez I’homme de rares travaux faisaient un lien entre les lymphomes B et notamment les
DLBCL, et Bad lors du démarrage de notre thése. De plus, un examen génétique des
altérations de Bad dans les tumeurs malignes humaines n’avait pas permis de mettre en
¢vidence de mutations somatiques de Bad dans ces lymphomes B (Schmitz et al. 2006).
Cependant, et de fagon paradoxale aux données apportées chez la souris, une forte expression
de Bad était observée chez des patients atteints de DLBCL comparativement a d’autres
lymphomes non-hodgkiniens (Xerri et al. 1999).

Ces données, bien que parfois contradictoires, font clairement un lien entre Bad et les
lymphomes diffus a grandes cellules B, et semblent suggérer que la fonction/présence de Bad
pourrait avoir un role dans le développement et/ou I’évolution clinique des DLBCL.
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III- Les lymphomes diffus a grandes cellules B (DLBCL)

D’une fagon générale, les lymphomes tendent a étre classés en fonction de leur
¢quivalent non tumoral chaque fois que cela est possible. La plupart des lymphomes B
dérivent ainsi d’une cellule B normale qui suite a son activation au niveau des organes
lymphoides périphériques, entame sa différenciation terminale au sein de structures
spécialisées appelées centres germinatifs. Cependant, tous les lymphomes ne répondent pas a
cette régle et dans ces cas, leurs équivalents non tumoraux n’ont pu étre identifiés.

I11-1 Rappels sur la formation des centres germinatifs au cours de I’activation des
lymphocytes B

Les lymphocytes B matures naifs (IgM/IgD") ont une demi-vie de 3 jours. Leur
survie passe nécessairement par la rencontre de ’antigéne reconnu spécifiquement par leur
récepteur a I’Ag ou BCR. Le lymphocyte B circule donc a travers les vaisseaux lymphatiques
et sanguins, dans la rate, les ganglions, les tissus lymphoides des muqueuses, a la recherche de
son « ¢lu » antigénique. L avenir du lymphocyte B a court terme (48-72 heures) est le suivant
: mort cellulaire en 1’absence de rencontre de I’antigéne, activation lymphocytaire B «T-
indépendante», ou réponse «T-dépendante» qui est la forme la plus fréquente d’activation des
lymphocytes B (Niiro and Clark 2002). Lorsque cette rencontre a lieu, et que la cellule B
recoit des signaux complémentaires issus de lymphocytes T auxiliaires (phénomene appelé
coopération T-B ou activation T-dépendante), les cellules B proliférent au sein de follicules
secondaires dans les tissus lymphoides périphériques comme les ganglions lymphatiques. Ils
déterminent alors, aprés plusieurs jours d’intense prolifération la formation de zones
spécialisées, appelées centres germinatifs ou GCs. Les cellules naives qui constituaient le
follicule primaire sont remplacées par des cellules B proliférantes dites de stade GC et le
restant des cellules naives se retrouve déplacé en dehors des GCs, au niveau d’une zone
périphérique appelée « le manteau ». Deux zones se différencient au sein des GCs : une zone
claire et une zone sombre. La zone sombre est constituée presque exclusivement de cellules B
proliférantes (dites centroblastes), et la zone claire est constituée de petites cellules ne se
divisant plus (les centrocytes) enchassées dans un maillage de cellules folliculaires
dendritiques (FDC, Follicular Dendritic Cells). C’est au niveau de la zone sombre que se
produit la fin du processus de maturation des lymphocytes B appelée « maturation
d’affinité ». Ce processus est caractéris¢é par des hypermutations somatiques et aboutit a
I’introduction de nombreuses mutations ponctuelles au niveau des régions variables des
immunoglobulines (Ig) permettant in fine 1’augmentation d’affinit¢ de liaison a ’Ag des
anticorps sécrétés par les cellules B. Cependant, la plupart des mutations sont
désavantageuses pour les cellules B, comme celles qui aboutissent a une baisse d’affinité,
celles qui créent une auto-réactivité ou qui géneérent une nouvelle spécificité antigénique.
Ainsi plus de 95% des lymphocytes B pénétrant dans un centre germinatif vont mourir
(apoptose). Cette forte réponse apoptotique est facilitée par 1’absence d’expression de
molécules anti-apoptotiques, comme Bcl-2, et la forte expression de facteurs pro-
apoptotiques. Seuls les lymphocytes B des GCs, ayant acquis des mutations dans leur BCR
augmentant I’affinité pour I’Ag, vont survivre car ils subissent une « sélection positive ». Ce
processus de sélection a lieu dans la zone claire, ou les cellules B (alors au stade de
centrocytes) sont en contact intimes avec des lymphocytes T CD4" et des FDC qui leur
présentent I’Ag sous forme de complexe immun. Cette sélection positive s’accompagne de
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I’émission de signaux de survie (activation de la voie NF-kB, expression de molécules anti-
apoptotiques de la famille Bcl-2...) émis par le BCR couplés aux signaux de co-stimulation
transmis par les cellules T (Martinez-Valdez et al. 1996; Klein et al. 2003; Klein and Dalla-
Favera 2008). Une fraction des lymphocytes B ainsi sélectionnés subissent alors la
commutation isotypique, permettant la modification de la classe de I'Ig. Finalement, les
centrocytes se différencient en cellules B mémoires et en plasmocytes sécréteurs d’Ig et
quittent le microenvironnement des GC (Figure 16).
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Figure 16 : Différenciation et activation des cellules B dans le centre germinatif. Les cellules B matures (naives)
activées par [’antigene subissent, dans la zone sombre du centre germinatif une expansion clonale. Au cours de cette
prolifération, les cellules subissent des hypermutations somatiques qui induisent des mutations qui diminuent ou
augmentent [’affinité du BCR a [’antigene et migrent dans la zone claire. Cette sélection des cellules s effectue par
lintermédiaire de la présentation de [’antigene par un réseau de cellules FDC (cellules dendritiques folliculaires)
et de cellules Th (cellules T helper). Les cellules avec une affinité réduite pour |’ antigéne rentrent en apoptose. Les
autres subissent une commutation de classe puis se différencient en cellules B mémoires et plasmocytes.
(Kiippers, 2005)

Les signaux qui induisent la transition depuis le centroblaste soit en cellule
plasmocytaire soit en cellule B mémoire sont a ce jour mal connus. Cependant, de nombreux
facteurs de transcription ont été identifiés comme des régulateurs importants de certaines
étapes avec notamment (figure 17) :

- Bcl-6 : dont le géne a été identifié de par sa translocation dans les lymphomes diffus a
grandes cellules, est un répresseur transcriptionnel qui, au stade centroblaste, inhibe les génes
impliqués dans D’activation de la cellule B (CD69, STATI1, CD80), la différenciation
plasmocytaire (PRDM1/Blimp-1) et la différenciation en cellules B mémoires (Klein and
Dalla-Favera 2008).

- Blimp-1, IRF-4 et XBP1 sont des facteurs indispensables a la différenciation plasmocytaire
terminale (Reimold et al. 2001; Klein et al. 20006).
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- Pax-5: semble étre un facteur de transcription décisif dans 1’orientation vers la
différenciation de cellules B mémoires (Klein and Dalla-Favera 2008).

Memory
B cell TeAXS
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T PAXS T PAXS 1 PAXS T xBP1 TT xR
TBCL-6—BUMPI| |T NF-xB — T IRF4 —BCL-6| | T XBPI T ) chain TT ) chain
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Figure 17 : Programme transcriptionnel du dévéloppement des cellules B du centre germinatif et des cellules post-
germinatives. Ce programme est culminant au niveau de la différenciation des centroblastes. Le centrocyte, a travers la
stimulation du CD40 via les cellules T, induit une répression du facteur de transcription BCL6 controlé par I’'IRF4. Ce stade
représenterait un précurseur commun aux cellules B mémoires et aux plasmocytes. (Klein and Dalla-Favera 2008)

I1I-2. Origine cellulaire et classification des Lymphomes B

II1-2.1. Historique sur la classification des lymphomes

La classification des lymphomes a largement évolué¢ au cours des années. La premicre
classification que 1’on doit a Rappaport et al était exclusivement basée sur I’architecture et la
morphologie des cellules. L’émergence des connaissances de la « biologie des lymphocytes »
a laissé la place au systeme de Kiel et Lukes-Collins en 1974 et a la formulation de travail
pour usage clinique (WF) en 1982 (National Cancer Institute sponsored study of
classifications of non-Hodgkin's lymphomas: summary and description of a working
formulation for clinical usage. The Non-Hodgkin's Lymphoma Pathologic Classification
Project 1982). La classification WF des tumeurs était basée sur la taille des cellules, les
caractéristiques ganglionnaires et la morphologie permettant d’assigner un grade de malignité.
La classification révisée Européenne — Américaine des lymphomes (REAL) est publiée en
1994. Elle ajoute les caractéristiques génétiques et immunophénotypiques, et intégre aussi les
données issues des cas cliniques et des traitements (Harris et al. 1994). Puis en 2001, REAL a
laissé la place a la classification de 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS ou WHO —
World Health Oragnization), qui en a repris les principes en ’étendant a I’ensemble des
cancers hématologiques, et publia le premier livre de la classification des hémopathies
malignes (Harris and Isaacson 1999). Cette classification a été mise a jour en 2008 (Jaffe et al.
2008). Parmi les lymphomes diagnostiqués, 90 % sont d’origine B, les autres dérivant d’une
cellule T ou NK.
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III-2.2. Classification des lymphomes B

Le principe de la classification des lymphomes B repose sur 1’observation que les
cellules B tumorales dérivent d’un stade particulier de la différenciation normale des
lymphocytes B. De ces observations, a émergé le concept que la plupart des lymphomes B
dérivent d’une cellule B du centre germinatif (GC) ou post-centre germinatif (post-GC)
(Kuppers et al. 1999; Stevenson et al. 2001; Kuppers et al.).
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Figure 18 : Origine cellulaire des cellules B des différentes classes de lymphomes. DLBCL: Diffuse large
B cell ymphoma. ABC: Activated B cells. B-CLL: B cell chronic lymphocytic leukemia. MALT: Extranodal
mucosa-associated lymphoid tissue. GC: germinal center. (Kiippers, 2005).

Les principaux types de lymphomes B sont répertoriés dans la figure 18 qui relie le
type de lymphome a sa contrepartie non-tumorale. Plus de 15 types de lymphomes B sont
actuellement répertoriés par la classification de 1’organisation mondiale de la santé des
tumeurs de tissus hématopoiétiques et lymphoides (Swerdlow et al. 2008). Les entités les plus
fréquentes sont les lymphomes diffus a grandes cellules B, les lymphomes folliculaires, les
lymphomes diffus lymphocytiques de type leucémie lymphoide chronique (LLC), les
lymphomes de la zone marginale de type MALT (Mucosa Associated Lymphoid Tissue) et les
lymphomes du manteau. La plupart des LNH B (les lymphomes folliculaires, les lymphomes
diffus a grandes cellules B, les lymphomes de la zone marginale de type MALT, et les
lymphomes lymphoplasmocytaires) présentent des mutations somatiques et sont dérivés de
cellules du centre germinatif ou de cellules B mémoires (post-centre germinatif). Les autres
correspondent aux lymphomes du manteau et a certains LNH de type LLC qui, dépourvus de
mutations des génes d’Ig, apparaissent dérivés de cellules naives prégerminatives (Kuppers et
al.; Kuppers 2005).

63



Introduction bibliographique: Les lymphomes diffus a grandes cellules B

I11-3. Présentation générale des lvmphomes diffus a grandes cellules B (DLBCL)

Les DLBCL sont les plus communs des lymphomes a travers le monde, représentant
40% des 55000 nouveaux cas détectés chaque année. Ils sont aussi les plus fréquents des
LNH, les cinquiemes cancers les plus détectés. Ils représentent 30% de tous les LNH de
I’adulte. L’age moyen au diagnostic est de 70 ans mais ce lymphome peut survenir chez
’adulte jeune et méme chez I’enfant.

Les DLBCL sont trés hétérogeénes, biologiquement et cliniquement. Il s’agit de prolifération
diffuse de grandes cellules B survenant de novo ou dans un contexte de lymphomes de faible
grade histologique de malignité. Les DLBCL sont ainsi nommés car les lymphocytes B
tumoraux diffusent et effacent 1’architecture des ganglions lymphoides. Les formes a
présentation extraganglionnaire (digestive, amygdalienne, cérébrale, cutanée...) sont
fréquentes. Dans la majorité des cas, les DLBCL surviennent chez des patients sans déficit
immunitaire connu; ils peuvent ¢également é&tre observés dans un contexte
d’immunosuppression (patients VIH', traitements immunosuppresseurs).

De¢s la classification REAL, les DLBCL ont été répertoriés comme un groupe hétérogéne de
tumeurs. On observait dans ce groupe plusieurs entités clinicopathologiques avec des
caractéristiques morphologiques, immunophénotypiques, cytogénétiques et cliniques propres.
Les cellules sont grandes et ont des morphologies variables (centroblastiques,
immunoblastiques, anaplasique, riches en cellules T ou histiocytes) (Harris et al. 1994; Gatter
et al. 2002). Cette grande diversité morphologique est encore retrouvée dans la récente mise a
jour de la classification WHO en 2008 qui a cependant tenté¢ de clarifier la situation en
définissant des entités dans le groupe des DLBCL. Cependant, la trés grande majorité des
DLBCL reste un groupe hétérogéne de lymphomes agressifs qui continuent d’étre identifiés
sur la base de la taille importante du noyau des cellules B tumorales (Gurbuxani et al. 2009).

111-4 Pathogénicité des DLBCL : aspects cytogénétiques

Tout comme d’autres types de cancers, la pathogenése du DLBCL est un processus a
« multiples étapes ». Elle est due a une accumulation de multiples 1ésions génétiques et
moléculaires qui entralnent la sélection d’un clone malin. De nombreuses anomalies
cytogénétiques récurrentes ont ¢€té décrites dans le DLBCL. Aucune n’est cependant
strictement spécifique. On distingue (figure 19) des translocations chromosomiales, des
dérégulations dans les mécanismes d’hypermutation somatique ou toutes autres dérégulations
communes retrouvées dans cette sélection (amplification, délétions, mutations de genes)
(Abramson and Shipp 2005; Lossos 2005; Gurbuxani et al. 2009). Toutes ces modifications,
qui concernent majoritairement les génes BCL-2, BCL-6, et C-MYC, contribuent au processus
complexe de la pathogenese moléculaire du DLBCL.

II1-4.1 Translocations chromosomiques

La présence récurrente de translocations chromosomiales impliquant C-MYC (Akasaka
et al. 2000), BCL2 (Huang et al. 2002) et BCL6 (Ye et al. 1993) a ét¢ démontrée dans les
DLBCL. Ces translocations sont issues de recombinaisons illégitimes au moment du
réarrangement du segment VDJ, du switch de classe et du processus d’hypermutation
somatique des genes des Ig.

BCL-6 : Les translocations chromosomiales, sur le locus 327 du géne BCL6, sont les plus
caractéristiques et communes des anomalies génétiques détectées dans les DLBCL (35 a 40%)
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(Lossos 2005). Les partenaires les plus souvent impliqués sont les geénes des Ig sur les régions
chromosomiques 14q32, 2pl12 et 22q11 mais plus d’une vingtaine d’autres /oci alternatifs
peuvent jouer un role. On appelle ce phénoméne une «translocation de promiscuité »
(Akasaka et al. 2000). La fusion des partenaires est initiée a partir du promoteur hétérologue
contenant les exons codant de BCL-6 intacts. L’expression du géne BCL6 est finement régulée
au cours de la différenciation des cellules B et est restreinte aux cellules B du CG (Klein and
Dalla-Favera 2008). La régulation négative de ce géne pourrait étre nécessaire a la sortie des
cellules B du microenvironnement des centres germinatifs et leur différenciation en cellules B
mémoires. Au contraire, dans les DLBCL, sa dérégulation pourrait engendrer un arrét de la
différenciation, favoriser la survie et la prolifération cellulaire, et une instabilité génétique,
I’ensemble conduisant finalement a la transformation néoplasique.

BCL-2: C’est un proto-oncogene situé en 18q21. La protéine Bcl-2 est anti-apoptotique et
joue un roéle important dans le développement normal et la différenciation des cellules B
(McDonnell et al. 1989; Strasser et al. 1990; Merino et al. 1994). Sa surexpression dans les
lymphocytes B du fait d’une translocation t(14 ;18), amenant BCL2 sous le controle des
promoteurs des geénes des Ig, favorise la survie des cellules B tumorales et entraine des
résistances chimiothérapeutiques. L’expression de BCL2 est normalement négativement
régulée dans les GC, ou I’apoptose joue un rdle crucial dans la sélection négative des
lymphocytes B visant a éliminer notamment les cellules B auto-réactives produites, suite lors
du processus de maturation d’affinité. La dérégulation de BCL2 est le plus communément
associée a une t(14 ;18) qui est présente dans 13% des cas de DLBCL (Gascoyne 1997;
Kramer et al. 1998). Cependant, I’expression de la protéine Bcl-2 peut étre détectée dans
environ 50% des DLBCL, indépendamment de cette translocation. De maniére intéressante,
une augmentation de 1’expression de la protéine Bcl-2 est associée a un pronostic
défavorable, bien que la t(14 ;18) seule ne soit pas une donnée prédictive (Abramson and
Shipp 2005).

cMYC : est un facteur de transcription associé¢ au lymphome de Burkitt. Une dérégulation de
cMYC est approximativement observée dans 15% des cas de DLBCL (Kramer et al. 1998),
cependant la plupart de ces cas peuvent représenter des lymphomes de Burkitt, la distinction
entre les 2 étant difficile. Cette anomalie est le plus souvent due a une translocation t(8 ;14)
qui améne le géne ¢cMYC en position 8q24 sous le contrdle d’un promoteur des genes
d’immunoglobuline. Les effets des réarrangements du géne cMYC sur la survie cellulaire ne
sont pas encore tres clairs (Kramer et al. 1998).

I11-4.2 Hypermutations somatiques aberrantes

Dans le CG normal, les phénoménes d’hypermutations somatiques ne sont pas
restreints aux génes d’Ig mais touchent aussi les régions 5° d’autres genes dont BCL6,
FAS/CD95 et CD79, un composant du complexe de signalisation du BCR (Pasqualucci et al.
1998; Gordon et al. 2003). Bien que les mutations survenues sur les génes d’Ig permettent une
maturation d’affinité des anticorps pour leurs antigénes cibles au moment de la sélection des
cellules B, les mutations somatiques dans d’autres genes des lymphocytes normaux du CG ne
sont pas expliquées. Dans 50% des DLBCL, les mécanismes d’hypermutations somatiques
fonctionnent mal et pourraient étre un rouage additionnel a la pathogénése du DLBCL
(Pasqualucci et al. 2001). Typiquement, des hypermutations somatiques ont été mises en
¢vidence dans les DLBCL (Lossos and Levy 2000; Kuppers 2003) et au niveau des régions 5’
d’autres geénes, comme les proto-oncogéne BCL6, C-MYC, PIMI, PAX5, RhoH/TTF qui
interviennent au cours de la prolifération cellulaire, de la différenciation et de la transduction
du signal (Pasqualucci et al. 2001; Abramson and Shipp 2005). Des mutations du récepteur de
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mort Fas ont été aussi observées dans 20 % des DLCBL, la plupart du temps au niveau du
dernier exon qui code pour le domaine de mort. Ces mutations peuvent étre considérées
comme des dominantes négatives déstabilisant le complexe trimérique formé par le récepteur
Fas (Muschen et al. 2002). La perte de Fas engendre un abandon de la maturation d’affinité et
I’échec de la sélection des cellules B autoréactives conduisant a des maladies auto-immunes et
a la persistance de clones malins. En effet, des souris mutées pour Fas et son ligand
développent des lymphomes B (Davidson et al. 1998; Straus et al. 2001; Muschen et al.
2002).

I11-4.3 Autres anomalies cytogénétiques

P53(TP53): Apparue comme un événement isolé dans les DLCBL, la mutation du géne
suppresseur de tumeur p53, localisé sur le chromosome 17p, et sa délétion sont associées a de
mauvais pronostics. En effet, les mutations de p53, dans les modeles animaux sont corrélées
avec I’incidence de cancers des cellules B (Ichikawa et al. 1997; Leroy et al. 2002).

Parmi les autres anomalies décrites dans les DLBCL, citons des sites d’amplification dont
ceux contenant des proto-oncogénes comme REL, C-MYC et BCL2, ou des délétions /
amplifications géniques dont la cible et le lien avec la pathogénicit¢ des DLBCL n’a pas
toujours été identifi¢ (Lossos 2005).
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Figure 19: Modélisation de la pathogenése des lymphomes diffus a grandes cellules B. 1]
s’agit d’une réprésentation schématique des lésions génétiques aquises par les lymphocytes
au cours du processus de transformation en DLBCL. Seules les plus communes et leurs
fréquences sont réprésentées. (Lossos 2005)

111-5 Origine cellulaire, Caractérisation histologique et sous types

III-5.1 Origine cellulaire

Les DLBCL proviendraient de cellules B normales activées suite a la rencontre avec
un antigéne, et qui seraient soit a un stade centre germinatif soit & un stade post-centre
germinatif.
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La comparaison des caractéristiques biologiques, de marqueurs de surface et du profil
d’expression génique d’un type de lymphome, aux différents stades de maturation des
lymphocytes B normaux permet de supposer a quel stade la transformation de la cellule B a
pu intervenir. La présence de mutations somatiques dans la région variable (V) des genes des
immunoglobulines (Ig) est communément utilisée comme marqueur de transition, au moment
du passage de la cellule du centre pré-germinatif au centre germinatif (Stevenson et al. 1998).
De plus, I’observation d’une hétérogénéité intraclonale dans les mutations des génes des Ig est
pergue comme un marqueur de mutations somatiques en cours, ce qui se produit presque
exclusivement dans les GCs et par conséquent constitue un marqueur de 1’origine des GCs
(Lossos 2005).

Comme leur versant non-tumoral, les cellules de ces lymphomes expriment les marqueurs
classiques des cellules B (CD19, CD20, CD22, CD79a) et souvent des Ig de surface (50% a
70% des cas) (Harris et al. 1994; Gatter et al. 2002). La présence de mutations dans les geénes
des Ig a été révélée dans des DLBCL suggérant une pression de sélection par I’antigéne dans
la majorité des tumeurs (Ottensmeier et al. 1998). L’analyse de I’hétérogénéité intraclonale
des geénes des Ig a démontré I’existence de deux sous-groupes de DLBCL, I'un avec, et
I’autres sans mutations somatiques en cours. Ces données évoquent une origine cellulaire
différente, quant-a la provenance de ces lymphomes, une origine GC et une post-GC
(Lossos). Ces données corroborent les études immunohistochimiques précédentes qui avaient
relaté une expression hétérogene des marqueurs des centres germinatifs (CD10 et BCL-6)
dans les tumeurs de DLBCL (Hans et al. 2004).

II1-5.2 Aspects immunohistochimiques: profils d’expression génique

A coté des 4 variantes principales de DLBCL différenciées sur des bases
morphologiques (centroblastique, immunoblastique, anaplasique, riche en cellules T ou
histiocytes), les analyses réalisées a partir des années 2000 par microarray ont permis de
stratifier ce groupe de lymphomes en sous-types, de pronostics différents.

I11-5.2.1 Signature « ABC/GCB »

La premicre étude ayant démontré une hétérogénéité des profils d’expression génique
de ces lymphomes est celle d’Alizadeh et collaborateurs publiée en 2000. Cette premicre
approche visant a analyser 40 patients nouvellement diagnostiqués était basée sur 1’utilisation
de micropuces a ADNc et sur une étude de biostatistique non-supervisée (c'est-a-dire ne
tenant pas compte de 1’évolution clinique). Elle a permis d’identifier deux formes
moléculaires distinctes de DLBCL. Ces 2 sous-groupes ¢taient caractérisés par des profils
d’expressions géniques ou « signatures géniques » distincts indiquant des stades différents de
différenciation des cellules B. Le premier correspond a des génes caractéristiques des cellules
B issues du centre germinatif comme CD10 et BCL6, la « signature génique » est dite de type
centre germinatif ou type GCB (Germinal Center B-like DLBCL). Le second groupe est
caractérisé par des genes qui sont normalement induits, in vitro, au cours de I’activation des
cellules B périphériques du sang comme MUM 1/IRF4; la signature de ce 2° groupe est dite de
type « cellules B activées » ou type ABC (Activated B-like DLBCL) (Alizadeh et al. 2000).
Ces 2 profils d’expression génique semblaient refléter les variations dans les taux de
prolifération tumorale, la réponse du patient et 1’état de différenciation de la tumeur. Cette
nouvelle stratification a été, de plus, corrélée a la survie globale des patients puisque les
patients avec un DLBCL de type GCB ont une survie globale significativement meilleure
(60%) que les patients de DLBCL de type ABC (30%) (Wright et al. 2003). Ce marqueur de
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pronostic est indépendant des facteurs classiques de pronostic clinique (Atkins 1994;
Rosenwald et al. 2002). De plus, aucune corrélation n’a été retrouvée entre ces sous-groupes
et les différents variants morphologiques listés dans la classification WHO (De Paepe and De
Wolt-Peeters 2007).

Une analyse ultérieure sur un plus grand nombre de cas a confirmé 1’existence de ces 2 entités
principales, tout en isolant un troisiéme sous-groupe se définissant par un profil d’expression
génique hétérogeéne. Les DLBCL de ce groupe n’expriment pas a haut niveau les genes
caractéristiques retrouvés dans les deux autres groupes. La survie globale des patients de ce 3°
type est faible, comme le type ABC. Ce groupe n’a pas été davantage étudié (Hans et al.
2004; De Paepe and De Wolf-Peeters 2007). Ces travaux ont aboutit au développement
d’outils validés par une méthode de référence immunohistochimique. Cette méthode,
largement utilisée en routine hospitalicre, est la méthode de classification des DLBCL selon
Hans (Figure 20) (Hans et al. 2004).

GCB
+ Non-GCB

27
\ GCB

Non-GCB
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Figure 20 : Classification des DLBCL selon Hans. (Hans et al. 2004)

Selon ce modele, ou « algorithme de Hans », les DLBCL caractérisés par 1’expression de
CDI10 sont classés dans le sous-groupe GCB. De plus, les cas ou I’expression du CD10 est
négative mais celle de Bcl-6 positive et MUM1/IRF4 négative sont aussi considérés comme
des DLBCL de type GCB. Tous les autres cas sont considérés de type non GCB, la grande
majorité¢ d’autres eux étant de type ABC et caractérisé€s par I’expression négative de CD10 en
présence d’une expression positive de MUMI1/IRF4 (Hans et al. 2004; Muris et al. 2006)

L’expression des geénes définissant les sous groupes de DLBCL ne correspond pas
seulement aux différents stades de maturation dont les cellules tumorales dérivent, mais aussi
probablement a divers mécanismes de la transformation maligne et de la biologie des cellules
tumorales.

Ainsi, la protéine anti-apoptotique Bcl-2 est exprimée dans la trés grande majorité des
DLBCL (jusqu’a 80% des cas). Bien que les différences d’expression de cette protéine ne
soient pas établies clairement entre les 2 groupes GCB/ABC, le mécanisme de cette
expression dans ces 2 sous-groupes est distinct. Les DLBCL de type GCB sont fréquemment
associés a la translocation t(14 ;18)(q32 ;q21) qui place le géne BCL2 sous le controle des
promoteurs des genes des chaines lourdes des Ig aboutissant a sa surexpression. Une forte
expression de Bcl-2 peut aussi résulter d’une amplification du géne BCL2, un phénoméne
observé dans 30% des DLBCL (Monni et al. 1997), généralement ceux du sous-groupe ABC.

Le sous-type ABC est, contrairement au sous-type GCB, caractérisé par une activation
constitutive de la voie de survie NF-«B (Nuclear Factor kappa B) (Davis et al. 2001). En
effet, une forte expression des genes cibles du facteur de transcription NF-«B est observée
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uniquement dans des lignées cellulaires de types ABC. NF-xB est habituellement retenu, sous
forme inactive dans le cytoplasme grace a sa liaison avec des membres de la famille de la
protéine IxB (Inhibitor kappa B). En réponse a divers signaux, les membres de la famille IxB
sont phosphorylés par la kinase d’IxkB (IKK) ce qui aboutit & leur dégradation par le
protéasome. On a alors une translocation de NF-xB au noyau et une activation de la
transcription de génes impliqués dans la régulation de la prolifération, de 1’apoptose et la
survie cellulaire. Les cellules issues du groupe ABC possédent une activité constitutive
d’IKK, ce qui explique I’activation constitutive de la voie NF-xB. L’inhibition de IKK est
cytotoxique pour ces cellules mais pas pour les cellules issues du groupe GCB (Lossos 2005).
PDE4B est une AMP cyclique phosphodiestérase fortement exprimée dans les DLBCL
de type ABC (Alizadeh et al. 2000; Smith et al. 2005). Celle-ci inactive I’AMPc, un second
messager qui module plusieurs voies de signalisation et induit I’arrét du cycle cellulaire et
I’apoptose des cellules B. Les DLBCL exprimant de forts niveaux de PDE4B sont souvent des
tumeurs réfractaires aux traitements. Elles seraient notamment résistantes a 1’apoptose induite
par I’AMPc, ce qui expliquerait en partie leur pronostic moins favorable (Smith et al. 2005).

L’observation de toutes ces différences biologiques et moléculaires, entre les DLBCL de type
GCB et ABC peut permettre de comprendre en partie les différences de pronostics existants
entre les patients des 2 sous-groupes, aprés un traitement avec une polychimiothérapie
standard.

IT1-5.2.2 Vers une signature « stromale »

Du fait de la grande hétérogénéité génétique et de la variabilité histologique des
DLBCL, un certain nombre de sous-types additionnels restent probablement a définir.

Ainsi, une autre approche de 1’hétérogénéité transcriptionnelle des DLBCL a identifi¢ 3
groupes fonctionnels de DLBCL a partir de 1’analyse de 33 000 geénes (Monti et al. 2005), le
groupe « phosphorylation oxydative », le groupe « BCR /prolifération » et le groupe
« réponse de 1’hote ».

- Le groupe « phosphorylation oxydative » définit des DLBCL qui expriment fortement les
genes responsables des fonctions mitochondriales, de la chaine de transport des électrons,
de la phosphorylation oxydative, de la régulation de I’apoptose et de la dégradation via le
protéasome. Ce sous-groupe est fréquemment associé a la translocation t(14 ;18)
dérégulant I’expression du géne BCL2.

- Le groupe « BCR/prolifération » est caractérisé par les DLBCL avec une expression
importante des genes régulant le cycle cellulaire, la réparation de I’ADN, la division
cellulaire et les acteurs moléculaires de la voie de signalisation du BCR. Ce sous-groupe
est associ¢ aux réarrangements du gene BCL6.

- Et enfin, le troisiéme, « réponse de 1’hdte », dont la signature est plus largement
déterminée par la réponse inflammatoire du patient que par les cellules B tumorales,
regroupe les DLBCL marqués par la surexpression de génes impliqués dans ’activation
du récepteur des cellules T, des cellules NK, la maturation des cellules dendritiques,
I’adhésion cellulaire et la chémotaxie, la cascade d’activation du complément et de
cytokines (Monti et al. 2005).

Cette sous-division, bien que n’ayant pas permis de la corréler a des différences de survie des
patients, a cependant ouvert un champ nouveau d’investigations pour commencer a
comprendre le role de la défense immunitaire de 1’héte dans les DLBCL.
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L’arrivée des nouveaux traitements a relancé le débat et les recherches. En effet, si
I’association du Rituximab (R) a la polychimiothérapie CHOP ou R-CHOP (voir
paragraphe « Traitements ») a permis d’augmenter significativement la survie des patients
atteints de DLBCL, elle a rendue cependant confuses les corrélations établies entre
I’expression des signatures génomiques ABC/GCB avec la survie (Brusamolino et al. 2008).
Finalement, une étude récente a exploré le réle de la nature du microenvironnement tumoral
dans la survie des patients (Lenz et al. 2008). Cette étude qui incluait 181 patients ayant recu
uniquement la polychimiothérapie CHOP et 233 patients traités au R-CHOP a permis de
mettre en évidence 2 nouvelles signatures, la « stromale-1 » et la « stromale-2 » prédictives de
la survie dans les 2 groupes de patients analysés. Ces 2 signatures reflétent les caractéristiques
des cellules non tumorales dans le DLBCL.

La signature « stromale-1 » est la plus favorable pour le pronostic ; elle correspond a des
genes exprimés de fagon coordonnée dans beaucoup de tissus normaux mésenchymateux, la
plupart étant des geénes codant pour des protéines qui constituent ou modifient la matrice
extracellulaire (fibronectine, ostéonectine, collagénes et laminines, thrombospondine, MMP,
TIMP...) ou des genes exprimés par des cellules de la lignée monocytaire (CEBPA, CSF2RA).
Cette premiere signature refléte ainsi, le remodelage de la matrice extra-cellulaire et
I’infiltration histiocytaire.

Par contre, la signature « stromale-2 » est la plus défavorable pour la survie des patients. Elle
est caractérisée par des génes qui codent pour des marqueurs connus des cellules endothéliales
(Willebrand factor, CD31, EGFL7...) ou des régulateurs de 1’angiogenése (KDR, VEGF,
GRB10...) ou encore des genes exclusivement exprimés dans les adipocytes (ADIPOQ,
FABPA4...). Cette signature refléterait la densité de la vascularisation tumorale. Ainsi, il a été
observé que les DLBCL avec une forte expression de cette signature étaient effectivement
associés a une augmentation de la densité des vaisseaux sanguins au niveau de la tumeur et a
un pronostic défavorable.

Cette derniere étude a reconnu pour la premicre fois I’importance du stroma tumoral dans
I’invasion tumorale, la progression de la maladie et le devenir clinique des patients atteints de
DLBCL. Elle met aussi en avant la nécessité de prendre en compte pour de futures stratégies
thérapeutiques le microenvironnement tumoral et les défenses de I’hote.

I1I- 6. Facteurs de pronostic

I11-6.1 Index pronostique international

Plusieurs études ont démontré que le devenir des patients atteints de lymphomes, et
particulierement un DLBCL, est associé avec « I’image » clinique au moment du diagnostic.
Des facteurs essentiels qui permettent, dans une certaine mesure, de prévoir I'évolution de la
maladie et l'efficacité du traitement ont donc été¢ mis en place. Ils témoignent de l'agressivité
de la maladie, de son extension et de la capacité du malade a supporter la maladie ou les effets
secondaires des traitements. Ils sont étudiés lors du bilan initial de la maladie, les plus
pertinents d'entre eux servent a adapter le traitement.

Les index pronostiques sont des combinaisons de facteurs pronostiques qui permettent
d'établir un score dont le but est de prévoir I'évolution du lymphome et donc de déterminer le
meilleur traitement a entreprendre.

Divers modéles pronostiques ont été proposés mais celui qui a été retenu est 1'index
pronostique international (, 1993, 1993) établi a partir d'une étude internationale menée par
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les plus grands groupes d'étude sur les lymphomes intégrant les données obtenues a partir de
plus de 4000 malades (Shipp 1992). En étude multiparamétrique 5 facteurs ont été retenus:

e ['4dge (moins de 60 ans / plus de 60 ans)

e Le taux de lacticodéshydrogénase dans le sang (normal / élevé) qui témoigne de la
masse de la tumeur et de son agressivité.

e ['¢tat général du malade (ECOG 0-1 /2-4) au moment du diagnostic t€émoignant de sa
capacité a supporter la maladie. Afin de pouvoir chiffrer 1'état général, il a été créé des
« échelles de performance ». La plus utilisée est 1'échelle ECOG (Eastern Cooperative
Oncology Group) qui va de 0 a 4.

e Le stade clinique plus ou moins avancé (I-11 / ITI-IV)

e Le nombre d'atteinte des organes (0 ou 1/ plus de 1)

Pour calculer I'IPI, on additionne le nombre de facteurs défavorables, il varie donc de 0 a 5
avec : des catégories dites de risque faible (0 ou 1 facteur), faible-intermédiaire (2 facteurs),
intermédiaire-élevé (3 facteurs) ou élevé (4 ou 5 facteurs). Le taux de rémission compléte et la
survie a 5 ans sont clairement différents en fonction de ce score. Etant donné I’importance de
I’age, c’est ’IPI adapté a I’age qui est le plus fréquemment utilisé.

II1-6.2 Autres facteurs de pronostic

De nombreuses études ont été réalisées et sont en cours pour rechercher des facteurs
biologiques qui permettent de prédire la gravit¢ du lymphome. Comme on 1’a évoqué
précédemment, le profil d’expression des génes a permis de catégoriser 2 types de DLBCL,
GCB/ABC, dont le diagnostic différe, méme si cela n’est pas admis par tous les auteurs.
Parmi les marqueurs de 1’apoptose, les molécules anti-apoptotiques ont été les plus étudiées
avec les travaux sur Bcl-2 dont on a vu que 1’expression avait été corrélée avec la survie chez
les patients traités par polychimiothérapie CHOP (Hermine et al. 1996; Igbal et al. 2006).

Les candidats pour de nouveaux facteurs pronostiques biologiques concernent des
anomalies génétiques des cellules lymphomateuses, le déréglement de certains génes ou au
niveau de facteurs présents dans le sang. Actuellement, aucun de ces facteurs n'est reconnu de
maniére universelle. On espere €¢galement que ces marqueurs permettront de faire découvrir
de nouveaux traitements, plus efficaces et plus spécifiques.

Enfin il se peut que les nouveaux traitements viennent abroger la signification
péjorative de certains facteurs pronostiques, comme on a pu le constater pour Bcl-2 avec
I’arrivée du Rituximab (Mounier et al. 2003; Wilson et al. 2007).

III-7. Traitements

La plupart des traitements anti-cancéreux et notamment les chimiothérapies ciblent
notamment 1’apoptose dans leurs effets cytotoxiques, et des résistances sont souvent liées a un
dysfonctionnement de ce processus au niveau des cellules tumorales (Lowe and Lin 2000;
Zhivotovsky and Orrenius 2003).

Environ 2/3 des patients atteints de DLBCL ont une maladie déja étendue au
diagnostic et la nature agressive de ce lymphome fait qu’il est rapidement fatal si les patients
ne sont pas traités. Malgré les avancées thérapeutiques récentes (immunothérapie en
combinaison avec la chimiothérapie conventionnelle) dans la prise en charge et la survie des
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patients, ces traitements ne sont pas applicables a tous, beaucoup meurent encore de cette
maladie.

I11-7.1 Avant I’ére du Rituximab : Polychimiothérapie CHOP

Les premiers succes de thérapies sur des stades avancés de DLBCL ont été reportés en
1972 (Levitt et al. 1972). La chimiothérapie la plus utilisée est le CHOP, association de
cyclophosphamide, de doxorubicine, de vincristine et de prednisone. Elle était considérée
comme la thérapie standard basée sur 2 phases d’études dans lesquelles approximativement
35% des patients guérissaient de cette maladie (Elias et al. 1978). Les études multicentriques
successives ont montré par la suite que le schéma CHOP permettait de fagon reproductible et
avec un suivi a tres long terme (12 ans) d’obtenir un taux de réponse compléte de 45 a 55 %,
et un taux de guérison de I’ordre de 35% (Coltman 1986). Par la suite, des protocoles dits de
2° et de 3° génération ont été développés en augmentant le nombre de médicaments. Bien que
plus complexes, ils ont donné lieu a des résultats supérieurs a ceux du CHOP, avec une
efficacité 55 a 65 % sur les patients. Hélas, malgré ces résultats encourageants, les études
multicentriques et randomisées ne montrent pas d’effets différents sur le taux de réponse
compléte ou partielle, et sur la survie globale a 3 ans en comparaison avec la
polychimiothérapie CHOP (Gordon et al. 1992; Fisher et al. 1994). Celle-ci est alors devenue
le traitement standard (« gold-standard ») pour traiter les patients atteints de DLBCL, bien que
les résultats soient encore insuffisants (au mieux 40% des patients pouvaient €tre guéris) et
son efficacité parfois discutable, notamment pour les jeunes malades.

Au cours des dix derni¢res années de nombreux essais cherchent a améliorer le
traitement CHOP (Coiffier 2005). Le respect de la dose-intensité étant un élément essentiel du
succes thérapeutique dans les lymphomes agressifs, plusieurs améliorations étaient basées sur
ce principe (augmentation de la dose, réduction de ’intervalle entre les cures, association de
la radiothérapie, chimiothérapie a drogues multiples...). Méme si ces traitements n’ont pas pu
étre largement applicables a tous les patients, ils ont montré leur efficacité¢ dans certains cas.
Le développement de tels protocoles, dérivés ou complémentaires au traitement CHOP, dont
certains sont en phase II ou Il d’essais cliniques, doit étre poursuivi notamment pour les
patients présentant un risque ¢levé de lymphomes, les sujets agés et les malades qui restent
insensibles a la thérapie associant le rituximab au CHOP (R-CHOP) (Coiffier 2003; Coiffier
and Reyes 2005; Bosly et al. 2008).

1I1-7.2 Le Rituximab

II1-7.2.1 Définition, structure

Le Rituximab est utilis¢ entre autre dans le traitement des lymphomes B, son efficacité
et sa bonne tolérance ont constitué¢ un vrai tournant dans la prise en charge de ces maladies.

Le rituximab est un anticorps chimérique formé des régions variables d’un anticorps
murin anti-CD20 fusionné avec des fragments constants d’une chaine lourde humaine IgG-1
associ¢ a une chaine légere Kappa (Maloney et al. 1994). La portion Fc de 1’IgG humaine a
été sélectionnée pour sa capacité a fixer le complément et a entrainer une cytotoxicité
cellulaire dépendante de I’anticorps. Elle est dirigée contre le CD20, un marqueur de surface
des lymphocytes B. En 1997, le rituximab a été le premier anticorps monoclonal approuvé par
I’administration américaine de la sécurité alimentaire et pharmaceutique pour le traitement
des lymphomes.
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Le CD20 humain est un marqueur de surface des lymphocytes pré-B et des
lymphocytes B matures (Kehrl et al. 1994). En revanche, il n’est pas exprimé a la surface des
celllules souches hématopoiétiques, des cellules pro-B ni des plasmocytes, sauf pour un petit
contingent ou dans des circonstances pathologiques. De fagon beaucoup plus marginale, le
CD20 peut étre exprimé par les cellules T pour une faible quantité (<5%). Malgré de
nombreuses études, le réle physiologique du CD20 est assez mal connu. En particulier, les
souris déficientes en CD20 ne présentent pas d’anomalies immunophénotypiques
particulieres. Le CD20 est une protéine transmembranaire non glycosylée de 32 KDa qui
pourrait participer a la régulation des flux calciques. Elle est composée de 4 domaines
transmembranaires. Son activation par des anticorps (dont le rituximab) dirigés contre sa
portion extra-membranaire (capables d’induire un « cross-link ») permet la transduction d’un
signal aboutissant a I’activation et la différenciation du lymphocyte B, et son expression ne
varie pas a la surface des cellules. A noter, le CD20 isol¢ a partir de cellules B primaires
stimulées, de cellules tumorales proliférantes ou de lignées cellulaires B est fortement
phosphorylé, contrairement au CD20 détect¢ dans des cellules B non proliférantes. Cette
phosphorylation qui a été associée avec la prolifération des lymphocytes B suggere que la
fonction du CD20 est régulée par des kinases cellulaires (Tedder and Schlossman 1988;
Jazirehi and Bonavida 2005).

Le CD20 est donc une bonne cible thérapeutique pour 2 raisons importantes (Anderson et al.
1984; Dalle and Dumontet 2007):

e (’est un marqueur présent sur les cellules B normales et tumorales, mais absent des
cellules souches hématopoiétiques et de la grande majorité¢ des plasmocytes permettant
de maintenir un taux d’immunoglobulines relativement stable et d’éviter
potentiellement certaines infections.

e Il est exprimé en assez grande quantité a la surface des cellules notamment tumorales,
et ne semble pas étre sécrété ou libéré sous formes libres dans la circulation. De
méme, il n’est pas internalisé apres liaison avec son anticorps.

111-7.2.2 Mécanismes d’action

Les mécanismes d’action du rituximab ont été étudiés dans les lymphoproliférations.
Une fois la reconnaissance de 1’anticorps initiée avec son antigene, elle est suivie d’une
agrégation homotypique du CD20 dans des microdomaines de la membrane cellulaire, les
radeaux lipidiques ou Rafts (Janas et al. 2005). Il existe trois mécanismes permettant la lyse
des cellules B tumorales: la cytotoxicité cellulaire anticorps dépendante (ADCC), la
cytotoxicité complément dépendante (CDC) et I’induction de 1’apoptose. In vivo, la
dominance d’un de ces mécanismes n’a pas ¢ét¢ démontrée. Le mécanisme d’action dominant
s’avere €tre variable selon la lignée cellulaire, la nature du tissu ou de la tumeur étudiés (sang,
ganglion) (Friedberg 2005). De plus, I’induction de 1’apoptose par I’activation du CD20 lors
de son engagement par le rituximab dans les cellules B n’est pas encore bien établie.
L’apoptose est le mécanisme le moins bien caractérisé lors de I’action du rituximab.

Notre travail ayant porté uniquement sur la réponse apoptotique induite par le
Rituximab, nous n’évoquerons que rapidement les 2 autres mécanismes.
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I11-7.2.2.1. Cytotoxicité cellulaire dépendante de I’anticorps (ADCC)

Il s’agit d’un des mécanismes d’action du rituximab les plus connus. Une fois que la
reconnaissance du rituximab avec son antigeéne, le CD20, est établie des cellules effectrices
sont recrutées par 1’intermédiaire de la partie constante du rituximab via les récepteurs Fc
(FcR). Ceux-ci (CD16 et CD64, et dans une moindre mesure CD32) possedent plusieurs
fonctions qui affectent la réponse du rituximab dans les cellules B tumorales. Les monocytes
et les macrophages tuent les cellules cibles notamment par phagocytose. De plus, les cellules
NK interviennent aussi dans la lyse des cellules cancéreuses, a travers la libération de
perforine et de granzyme B, ou ’apoptose grace a I’activation de Fas (Stel et al. 2007).

II1-7.2.2.2 Activation du complément (CDC)

La liaison du rituximab aux cellules CD20 positives promeut 1’activation du
complément, par la voie classique, et le dépdt du fragment C3b entraine la formation du
complexe d’attaque membranaire. En effet, il faut un grand nombre de copies de ce complexe
(12 a 16 par cellules) pour induire une perte d’intégrit¢ membranaire et une mort cellulaire
rapide par nécrose (Koski et al. 1983; Bellosillo et al. 2001).

Le statut de la tumeur, le type de tumeur, la période de croissance de la tumeur sont autant de
facteurs qui peuvent influencer la contribution des réponses CDC et ADCC. Il est admis que
ces deux mécanismes agissent en synergie pour affecter les cancers cellulaires notamment a
travers I’habilit¢ du complément a promouvoir I’inflammation et a changer le statut
d’activation des effecteurs de I’'immunité innée (Zhou et al. 2008).

I11-7.2.2.3 Signalisation par le CD20 et apoptose

La signalisation du CD20 est liée a son association avec les Rafts. Ainsi, le pontage de
plusieurs molécules de CD20 induit une redistribution de ces molécules dans ces domaines
lipidiques de la membrane plasmique. Cette accumulation du CD20 dans les rafts a été
associée a son effet apoptotique. Il a été montré que 1’engagement du CD20 résulte en une
augmentation du calcium intracellulaire et que le CD20 interagit avec des Src kinases (Lyn,
Lck, Fyn), elles-mémes ancrées aux rafts. Le CD20, est associé¢ a la phosphoprotéine PAG
aussi connue comme Cpb (Csk-binding protéine), protéine localisée exclusivement dans les
radeaux lipidiques (Deans et al. 2002). PAG recrute Csk, une kinase présente aussi dans les
radeaux lipidiques et maintient par phosphorylation les protéines kinases Src a I’état inactif
(Xu et al. 2005). Lors de la stimulation par le rituximab, une redistribution du CD20 est
observée dans les radeaux lipidiques et résulte en une inhibition de 1’activité des tyrosines
kinases (mesurée par les niveaux de phosphorylation de Lyn et Cbp/PAG) sans changements
des protéines non phosphorylées (Semac et al. 2003; Jazirehi et al. 2004). En maintenant les
kinases Src inactives, le Rituximab s’oppose a la progression des cellules dans le cycle
cellulaire et favorise les voies apoptotiques.

Ainsi, la liaison du rituximab au CD20 peut induire un arrét de la croissance chez les
lymphocytes. In vitro, I’inhibition directe (Bezombes et al. 2004) de la croissance de la
tumeur par le Rituximab a été démontrée dans les cellules Daudi et les cellules RL de
lymphomes B. Le rituximab induit une accumulation modérée des cellules tumorales en phase
G1 et une perte significative du potentiel clonogénique sans apoptose. Le traitement au
rituximab résulte en une rapide et transitoire augmentation de 1’activité en acide
sphingomyelinase et une génération concomitante de céramide cellulaire dans les
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microdomaines des radeaux lipidiques. Ceci suggere une inhibition de la croissance cellulaire
induite par le rituximab, qui pourrait étre contrdlée par des céramides déclenchant une
induction d’inhibiteurs de kinases dépendantes du cycle cellulaire comme p27Kipl via des
mécanismes dépendants de la voie des MAPK. Ainsi, le rituximab controlerait directement
I’arrét du cycle cellulaire ce qui pourrait contribuer a son activité anti-cancéreuse (Zhou et al.
2008).

D’autres études ont montré que 1’accumulation du CD20 dans les rafts suite a la stimulation
par le Rituximab est une étape importante pour I’augmentation du taux de Ca”" intracellulaire
et I’engagement de la cellule vers la signalisation apoptotique (Janas et al. 2005).

De fagon générale, la réponse apoptotique reste modeste, et variable selon les types
cellulaires étudiés. Un mécanisme plus probable d’action serait que le Rituximab modifierait
un certain nombre de voies de signalisation de la cellule tumorale B qui seraient cruciales
pour la réponse clinique. Selon le «modele fonctionnel complémentaire » proposé par
Jazirehi et Bonavida en 2005, la signalisation induite par le Rituximab apporterait un premier
signal qui sensibiliserait les cellules tumorales a I’effet des drogues cytotoxiques fournissant
le second signal indispensable a 1’exécution du programme de mort (Jazirehi and Bonavida
2005).

Ainsi, de nombreuses études réalisées sur des lignées cellulaires issues de patients atteints de
lymphomes B dont les DLBCL et traitées au Rituximab ont montré que le rituximab inhibe
préférentiellement I’expression de geénes anti-apoptotiques. Plus particuliérement, on observe
une inhibition de la synthése de Bcl-2, Bel-X;, XIAP et MCL-1 dans les cellules B tumorales
via la régulation négative des voies de signalisation p38-MAPK, NFkB, ERK1/2 et Akt,
principales voies de survie des cellules B. La cellule B cancéreuse est alors sensibilisée a
I’apoptose et abaisse le niveau de résistance des cellules B pour les drogues de la
chimiothérapie (Pedersen et al. 2002; Jazirehi et al. 2003; Jazirehi et al. 2005; Bonavida 2007,
Suzuki et al. 2007).

De fagon intéressante, les travaux de Suzuki et collaborateurs ont montré que la sensibilisation
des cellules B tumorales par le Rituximab aux drogues cytotoxiques utilisées dans le
traitement des LNH était liée a I’inhibition de la voie de signalisation PI3K/Akt. Ces travaux
ont permis de relier I’apoptose induite par le Rituximab au role sentinelle de la molécule Bad
(dont nous avons déja parlé dans le paragraphe 11.5) dans la balance survie/apoptose. Cette
voie de survie est constitutivement activée dans les cellules B de ces lymphomes ce qui
aboutit a une surexpression de molécules anti-apoptotiques de la famille Bcl-2, les protégeant
de I’apoptose. Le traitement par le rituximab des lignées cellulaires Ramos et Daudi montre
une inhibition de la voie PI3K/AKT dés 6h de traitement qui s’accompagne d’une inhibition
de la phosphorylation des substrats de cette voie, PDK1, Bad, IKKa/B et Ik,p, sans agir sur
leurs formes non phosphorylées. Ainsi, la diminution de I’état phosphorylé de Bad augmente
la formation de complexes Bad/Bcl-X; et sensibilise les cellules a 1’apoptose. Cet effet
s’ajoute a Dinhibition de la voie NFkB, régulée normalement par [’activit¢ d’Akt
(phosphorylée), et résulte en une diminution de la synthése de molécules de survie comme
Bel-Xy. 11 est intéressant de remarquer que I’inhibition de la voie Akt ne s’opére pas grace a
I’inhibiteur de la phosphatase d’ Akt, PTEN, suggérant une nouvelle voie de régulation induite
par le rituximab (Bonavida 2007; Suzuki et al. 2007). Ainsi, une forte expression d’Akt sous
sa forme phosphorylée chez des patients atteints de DLBCL semble associée a un taux de
survie plus faible que ceux avec une expression plus faible, de fagon indépendante de
I’expression de Bcl-2 (Uddin et al. 2006; Hasselblom et al.).

75



Introduction bibliographique: Les lymphomes diffus a grandes cellules B

Toutes ces voies menant a I’apoptose conduisent a la voie intrins€que mitochondriale et selon
un processus caspases dépendant. Cependant, le rituximab active aussi I’apoptose par un
mécanisme, qui n’est pas encore tres clair, indépendant des caspases (van der Kolk et al.
2002; Daniels et al. 2006) (Figure 21). L’utilisation d’un large spectre d’inhibiteurs des
caspases ne bloque pas I’apoptose. Celle-ci semble indépendante d’une surexpression de Bcl-
2 et d’une résistance de Fas.
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Figure 21 : Mécanismes d’induction de I’apoptose par le Rituximab au cours d’une thérapie. La
fixation d’un anticorps anti-CD20 (Rituximab)a la molécule CD20 de surface de la cellule B induit
l’inhibition de voies de survie comme la voie des MAPK ou la voie PI3K/Akt qui conduit a [’activation
des voies de signalisation conduisant a I’apoptose dépendante des caspases. De plus, il existe des voies
qui induisent ’apoptose indépendemment des caspases, mais les mécanismes sont encore peu connus.
Des stratégies pour renforcer [’apoptose induite par le Rituximab ont été mises en place comme 1)
scFvRit :sFasL ou 2) le Mapatumumab, anticorps monoclonal humanisé anti-TRAIL-R1, 3) des
protéines recombinantes Apo2/TRAIL, qui ciblent les récepteurs de mort ou 4) d’autres molécules qui
induisent ’apoptose, comme le Bortezomib, un inhibiteur du protéasome (Zhou et al. 2008).

I11-7.2.3. Application aux DLBCL et résistances au Rituximab

Actuellement, tous les patients atteints de lymphomes B sont traités par rituximab, seul
ou en combinaison avec une chimiothérapie. Cependant, en solitaire le rituximab n’a qu’une
faible efficacité, un petit nombre de patients étant en rémission compléte. Plusieurs études ont
démontré que 1’addition de rituximab a la chimiothérapie standard améliorait 1’efficacité de
celle-ci dans les lymphomes B (taux de réponse plus élevé, progression plus longue, meilleure
survie). Elles ont aussi contribué¢ a la mise en place du traitement combiné associant le
rituximab a la CHOP (R-CHOP) comme standard (Coiffier et al. 2002; Herold et al. 2004;
Feugier et al. 2005; Hiddemann et al. 2005; Marcus et al. 2005). Cependant, parmi les patients
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initialement répondeurs un pourcentage significatif devient non répondeur. De plus, il existe
des patients avec une résistance intrinséque a la thérapie initiale. Les mécanismes pouvant
permettre d’expliquer 1’absence de réponses au traitement ne sont pas encore clairs.

Si le traitement R-CHOP est bénéfique chez les patients a risques faibles, des progres
doivent encore étre fait concernant les patients a risques plus élevés. Ainsi plusieurs voies
sont testées comme en faisant varier la dose de rituximab ou 1’association avec d’autres agents
biologiques (Coiffier 2005). De fagon intéressante, il a été observé que les parametres
permettant de déterminer le pronostic, comme par exemple ceux de I’IPI devenaient désuets
chez les patients traités avec R-CHOP (Sehn et al. 2007). Les nouveaux parametres décrits au
cours des analyses des genes par microarray, aussi, sont moins important que I’expression des
protéines Bcl-2 ou Bcel-6. Comme nous 1’avons déja signalé, la valeur pronostique de Bcl-2
elle-méme semble aussi discutable pour des patients traités au R-CHOP. Cependant, les
parametres qui pourraient étre associés avec les risques de rechutes et la mort des patients
traités par R-CHOP n’ont pas encore été décrits (Coiffier 2007).

IV. Les neurotrophines et leur implication dans la survie des
lymphocytes B

IV.1. Généralités sur les neurotrophines

Les neurotrophines sont des facteurs de croissance des cellules du systéme nerveux
central et périphérique, impliqués dans diverses fonctions, telles que la survie, la prolifération,
la différenciation, la myelinisation, I’apoptose, la croissance axonale et la plasticité
synaptique. L’histoire des neurotophines débute, il y a 60 ans quand Levi-Montalcini et
Hamburger découvrent le « nerve growth factor », le prototype des neurotrophines, nécessaire
a la croissance axonale (Levi-Montalcini and Hamburger 1951; Levi-Montalcini 1987; Levi-
Montalcini et al. 1995). Quant-aux 3 autres neurotrophines retrouvées chez les mammiferes,
le BDNF « brain derived neurotrophic factor », NT-3 « neurotrophin-3 » et NT-4 «
neurotrophin-4 », elles sont identifiées trois décennies plus tard (Barde et al. 1982; Hohn et al.
1990; Maisonpierre et al. 1990; Ip et al. 1992). Ces neurotrophines activent deux types de
récepteurs différents, les récepteurs Trk (tropomyosin-related kinase) et p75™'% (p75
neurotrophin receptor). Le p75™ ® appartient a la superfamille des récepteurs au TNF (tumor
necrosis factor) et est le premier récepteur identifié pour le NGF (Chao et al. 1986; Johnson et
al. 1986). Le premier récepteur Trk a ¢été originellement découvert comme un géne
transformé, ou proto-oncogéne, dans un carcinome humain du colon (Martin-Zanca et al.
1986). Ce proto-oncogeéne est constitu¢ de la séquence d’un géne codant pour un récepteur a
tyrosine-kinase, alors encore non identifié, fusionné a la séquence d’un gene codant pour une
tropomyosine non musculaire. Caractérisé plus tard dans d’autres cancers, le géne a été appelé
NTRK]I ou trkA pour « Tropomyosin-related kinase A ». La protéine TrkA codée par ce gene
fut identifiée plus tard comme le récepteur de haute affinité pour le NGF (Kaplan et al. 1991a;
Klein et al. 1991b). L’identification de TrkB et TrkC, basée sur leur similitude avec TrkA, a
suivi (Klein et al. 1989; Hempstead et al. 1991; Lamballe et al. 1991). Ainsi, chaque
neurotrophine active plus ou moins spécifiquement un récepteur de haute affinité Trk : TrkA
pour NGF, TrkB pour BDNF et NT-4 et TrkC pour NT-3 (Reichardt 2006).
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Pendant longtemps, on pensait que la plupart des effets des neurotrophines sur la
différenciation neuronale et la survie s’expliquaient par un systéme de co-récepteurs
p75"™/Trk ot le récepteur Trk était la partie signalisatrice et p75™ ' était 1’entité qui régulait
(a la hausse ou a la baisse) 1’affinité de la liaison spécifique. La découverte surprenante que
I’activation du récepteur p75™'* par NGF ou BDNF en I’absence de signalisation des Trk
induisait I’apoptose des cellules, a bouleversé ce concept. Ces résultats et d’autres ont conduit
a I’hypothese de I’existence d’une dualité fonctionnelle des neurotrophines dans la balance
survie/mort des cellules neuronales. Les observations que les pro-neurotrophines étaient
capables de se lier sélectivement au récepteur p75™ '~ mais pas aux récepteurs Trk, engageant
alors la cellule vers un programme de mort cellulaire ont fournit une premiére explication a
cette dualité (Lee et al. 2001; Ibanez 2002; Teng et al. 2005). Finalement, un 3° co-récepteur
indépendant a ¢été identifié, la sortiline. Elle reconnait spécifiquement les pro-neurotrophines
pro-NGF et pro-BDNF et forme un co-récepteur de haute affinité sous forme d’un complexe
avec p75" "%, avec une capacité signalisatrice d’apoptose (Nykjaer et al. 2004; Teng et al.
2005; Willnow et al. 2008). Ainsi, les effets opposés des neurotrophines sur la
survie/croissance cellulaire dépendent des formes pro ou matures libérées, et de leur liaison
aux récepteurs Trk ou p75" “/sortiline, pour induire finalement des réponses cellulaires
distinctes (Reichardt 2006).

Alors que la fonction primordiale de cette famille de neuropeptides reste le maintien de
I’homéostasie des tissus cérébraux et nerveux périphériques, leur champ d’action s’est enrichi
au cours des 20 dernieres années, la présence des neurotrophines et de leurs récepteurs étant
ubiquitaire au sein des tissus non-neuronaux ou ces facteurs de croissance semblent exercer
des fonctions diverses comme notamment au cours du développement cardiaque, la néo-
vascularisation, et comme nous allons le détailler plus loin, dans le systéme immunitaire
(Donovan et al. 2000; Lin et al. 2000; Vega et al. 2003; Coppola et al. 2004).

Dans ce travail, nous avons choisi de nous intéresser en particulier a deux neurotrophines,
NGF et BDNF, et a leurs récepteurs de haute et basse affinité.

IV-1.1 Structure, production et fonctions neurobiologiques des neurotrophines (NGF,
BDNF)

IV-1.1.1 NGF : du gene a sa sécrétion

e Transcription

Le NGF humain est produit principalement par les glandes salivaires (Aloe et al. 2001) sous
la forme d’un polypeptide de haut poids moléculaire, de 130 kDa, formé de trois sous-unités
a, B et y qui se dissocient a pH 7,4 représentant vraisemblablement la forme de stockage
protéique intra-salivaire (Yarski et al. 2000). Ce complexe est généralement présent sous
forme de diméres a2p2y2. Le dimére B est situé¢ au centre de la structure et les sous-unités o et
v forment autour une structure en fer a cheval, en s’arrangeant de maniére symétrique autour
de I’axe central formé par le dimeére . A pH physiologique, la sous-unité B ou B-NGF se
présente sous la forme d’un dimére extrémement stable de 26 kDa et c’est cette sous-unité
qui porte 1’activité biologique (Gotz and Schartl 1994; Yarski et al. 2000).

Le géne codant pour la protéine du B-NGF est situé¢ sur le chromosome 3 chez la souris (Zabel
et al. 1985), et sur le bras court du chromosome 1 chez I’homme (Francke et al. 1983). La
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structure du géne est similaire entre les différentes especes : il est constitué d’une séquence
contenant 6 exons séparés par 4 introns. Seul le dernier exon localisé a I’extrémité 3° du geéne
possede un site ATG initiateur de la traduction protéique et code pour la protéine du NGF
(Hallbook et al. 1988). Une homologie de séquence entre les genes des différentes especes a
¢été retrouvée avec, par exemple une homologie de plus de 80% en comparant le géne du B-
NGF chez I’homme et chez la souris. Cette homologie peut méme dépasser les 90% dans la
séquence du dernier exon (Ullrich et al. 1983).

Dans les neurones et astrocytes, de méme que dans des cellules non neuronales comme les
fibroblastes, la transcription du NGF dépend de D’activation des facteurs de transcription
NF«B (« Nuclear factor-k B ») (Heese et al. 2006), AP-1 (Friedman et al. 1992), C/EBP («
CCAAT/enhancer binding protein ») et CREB («cAMP responsive element bindingy)
(McCauslin et al. 2006). Plusieurs facteurs peuvent activer la transcription du NGF, comme
des cytokines pro-inflammatoires, notamment le TNF-a « Tumor Necrosis Factor a » et I'IL-
1B « P’interleukine-1p », ainsi que le TGF-B « Transforming Growth Factor B » (Friedman et
al. 1992; Hattori et al. 1993). La synthése du NGF survient également suite a des lésions
tissulaires, notamment nerveuses périphériques ou cette sécrétion est principalement attribuée
a des cellules non neuronales de type inflammatoires, et serait un élément crucial dans le
succes de la réparation des zones 1ésées (Heumann et al. 1987). Parmi les autres facteurs de
régulation, il faut noter le stress. Ainsi, des situations expérimentales induisant le stress chez
la souris, s’accompagnent d’une libération du NGF salivaire, se traduisant par I’augmentation
rapide des concentrations sériques, qui est indépendante de 1’axe corticotrope (Aloe et al.
1986). Les concentrations sériques de NGF chez I’homme sont également rapidement
augmentées par le stress; cette ¢lévation rapide précede la réponse de I’axe corticotrope et
I¢lévation des taux plasmatiques d’ACTH et de cortisol (Aloe et al. 1994).

La présence de 2 promoteurs ainsi que des mécanismes d’épissage alternatif conduisent a la
synthese de différents ARN messagers (ARNm) du NGF selon les espéces. Chez I’homme,
seuls 2 transcrits ont été caractérisés (Edwards et al. 1986). Le role de ces différents transcrits
n’est toujours pas connu a I’heure actuelle.

e Traduction et production : le pro-NGF (Figure 22)

-53 -8
-121 -103 ? ? 1 120

pro-peptide Mature NGF

Figure 22: Schéma du pre-pro-NGF. La séquence signal est représentée en vert,
le pro-peptide en blanc et le peptide mature en gris. (Feng et al. 2010)

La protéine NGF est traduite sous forme de deux pré-pro-NGF de 34 et 27kDa (Fahnestock et
al. 2004a) lesquels subissent plusieurs étapes de protéolyses intra et extracellulaires pour
donner naissance aux formes matures (117 a 129 acides aminés). Le clivage de la séquence
signal dans le réticulum endoplasmique conduit a des molécules de pro-NGF de 32 et 25 kDa
(Edwards et al. 1988). Les pro-neurotrophines forment alors des homodimeéres d’environ 60
kDa qui transitent jusqu’a I’appareil de Golgi. Des furines intracellulaires, mais aussi des
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sérines protéases, les convertases neuronales PC1 et PC2, sont capables de réaliser la
maturation du NGF sur son extrémité N-terminale (Bresnahan et al. 1990; Seidah et al. 1996;
Lessmann et al. 2003). Des sites de glycosylations situés au niveau des pro-domaines
interviendraient ¢également dans la régulation du transport et de la sécrétion des
neurotrophines. Au niveau extracellulaire, le NGF mature est généré sous I’action de la MMP-
7. Ces différentes étapes de protéolyses intra et extracellulaires donnent ainsi naissance, au
niveau du SNC, a de nombreuses isoformes de NGF dont les masses moléculaires vont de 14
kDa (NGF mature) a 35 kDa (pro-NGF). Les peptides de taille intermédiaire correspondent
vraisemblablement aux différents produits de clivages de furines protéases et de MMP
extracellulaires. Par ailleurs, ces différentes isoformes peuvent s’associer au niveau extra-
cellulaire, donnant naissance a des isoformes de haut poids moléculaire de 70 a 90 kDa
(Skaper et al. 2001). Ces éveénements ne sont pas spécifiques au pro-NGF mais concernent les
pro-neurotophines, de fagon générale.

Le pro-NGF interagit, par son pro-domaine, avec la sortiline protéine majoritairement
intracellulaire. Elle posséde une fonction de protéine de transport pour les neurotrophines,
fonction dépendante du clivage préalable du pro-peptide N-terminal par des furines protéases
(Mazella 2001; Nyborg et al. 2006). Le pro-NGF est transporté de 1’appareil de Golgi vers la
membrane par cette protéine (Nykjaer et al. 2004; Chen et al. 2005; Teng et al. 2005).

e Role
Dans le systéme nerveux central (SNC), le NGF intervient lors de la modulation de la survie
et du développement neuronal (Thoenen et al. 1987). Il interagit avec les cellules neuronales
et astrocytaires, principalement par 1’intermédiaire d’un récepteur a haute affinité, TrkA, qui
induit la prolifération et la différenciation cellulaires, la survie par inhibition de 1’apoptose,
I’augmentation de I’excitabilité neuronale ainsi que la libération des médiateurs synaptiques
(Levi-Montalcini et al. 1995; Aloe et al. 1997).

Dans le systeme nerveux périphérique (SNP), le NGF stimule également la survie et la
croissance neuritique des neurones sensitifs ainsi que des neurones sympathiques,
I’homéostasie de ces deux populations neuronales étant sous la dépendance principale de cette
neurotrophine et de son récepteur TrkA (Barde 1990). Le NGF régule par ailleurs le
fonctionnement des neurones sensitifs en induisant la sécrétion des neuropeptides impliqués
dans la transmission synaptique (Aloe et al. ).

De plus, comme nous venons de le voir les neurotrophines existent sous forme de pro-
neurotrophines. Pendant longtemps, elles ont ¢été considérées comme des formes
intermédiaires de synthése des neurotrophines, sans activité biologique particuliére.
Cependant, elles sont sécrétées majoritairement par les cellules neuronales et astrocytaires.
Elles possedent également une activité pro-apoptotique. Le pro-domaine des pro-
neurotrophines masque les domaines nécessaires a leur fixation au récepteur Trk, mais non au
récepteur p75™ '\, La pro-neurotrophine posséde alors une plus grande affinité pour ce
récepteur (Lee et al. 2001; Fahnestock et al. 2004; Nykjaer et al. 2004). Ce site de liaison a
haute affinité est en réalité formé d’un récepteur hétérodimérique constitué de p75™ '~ et de la
sortiline, dont 1’autre fonction est le transport intracellulaire des neurotrophines (Nykjaer et al.
2004). Cette dualité d’affinité pourrait étre a I’origine de la régulation de 1’activité biologique
des protéines de la famille des neurotrophines: les pro-neurotrophines induisant
préférentiellement ’apoptose, par activation sélective du récepteur p75™ “/sortiline, et les
neurotrophines matures engendrant la survie cellulaire par 1’activation sélective des récepteurs
Trk (Chao 2003).
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1V-1.1.2 BDNF
e Transcription

Le BDNF est principalement produit au niveau cérébral par les neurones du cortex et de
I’hippocampe. L'expression du gene BDNF est controlée par de multiples promoteurs. Quatre
promoteurs ont déja ét¢ identifiés chez le rat (Timmusk et al. 1995). Plusieurs facteurs de
transcription qui contribuent au controle de ces promoteurs ont été caractérisés. Parmi ces
facteurs, et en plus de NF-kB comme pour NGF, citons CREB (cAMP Response Element
Binding protein) (Shieh et al. 1998) et USFI1 / 2 (Tabuchi et al. 2002), le facteur de
transcription calcium-dépendant (CaRF) (Tao et al. 2002). La transcription du BDNF et sa
synthése neuronale sont augmentées par les antidépresseurs tricycliques, sérotoninergiques
ainsi que par les statines (Henkel et al. 2008). De plus, la transcription du BDNF au niveau
astrocytaire est amplifiée par les cytokines Th2 (IL-4, IL-5, IL-10) ainsi que par le TGF-j3
alors qu’elle est diminuée par les cytokines Thl (IL-2, INF-y) (Lisak et al. 2007). Le
remodelage de la chromatine par méthylation de I'ADN et la désacétylation des histones, sous
la dépendance du Ca”" jouent également un role important dans la régulation de I’expression
des transcrits BDNF. La présence de 4 promoteurs ainsi que des mécanismes d’épissage
alternatif conduisent, comme pour NGF, a la synthése de différents ARN messagers du
BDNF, selon les especes (Aid et al. 2007).

e Traduction

Tout comme NGF, seul le dernier exon, le IX, localisé a I’extrémité 3’ du géne possede un
site ATG initiateur de la traduction protéique et code pour la protéine BDNF (Timmusk et al.
1993). La protéine BDNF est traduite sous formes de deux pré-pro-BDNF lesquels subissent
plusieurs étapes de protéolyses intra et extracellulaires pour donner naissance aux formes
matures (112 a 119 acides aminés). Le clivage de la séquence signal dans le réticulum
endoplasmique conduit a des molécules de pro-BDNF de 34 et 32 kDa. Tout comme pour
NGF, la maturation de la pro-neurotrophine transite jusqu’a 1’appareil de Golgi (Lessmann
and Brigadski 2009) (Figure 23).
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Figure 23 : Du pré-pro-BDNF au BDNF. A) Structure du pré-pro-BDNF B) Du pro-BDNF au BDNF mature.
Le pro-BDNF peut étre clivé dans un premier temps par une endopeptidase (furine ou PC : Protéines
convertases) ou par une plasmine extracellulaire. Un clivage intracellulaire peut suivre dans un deuxiéme temps
en C-terminale et/ou N-terminale par des exoprotéases (carboxypeptidases en C-terminale, aminopeptidases en
N-terminale). La séquence peptidique clivée (BDNF mature) peut subir certaines modifications par
PAM (peptidylglycine alpha-amidating monooxygenase) qui catalyse une amination en C-terminale et par NAT
(N-acetyltransferase) qui catalyse une acétylation en N-terminale (Lessmann and Brigadski 2009)

e Production

Les neurotrophines sont généralement clivées intracellulairement. Cependant, le pro-BDNF
est la pro-neurotrophine la moins sensible au clivage par des furines protéases mais elle peut
étre clivée, a un moindre degré, par d’autres convertases. Les capacités d’excrétion du BDNF
mature pourraient donc dépendre du répertoire de convertases présentes dans un type
cellulaire. Les sites de glycosylations situés au niveau des pro-domaines interviendraient
¢galement dans la régulation du transport et de la sécrétion des neurotrophines, par des
mécanismes encore méconnus (Lessmann et al. 2003).

Au niveau extracellulaire, le pro-BDNF est clivé par les MMP-3, MMP-7, MMP-9 (Lee et al.
2001). La plasmine peut également cliver le pro-BDNF extracellulaire, le site de clivage étant
différent de celui des furines protéases et des MMP, engendrant ainsi un BDNF mature de
plus haut poids moléculaire mais biologiquement actif (Gray and Ellis 2008). Ces différentes
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¢tapes de protéolyses intra et extracellulaires générent ainsi, comme pour le NGF, au niveau
du SNC de nombreuses isoformes de BDNF dont les masses moléculaires vont de 17 kDa
(BDNF mature) a 35 kDa (pro-BDNF). Les peptides de taille intermédiaire correspondent
vraisemblablement aux différents produits de clivages de furines protéases et de MMP
extracellulaires (Lee et al. 2001). Par ailleurs, ces différentes isoformes peuvent aussi
s’associer au niveau extracellulaire, donnant naissance a des isoformes de hauts poids
moléculaires de 70 a 90 kDa (Skaper et al. 2001).

Le pro-BDNF, interagit, comme le pro-NGF, par son pro-domaine, avec la sortiline qui
permet son adressage a la membrane comme nous ’avons vu pour le pro-NGF. Par ailleurs,
I’existence d’autres protéines de transport des neurotrophines est suggérée par des modeles de
souris SORT™, ces derniéres ayant un développement embryonnaire cérébral sub-normal
(Jansen et al. 2007). L’interaction entre le pro-domaine des neurotrophines, et notamment du
pro-BDNF, avec la sortiline est stable, et protégerait les pro-neurotrophines du clivage
protéolytique extracellulaire par les MMP (Teng et al. 2005; Paiardini and Caputo 2008).

Le BDNF est également produit par de nombreux autres cellules non neuronales normales
(fibroblastes, kératinocytes, cellules €pithéliales) ou tumorales. Il est ainsi produit par de
nombreuses cellules adéno-carcinomateuses humaines (prostatiques, pulmonaires,
pancréatiques) (Desmet and Peeper 2006). Il est également produit par les lymphocytes et les
mastocytes, sa synthése étant également sous la dépendance du facteur de transcription NF-kB
(Heese et al. 20006).

e Role

Le BDNF est le deuxiéme membre de la famille des neurotrophines a avoir été identifié
(Barde et al. 1982) et possede un role essentiel dans la régulation de la survie et de la
différenciation neuronales, tant au niveau du développement du SNC que de son homéostasie
chez I’adulte. Le BDNF régule la plasticité et 1’organisation neuronale. Il maintient les
connexions neuronales au niveau du cerveau embryonnaire et adulte (Huang and Reichardt
2001).

Il interagit préférentiellement avec la cellule nerveuse par I’intermédiaire de son récepteur de
haute affinité, TrkB, dans sa forme compléte de 145 kDa. La présence extracellulaire de
BDNF induit I’homodimérisation du récepteur TrkB-145kDa et la transduction d’un signal
intracellulaire, en induisant la phosphorylation des domaines tyrosine kinases (Barker 2007).

La dépression et le stress entrainent une réduction de la synthése de BDNF au niveau des
zones cérébrales impliquées dans la régulation de I’humeur, et ce particuliérement au niveau
des zones hippocampiques. Ainsi, la diminution de la synthése du BDNF et de I’expression de
son récepteur a haute affinité TrkB, peut conduire a une altération conjointe de la plasticité
synaptique et de la neurogénése. Les antidépresseurs permettent cependant d’inverser ce
processus, 1’amélioration des troubles thymiques coincidant avec la reprise de la synthése du
BDNF et de la neurogénése au niveau hippocampique et des aires préfrontales (Duman and
Monteggia 2006; Kozisek et al. 2008).

Au niveau du SNP, le BDNF produit par les ganglions rachidiens postérieurs en culture
constitue un facteur autocrine de survie des cellules (Davies and Wright 1995).

Ainsi, la variation des concentrations du BDNF circulant renvoie a de nombreuses situations
physiopathologiques. La maladie asthmatique, la sclérose en plaque, mais également la
dépendance (alcool, cannabis) entrainent une augmentation de sa production. Par contre, des
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pathologies dégénératives comme la maladie de Parkinson ou la démence de type Alzheimer,
de méme que la dépression, mais également le syndrome dysmétabolique ou les pathologies
coronariennes sont caractérisées par une diminution de la production de cette neurotrophine
(Ziegenhorn et al. 2007).

Finalement comme nous 1’avons vu pour NGF, le précurseur de BDNF, le pro-BDNF, est
biologiquement actif. Il est sécrété majoritairement par les cellules neuronales et astrocytaires
et possede également une activité pro-apoptotique. Comme pour le pro-NGF, le pro-BDNF
présente aussi une plus grande affinité pour le récepteur p75~ ~ (Lee et al. 2001; Fahnestock
et al. 2004b; Nykjaer et al. 2004).

IV-1.2 Les récepteurs aux neurotrophines

Les neurotrophines forment des homodimeéres qui activent deux types de récepteurs
différents :

- les récepteurs de la famille Trk (tropomyosin related receptor) dits de « haute affinité»
liant les neurotrophines avec une affinité de 1’ordre du picomolaire et comportant une
activité tyrosine kinase intrinséque conduisant la cellule a la survie.

- le récepteur p75"™, dit de « basse affinité », membre de la superfamille des récepteurs
au TNF, qui interagit avec les neurotrophines avec une affinité de 1’ordre du
nanomolaire et favorise les signalisations apoptotiques. Ce récepteur possede en
revanche une forte affinité pour les pro-neurotrophines.

IV-1.2.1 Le récepteurs p75™ '}

IV-1.2.1.1 Données génétiques et structurales (figure 24)

Le récepteur p75™"" est un membre de la famille des récepteurs de mort caractérisés
par la présence d’un domaine de mort intracellulaire appelé domaine de mort ou DD (Death
domaine) qui initie un programme de mort cellulaire programmée par apoptose. Cette famille
comprend également entre autre, le récepteur Fas (CD95) et les récepteurs au TNF avec
lesquels le récepteur p75™'" présente une trés forte homologie (Chapman and Kuntz 1995).
Au contraire, des récepteurs TNF et Fas, p75™ '® ne forme pas de triméres.

Comme tous les récepteurs au TNF, cette glycoprotéine transmembranaire de 75 kDa
contient (Figure 27), dans sa région extracellulaire de 222 acides aminés, quatre domaines
riches en cystéines (CRD), chargés négativement et constituant des sites de fixation des
neurotrophines et des pro-neurotrophines. Aprés une seule hélice transmembranaire, le
récepteur p75" '~ comporte un domaine intracellulaire dépourvu d’activité enzymatique
intrinséque et composé¢ de 2 domaines d’interaction avec des protéines adaptatrices : un
domaine juxta-membranaire flexible (JM ou domaine chopper) et un domaine de mort de type
IT (DD). Le domaine « chopper » correspond a une séquence d’environ 150 acides aminés, a
proximité de la membrane. Il comprend 4 sites potentiels d’interaction avec des protéines
adaptatrices, dont 2 sites de liaison aux TRAF (TNF Receptor Associated Factor), conduisant
a l’activation de voies de signalisation impliquées dans I’apoptose, mais aussi dans la survie
cellulaire (Coulson et al. 2004). Le domaine de mort est constitu¢ d’une séquence d’environ
80 acides aminés qui permet l’interaction avec les protéines adaptatrices, entrainant
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I’activation des caspases et I’apoptose (Roux and Barker 2002), comme NADE (p75NTR
Associated Cell Death Executor), RIP2 (Receptor-Interacting Protein-2) et RhoA (Ras
homolog gene family, member A). Cette région est agencée en deux ensembles

perpendiculaires de 3 hélices o, formant une structure globulaire (Underwood and Coulson
2008).

PDZ interaction

vﬁ-:_-':——\_‘/

domain

TNFR-like
“Death Domain”

Figure 24 : Structure du récepteur p75"". Les neurotrophines se lient au récepteur p75"™ par les domaines
riches en cystéines. La coupure par les ciseaux bleus indique des sites de clivage RIP. Le domaine Chopper,
région fléxible, est impliqué dans la signalisation de mort dans les radeaux lipidiques de la membrane. Le
domaine intracellulaire du récepteur p75""% est en interaction avec de nombreux partenaires qui induisent la
mort cellulaire. Il peut étre phosphorylé et le domaine en doigt de zinc en C-terminal permet la reconnaisance
de protéines connues pour étre associées au traffic cellulaire et compléxées au récepteur. CRD : Domaine riche
en cyctéines (Underwood and Coulson 2008)

Ce récepteur peut subir des modifications post-traductionnelles, comme des N- et des O-
glycosylations et des palmitoylations qui entraineront des relocalisations membranaires dans
les radeaux lipidiques, par exemple (Underwood and Coulson 2008).

IV-1.2.1.2 Les différentes formes du récepteur (Figure 25)

Les transcrits du récepteur p75" © peuvent subir un épissage alternatif conduisant a
une structure ne contenant pas le domaine CRD4. Ce récepteur est capable de lier les

neurotrophines et peut signaliser. Cependant, sa fonction est encore méconnue (Roux and
Barker 2002).
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Sous I’action d’enzymes extra et intracellulaires, ce récepteur peut étre clivé.

Une protéolyse régulée au niveau intra-membranaire (ou RIP) peut avoir lieu, comme pour
d’autres récepteurs, dans laquelle p75™™® est clivé d’abord en extracellulaire par une MMP,
ADAMI17/TACE (a disintegrin and metalloproteinasel7 / TNFa converting enzyme), libérant
son domaine extracellulaire (DiStefano et al. 1993; Kanning et al. 2003). Le fragment C-
terminal restant 1i¢ a la membrane est alors clivé a I’intérieur du domaine transmembranaire
par la préséniline, co-facteur d’un complexe vy-sécrétase, produisant un fragment
intracellulaire soluble. On obtient ainsi deux fragments solubles, I’un extracellulaire (p75°P),
I’autre intra-cellulaire (p75'P), avec les mémes propriétés signalisatrices (Jung et al. 2003).
Ce clivage est indépendant de la présence extracellulaire de pro-NGF ou de pro-BDNF, mais
semble étre limité par la co-expression membranaire des récepteurs TrkA ou TrkB (Kanning
et al. 2003), I’accessibilité¢ du site aux enzymes et la localisation du récepteur au niveau de
radeaux lipidiques (Gil et al. 2007). De plus, il semble sous la dépendance des voies MAPK,
notamment la voie p38MAPK (Weskamp et al. 2004). Ce clivage semble survenir
préférentiellement lors d’un stress cellulaire qui induit la production d’ADAM17 et le clivage
secondaire de p75™'® dans des modéles neuronaux. Ce clivage de la partie extracellulaire du
récepteur, retrouvé en abondance au cours du développement cérébral ainsi qu’a la suite d’une
Iésion nerveuse périphérique, constitue vraisemblablement un mécanisme de régulation
négative de I’activation ligand-récepteur précédemment décrite pour d’autres protéines de la
famille des récepteurs au TNF (Roux and Barker 2002; Kanning et al. 2003; Weskamp et al.
2004). Le fragment soluble intracellulaire (p75'“") peut étre transloqué au niveau nucléaire.
Le réle intranucléaire de p75'® est actuellement mal compris, il pourrait réguler I’expression
de certains geénes comme NF-xB (Jung et al. 2003; Kanning et al. 2003; Chao 2003;
Bronfman 2007).

Full length
receptor

Cleaved p7SECD
—_— receptor
CRD2 Spliced
CRD3 variant
CRD4 CRD1 ! XADAM17

* * ‘-secretase p75|CD
C-term tail

Figure 25: Les différentes formes du récepteur p75""*. Des MMP, et plus particuliérement ADAMI0,
interviennent dans le clivage des domaines extracellulaires de I'hétérodimére p75"™. Le clivage du domaine
extracellulaire de p75"™® permet alors aux y-sécrétases de cliver la partie intra-cellulaire restante, au niveau de
sa zone d’insertion membranaire. (d'aprés Roux and Barker 2002; Nykjaer et al. 2005)

86



Introduction bibliographique: Les neurotrophines et leur implication dans la survie des
lymphocytes B

IV-1.2.1.3 Ligands et voies de signalisation
Les fonctions du récepteur p75™ '~ sont diverses et souvent contradictoires. Ce récepteur est
impliqué a la fois dans la survie cellulaire et dans 1’induction de 1’apoptose, la différenciation
et la prolifération. Il peut aussi jouer un rdle dans les processus de myelinisation (Cosgaya et
al. 2002; Du et al. 2006). Il peut étre reconnu par toutes les neurotrophines, mais aussi par
leurs formes immatures (Chao and Bothwell 2002; Barker 2004) lesquelles sont impliquées,
en grande partie, dans la dualité de signalisation du récepteur.

IV-1.2.1.3.1 Ligands

Les pro-neurotrophines, comme les neurotrophines, sont un ligand du récepteurs
p , elles ont une affinité plus importante pour celui-ci en comparaison des neurotrophines
matures et conduisent a la mort de la cellule (Lee et al. 2001) (Figure 26).

75NTR

La liaison de NGF avec p75™ " a révélée un rapport steechiométrique de 2 pour 1 (Aurikko et
al. 2005). Ainsi, un dimére de NGF lie une molécule de p75™'™" induisant un changement
conformationel de la protéine NGF qui empéche 1’association avec une seconde molécule
p75N"R mais pas le recrutement d’autres récepteurs, comme les récepteurs Trk (Hempstead et
al. 1991).

o Protesse A
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Figure 26 : les ligands des récepteurs p75""™® et Trk. Les pro-neurotrophines se lient au récepteurs p75""%.

Elles subissent un clivage par des protéases conduisant aux formes matures, les neurotrophines. Celles-ci se

lient aussi aux récepteurs p75""*. NGF se lie au récepteur TrkA, BDNF et NT4 au récepteur TrkB et NT3 au
récepteur TrkC. (Segal 2003)

IV-1.2.1.3.2 Voies de signalisations conduisant a [ ’apoptose

Le manque d’activité catalytique dans le domaine cytoplasmique de p75™'} suggére

que la signalisation de ce récepteur est portée par une interaction de protéines, soit
constitutivement associées ou recrutées par le récepteur en réponse aux neurotrophines. Dans
des oligodendrocytes matures, NGF lie p75™'" et entraine ’activation de JNK et I’apoptose
qui peut étre contrecarrée par TrkA (Casaccia-Bonnefil et al. 1996; Yoon et al. 1998),
indiquant un signal indépendant des récepteurs Trk. Les voies de signalisation pro-
apoptotiques de p75™'™* différent des voies d’apoptose préférenticllement activées par la
famille des récepteurs de mort et ne semblent pas faire intervenir ’activation directe de la
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caspase-8 par le domaine de mort (Roux and Barker 2002). En revanche, elles semblent
majoritairement mettre en jeu 1’activation de la cascade de signalisation des MAPK JNK (Jun
N terminal Kinase), résultant notamment dans 1’activation de p53, de molécules BH3 comme
Bad et Bim, la libération de cytochrome c et ’activation des caspases effectrices. De plus, il a
été montré sur les cellules neuronales que 1’activation de JNK induit 1’expression du ligand de
Fas, ce qui permet une amplification de I’apoptose via D’activation du récepteur Fas
(Bronfman 2007).

L’activation de JNK implique le recrutement de protéines adaptatrices comme TRAF6 qui
interagit avec p75" '~ dans sa région juxta-membranaire (Khursigara et al. 1999; Ye et al.
1999; Yeiser et al. 2004). Mais les effets apoptotiques de p75™ '~ dépendent de 1’orchestration
de plusieurs molécules en plus de TRAF6, comme NRIF, NRAGE, NADE et SC-1. Celles-ci
interagissent avec le récepteur au niveau des hélices a 1, 2, et 5 (Figure 27) (Roux and Barker
2002).

1V-1.2.1.3.3 Voies de signalisations conduisant a la survie

Selon le contexte cellulaire, le récepteur p75™ '~ peut favoriser les voies de I’apoptose
mais aussi les voies de survie sous 1’effet des neurotrophines. La survie cellulaire induite par
la stimulation du récepteur p75™ '~ par NGF met en jeu principalement 1’activation de la voie
de survie NF-kB. La survie peut aussi étre activée en présence de BDNF ou d’autres
neurotrophines (Khursigara et al. 1999). Cette activation requiert un certain nombre de
protéines adaptatrices, dont les molécules TRAF et notamment TRAF6 qui active la kinase
IRAK (IL-1 receptor associated kinase). Cette kinase recrute et active la PKC atypique iota
(aPKC1) au sein d’un complexe multiprotéique (impliquant TRAF6, IRAK, aPKC1, et p62)
qui va permettre la phosphorylation de I’inhibiteur IkB-B, libérant ainsi le facteur de
transcription NF-xB actif qui subit alors une translocation au noyau (Khursigara et al. 1999;
Kuruvilla et al. 2004; Khursigara et al. 2001; Mamidipudi and Wooten 2002). NF-kB est
finalement transloqué au noyau déclenchant I’expression de geénes, comme Hesl/5 qui
modulent la croissance dendritique (Salama-Cohen et al. 2005) (Figure 27). Contrairement a
I’activation des JNK, cette voie n’est pas inhibée par le récepteur TrkA. Il semble plus
probable que cette voie soit activée lors de 1’exposition des cellules a un stress (Casaccia-
Bonnefil et al. 1996; Bhakar et al. 1999). Enfin, cette voie de survie pourrait étre activée au
cours du clivage de la partie extracellulaire du récepteur p75™' % (Ye et al. 1999; Cosgaya et
al. 2002).
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Figure 27: Les voies de signalisation activées par p75""™®. La liaison des NTs matures ou des pro-NTs induit
Dactivation de différentes voies de signalisation pouvant conduire a la prolifération, la croissance neuritique,
I’apoptose ou I’arrét du cycle cellulaire. Les protéines adaptatrices NRAGE et NRIF induisent [’activation de la
JNK et des caspases, qui conduit a I’apoptose. Le complexe multiprotéique (p62/TRAF6, IRAK, RIP2) induit
Iactivation du fateur de transcription NF-xB qui conduit a la survie de la cellule. (Arevalo and Wu 2006)

D’autres voies permettent 1’activation de NF-kB dans les cellules neuronales lors de la
signalisation par le récepteur p75™ ", comme le recrutement d’une autre protéine adaptatrice
la protéine RIP-2 (Receptor interacting-protein 2) et 1’activation de la voie PI3K/Akt de
maniere TrkA indépendante (Khursigara et al. 2001; Roux and Barker 2002).

IV-1.2.1.4 Les co-récepteurs de p75~ '}

Les effets induits par 1’activation du récepteur p75™ " sont trés divers, notamment
comme on vient de le voir, suite au recrutement de molécules adaptatrices conduisant a des
effets parfois opposés. L’association de ce récepteur a des co-récepteurs, dont certains ont été
récemment découverts, comme la sortiline, contribuent a cette diversité voir 1’élargit encore
plus (Barker 2004; Teng et al. 2010). Ces co-récepteurs s’associent avec p75" ~ de fagon
ligand-dépendant. Ainsi, I’apoptose induite par les pro-neurotrophines est controlée par
I’association de la sortiline a p75™'~. Au contraire, les neurotrophines matures peuvent se lier
aux complexes formés des récepteurs Trk et p75™ et ainsi promouvoir la croissance (Figure
28).

Les études structurales des complexes formés avec NGF (He and Garcia 2004) ont
effectivement révélé une stoechiométrie de 2 :1 pour NGF/p75N', autorisant le recrutement
d’autres récepteurs (sauf p75™'%) pour former des récepteurs complexes multiprotéiques.

89



Introduction bibliographique: Les neurotrophines et leur implication dans la survie des

lymphocytes B

Ainsi, p75™™ peut former des complexes de haute affinité avec les récepteurs Trk, aboutissant
a des structures tripartites de type Trk-NGF-p75™ '® (Hempstead et al. 1991).

pro- pro- MAG
NGF BDNF NOGO
OVEI’-

NGF : expressed)

sortilin
p75 NogoR
trkA trkB i_ingo

TN

neurite neurite
outgrowth differentiation death outgrowth

Figure 28: p75"™ et ses co-récepteurs. Le récepteur p75"™® peut former un hétérodimére avec différents
récepteurs. Selon le co-récepteur, les voies de signalisation qui interviennent sont différentes. La formation d’un
hétérodimére p75""™/TrkA ou p75""™/TrkB induit la survie et la croissance neuritique alors qu 'un hétérodimére

p75" ™ fsortiline induit une mort cellulaire (Underwood and Coulson 2008).

Trk L’association de p75™' et Trk active préférentiellement les voies de survies via

les neurotrophines, par I’intermédiaire d’une cascade de phosphorylation, qui sera
décrite ultérieurement. Lorsque ces récepteurs sont co-exprimés, p75" " augmente
I’affinité des récepteurs Trk pour leur ligand. C’est notamment le cas pour TrkA dont
I’affinité pour NGF augmente en présence de p75" " et diminue pour NT-3 (Dechant
2001). Les tissus périphériques produisent peu de neurotrophines et le récepteur
p75N™® pourrait ainsi faciliter la réponse des récepteurs Trk a de faibles quantités de
neurotrophines (Barker 2004). L’interaction directe entre ces 2 récepteurs a €té mise
en évidence par des techniques d’immunoprécipitation et de co-localisation (Ross et
al. 1998). La formation de ces hétérodimeres met en jeu des interactions entre les
domaines extracellulaires et intracellulaires des récepteurs p75™' " et TrkA. La
présence du domaine kinase de TrkA est également nécessaire, mais, les mécanismes
menant a la formation de ce complexe sont encore méconnus (Wehrman et al. 2007).

La sortiline La sortiline, membre de la famille des récepteurs a domaine Vspl10p, lie
les pro-neurotrophines et fonctionne comme un co-récepteur avec p75™ '~ induisant
I’apoptose (Nykjaer et al. 2004). La présence ou I’absence de la sortiline a la surface
de la cellule initie ou empéche, respectivement, la réponse apoptotique des cellules au
pro-neurotrophines via p75~ ~ (Nykjaer et al. 2004; Teng et al. 2005).

La sortiline est une protéine de transport de 95 kDa appartenant a la famille des
protéines de transport a domaine VpslOp (Vacuolar carboxy-Peptidase Sorting
receptor-10). Ces protéines participent chez les mammiferes, aux transferts protéiques
a travers le réseau de I’appareil de Golgi, pour exprimer les protéines a la membrane
plasmique, mais également au transfert inverse, de la membrane plasmique vers les
endosomes ou les lysosomes (Nielsen et al. 2001). La sortiline est largement présente
au niveau du SNC, et notamment dans le cortex, I’hippocampe et le gyrus dentelé
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(Hermans-Borgmeyer et al. 1999). Elle est aussi retrouvée dans le cerveau au cours de
I’embryogenese avec une colocalisation du NGF (Hermans-Borgmeyer et al. 1999).

L’ensemble des protéines de transport VpslOp-D partage une structure commune
composée d’un court peptide-signal, d’un pro-peptide N-terminal, d’'un domaine
extracellulaire riche en cystéines, d’une hélice transmembranaire et d’une courte
portion intracellulaire dépourvue de fonction adaptatrice (Nyborg et al. 2000).
L’absence de fonction catalytique dans sa portion C-terminale intracellulaire implique
que l’activité « récepteur » de la sortiline ne peut fonctionner que par ’association
avec d’autres protéines membranaires.

L’affinité de la sortiline pour le NGF mature est faible (K4 ~ 90 nM) comparée a celle du pro-
NGF (K4 ~ 5 nM). Le pro-NGF semble donc étre le ligand préférentiel de la sortiline, avec
une affinité supérieure a celle de p75™ '~ (Kq ~ 15 nM). (Nykjaer et al. 2004). Le coefficient
d’affinité de I’hétérodimére p75™ " ¥/sortiline pour le pro-NGF reste le plus élevé (Kg ~ 1 nM)
suggérant que la majorité du pro-NGF extracellulaire se lie préférentiellement au récepteur
hétérodimérique initiant ainsi la cascade signalitique pro-apoptotique dans les cellules
neuronales (Lee et al. 2001; Nykjaer et al. 2004). L’interaction du pro-NGF avec le récepteur
p75"™®/sortiline ne transmet pas seulement un signal pro-apoptotique au niveau neuronal,
mais est aussi impliquée in vitro dans la migration de clones mélanocytaires humains, la
surexpression de p75°'" ayant 6té parallelement définie in vivo comme facteur de
dissémination métastatique cérébrale (Marchetti et al. 2004; Truzzi et al. 2008).

Le pro-BDNF lie la sortiline avec une affinité de 0.4 nM et p75°'~ de 15 nM. (Teng et al.
2005). Le complexe pro-BDNF/sortiline, remarquablement stable, protege le pro-BDNF du
clivage protéolytique induit par les MMP ou par la plasmine exogéne. De fagon similaire au
pro-NGF, le pro-BDNF est capable d’induire I’apoptose au niveau de cellules neuronales par
son interaction avec I’hétérodimére p75™ “/sortiline (Teng et al. 2005). Cette interaction pro-
apoptotique entre 1’hétérodimere et le pro-BDNF est également bloquée par des anticorps
antagonistes de la sortiline ou de p75™'* (Volosin et al. 2006). La sortiline soluble semble
¢galement réguler I’apoptose induite par le pro-BDNF. En effet, I’ajout de sortiline soluble
dans le surnageant de culture permet de diminuer 1’apoptose induite par le pro-BDNF en le
neutralisant (Teng et al. 2005).

L’apoptose induite par [D’interaction des pro-neurotrophines et de [’hétérodimére
p75" ™ /sortiline est limitée par 1’internalisation du récepteur hétérodimérique, la cinétique et
les facteurs déclenchant cette endocytose étant actuellement incompris (Nielsen et al. 2001;
Nykjaer et al. 2004). De méme, les voies de signalisation intracelllulaires mises en jeu par la
liaison des pro-NT a I’hétérodimére p75" “/sortiline sont assez mal connues. Elles
impliqueraient la phosphorylation de JNK avec un clivage secondaire des caspases 9, 6 et 3,
ainsi que la libération du fragment p75'® généré par les y-sécrétases, entrainant
secondairement la translocation nucléaire de NRIF (Kenchappa et al. 2006; Volosin et al.
2006). Ainsi, par cette capacité a induire I’apoptose lors de la liaison aux pro-neurotrophines,
la sortiline est vraisemblablement impliquée dans les dégénérescences neuronales, notamment
lors de 1ésions corticales ou périphériques d’origine traumatique ou ischémique, caractérisées
par la surexpression membranaire de p75™ '~ (Wei et al. 2007; Provenzano et al. 2008)

Autres co-récepteurs : Le récepteur p75™ ', outre les Trk et la sortilne, peut interagir avec

une liste de co-récepteurs de plus en plus nombreuse, comme NogoR, Lingo ou NRH2. Ces
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interactions peuvent étre probablement régulées différemment selon les modifications post-
traductionnelles de p75NTR, la localisation cellulaire, 1’état de différenciation de la cellule ou
encore les seconds messagers par lesquels p75™'~ module les fonctions cellulaires (Barker
2004).

IV-1.2.1.5 Internalisation, dégradation, recyclage du récepteur

D’une facon générale, les travaux ont montré que les effets des neurotrophines sur la
survie et la différenciation neuronales nécessitent 1’internalisation des complexes
ligand/récepteur et le transport rétrograde de ces complexes en direction du corps cellulaire
des neurones (Reynolds et al. 2000). Ces données ont été obtenues a partir des travaux sur
I’expression et la signalisation des récepteurs Trk, et plus particulierement TrkA. Les
récepteurs Trk sont présents a la fois sur les terminaisons axonales présynaptiques et sur les
dendrites post-synaptiques (Carter et al. 2002; Schinder et al. 2000). Ainsi, les neurotrophines
ne fonctionnent pas seulement comme des facteurs promouvant la survie des neurones
afférents en développement, mais agissent aussi dans un mode antérograde, libérés par les
cellules présynaptiques pour réguler les postsynaptiques. Par conséquent, les neurotrophines,
qui activent leurs récepteurs Trk exprimés sur les terminaisons nerveuses et le long des
axones des neurones, doivent induire un signal au niveau du corps cellulaire du neurone ou se
situe le noyau, situé¢ parfois jusqu’a un metre en amont de 1’initiation du signal. Dans ces cas,
les effets des neurotrophines sur la transcription de génes cibles vont étre réalisés selon un
processus nommeé « transport rétrograde » ou les complexes NT/Trk vont migrer, apres
internalisation, dans des endosomes spécialisés, caractérisés par une capacité signalisatrice
(endosomes de signalisation) permettant aussi des effets locaux (Heerssen and Segal 2002).
Comme cette signalisation endosomiale avec transport rétrograde est spécifique au cas
particulier du neurone, en raison de sa structure cellulaire trés étendue, nous ne la présentons
que succinctement.

Alors que D'internalisation et le transport rétrograde du NGF grace a son récepteur
TrkA sont bien connus dans les neurones, peu d’études se sont intéressées au trafic
intracellulaire du récepteur p75™ " et les mécanismes de son internalisation et ses
mouvements restent mal compris. (Roux and Barker 2002; Butowt and von Bartheld 2003).
Le NGF mature induit l'internalisation relativement lente de p75™' " par des vésicules
recouvertes de clathrines conduisant a la formation d’endosomes précoces. Ces endosomes ne
s’acidifient pas et ne conduisent pas a la dégradation protéolytique des récepteurs par fusion
avec les lysosomes, mais s’accumulent et se transforment en endosomes de recyclage pour
réexprimer ces récepteurs a la surface des cellules PC12 (Saxena et al. 2004). Enfin,
I’internalisation du récepteur p75""" induit le recrutement des protéines adaptatrices MAGE
et NRAGE au niveau de I’endosome, suggérant comme pour TrkA, la formation d’endosomes
de signalisation. Les radeaux lipidiques pourraient réguler l'internalisation de p75™'" et son
accessibilité a différents complexes avec des co-récepteurs. Etonnamment, la présence de la
sortiline permet une internalisation plus rapide des pro-NGF avec p75™ '~ (Nykjaer et al.
2004), bien que la cinétique précise du processus n'ait pas ét¢ déterminée.

IV-1.2.2 Récepteurs TrkA et TrkB

La deuxiéme famille de récepteurs que reconnaissent les neurotrophines sont des
récepteurs de la famille « tropomyosin kinase », les Trk. Ces récepteurs sont des récepteurs
typiques a tyrosine kinases dont I’activation est réalisée par transphosphorylation suite a

92



Introduction bibliographique: Les neurotrophines et leur implication dans la survie des
lymphocytes B

I’homodimérisation des récepteurs, sous la stimulation des neurotrophines. Ces récepteurs
Trk sont activés spécifiquement par les formes matures, et non les formes précurseurs des
neurotrophines (Lee et al. 2001; Huang and Reichardt 2003). Ainsi les protéases qui
controlent la maturation des neurotrophines contrélent aussi la capacité de réponse des
récepteurs Trk.

IV-1.2.2.1 Données génétiques et structurales

Les récepteurs Trk sont largement exprimés sur les cellules d’origine neuronale. La
signalisation de ces récepteurs, suite a leur stimulation par les neurotrophines, est
déterminante pour la survie et la différenciation des neurones au cours du développement. Les
récepteurs Trk sont aussi indispensables chez I’adulte, pour maintenir la croissance et la
fonction des synapses neuronales. L’activation de TrkB par le BDNF est une étape clef dans
le développement et la maintenance de la mémoire. De plus, les voies de signalisation induites
par la liaison des neurotrophines aux récepteurs Trk fonctionnement comme un systeme
endogeéne de protection des neurones suite a des altérations biochimiques ou d’origine
physique, ou lors d’ischémies transitoires (Huang and Reichardt 2001).

D’un point de vue biochimique, les récepteurs Trk sont des molécules transmembranaires
caractérisées (Figure 29) par une structure commune de glycoprotéine de 145 kDa,
comportant un domaine extracellulaire composé de 2 domaines riches en cystéines entourant
un domaine contenant des séquences répétitives en leucines (LRR, leucine-rich repeat). Le
domaine extracellulaire comprend également 2 domaines de type C2 des immunnoglobulines
(Ig-C2) nécessaires a la liaison des neurotrophines (Ultsch et al. 1999; Wiesmann et al. 1999).
En effet, I’utilisation de chimeéres entre différents récepteurs Trk, la délétion et 1’analyse de
points de mutation, avec le domaine le plus proche de la région transmembranaire ont montré
I’importance du rdle de ces domaines (Arevalo et al. 2000; Arevalo et al. 2001). En plus de la
liaison a son ligand, les domaines Ig-C2 peuvent stabiliser la forme monomérique des
récepteurs Trk, afin de prévenir la formation spontanée de dimeéres et leur activation en
absence de neurotrophines. Des délétions, des récepteurs chimériques ou des points de
mutations qui perturbent la structure du premier ou du second domaine Ig-C2 peuvent
entrainer une activation du récepteur, indépendamment du ligand (Arevalo et al. 2000;
Arevalo et al. 2001). De plus, il a été montré qu’une isoforme de TrkA, ou le premier domaine
Ig-C2 est manquant dans la lignée cellulaire SH-SYS5Y de neuroblastome possédait un
potentiel de signalisation et de transformation des fibroblastes en absence de ligands
(Tacconelli et al. 2004). Enfin, la partie extracellulaire du récepteur est trés fortement
glycosylée (Chao and Hempstead 1995). Ces glycosylations semblent essentielles a la
localisation transmembranaire des récepteurs Trk et a leur signalisation. En effet, les
récepteurs non glycosylés peuvent former des homodiméres, mais ne permettent pas d’induire
une réponse cellulaire, comme par exemple la différenciation des cellules neuronales. Ces
formes non glycosylées sont principalement cytoplasmiques et incapables d’activer les
principales voies de signalisation intracellulaire (Ras-MAP kinase, MEK et Erk). Aprés une
courte hélice transmembranaire, ces récepteurs sont formés d’une séquence
intracytoplasmique présentant un domaine a activité tyrosine kinase intrinséque (Huang and
Reichardt 2003).

L’affinité des neurotrophines pour leurs récepteurs Trk est modulée par la présence du

récepteur p75™ '~ qui renforce la spécificité de leur ligand (Benedetti et al. 1993). La
formation de sites de liaison de haute affinité pour le NGF demande la présence des
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récepteurs dans leurs formes complétes et dans un ratio correct de Trk et p75™ '~ (Mahadeo et
al. 1994).

Plusieurs récepteurs ont été identifiés le premier TrkA, le second TrkB. Celui-ci est plus
proche de TrkA dans le domaine kinase, qui est a 88% conserve; le domaine extracellulaire a
la méme structure générale mais n'est conservé qu’a 57% par rapport TrkA (Klein et al.
1989). Plusieurs chercheurs ont identifi¢ TrkA comme un récepteur du NGF (Kaplan et al.
1991a; Kaplan et al. 1991b) et TrkB comme un récepteur du BDNF (Klein et al. 1991).

Enfin, on sait maintenant que le role de ces récepteurs dépasse le cadre du SNC et du
SNP. En effet, les récepteurs Trk, et notamment TrkA et TrkB, ont été identifiés a la
membrane de cellules non neuronales, comme celles du systéme immunitaire, point qui fera
I’objet d’un prochain chapitre, ainsi que des cellules fibroblastiques ou musculaires ou leur
signalisation contribue a la survie, la différenciation et la prolifération cellulaires (Levi-
Montalcini et al. 1995; Melamed et al. 1996; Aloe et al. 1997; Ricci et al. 2004).

NH2 NH2
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Figure 29: Stucture des récepteurs Trk. Les récepteurs Trk sont constitués d 'une partie
extracellulaire, une partie transmembranaire et une partie intracellulaire. Le domaine
extracellulaire est constitué de 2 domaines riches en cystéines entourés de domaines riches en
leucines et de 2 domaines de type C2 des immunoglobulines qui participent a la liaison du

récepteur avec sa neurotrophine. Le domaine intracellulaire est constitué d 'un domaine Tyrosine
kinase (Arevalo and Wu 2006).

1V-1.2.2.2 Les différentes formes

La majorité des isoformes des récepteurs Trk sont le résultat d’épissages alternatifs.

Des isoformes des récepteurs Trk générées suite a des épissages alternatifs des exons codant
notamment pour les portions intracellulaires de ces récepteurs ont été décrites. Ces variants
participent a la régulation de la signalisation initiée par la liaison des neurotrophines aux
récepteurs. Ainsi, I’expression de formes tronquées de TrkB et TrkC, sans domaine tyrosine
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kinase au niveau de leur portion intracytoplasmique, a été associée a une inhibition de la
dimérisation des récepteurs Trk complets, et de ce fait, de la réponse aux neurotrophines,
comme 1’activation de la phospholipase C-al (Eide et al. 1996)

Concernant TrkA, deux isoformes du récepteur TrkA ont été initialement identifiées et
appelées formes TrkA I, de 790 acides aminés, et TrkA II, de 796 acides aminés (Barker and
Shooter 1994). Leur expression différe dans leur domaine extracellulaire, a proximité de la
membrane plasmique. L’analyse de ces isoformes ne révele pas de différence de liaison au
NGF ou d’activité biologique, mais une expression différentielle a pu étre mise en évidence.
La forme TrkA II est exprimée principalement dans le systeme nerveux (Clary et al. 1994),
alors que la forme TrkA I a une expression plus ubiquitaire, et plus particulierement, dans les
cellules hématopoiétiques et les cellules immunitaires (Barker and Shooter 1994).

D’autres isoformes résultant d’un épissage alternatif ont été identifiées, donnant 2 autres
variants de TrkA, TrkA L1 et TrkA LO. Il manque un des trois domaines riches en leucine
pour I’isoforme L1 et les trois pour I’isoforme LO (Dubus et al. 2000). Ces isoformes sont
exprimées dans le thymus, les testicules, le poumon et le rein chez le rat, mais pas dans le
systéme nerveux, et sont toujours exprimées en méme temps que 1’isoforme TrkA I (Dubus et
al. 2000). Les caractéristiques de liaison du NGF a ces isoformes ne sont pas encore connues.
Un autre variant résultant d’un épissage alternatif a ét¢ mis récemment en évidence dans les
neuroblastomes au stade précoce, et appelé TrkA III (Tacconelli et al. 2004). Cette isoforme
est constitutivement active et favorise la survie cellulaire en activant la voie PI3K/Akt. La
liaison du NGF a cette isoforme et son activation conduiraient a bloquer les effets anti-
oncogéniques de I’isoforme TrkA II, également exprimée dans ces cancers. (Brodeur et al.
2009) (Figure 30).
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Figure 30: Isoformes principales du récepteur TrkA. L activation des
isoformes TrkA-I (neuronal) ou TrkA-II (non-neuronal) par NGF entraine la
survie et la différenciation neuronale. En absence de ligands, une voie
alternative est activée conduisant a ’apoptose. L’isoforme TrkA-III est
constitutivement active et indépendante du ligand. Elle promeut la survie a
travers la voie PI3K/Akt. (Brodeur et al. 2009)

Le récepteur TrkB existe sous la forme de récepteurs tronqués, avec deux variants majeurs de
95kDa, TrkB-T1 et TrkB-T2, résultants d’un épissage alternatif, dépourvus du domaine
intracellulaire tyrosine-kinase, mais avec des domaines intracellulaires distincts. Dans
certaines conditions, et quand ils sont co-exprimés avec les formes complétes du récepteur,
ces récepteurs tronqués pourraient jouer le role de « dominants négatifs », atténuant les effets
de la liaison des ligands en induisant I’internalisation du récepteur TrkB-145kDa ou en
inhibant le signal prolifératif par la formation d’hétérodimeres TrkB-145-TrkB95kDa,
biologiquement inactifs. Ainsi, la forme tronquée de TrkB-95kDa est capable d’inhiber
’activation intracellulaire de la PLC-y, initiatrice de la cascade de signalisation intracellulaire
du BDNF (Klein et al. 1989; Eide et al. 1996; Minichiello 2009) (Figure 31). Minoritaires au
niveau cérébral, ces récepteurs peuvent tout de méme induire un signal d’activation
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intracellulaire, soit par leur partenariat avec d’autres récepteurs (p75™ ', TrkB-145 kDa) soit
directement, les modalités de signalisation intracellulaire restant inconnues.
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Figure 31: Les différentes isoformes de TrkB. I existe deux différentes classes de récepteur TrkB. La premiere

gpl45TrkB est hautement glycosylée et contient des domaines tyrosine kinases. La deuxieme classe de récepteur

TrkB est constituée de deux récepteurs tronqués dus a un épissage alternatif (TrkB-T1 ou gp95TrkB et TrkB-T2).

Ces deux isoformes posséedent des domaines extracellulaires et transmembranaires identiques a gp145TrkB mais
il leur manque leur région catalytique. (Minichiello 2009)

Au contraire, dans des modeéles murins n’exprimant pas le récepteur TrkB-145kDa, la
croissance neuritique est induite par 1’activation de la forme tronquée du récepteur. La
signalisation est alors dépendante de I’activation du domaine intracellulaire de p75™'~, ces
deux récepteurs formant alors un hétérodimere (Hartmann et al. 2004). Etrangement, en
I’absence du récepteur p75™ ', le récepteur TrkB tronqué peut induire & bas bruit une
croissance neuritique sans que la voie de signalisation intracellulaire ne soit définie a ce jour.
Ce récepteur tronqué, activé par le BDNF avec une affinité identique (Strohmaier et al. 1996),
peut également induire la survie de cellules non-neuronales, notamment plasmocytaires, les

voies de signalisation restant peu étudiées (Pearse et al. 2005; Hu et al. 2006).

Finalement, le récepteur TrkA peut aussi subir un clivage extracellulaire par des
métalloprotéases (MMP) a proximité de la membrane, conduisant a la libération de formes
solubles de ces récepteurs, mises en ¢évidence au niveau des surnageants de cultures
neuronales. Ce clivage, déclenché par des valeurs seuils de neurotrophines extracellulaires,
empéche 1’activation du récepteur de manicre ligand-dépendante et pourrait constituer ainsi,
un systeme de régulation négative de I’activation du récepteur. D’autre part, le clivage du
récepteur TrkA conduit a ’activation de son domaine tyrosine-kinase intrins€éque et entraine
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I’activation d’une signalisation intracellulaire NT-indépendante (Cabrera et al. 1996; Diaz-
Rodriguez et al. 1999).

IV-1.2.2.3 Ligands et voies de signalisation

IV-1.2.2.3.1 Ligands

Les récepteurs Trk sont les récepteurs de haute affinit¢é pour les neurotrophines
matures. Ainsi, TrkA liera préférentiellement le NGF et TrkB le BDNF. Cette liaison activera
préférentiellement des voies de survie. Cependant, il est tout de méme possible que d’autres
NT puissent se lier aux Trk. En effet, la neurotrophine NT3 peut se lier a I’un des variants de
TrkA. De plus, comme nous 1’avons déja évoqué, la co-expression des récepteurs de haute
affinité (Trk) et de basse affinité (p75" ") pour les neurotrophines augmente Iaffinité des
récepteurs Trk pour leur ligand préférentiel (comme NGF pour TrkA), et diminue la réponse
aux autres ligands (comme NT3 pour TrkA) (Dechant 2001). Cette organisation tripartite
p75N™_Trk-NGF fournit un mécanisme pour expliquer la collaboration fonctionnelle des 2
types de récepteurs et fait encore 1’objet de débats (Barker 2007).

1V-1.2.2.3.2. Voies de signalisation

Les voies de signalisation activées par les neurotrophines a travers les récepteurs Trk
engendrent diverses fonctions neuronales, comme la survie cellulaire, la différenciation,
I’arborisation dendritique, la formation synaptique, la plasticité, la croissance et la
polarisation axonales. La liaison des neurotrophines aux récepteurs Trk entraine,
contrairement a leur liaison a p75™'\, une dimérisation, une transphosphorylation des
récepteurs, le recrutement de différents adaptateurs et enzymes, et I’activation de plusieurs
voies de signalisation. Ces éveénements sont communs avec d’autres récepteurs tyrosine
kinases, mais la présence de sites spécifiques de liaison aux NT, le recrutement des différents
adaptateurs et enzymes, la régulation du trafic des récepteurs en font des réponses spécifiques
aux neurotrophines (Arevalo and Wu 2006) (Figure 32).

Deux tyrosines des récepteurs Trk, Y490 et Y785, pour TrkA et leurs tyrosines
correspondantes pour TrkB et TrkC, sont phosphorylées en réponse aux neurotrophines et
servent au recrutement et a la liaison de protéines adaptatrices et d’enzymes. Y490 et Y785
recrutent tout d’abord, respectivement, la protéine adaptatrice Shc (Src homology-2
containing protein), a domaine d’interaction protéique de type SH2 et la phospholipase C-y
(PLC-y) (Stephens et al. 1994). Les tyrosines phosphorylées localisées au niveau des
domaines kinases, Y670, Y674 et Y675, peuvent aussi engager des protéines adaptatrices dont
SH2B, APS et Grb2 (Qian et al. 1998; MacDonald et al. 2000).

Parmi les voies de signalisation activées par les récepteurs Trk en réponse aux neurotrophines,
Shc-Ras-MAPK, Rap-MAPK, PI3K-Akt et PLC-y-protéine kinase C (PKC) sont les voies les
plus étudiées. Elles ont été décrites dans des cellules PC12, lignée cellulaire provenant d'un
phéochromocytome de rat, qui répond au NGF et ressemble seulement par certains aspects a
des neurones sympathiques. Ces voies ont été¢ aussi largement étudiées dans un contexte
d’activation NGF / TrkA, puis extrapolées aux autres récepteurs Trk.
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e Ras-MAPK

Ras est une petite protéine G associée a la membrane de la cellule grace a une de ses
extrémités lipidiques. Ras est induite rapidement et transitoirement par NGF (Qiu and Green
1991). La stimulation des récepteurs TrkA par NGF engage 2 protéines adaptatrices Shc et
Grb2 (Growth factor receptor bound protein-2). Grb2 possede un autre domaine d’interaction
protéique, le domaine SH3, qui leur permet de recruter un facteur d’échange de nucléotides a
guanine (GEF, guanines nucleotide exchange factors), SOS, lequel active Ras en induisant un
¢change entre le GDP et le GTP (Stephens et al. 1994). L’activation de Raf-1 et B-Raf en aval
de Ras déclenche I’activation des MAPK, ERK1/2 (Troppmair et al. 1992). La modulation de
la signalisation de Ras peut étre arrétée par « retro-contrdle » négatif, car 1’activation des
MAPK peut stopper cette voie de signalisation en phosphorylant SOS rompant le complexe
Grb2-SOS (Kao et al. 2001). L’activation de Ras en réponse aux neurotrophines a été associée
a la signalisation et a la régulation transcriptionnelle impliquées dans la survie neuronale et la
différenciation. Ainsi, lors de la micro-injection d’anticorps anti-Ras dans des cellules PC12,
apres un traitement au NGF, la formation des neurites est inhibée

e Rap-MAPK

Les neurotrophines stimulent de 2 facons différentes 1’activation de MAPK. Une transitoire,
citée ci-dessus, implique Shc-SOS-Ras-B-raf/Rafl-MAPK, et une, prolongeant I’activation
des MAPK nécessite I’intervention d’adaptateurs, comme CrkII/CrkL, GEF C3G, et la
GTPase Rapl et B-Raf (York et al. 1998; Wu et al. 2001). Cette voie de signalisation
demande I’internalisation du récepteur Trk dans des endosomes (York et al. 2000; Wu et al.
2001). Si le fait que le NGF induise 1’activation de Rap1 par C3G est généralement accepté, la
fagon dont le récepteur TrkA entraine la signalisation de CrkII/CrkL reste controversée.

La phosphorylation des MAPK engendre en aval 1’activation de plusieurs cibles, comme les
facteurs de transcriptions, Rsk et MSK1. Ces deux kinases peuvent phosphoryler et activer la
protéine CREB qui controle I’expression de geénes essentiels a la survie (comme 1’expression
de molécules anti-apoptotiques telles que Bcl-2) et la différenciation des neurones (Xing et
al. 1996). L’expression de BDNF est régulée par CREB et suggére une boucle autocrine
positive de potentialisation de 1’action des neurotrophines (Finkbeiner et al. 1997).

o PI3K-Akt

Les neurotrophines jouent un rdle prépondéral dans la survie de plusieurs populations
neuronales pendant le développement et la signalisation de la voie PI3K-Akt est critique a
cette fonction. Les récepteurs Trk actifs engagent Shc, qui associée avec deux protéines
adaptarices Grb2 et Gabl (Grb2 associated binder-1) active PI3K et consécutivement Akt. La
liaison de PI3K a Gabl est nécessaire pour 1’activation de la PI3K, la rupture de cette
association diminue la survie des cellules PC12 dépendante de NGF (Holgado-Madruga et al.
1997). La signalisation de la voie PI3K-Akt et son role dans la survie ont été démontrés aussi
dans des cultures primaires de neurones et dans une lignée cellulaire de neuroblastome, les
SH-SYS5Y (Encinas et al. 1999; Atwal et al. 2000).

La régulation de la fonction de plusieurs effecteurs pro-apoptotiques et anti-apoptotiques, en
aval d’Akt, peut induire la survie sous I|’action des neurotrophines. Par exemple, la
phosphorylation de Bad par Akt peut permettre des phosphorylations supplémentaires de Bad
par d’autres kinases, prévenant ainsi les effets pro-apoptotiques de cette protéine (Datta et al.
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1997). Pareillement, le facteur de transcription « Forkhead » (FKHRLI), qui régule
I’expression de plusieurs protéines pro-apoptotiques (dont le Fas-ligand), est phosphorylé par
Akt en réponse aux neurotrophines, limitant son activité transcriptionnelle (Zheng et al.
2002). De plus, la voie de survie NF-kB est activée via la phosphorylation par Akt de
I’inhibiteur IxB qui sera ensuite dégradé. La voie PI3K-Akt peut aussi exercer un effet positif
sur la signalisation rétrograde qui module la survie neuronale (Kuruvilla et al. 2000).

Cette voie de signalisation peut moduler d’autres fonctions autres que la survie, notamment
I’activation d’ Akt se produit au cours de la croissance axonale (Atwal et al. 2000; Markus et
al. 2002)
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Figure 32: Les voies de signalisations activées par les récepteurs Trk et leurs acteurs. La liaison des
neurotrophines matures aux récepteurs Trk entraine la dimérisation de ces derniers permettant son auto-
phosphorylation et ’activation des différentes voies de signalisation. L activation de la phospholipase Cy

(PLCy), de la protéine kinase C (PKC), ainsi que des protéines Ras et Raf conduisent a I’activation de la voie
MAP-kinase ERK (Extracellular-Regulated Kinase). Une autre voie met en jeu la PI3-kinase (PI3-K) entrainant
Uactivation d’Akt. (Arevalo and Wu 2006).

e PLCy
La phosphorylation de la Y785 des récepteurs Trk conduit au recrutement de la PLCy et son
activation résulte d’une phosphorylation de résidus sérine, thréonine et tyrosine, et ce,
directement par les récepteurs Trk (Kim et al. 1991; Vetter et al.). L’activation de la PLCy
aboutit & une hydrolyse des phosphatidylinositol (4,5) biphosphates (P1(4,5)P,) formant de
I’inositol triphosphate (IP3) et de diacylglycérol (DAG). IP; et DAG déterminent I’activation
de différentes isoformes de la PKC. Les effets de 1’IP; sont modulés par la libération de
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calcium (Ca®") a partir de vésicules de stockage intracellulaires, ce qui stimule la protéine
kinase calcium dépendante, la calmoduline (CAM kinase). La PKC active les voies de
signalisation de MEK1 et Erkl via la phosphorylation de Rafl (Corbit et al. 1999). Les
effecteurs en aval de MEK1 et Erk1/2 contrélent I’expression et/ou I’activité de nombreuses
protéines, dont des canaux ioniques et des facteurs de transcriptions (Reichardt 2006).

IV-1.2.2.4 Internalisation, dégradation, recyclage du récepteur

Comme nous I’avons évoqué pour p75™ %, une signalisation spécifique des complexes
NT/récepteurs a été décrite pour expliquer la fonctionnalité des récepteurs, parfois situés tres
loin du corps cellulaire ou les facteurs de transcription doivent agir. Cette signalisation trés
spécifique aux neurones, met en jeu des endosomes dits de signalisation et un transport
rétrograde de ces endosomes. Comme pour p75™ ' X, nous ne présentons que briévement le
processus dans le cas des récepteurs Trk.

L'hypotheése d’une voie de signalisation endosomale proposée par Mobley et ses collegues
(Beattie et al. 1996) postule qu'il existe un mécanisme spécialis¢ de signalisation rétrograde
initiée par les neurotrophines qui stimulent les cellules présynaptiques. Selon cette hypothese,
les neurotrophines se lient a des récepteurs Trk au niveau de terminaisons nerveuses, activent
le récepteur, et induisent l'internalisation de celui-ci. Trois mécanismes contribuant a cette
internalisation ont été décrits: la voie de la clathrine, la voie des cavéoles et la
macropinicytose (Zweifel et al. 2005). Une vésicule d’endocytose, contenant le récepteur
activé Trk et son ligand neurotrophinique, est ensuite transportée a partir du « terminal
synaptique » vers le corps cellulaire, et cette signalisation endosomale agit comme médiateur
d'une réponse biologique. Les récepteurs Trk restent catalytiquement actifs au sein de ces
vésicules intracellulaires. Les petites vésicules d'endocytose contenant des récepteurs activés
Trk ont été 1isolées de cellules indifférenciées PC12, apres stimulation au NGF, et ces
vésicules sont associées a des molécules de signalisation en aval, y compris She, petite
protéine G, Rap, ERK, et la PLC (Howe et al. 2001; Wu et al. 2001).

IV-1.2.2.5 Interactions entre les signalisations des récepteurs Trk et p75NTR

Les interactions entre les récepteurs Trk et p75™ % ont souvent des effets opposés.
Comme nous I’avons expliqué, la liaison aux récepteurs Trk induit la plupart du temps la
survie et la différenciation neuronales, alors que Iengagement de p75™'" aboutit
fréquemment a la mort cellulaire par apoptose. Il y a plusieurs mécanismes qui permettent
d’expliquer ces communications entre les récepteurs pour aboutir a une réponse biologique
adaptée.

Les voies de signalisation des récepteurs Trk contrecarrent a plusieurs niveaux la voie
majeure mise en jeu lors de I’activation des récepteurs p75" ', la voie de la kinase JNK
(Yoon et al. 1998). Ainsi, I’activation de la voie Ras supprime la cascade d’activation de JNK.
Cet effet est dépendant de 1’activation induite par Ras de la voie PI3K, qui, par ailleurs est
capable d’inhiber directement la voie JNK . Finalement, les 2 types de récepteurs activent la
voie NF-kB, ce qui permet un effet synergique des 2 signalisations sur la survie cellulaire
(Reichardt 2006).

Les interactions entre les signalisations des récepteurs P75N'™® et Trk sont aussi facilitées par
I’assemblage de ces récepteurs en un complexe multiprotéique. Une protéine nommée

101



Introduction bibliographique: Les neurotrophines et leur implication dans la survie des
lymphocytes B

ARMS (ankyrin repeat-rich membrane-spanning) a été identifiée comme pouvant interagir
avec les 2 types de récepteurs. Elle est phosphorylée suite a I’activation des Trk (figure 33)
fournissant un site d’ancrage pour Crk, qui résulte en une activation prolongée des
signalisations Rap et Erk (Arevalo and Wu 2006). Les cavéolines constituent une autre
plateforme pour permettre I’interaction entre Trk et p75™ '~ car elles interagissent avec les 2
récepteurs (Bilderback et al. 1999). Finalement, le complexe p62-TRAF6-IRAK décrit dans la
signalisation de p75""" apparait comme un autre moyen d’associer les 2 signalisations, avec
la liaison de TRAF6 a p75™™® et de p62 a TrkA (Wooten et al. 2001).

L’idée qui se dégage de ces études sur les interactions p75™ "-Trk est que les signaux pro-
apoptotiques sont largement supprimés suite a la signalisation des Trk.

IV-1.3 Bilan : signalisation des neurotrophines et balance survie/apoptose

Comme nous venons de le voir, la signalisation des neurotrophines est un phénomene
complexe qui fait intervenir de nombreux récepteurs et co-récepteurs qui selon leur taux
d’expression et le ligand moduleront la réponse induite, favorisant les voies de survie ou
d’apoptose. Dans ce contexte, la protéolyse des pro-neurotrophines est un élément décisif
dans la régulation de la spécificité et donc de la réponse induite par les signalisations des 2
familles de récepteurs.

La figure 33 ci-dessous résume toutes les voies et les acteurs impliqués dans les signalisations
activées par les neurotrophines.
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Figure 33: Schéma récapitulatif de la signalisation des neurotrophines. L interaction des NT matures avec p75N TR peut

conduire soit a une réponse pro-apoptotique, soit a une réponse proliférative et ce en fonction du type cellulaire, de
I"environnement en NT ou de degré d’activation cellulaire. La fixation des pro-NT a I’hétéro-dimére p75"™ /sortiline induit
un signal pro-apoptotique. p75SNTR, par son interaction avec les récepteurs Nogo-R et Lingo-1 inhibe la croissance
neuronale. La liaison des NT matures au récepteur Trk conduit a une dimérisation et a [’activation de voies de survie.
L’interaction Trk / p75"™® permet en revanche d’augmenter le signal prolifératif et anti-apoptotique délivré par la fixation de
la NT mature sur le récepteur Trk. (Arevalo and Wu 2006)

1V-2. Généralités sur la découverte du role des neurotrophines dans le systéme
immunitaire

Historiquement, la relation entre les neurotrophines et le systtme immunitaire a été
découverte, il y a dega une trentaine d’années par les travaux de I’équipe de Rita Levi-
Montalcini sur I’implication du NGF dans la régulation de la fonction de cellules
inflammatoires, les mastocytes. L’injection de NGF entrainait en effet, une augmentation de
I’infiltration mastocytaire tissulaire chez des rats nouveau-nés (Aloe and Levi-Montalcini
1977). La présence membranaire de récepteurs au NGF dans les mastocytes est identifiée par
la suite (Horigome et al. 1993; Kawamoto et al. 1995). NGF peut ainsi engendrer une
dégranulation des cellules mastocytaires et augmente leur survie in vitro. Ces travaux
suggéraient le role des NT et notamment de NGF dans la régulation des processus
inflammatoires et allergiques, ce qui a été finalement corrélé ensuite a I’augmentation du taux
de NGF dans les fluides biologiques, lors de plusieurs maladies allergiques, immunitaires ou
inflammatoires. NGF est ainsi considéré par certains chercheurs comme une cytokine-Th2
modulant la réaction inflammatoire allergique et les processus de remodelage et réparation
tissulaires (Bonini et al. 2003; Micera et al. 2007).

Les neurotrophines jouent un réle dans la maturation des lymphocytes. C’est dans les
années 1990 que 1’équipe de Rita Levi-Montalcini montre pour la premicre fois une relation
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entre la maturation du systéme immunitaire et les neurotrophines. En effet, elle montre que le
NGF semble nécessaire a la maturation de la bourse de Fabricius, organe lymphoide central
chez les oiseaux ou se forment les lymphocytes B, grace a une action anti-apoptotique sur les
lymphocytes (Laudiero et al. 1991; Bracci-Laudiero et al. 1993). De plus, une transcription
¢élevée des neurotrophines est également observée dans les tissus spléniques aviaires lesquels
expriment constitutivement les récepteurs TrkA, TrkB, TrkC et p75™'X, suggérant un role de
ces neurotrophines dans 1’homéostasie de cet organe lymphoide périphérique (Yamamoto et
al. 1996). Dans les tissus humains, les transcrits des neurotrophines et de leurs récepteurs de
hautes et basses affinité sont aussi retrouvés dans les tissus médullaires. De nombreuses
cellules exprimant les neurotrophines, notamment NGF et BDNF, sont retrouvées dans le
stroma médullaire comme les ostéoblastes, les mégacaryocytes, les cellules dendritiques et
endothéliales (Labouyrie et al. 1999).

Il est a remarquer que les érythroblastes, les progéniteurs éosinophiles et myélo-monocytaires
expriment respectivement TrkA, TrkB et TrkC, mais ils ne semblent pas exprimer p75~
(Labouyrie et al. 1999). Le NGF, produit par les cellules stromales médullaires, exerce un
effet anti-apoptotique sur les progéniteurs érythrocytaires médullaires humains par
I’intermédiaire de sa liaison au récepteur TrkA. Cet effet anti-apoptotique s’effectue en
synergie avec le « Stem Cell Factor » (Auffray et al. 1996). Le NGF est aussi un facteur de
survie pour les progéniteurs médullaires myéloides murins et humains, et les progéniteurs
mastocytaires, par son interaction avec TrkA (Matsuda et al. 1988; Kannan et al. 1993;
Chevalier et al. 1994). Les récepteurs TrkA et p75"'" sont exprimés par les progéniteurs
médullaires humains CD34", laissant supposer une implication de NGF dans les premiers
stades du développement médullaire (Chevalier et al. 1994). Cependant, 1’expression des
transcrits de ces mémes récepteurs est relativement variable au niveau des lignées humaines
my¢loides et érythroblastoides immatures, suggérant une dérégulation des mécanismes anti-
apoptotiques sous 1’effet du NGF, dans ces mod¢les cellulaires (Chevalier et al. 1994).

La présence de NGF et BDNF et de leurs récepteurs a été aussi démontrée chez la souris, au
niveau du thymus, organe lymphoide central chez les vertébrés ou est réalisée la
différenciation des lymphocytes T. De plus, chez les oiseaux, I’expression des récepteurs de
haute affinité, notamment TrkA, augmente au cours de la maturation thymique, suggérant une
implication des neurotrophines dans le processus de maturation T (Ciriaco et al. 1996).
L’implication des neurotrophines dans la survie et la maturation des progéniteurs T a été
confirmée par la suite, par les modéles de souris KO pour p75~'® et TrkA. Ces souris se
caractérisent en effet par une diminution de la densit¢ en thymocytes et I’absence de
différenciation cortico-médullaire au niveau du thymus (Garcia-Suarez et al. 2001). A noter
que les souris TrkA™ présentent aussi, a I’dge adulte, un dysfonctionnement des lymphocytes
B, avec une hypergammaglobulinémie polyclonale caractérisée par des taux anormalement
élevés d’IgGl, IgG2b et d’IgM sans toucher la production d’IgE et d’IgA. Bien que la réponse
humorale a une stimulation antigénique reste normale chez ces souris, il est observé une
augmentation plus importante de cellules CD5" avec le vieillissement, 1’augmentation de ces
lymphocytes étant aussi associée a I’incidence de maladies auto-immunes.

Ainsi, les données actuelles sur I’implication des neurotrophines et de leurs récepteurs au
cours de la maturation du systéme immunitaire et de la régulation de la réponse immune sont,
depuis les travaux pionniers de Rita Levi-Montalcini, nombreuses. Elles suggérent 1’existence
d’une « neuro-immunomodulation» spécifique par cette famille de neuropeptides. Par la suite,
nous nous intéresserons tout particuliecrement aux productions de neurotrophines, de leurs
récepteurs et a leur réle au niveau des lymphocytes B.
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IV-3. Neurotrophines et survie des lymphocytes B

IV-3.1. Production et fonctions biologiques de NGF et BDNF

IV-3.1.1 Données sur les cellules B normales

e LeNGF

Le NGF est produit par les lymphocytes B humains normaux qui semblent constituer une
population majeure dans cette production (Edling et al. 2004). Cette production est augmentée
suite a une activation polyclonale (Santambrogio et al. 1994; Torcia et al. 1996a; Torcia et al.
2001). Au contraire, une stimulation des lymphocytes B humains par des anti-IgM associés a
I’IL-4 n’engendre pas d’augmentation de NGF, suggérant une capacité différente de sécrétion
en fonction du type cellulaire activé, et notamment un comportement différent des cellules B
naives, population cellulaire répondant majoritairement lors de la stimulation par les anti-IgM
(Torcia et al. 1996b).

Des résultats globalement similaires sont retrouvés chez la souris ou le NGF est aussi détecté
dans les lymphocytes B (Edling et al. 2004), sa sécrétion augmentant aprés une stimulation
mitogénique par des lipopolysaccharides ou aprés une exposition a un agoniste 5 adrénergique
(I’isoproterenol). La production de NGF est augmentée apres I’exposition de ces lymphocytes
murins a ’I[L-4 ou a I’IL-6, en présence de CD40 Ligand (Barouch et al. 2000; Heese et al.
2006). L’augmentation de 1’expression des transcrits de NGF, suite a ces différentes
stimulations mitogéniques, est dépendante de I’activation de NF-kB. Des souris BDNF ™" sont
incapables de produire du NGF aprés stimulation mitogénique, suggérant que le BDNF
intervient directement dans 1’activation NF-kB nécessaire a I’augmentation de la synthése du
NGF (Heese et al. 2006).

La reconnaissance du NGF exogene avec son récepteur de haute affinit¢ TrkA engendre un
effet prolifératif, dose dépendant (Thorpe and Perez-Polo 1987; Otten et al. 1989; Brodie and
Gelfand 1992; Torcia et al. 1996a). Celui-ci agit en synergie avec ’effet produit in vitro par
I’'IL-4 et I’IL-2, dont le NGF induit par ailleurs, I’expression des récepteurs (Brodie and
Gelfand 1992). Le NGF est un facteur exocrine de survie pour les cellules B humaines et
murines également par son interaction avec TrkA, 1’adjonction d’Ac antagonistes de p75™'~
ne modifiant en rien la viabilité de ces lymphocytes (Torcia et al. 1996a). Le NGF est produit
par les cellules B mémoires, et sa neutralisation, in vitro, par des Ac antagonistes induit la
disparition de I’expression intracellulaire de la protéine anti-apoptotique Bcl-2 qui conduit a
une augmentation de I’apoptose, affectant plus particulicrement, les cellules B IgG ou IgA
positives. Ces résultats suggerent un role de facteur autocrine de survie du NGF pour les
cellules B mémoires (Torcia et al. 1996a; Torcia et al. 2001). En revanche, cette
neurotrophine ne modifie pas I’apoptose des cellules B matures naives IgM /IgD", alors que
ces cellules sécrétent cette neurotrophines en quantité équivalente et présentent a leur surface
les récepteurs TrkA et p75™'™" de facon similaire aux cellules B mémoires (Torcia et al.
1996a).

11 favorise aussi la production d’immunoglobulines, in vitro chez ’homme (Otten et al. 1989;
Kimata et al. 1991; Brodie et al. 1998). Cependant, les données différent selon les auteurs et
les résultats sont parfois discordants, vraisemblablement en raison de conditions
expérimentales différentes. La stimulation spécifique de la production d’immunoglobulines,
IgG, IgA et IgM par le NGF, a été confirmée par les travaux de Torcia. Ainsi, la neutralisation
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du NGF, produit de maniere autocrine par les lymphocytes B stimulés par le PMW, diminue
respectivement de 60, 90 et 20 % la production de ces immunoglobulines. Ces derniers
travaux suggerent une action préférentielle du NGF sur la production d’immunoglobulines
émanant des lymphocytes B mémoires (Torcia et al. 1996a). En revanche, le NGF ne semble
pas modifier pas la production d’IgE des lymphocytes B de sujets sains (Melamed et al.
1996). Cependant, d’autres ¢tudes décrivent des effets variables et méme contradictoires du
NGF sur la production des IgE qui poirraient dépendrent des conditions d’activation des
cellules B régulateur (Zhang et al. 1991; Brodie et al. 1998; Gibbs et al. 2005).

Parmi les mécanismes impliqués dans la signalisation du NGF liée a la survie et la
prolifération des lymphocytes B, il a ét¢ montré que le NGF exogéne induit une modification
du cytosquelette lymphocytaire B par sa fixation a TrkA, une polymérisation des micro-
filaments de g-actine en polymeres de f-actine (Melamed et al. 1995). De plus, le NGF
favorise les flux calciques entre les milieux intracellulaires et extracellulaires des cellules B
humaines en culture (Melamed et al. 1996). Les voies de signalisation impliquées dans
I’action anti-apoptotique du NGF au niveau lymphocytaire B sont encore peu étudiées. Les
travaux ont surtout ét¢ réalisés a partir de lignées lymphoblastoides B données, que nous
détaillerons ensuite. La signalisation semble converger sur des voies de signalisation
communes aux récepteurs Trk et a celles du récepteur a ’antigéne des cellules B (BCR) avec
le partage de protéines adaptatrices comme Grb2 et Shs permettant ainsi I’activation de la
protéine Ras (Melamed et al. 1999).

e BDNF

Les lymphocytes T et B, les monocytes ainsi que les cellules endothéliales et les

plaquettes produisent la forme mature, biologiquement active du BDNF, et peuvent constituer
une source de BDNF circulant (Nakahashi et al. 2000; Kerschensteiner et al. 2009).
Le BDNF est produit par les lymphocytes B murins et cette production est augmentée sous
diverses stimulations telles que le LPS, le phorboll12-myristate 13-acetate (PMA) (Edling et
al. 2004) et par la substance P, un neurotransmetteur détecté au niveau des fibres sensitives
intra-spléniques (Barouch et al. 2000). Il apparait nécessaire a la maturation B. Des souris
invalidées pour BDNF sont caractérisées par un arrét de cette maturation au stade pré-BIIL Ces
mémes précurseurs expriment le récepteur TrkB et sont dépourvus de transcrits codant pour le
BDNF. Celle-ci, indispensable a leur maturation, et de fagon indépendante de I’IL-7, leur est
fournie par le stroma médullaire. Comme pour le NGF, P’action du BDNF dans les
lymphocytes B murins s’accompagne d’une augmentation de la concentration intracellulaire
de Ca®" (Schuhmann et al. 2005) suggérant I’existence d’une signalisation intracellulaire liée
a la fixation du BDNF.

En culture, le BDNF est aussi produit par les lymphocytes B humains matures. Sa sécrétion
est augmentée sous 1’action d’agents mitogéniques (Kerschensteiner et al. 1999; Edling et al.
2004). Elle est indépendante de 1’action de I’IL-6 ou du TNF-a. Au contraire, les lymphocytes
B non stimulés circulants n’expriment pas de transcrits codant pour le BDNF suggérant que la
transcription de BDNF est faible dans ces cellules a I’état basal (Hu et al. 2006). Chez les
sujets allergiques, le BDNF induit une augmentation de la production d’IgE par des
lymphocytes B périphériques. Cet effet est en partie bloqué in vitro, par I'IFN-y ou par I’'IL-
12. L’association de ces deux cytokines de type Thl permet un arrét total de cette stimulation
(Kimata 2005). Ces derniers résultats sont conformes a certaines données obtenues sur NGF
et confortent 1’hypothése précédemment évoquée qui postule que les neurotrophines seraient
par des effets de type «cytokines-Th2 » des modulateurs des réponses allergiques et
inflammatoires.
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IV-3.1.2 Apport des lignées cellulaires

e NGF

Le NGF induit la prolifération de diverses lignées B humaines (Kimata et al.; Rosini et al.
2004). Les effets du NGF sur la production d’immunoglobulines varient suivant les lignées
étudiées. Il augmente la production d’immunoglobulines, IgG, IgM et IgA, dans des lignées B
humaines matures EBV' (GM-1500, GM-1056, M-12) (Kimata et al.). Néanmoins, d’autres
équipes ont montré que 1’ajout de NGF exogene diminuait la production d’IgM et d’IgG au
niveau des lignées B (HSCE et Ramos). Cette production d’immunoglobulines est restaurée
en culture en présence d’IL-4. Le NGF augmente I’expression membranaire de CD40 mais ne
module pas la production d’immunoglobulines induites par CD40L (Brodie and Gelfand
1994).

La liaison du NGF au récepteur TrkA, permet également de limiter 1’apoptose induite par un
ajout d’anti-IgM au niveau de lignées B EBV" (RAMOS). Cet effet est controlé par
I’activation de protéines adaptatrices Ras et Vav qui conduit a I’activation d’Erk-2 (Rosini et
al. 2004; Franklin et al. 1995), de la PI3K et de la PKCy, voie également mise en jeu au
niveau lymphocytaire par la stimulation de CD40 (Melamed et al.; Kronfeld et al. 2002). Le
NGF protége en partie la lignée B mature Rael de I’apoptose induite par 72 heures de
privation sérique (1% SVF) (D'Onofrio et al. 2000).

Les effets anti-apoptotiques du NGF dans les lignées B matures, comme au niveau des
lymphocytes B normaux, résultent notamment de 1’augmentation de I’expression cellulaire de
facteurs de transcriptions impliqués dans la survie, comme c-fos (Melamed et al. 1996). De
méme, la signalisation anti-apoptotique entraine la déphosphorylation de la p38MAPK. Cet
événement empéche I’inactivation de Bcl-2 par phosphorylation de ses résidus sérine et
thréonine, et par 1a méme, 1’induction de la voie de mort mitochondriale. Cette inactivation de
la p38MAPK fait suite a I’induction par le NGF de la transcription de la phosphatase MPK-1.
Celle-ci déphosphoryle la p38MAPK et semble indépendante de la protéine JNK, impliquée
dans I’inactivation de Bcl-2 (Rosini et al. 2000; Torcia et al. 2001; Rosini et al. 2004). En
effet, I’apoptose, induite par la neutralisation du NGF, produit par les lignées B mémoires et
qui conduit a la phosphorylation et la translocation mitochondriale de la p38MAPK, est
bloquée par la surexpression de MPK-1 (Rosini et al. 2004). Ces résultats ont été¢ obtenus
notamment sur une lignée lymphoblastoide B IgG" (CESS), caractérisée par la présence des
récepteurs TrkA et p75™'® et qui produit spontanément en culture de fortes quantités de NGF,
I’utilisant pour sa survie (Torcia et al. 1996a; Rosini et al. 2000). IIs sont applicables aux
cellules B normales et notamment les B mémoires (Torcia et al. 2001) et montrent que la
fonction de survie exercée par le NGF sur les cellules B consiste a maintenir des taux élevés
de MKP-1 pour controler 1’activation de la p38MAPK.

e BDNF

Les lignées B matures EBV" produisent du BDNF en culture, la production de BDNF n’ayant
pas ou peu été décrite pour les lignées EBV ou des lignées plus immatures. Trés récemment,
au laboratoire, 1I’expression de la forme mature de BDNF, mais aussi de NGF a été démontrée
dans les cellules de 4 lignées B humaines mimant différents stades de la différenciation (pro-
B, pré-B, mature et plasmocytaire). La privation sérique majore la sécrétion de BDNF
conjointement & I’expression membranaire des deux récepteurs TrkB et p75™'~. De plus, seule
la lignée d’origine plasmocytaire exprime la forme immature de BDNF (pro-BDNF)
(Fauchais et al. 2008). Ces résultats confirment ceux préalablement publiés sur les lignées
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plasmocytaires humaines, qui effectivement peuvent produire du pro-BDNF et du BDNF
biologiquement actifs. La sécrétion du BDNF dans le milieu de culture est maximale pour la
lignée RPMI 8226 (Pearse et al. 2005; Hu et al. 2006). Ces mémes lignées produisent aussi
des MMP, notamment MMP-7, leurs permettant de cliver le pro-BDNF en BDNF mature
(Barille et al. 1999).

Concernant les effets biologiques sur les lignées lymphocytaires B, le BDNF exogéne permet
de diminuer I’apoptose induite par une privation sérique au niveau de lignées B matures
(Rael, Mutu, BL28) qui expriment le récepteur TrkB dans ces conditions bien que
I’expression membranaire de celui-ci ne soit pas détectable a 1’état basal dans cette étude. Le
BDNF n’a aucun effet sur la prolifération de lignées B matures EBV" (D'Onoftio et al. 2000).
Au laboratoire, les études ont confirmé le rdle anti-apoptotique du BDNF exogeéne au niveau
des lignées plasmocytaires, notamment lors de 1’apoptose induite par la voie Fas, mais ont mis
¢galement en évidence ce role dans des lignées plus immatures. La neutralisation du BDNF
mature produit en situation de stress cellulaire augmente 1’apoptose basale induite par la
privation sérique et I’activation de la voie de Fas au niveau des lignées B matures et
plasmocytaires (Fauchais et al. 2008).

Ainsi, la plupart des études ont révélé et analysé les effets des formes matures de NGF et
BDNF sur la survie, la prolifération et la différenciation des lymphocytes B, définissant une
nouvelle voie autocrine de survie pour ces cellules. Cependant, les travaux récemment publiés
par notre équipe sur les fonctions immunitaires du BDNF montrent que cette nouvelle voie
repose, comme pour les cellules neuronales, sur une balance entre 1’action anti-apoptotique du
BDNF mature par sa fixation sur le récepteur TrkB et 1’effet pro-apoptotique du pro-BDNF
par sa fixation & I’hétérodimeére p75™"" / sortiline (Fauchais et al. 2009).

IV-3.2 Expression des récepteurs

e TrkA

Le récepteur de haute affinité TrkA est exprimé a la surface des lymphocytes B humains
normaux (Otten et al. 1989; Brodie and Gelfand 1992; Aloe et al. 1994; Torcia et al. 1996a;
D'Onofrio et al. 2000), le stress induisant une augmentation de son expression membranaire.
In vitro, la stimulation des lymphocytes B par des mitogenes augmente |’expression
membranaire de ce récepteur. Cet effet est aussi observé sous 1’action de I’IL-2 (Finkelman et
al. 1990; Brodie and Gelfand 1992). L’11-4 ne parait pas moduler I’expression de TrkA a la
surface des B humains normaux (Brodie and Gelfand 1992).

Les lignées B matures EBV" (RAMOS, DG75, BJAB) et d’autres lignées B EBV' (RAJI)
expriment le récepteur TrkA (Franklin et al. 1995; Melamed et al. 1996; Rosini et al. 2000;
Rosini et al. 2004). Cette expression protéique est variable selon les lignées et les conditions
de culture. Ainsi, TrkA n’est pas détecté dans la lignée EBV" BL41, dans les lignées B
matures EBV" (Schenone et al. 1996; D'Onoftrio et al. 2000). Cependant, les transcrits codant
pour TrkA sont détectés dans différentes lignées, du stade pro-B au stade plasmocytaire
(Fauchais et al. 2008).
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e TrkB

Le récepteur TrkB, dans sa forme tronquée, est exprimé par les lymphocytes B humains et
murins normaux, apres une stimulation mitogénique (Besser and Wank 1999; D'Onofrio et al.
2000; Schuhmann et al. 2005).

Les transcrits codant pour les formes tronquées de TrkB sont aussi exprimés par I’ensemble
des lignées B matures EBV" étudiées, mais une expression membranaire de ce récepteur n’a
pas ¢été détectée, en condition basale de culture (D'Onofrio et al. 2000). De méme, ces
transcrits sont détectés du stade pro-B au stade plasmocytaire. En revanche, la transcription de
la forme compléte du récepteur TrkB de 145 kDa n’est détectée que dans les lignées
plasmocytaires U266 et RPMI 8226 (Fauchais et al. 2008). Cependant, I’expression de TrkB
est variable selon les lignées plasmocytaires. Un ajout de BDNF au milieu de culture de
lignées plasmocytaires engendre une phosphorylation du récepteur TrkB (Hu et al. 2006). La
formation du complexe BDNF et de son récepteur constitue un facteur anti-apoptotique des
lignées plasmocytaires humaines (Pearse et al. 2005; Hu et al. 2006), notamment par la
phosphorylation de la protéine Akt et de la p42/44 MAPK (Erk) qui aboutissent a 1’activation
du facteur de transcription CREB/ATF (« Cyclic AMP Response Element Binding Protein /
Activated Transcription Factor »). De plus, cette expression est augmentée sous I’action d’un
agent pro-apoptotique, la dexamethasone (Pearse et al. 2005).

Les transcrits codant pour les 2 formes, a 95 et 145 kDa, de TrkB sont retrouvés dans les
lignées EBV+ (Schenone et al. 1996; Besser and Wank 1999; D'Onofrio et al. 2000).
Cependant, seulement 10 a 20 % des cellules de ces lignées expriment le récepteur TrkB a
leur membrane alors que I’expression protéique semble plus importante au niveau
intracellulaire, suggérant I’existence d’une séquestration intra-cytoplasmique de ce récepteur
(Schenone et al. 1996).

o p75VTR
Le récepteur p75™ '~ est exprimé par les lymphocytes B circulants (Otten et al. 1989; Brodie
and Gelfand 1992; Melamed et al. 1995; Torcia et al. 1996a; Fauchais et al. 2008). Son
expression membranaire, comme pour TrkA, augmente apreés un stress (Aloe et al. 1994) ou
suite a une stimulation par des agents mitogéniques. Elle semble majoritaire en présence de
concentration faible extracellulaire de NGF (Brodie and Gelfand 1992; Franklin et al. 1995;
Torcia et al. 1996a).

Une expression constitutive de p75™ '~ a aussi été remarquée dans des lymphocytes B murins.

Son expression est augmentée suite a une exposition au NGF. Cette expression ne varie pas
sous I’action de I’'IL-6 ou du CD40 Ligand (Thorpe and Perez-Polo 1987; Heese et al. 2006).
De plus, ce récepteur n’est pas seulement exprimé au stade B mature chez la souris, mais
aussi des le stade pro-B (Schuhmann et al. 2005).

. , . . , NTR , . o
Dans les lignées B humaines, I’expression du récepteur p75 est décrite de manicre

variable. Pour certains, il n’est pas détectable (Schenone et al. 1996; D'Onofrio et al. 2000;
Hu et al. 2006; Pearse et al. 2005), pour d’autres il est exprimé dans un grand nombre de
lignées B, du stade pro-B au stade plasmocytaire (Brodie and Gelfand 1994; Rosini et al.
2000; Fauchais et al. 2008), et majoritairement au niveau des stades pré-B, des B matures et
surtout des B mémoires (Brodie and Gelfand 1994; Pica et al. 2000; Rosini et al. 2000; Rosini
et al. 2004).
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e La sortiline

Les travaux de 1’équipe ont mis en évidence récemment, et pour la premicre fois, au niveau
lymphocytaire, I’expression (ARNm et protéine) de la sortiline, dans des lignées humaines B
et des lymphocytes B périphériques de sujets sains. La neutralisation par siRNA de cette
protéine, a la fois de transport et co-récepteur des pro-NT, majore 1’apoptose induite par la
privation sérique. Finalement, son implication comme pour les cellules neuronales dans
I’action pro-apoptotique du pro-BDNF a été confirmée par la neutralisation de la sortiline par
des anticorps bloquants et la compétition d’affinité avec un autre ligand de la sortiline, la
neurotensine. Ces données confirment 1’intérét potentiel de cette nouvelle voie autocrine de
survie dans les lymphomes et le myélome (Fauchais et al. 2008).

IV-3.3 Bilan: les neurotrophines facteurs autocrines de survie des lymphocytes B ?
Implications physiopathologiques.

Nous venons de voir que les lymphocytes B normaux peuvent produire et sécréter des
neurotrophines dans leurs formes matures et immatures. Ils expriment aussi, selon les cas,
leurs récepteurs de haute (Trk) et de basse (p75™ ' ~) affinité dont 1’expression semble varier en
fonction de I’environnement cytokinique. Ces données lymphocytaires, ainsi que les
propriétés anti-apoptotiques de ces NT, suggerent un lien potentiel entre cette classe de
neuropeptides et la physiopathologie des maladies auto-immunes, mais aussi des cancers.
Aussi, les neurotrophines pourraient étre des facteurs autocrines de survie pour les
lymphocytes B normaux mais aussi pathologiques.

Effectivement, les neurotrophines et leurs récepteurs sont impliqués dans un certain
nombre de processus pathologiques, comme par exemple, des maladies inflammatoires, des
maladies auto-immunes ou des cancers (Allen and Dawbarn 2006).

Au cours de maladies inflammatoires, comme la polyarthrite thumatoide, les taux sériques de
NGF semblent plus élevés chez les patients que chez les sujets controles (Dicou et al. 1993).
Des taux ¢levés de NGF ont également ét¢ mis en évidence au niveau des tissus synoviaux de
patients atteints de polyarthrite rthumatoide (Aloe et al. 1997). Cette élévation de taux
synoviaux de NGF est par ailleurs, retrouvée dans des modéles murins expérimentaux de
polyarthrite rhumatoide (Aloe et al. 1993). On retrouve €également une surexpression du
BDNF au niveau des tissus synoviaux de patients atteints de polyarthrite rhumatoide ou de
spondylarthrite, conjointement avec une surexpression des récepteurs Trk et de p75™ . 1l
existe par ailleurs, une corrélation positive au sein de ces tissus, entre I’intensité des 1ésions
vasculaires et I’expression respective de TrkA et de p75™ ' \. L’expression synoviale de TrkA
et de p75N™ décroit progressivement au cours du traitement par anti-TNF (infliximab),
suggérant une implication directe du NGF, dans les processus inflammatoires locaux
conduisant a la destruction articulaire (Rihl et al. 2005).

Lors des maladies auto-immunes une production sérique élevée des neurotrophines est
souvent retrouvée. C’est le cas notamment de pathologies caractérisées par une hyperactivité
des lymphocytes B, comme par exemple le lupus érythémateux disséminé et le syndrome de
Goujerot Sjogren (Matucci-Cerinic et al. 2001; Fauchais et al. 2009), mais aussi pour d’autres
maladies, comme la sclérose en plaque (Riikonen et al. 1998), le diabéte de type I (Azar et al.
1999).
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L’ensemble des données est en faveur d’une implication des neurotrophines dans la
physiopathologie des maladies auto-immunes, le NGF semblant constituer une approche
thérapeutique innovante de pathologies inflammatoires ou vascularitiques.

Enfin, un certain nombre de données montre que le NGF et son récepteur TrkA sont
impliqués dans la croissance et la progression tumorale de nombreux cancers qui ne sont pas
neuronaux, comme les carcinomes de la thyroide (McGregor et al. 1999), du poumon (Ricci et
al. 2001), du pancréas (Zhu et al. 1999), de la prostate (Weeraratna et al. 2000), des ovaires
(Davidson et al. 2003), du sein (Lagadec et al. 2009) ou encore dans certains lymphomes
(Sniderhan et al. 2009).

Peu d’études concernent I’'implication des NT dans des cancers d’origine
hématopoiétique et encore moins d’origine lymphoide, du moins au démarrage de notre these.
Une mutation du geéne 77kA4, pouvant conférer aux cellules un avantage dans la survie, a été
associée a la leucémie aigué myéloide (Reuther et al. 2000). Des travaux ont aussi été réalisés
sur des cellules plasmocytaires malignes issues de patients atteints de myélome multiple ou de
lignées cellulaires de ce myélome. Ils ont clairement démontré la production de BDNF et
I’expression de TrkB par ces cellules, sans corrélation entre le stade du myélome ou la masse
tumorale et I’intensité d’expression de BDNF (Pearse et al. 2005; Hu et al. 2006; Hu et al.
2007).

L’ensemble de ces données est en faveur d’une expression des neurotrophines et de leurs
récepteurs Trk dans les cellules B malignes. La signalisation de ces récepteurs, suite a leur
activation cible, comme on I’a vu précédemment, notamment la voie de survie PI3K/Akt,
menant a ’activation de NF-kB. Or, cette voie est la principale voie de survie, régulant
I’homéostasie lymphocytaire B et elle a été impliquée dans le développement et la progression
de certains lymphomes B. En effet, NF-kB semble constitutivement activé dans beaucoup de
LNH et méme certains DLBCL (type ABC), cette activation étant nécessaire a la survie et a la
prolifération des cellules B malignes (Lam et al. 2005; Sniderhan et al. 2009). Par conséquent,
I’hypothése que les cellules B malignes pourraient exploiter la signalisation des
neurotrophines pour leur propre survie parait trés probable.
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Mon travail de theése avait pour objectifs d’étudier le réle de la protéine Bad et des
neurotrophines dans les lymphomes diffus a grandes cellules B. Il s’est donc articulé autours
de deux axes principaux.

Tout d’abord, j’ai participé a une étude qui découlait de travaux précédents du laboratoire
mettant en évidence le rdle central de la molécule Bad dans I’homéostasie lymphocytaire B
chez la souris (Malissein et al. 2003). Par ailleurs, 1’analyse des données bibliographiques
(Xerri et al. 1999; Ranger et al. 2003; Bai et al. 2004; Suzuki et al. 2007) suggérait fortement
le role de cette molécule dans le développement des lymphomes diffus a grandes cellules B
chez la souris comme chez ’homme (DLBCL). Nous avons ainsi poursuivi une analyse
rétrospective par immuno-histochimie de biopsies primaires tumorales, réalisées lors du
diagnostic et issues de 46 patients atteints de DLBCL. Plus précisément, notre travail s’est
inscrit dans I’insertion de la 2° cohorte de patients nouvellement diagnostiqués et ayant
bénéfici¢ des nouveaux traitements (R-CHOP). L ensemble des résultats a permis de mettre
en évidence une corrélation négative significative entre le niveau d’expression de la protéine
Bad et I’agressivité de la tumeur, révélée par les indices de stade clinique des patients (Ann
Arbo, IPI), suggérant un role suppresseur de tumeur pour cette protéine. Son expression dans
les cellules tumorales est par ailleurs significativement corrélée a celle du facteur anti-
apoptotique Bcl-2 et de PPla, (principale sous-unité calalytique de la phosphatase PP1
impliquée dans ’activation de Bad). Ces données soulignent ’intérét a cibler les « Bad-
phosphatases » dans de nouvelles approches thérapeutiques de cette pathologie. En paralléle
de ces travaux, nous montrons pour la premicre fois que la forte expression d’AIF est
prédictive d’une meilleure survie globale des patients traités par chimiothérapie CHOP. Ces
derniers résultats suggérent 1I’importance de la prise en compte de la mort cellulaire caspase
indépendante dans I’effet cytotoxique de nouvelles stratégies thérapeutiques. Ces travaux,
réalisés en collaboration avec les services d’Hématologie clinique et d’Anatomie
pathologique du CHRU de Limoges, seront présentés dans la premicre partie du chapitre
« Résultats ». Ces résultats ont fait I’objet de la publication d’un premier article (Troutaud et
al. 2010).

En paralléle, le 2° objectif de notre travail de thése a consisté a rechercher ’implication de
neurotrophines (NGF, BDNF) dans le méme contexte pathologique des DLBCL, et plus
particuliérement, leur réle dans balance mort / survie. En effet, un certain nombre de travaux,
dont ceux de I’équipe (Fauchais et al. 2008), ont mis en évidence la production de
neurotrophines par des cellules du systéme immunitaire, et notamment leur role potentiel dans
des circuits autocrines de survie au niveau des lymphocytes B normaux. Nos résultats
démontrent la présence et la production de ces NT (matures et immatures) et de leurs
récepteurs (au niveau des transcrits et au niveau protéique) dans 2 lignées cellulaires, modeles
d’¢étude du DLBCL, les lignées su-DHL4 et su-DHL6. Une modulation de 1’expression de ces
NT ainsi que de leurs récepteurs de haute affinité (TrkA et/ou TrkB) a été observée en faisant
varier les conditions de culture cellulaire (privation sérique, engagement du récepteur a
I’antigéne-BCR) et lors de la réponse apoptotique induite par des anti-CD20 (Rituximab).
Finalement, 1’é¢tude du rdéle éventuel de neurotrophines exogeénes ou d’un inhibiteur des
récepteurs de survie Trk a été initiée sur la viabilité cellulaire, en présence ou non d’un signal
de mort. En parall¢le, des travaux préliminaires sur des biopsies de patients confirment la
forte expression de NT au niveau des cellules B tumorales. L’ensemble des résultats suggere
I’implication des neurotrophines dans des circuits autocrines/paracrines de régulation de la
survie des cellules B tumorales. Ainsi, ces facteurs pourraient, en modulant notamment
I’activation de Bad, participer aux mécanismes de sensibilité/résistance aux traitements. Ces
travaux seront présentés dans la deuxieéme partie du chapitre « résultats » et font I’objet d’un
2° article prochainement soumis.
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I -Role de Bad dans I’hétérogénéité clinique des patients

I.1. Synopsis

Contexte scientifique

Le controle de la balance mort / survie régulant 1’homéostasie lymphocytaire B, est au
cceur du processus tumoral B dans ses mécanismes et son approche thérapeutique, en ciblant
notamment le réle des membres de la famille Bcl-2. Parmi ces régulateurs de la voie
mitochondriale de 1’apoptose, un certain nombre de travaux récents a souligné le role
important des facteurs de la sous-famille BH3, notamment dans I’homéostasie lymphocytaire
B. Notre laboratoire s’intéresse depuis plusieurs années a 1’un des membres de cette sous-
famille, la molécule Bad. Bad semble fonctionner comme un véritable « rhéostat » de la
sensibilit¢ a 1’apoptose des lymphocytes B, suite a son activation possible par
déphosphorylation, déclenchant alors sa translocation a la mitochondrie et la formation
d’hétérodimeres avec Bcl-2 ou Bel-X (paragraphe II de I’introduction bibliographique). Les
travaux précédents du laboratoire avaient permis de montrer chez la souris (in vitro et in vivo)
que la régulation du statut de phosphorylation de Bad, et donc sa fonction, était impliquée
dans les éveénements de sensibilisation a I’apoptose induits par I’engagement du BCR au cours
du développement lymphocytaire B et lors du vieillissement (Malissein et al. 2003; Verdier et
al. 2006). La question soulevée par ces données était de rechercher un réle éventuel de Bad
dans un dysfonctionnement de 1’homéostasie lymphocytaire B, conduisant a un processus
tumoral, comme les lymphomes. De facon intéressante, bien que les souris déficientes en Bad
présentent peu de modifications visibles du développement ou du fonctionnement du systéme
immunitaire, elles sont caractérisées par la forte incidence au cours de leur vieillissement de
tumeurs lymphoides et principalement des lymphomes diffus a grandes cellules B (Ranger et
al. 2003). De facon paradoxale, les études chez I’homme ont montré une forte expression de
Bad chez des patients atteints de DLBCL comparativement a d’autres lymphomes non-
hodgkiniens (Xerri et al, 1999). De plus, chez ’homme, si la dérégulation du processus
apoptotique est une des multiples causes invoquées des DLBCL (expression de Bcl-2 dans
50% des DLBCL, indépendamment de la t(14 ;18), mutations de Fas) la plupart des travaux
concernent le role de régulations anti-apoptotiques (Bcl-2, c-Flip, XIAP), dans 1’état de
résistance aux traitements thérapeutiques (Abramson and Shipp 2005; Lossos 2005; Coiffier
2005; Muris et al. 2005; Muris et al.). Ainsi, I’implication de facteurs pro-apoptotiques de la
voie mitochondriale comme Bad et leur utilisation potentielle en tant que «suppresseurs
tumoraux» restent a préciser, notamment dans les DLBCL et peuvent ouvrir de nouvelles
voies de recherche thérapeutique.

Parmi les protéines apoptogénes libérées par la mitochondrie, certains agissent
indépendamment des caspases. Alors que la mort cellulaire caspase-dépendante est la voie de
signalisation la plus étudiée et la plus ciblée dans les approches thérapeutiques anti-
cancéreuses, un intérét croissant est apparu ces dernieres années dans le ciblage de
mécanismes de mort caspase-indépendants, notamment pour trouver une alternative a
certaines résistances thérapeutiques (Constantinou et al. 2009). L’ AIF est une NADH oxydase
mitochondriale, associée a la membrane interne de la mitochondrie. Au cours de l'apoptose,
AIF peut étre libérée et transloquée vers le noyau, ou cette protéine participe a la
condensation de la chromatine et a la fragmentation de I'ADN (Joza et al. 2009). Aujourd’hui,
AIF apparait comme une enzyme essentielle au métabolisme cellulaire. Elle jouerait un role
critique dans le processus tumoral alors que sa fonction pro-apoptotique pourrait contribuer a
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la mise a mort des cellules cancéreuses induite par certaines drogues (Porter and Urbano
2006). Ainsi, son niveau d’expression mitochondrial a été associé au pouvoir tumorigene de
divers types cellulaires de carcinomes (Urbano et al. 2005).

Hypothéses et objectifs

Cette étude visait a préciser dans un premier temps le role de la molécule Bad dans les
DLBCL. Plus précisément, notre hypothese de travail était que des différences d’expression
de Bad, pouvaient, en relation avec son rdle sensibilisateur de 1’apoptose, expliquer en partie
I’hétérogénéité clinique de ces lymphomes. Nous avons donc recherché des arguments
expérimentaux en faveur d’un rdle éventuel de type « suppresseur tumoral » de Bad, en
analysant son expression, en fonction de 1’état clinique des patients, et en parallele de celle de
divers acteurs moléculaires impliqués dans son activation (PPla) ou son action (Bcl-2). De
plus la molécule AIF exprimant une dualité fonctionnelle, étant a la fois un effecteur de mort
de I’apopotose notamment déclenchée par Bad et un facteur de survie associ¢ a la
tumorigénicité de certaines cellules malignes, notre deuxieéme objectif visait a préciser quelle
fonction de I’ AIF pouvait étre impliquée dans les DLBCL.

Méthodologie

Dans cette étude rétrospective, nous avons étudié par immunohistochimie I’expression de
Bad, en relation avec celle de Bcl-2, PP1a ou d’AlF, dans 46 biopsies de patients atteints de
DLBCL, dont 30 traités uniquement par polychimiothérapie (CHOP) et 16 traités en plus par
du rituximab (R-CHOP). Des ganglions réactionnels sains ont été utilisés comme tissus
controles. Des analyses statistiques ont été réalisées pour comparer les résultats et rechercher
d’éventuelles corrélations avec les stades cliniques des patients. Enfin, la méthode de Kaplan-
Meier a été utilisée pour analyser les courbes de survie en fonction de différents criteres
biologiques.

Résultats et conclusions

Les résultats obtenus sur les 46 patients montrent que, contrairement aux cellules B des
centres germinatifs de ganglions réactionnels sains, une expression souvent forte de la
protéine Bad est observée dans les cellules B tumorales de la plupart des biopsies. De plus,
une corrélation négative significative a été trouvée entre 1’expression de Bad et le stade
clinique des patients. Ainsi, une faible expression de Bad est associée a un stade clinique
avancé¢ et inversement une forte expression de Bad est associée a un stade clinique de meilleur
pronostic. De plus, I’expression de Bad est corrélée de fagon significative a celle de Bel-2 et
de la sous unité catalytique PPla, phosphatase impliquée dans 1’activation de Bad. Ainsi,
nous avons pu mettre en évidence le role de la protéine Bad dans I’hétérogénéité clinique des
DLBCL et nos résultats suggerent fortement son role suppresseur tumoral en tant que
molécule BH3 facilitatrice. De plus ces données soulignent I’intérét a cibler les « Bad-
phosphatases » dans de futures stratégies thérapeutiques de ces lymphomes.

Enfin cette étude montre pour la premicre fois que la forte expression de I’AIF dans ces
tumeurs est prédictive d’une meilleure survie des patients traités par polychimiothérapie
CHOP. Cette valeur pronostique de I’AIF n’est pas retrouvée cependant pour les patients
traités au rituximab. Ces derniers résultats sont en faveur du role apoptotique de I’AIF dans
les traitements de ces lymphomes. De plus, ils ouvrent la voie a I’importance potentielle de la
prise en compte de la mort apoptotique indépendante des caspases dans la sensibilisation des
cellules tumorales aux drogues cytotoxiques des traitements.
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I.2. Article 1: Prognostic Significance of BAD and AIF Apoptotic Pathways in
Diffuse Large B-Cell Lymphoma.

Danielle Troutaud, Barbara Petit, Cynthia Bellanger, Benoit Marin, Marie-Pierre Gourin-

Chaury, Daniel Petit, Agnes Olivrie, Jean Feuillard, Marie-Odile Jauberteau, Dominique
Bordessoule.

Clinical Lymphoma, Myeloma & Leukemia, Vol. 10, No. 2, 118-124, 2010.

Keywords: BCL-2, CHOP, Clinical stages, Non-Hodgkin lymphoma, PP1a.
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1.3. Données complémentaires sur le statut de phosphorylation de Bad dans les
DLBCL

Dans I’étude précédente, nous avons montré que 83% des DLBCL exprimaient la protéine
Bad et souvent a des niveaux ¢€levés. Ce niveau ¢élevé d'expression, corrélé significativement a
celui de Bcel-2 dans les cellules tumorales, pourrait étre associé a la fonction de sensibilisation
a I’apoptose des protéines « BH3-only facilitatrices ». Ces molécules capturent les protéines
anti-apoptotiques (ex: Bcl-2), en formant des hétérodiméeres facilitant 1’activation des
molécules pro-apoptotiques, comme Bax. Ainsi, parmi les LNH, les cellules des DLBCL
semblent avoir effectivement une susceptibilité particuliere a 1’apoptose spontanée (Xerri et
al. 1999). La forte expression de cette molécule pro-apoptotique dans des cellules tumorales
proliférantes suggérait fortement que Bad soit, comme c’est le cas dans la plupart des cellules
normales, en grande partie sous une forme inactive, et donc phosphorylée. En effet, les
cellules exposées a des facteurs de survie ¢éléveraient leur seuil apoptotique en phosphorylant
Bad, l'inactivant et restaurant I’activité anti-apoptotique de Bcl-2 (Ranger et al. 2003). De
plus, la sous-unité catalytique PP1la, impliquée majoritairement dans la déphosphorylation et
donc I’activation de Bad (Ayllon et al. 2000), est ¢galement exprimée a des niveaux ¢élevés
dans les cellules de DLBCL. Son expression et celle de Bad sont positivement corrélées, ce
qui souléve la question d'un lien possible entre cette sous-unité catalytique enzymatique et son
substrat. Ainsi, il était intéressant d’étudier 1’état d’activation de la protéine Bad dans les
cellules tumorales de ces lymphomes, et donc son statut de phosphorylation sur les trois
principaux sites (équivalents aux Serl12, Ser136 et Ser155).

1.3.1. Matériels et méthodes

Immunohistochimie

Cette ¢tude a été réalisée a partir des biopsies sélectionnées dans le cadre de 1’analyse de
I’expression de Bad et donc sur la méme cohorte de patients. Le protocole expérimental est
identique a celui effectué dans ’article précédent ce travail (kit « LSAB+ system HRP, Dako
Cytomation). Les anticorps primaires utilisés pour révéler les formes phosphorylées et la
forme totale de Bad sont récapitulés dans le tableau 2. Ceux-ci ont été préalablement validés
comme pour Bad, sur des tissus humains de référence pour I’expression de cette protéine pro-
apoptotique (trompe utérine) (Kitada et al. 1998) qui nous ont été fournis aussi par le service
d’anatomie pathologique du CHRU de Limoges. Des contrdles isotypiques, récapitulés dans
le tableau 2, ont été systématiquement effectués. Les lames ont été analysées a 1’aide d’un
microscope Leica DMRX.
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Epitopes humains _— q Concentration
références fournisseurs
reconnus (ng/mkL)

Anticorps utilisés Hotes Isotypes

. Monoclonal Formeendogene, santaCruz

e DO (IgG1) séquenceaa 1-168 (RIS Biotechnology
Courte séquence

Ph"gfe’rhl"l' zBad' it M‘ﬁ‘;élf')“al contenant le site de 92968 Sl e
phosphorylation

c 4 ng/mL

ourte séquence

(OG- ErE Lapin Relgloce contenant lesitede 92958 Cell signaling

Ser136 (IgG) .

phosphorylation
Courteséquence

HRssrhokes Lapin oo contenant le site de 9297 Cell signaling

Serl55 (IgG) .
phosphorylation
Controles isotypiques
Immunoglobulines
delapin - - - 18765 Sigma Aldrich
4 ng/mL
Immunoglobulines @
desouris - - - 18140 Sigma Aldrich

Tableau 2 : Principales caractéristiques des anticorps utilisés en immunohistochimie

A noter que la nomenclature utilisée est celle de la protéine murine bien qu’il s’agisse ici de la protéine humaine,
car les anticorps choisis reconnaissent les équivalents humains de ces sites murins.

1.3.2. Résultats

Les données obtenues par immunohistochimie concernent 5 biopsies issues de la précédente
¢tude (Troutaud et al. 2010) et dont I’expression de Bad, préalablement étudiée, nous a servi
de contrdle positif pour cette étude complémentaire. Globalement, les résultats montrent que
I’expression des différentes formes phosphorylées de Bad varie beaucoup entre les patients et
en fonction des résidus sérine concernés. Cependant, et comme le montre la figure 34, une
expression souvent faible de la forme phosphorylée de Bad sur sa sérine 112 est observée
alors que I’on note, au contraire, une expression souvent importante de la protéine Bad
phosphorylée sur la sérine 136.

L’expression de la forme phosphorylée de la sérine 155 de Bad n’a pu étre analysée
correctement. Les marquages effectués en imunohistochimie n’étaient pas exploitables.
L’observation de 1’expression de cette forme phosphorylée semblait étre commune a toutes
les cellules des biopsies et sa localisation paraissait étre nucléaire (résultats non présentés).

Cependant, ces résultats restent préliminaires et une analyse approfondie de 1’état de
phosphorylation de Bad qui pourrait étre corrélée a 1’agressivité de la tumeur reste nécessaire.

131



Resultats : Partie 1
Role de Bad dans I’hétérogéncéite clinique des DLBCL

Bad P-Bad (S

ad (Ser136)

53 ETRRSE ST aw

¢§ ’s " F"», “ Bt
Ralu s Bely e R el ‘:
.%u.‘.’&_ éa 2 AT

RE N,

N

Figure 34 : Etude du statut de phosphorylation de la protéine Bad dans des biopsies de patients atteints de
DLBCL. Exemple de marquage immunohistochimique illustrant les résultats obtenus sur 5 patients et révélant
une forte immunoréactivité pour Bad, et sa forme phosphorylée sur le résidu sérine 136, ainsi qu 'une faible
immunoréactivité pour la forme phosphorylée de Bad sur la sérine 112. Grossisement X400, mIC : Contréle
isotypique de souris (Bad et P-Bad-Ser112), rIC : Contrdle isotypique de lapin (P-Bad-Serl36).

1.3. Discussion / Conclusion

Les résultats obtenus au cours de cette ¢tude complémentaire, bien que parcellaires, montrent
que la forte expression de la protéine pro-apoptotique Bad dans les cellules tumorales des
patients est associée, comme on pouvait s’y attendre, pour partie a I’existence d’un « pool »
inactif de Bad, car phosphorylé. Cela concerne notamment, la sérine 136 de Bad, et a un degre
moindre, la sérine 112. Cependant, la technique utilisée afin de déterminer 1’état de
phosphorylation de Bad, et plus particulicrement ses différentes formes, n’est pas
suffisamment sensible. Ainsi, le traitement des prélévements (déparaffinage ; démasquage des
sites antigéniques...) inhérent a la technique d’immunohistochimie sous-estime sans doute le
niveau de phosphorylation des protéines et introduit parfois des faux-positifs, ou des
marquages aberrants, comme on 1’a constaté pour la recherche de Bad phosphorylée sur la
sérine 155. Afin de déterminer plus spécifiquement le niveau d’expression de ces formes, une
analyse par western blot pourrait étre envisagée. Celle-ci ne se ferait pas en remplacement de
I’immunohistochimie mais en complément, 1’analyse en western blot ne permettant pas de
discriminer les cellules qui expriment la protéine Bad.

Au cours de cette étude, nous avons donc observé une expression essentiellement de la forme
phosphorylée de la sérine 136 de la protéine Bad. La phosphorylation sur cette sérine, et donc
I’état d’activation / d’inactivation de la protéine Bad, est régulée préférentiellement par la
principale voie de survie des lymphocytes B, la voie PI3K/Akt (Datta et al. 2000). Cette voie
est par ailleurs, activée constitutivement dans ce type de lymphome (Uddin et al. 2006), ce qui
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permet d’expliquer ainsi le fort taux de phosphorylation que nous retrouvons, ici, sur la sérine
136 de Bad. Ces résultats sont en concordance avec des données concernant des tumeurs
solides comme le glioblastome, le cancer de la prostate ou du sein. Ces cancers, qui sont
effectivement caractérisés aussi par une activation constitutionnelle des voies PI3K/Akt et
MAPK, sont aussi associés a un niveau ¢élevé de phosphorylation de Bad sur les résidus sérine
112 et 136 (Li et al. 1997a; Samuels and Velculescu 2004). De fagon intéressante, 1’inhibition
de ces phosphorylations permet de sensibiliser les cellules tumorales a 1’apoptose (She et al.
2005).

Nous avons vu que le rituximab, utilis€é comme traitement standard actuellement des DLBCL
en association avec la polychimiothérapie (R-CHOP) contribue a sensibiliser la cellule
tumorale a I’apoptose en inhibant les voies de survie constitutivement activées, comme
PI3K/Akt et la voie MAPK (Suzuki et al. 2007). De plus, nous avons pu observer dans 1’étude
sur Bad une corrélation positive entre le niveau d’expression de la protéine Bad et de la sous-
unité catalytique de sa phosphatase PP1a. Nous confirmons dans ce travail complémentaire la
réalit¢ d’un fort niveau de phosphorylation de Bad. L’ensemble de ces données soulignent
fortement 1’intérét a cibler et a développer des « Bad phosphatases » pour de futures stratégies
thérapeutiques de ce lymphome. En effet, si on pouvait cibler de maniere spécifique la
déphosphorylation de la protéine Bad, celle-ci pourrait faciliter les mécanismes d’apoptose
mis en jeu au cours des traitements.
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I1. Les neurotrophines dans les DLBCL : Implication dans les
circuits autocrines de survie ?

I1.1. Synopsis

Contexte scientifique

La survie et le développement des cellules tumorales sont liés a leur capacité a échapper
aux cellules cytotoxiques de la défense anti-tumorale de I’hdte et/ou aux agents cytotoxiques
présents notamment dans les chimiothérapies. Comme on 1’a évoqué précédemment, la plupart
du temps, il s’agit d’'une mise a mort par apoptose ou nécrose. C’est aussi le cas pour les effets
des anti-CD20, comme le Rituximab, dont I’ajout au traitement conventionnel des DLBCL par
polychimiothérapie, CHOP, a permis d’améliorer sensiblement la survie des patients.

Alors que I’apoptose induite par le Rituximab est modérée et variée selon les lignées
cellulaires, les travaux de Suzuki et collaborateurs ont clairement montré qu’il s’agit plutot d’une
sensibilisation a 1’apoptose que d’une réelle réponse apoptotique. Cette sensibilisation donnerait
un premier signal permettant de faciliter ’efficacité d’un 2° signal cytotoxique, comme celui
produit par les drogues présentes dans la chimiothérapie (Jazirehi and Bonavida 2005; Suzuki et
al. 2007). Ainsi, selon ce modele, la signalisation par le Rituximab interférerait avec les
signalisations intracellulaires des cellules tumorales de ces lymphomes, levant 1’inhibition des
signalisations d’apoptose, rabaissant ainsi le seuil de réponse des cellules a un signal de mort.
Effectivement, des voies de signalisation sont constitutivement activées dans les cellules de
DLBCL (ex: NF-«xB et/ou PI3K/Akt et/ou Erk1/2). Ces voies confeérent aux cellules tumorales un
avantage dans la survie en induisant notamment la sur-expression des protéines anti-apoptotiques
(Bcl-2, Bel-X1) (Houldsworth et al. 2004; Lam et al. 2005; Smith et al. 2005; Uddin et al. 2008).
Les travaux de Suzuki et collaborateurs ont complété cette compréhension des mécanismes
induits par le Rituximab en démontrant un effet inhibiteur sur la voie PI3K/Akt et aboutissant a
une diminution a la fois de I’expression mais aussi de la fonction de Bcl-X;. Ainsi, cette
inhibition des voies de survie détermine une forte sensibilisation a I’apoptose, au centre de
laquelle on retrouve notamment une activation de Bad par défaut de phosphorylation. En effet,
suite au traitement des cellules par le rituximab, la disparition des formes phosphorylées de Bad
est suivie de la détection progressive d’hétérodimeres Bad /Bel-Xp. Il faut préciser que les
modeles cellulaires utilisées dans ces études n’exprimaient pas Bcl-2, ce qui explique que les
hétérodimeres Bad/Bcl-2 n’aient pas pu étre détectés.

Des travaux récents au laboratoire ont mis en évidence la production de neurotrophines et
I’expression de leurs récepteurs (Trk/p75™ “/sortiline) au niveau de lignées B humaines et de
lymphocytes B normaux du sang périphérique. Ces facteurs de croissance ont ¢été décrits
initialement pour leur role dans I’homéostasie des cellules neuronales. Leurs signalisations de
survie convergent sur les mémes voies constitutivement activées dans la plupart des cellules B
tumorales. Plus précisément, cette sécrétion endogéne (BDNF) permettrait la mise en place de
boucles autocrines de survie lors d’un stress cellulaire induit in vitro par la privation en facteurs
trophiques ou D’activation de la voie apoptotique Fas (Fauchais et al. 2008). Ainsi, ces
neuropeptides pouvaient ouvrir une nouvelle voie de recherche pour appréhender les mécanismes
de la survie des cellules tumorales des DLBCL et de certaines résistances thérapeutiques, comme
celles liées au Rituximab.
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Hypothéses et objectifs

La production de neurotrophines et I’expression des récepteurs de basse (p75" ") et haute

affinité (Trk) ayant été démontrée notamment au niveau de cellules B normales activées, dont
sont issus la plupart des lymphomes B, nous avons émis I’hypothése de leur expression par
des cellules tumorales issues des DLBCL. De plus, les signalisations de survie de ces facteurs
de croissance convergeant sur les principales voies activées constitutivement par ces cellules
B tumorales, et ciblées dans les effets apoptotiques des anti-CD20 (Rituximab) la possibilité
d’une implication des neurotrophines dans des mécanismes de résistance thérapeutique
semblait envisageable. Dans cette étude, nous avons donc recherché la production de
neurotrophines (NGF, BDNF) et de leurs récepteurs dans des lignées de cellules tumorales de
DLBCL. Notre objectif était en particulier d’apporter des arguments expérimentaux en faveur
de boucles autocrines de régulation de la survie cellulaire. Ainsi, nous avons analys¢ ensuite
ces expressions en fonction de différentes conditions expérimentales modulant la balance
survie/apoptose, et notamment lors de la réponse apoptotique induite par le rituximab.

Méthodologie

L’étude de I’expression de NGF, BDNF et leurs récepteurs (p75™ +, sortiline, TrkA et TrkB) a
¢été réalisée au niveau des transcrits par RT-PCR, et au niveau des protéines par western-Blot,
cytométrie en flux et immunofluorescence indirecte sur 2 lignées cellulaires de DLBCL
(lignées SUDHL). La capacité des cellules a sécréter ces neurotrophines a ét¢ par ailleurs
recherchée par immunoprécipitation puis western blot et par dosage ELISA. Ces expressions
ont été analysées en condition basale de culture (10% d’SVF) puis dans différentes situations
de régulation de la balance survie/mort (privation sérique, engagement du BCR, réponse
apoptotique induite par le Rituximab). La viabilité des cellules a été évaluée par un test XTT.
L’apoptose a été étudiée par cytométrie en flux par I’analyse de la translocation des
phosphatidylsérines a la membrane externe des cellules (test Annexine V / IP) et par I’analyse
du cycle cellulaire (pic sub-G1). Enfin, la fonctionnalité¢ des neurotrophines dans les cellules
tumorales de ces lymphomes a été abordée par 1’effet de I’ajout de neurotrophines exogeénes
sur la survie des cellules des 2 lignées et 1’inhibition pharmacologique des récepteurs Trk (K-
252a). En paralléle, une I’analyse par immunohistochimie de I’expression des neurotrophines
(NGF) dans des biopsies de patients atteints de DLBCL a été initice.

Résultats et conclusions

Nous montrons une expression des neurotrophines NGF et BDNF, sous leur forme matures et
immatures, et de leur récepteurs de basse affinité (p75™'~ et son co-récepteur, la sortiline)
ainsi que le récepteur de haute affinité TrkB, mais uniquement dans sa forme tronquée. De
plus ces cellules sécrétent les deux formes de la neurotrophine BDNF. La production de ces
neurotrophines et I’expression de leurs récepteurs varient en fonction des conditions de
cultures cellulaires en association avec une modification de la balance survie/mort. Ainsi, la
sécrétion de BDNF diminue lors d’un stress cellulaire induit par une privation sérique et
inversement augmente lors de 1’activation des cellules B tumorales par 1’engagement du BCR.
Alors qu’elle n’est pas détectable en condition basale, la sécrétion d’NGF est par ailleurs
induite lors de 1’exposition des cellules au rituximab. De facon intéressante, cette production
de NGF semble alors associée a la synthése du récepteur de haute affinité TrkA, suggérant la
possibilité d’un circuit autocrine de survie pouvant interférer avec 1’effet apoptotique du
rituximab. En parall¢le, les premiers résultats sur les biopsies de patients atteints de DLBCL
ont montré une forte expression de NGF. Les données préliminaires sur 1’effet des
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neurotrophines exogenes sur la viabilité cellulaire ne permettent pas de conclure actuellement.
Cependant, I’inhibition pharmacologique des récepteurs de survie Trk, bien que devant étre
approfondie et complétée, révele un fort effet cytotoxique de I’inhibiteur K-252a. L’ensemble

de nos résultats montre que les neurotrophines pourraient €tre impliquées dans des boucles de
régulation autocrines/paracrines de la survie cellulaire dans les DLBCL.

I1.2. Article 2 : A neurotrophin axis in diffuse large B-cell lymphoma:

involvement in cell survival pathway and sensitivity to rituximab- induced
apoptosis.

Cynthia Bellanger, Marie-Claude Lise, Anne-Laure Fauchais, Dominique Bordessoule,
Marie-Odile Jauberteau and Danielle Troutaud.

A soumettre prochainement.
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11.3. Données complémentaires : Effet de I’ajout de neurotrophines exogénes et de
I’inhibtion des récepteurs Trk sur la survie des cellules B tumorales de DLBCL.

Dans la précédente étude, nous avons montré que les lignées cellulaires issues de DLBCL
sécretent en condition basale de culture les neurotrophines (notamment BDNF) dans leurs
formes matures et immatures et expriment les récepteurs de mort (p75" “/sortiline) et de
survie Trk (TrkB). Ces résultats confirment des données préliminaires obtenues récemment
par une autre équipe sur d’autres lignées humaines de DLBCL (Sniderhan et al. 2009),
soulignant ainsi I’intérét de notre hypothése de travail lors du démarrage de notre thése. De
plus, nous démontrons pour la premicre fois que ces sécrétions peuvent étre modulées
(BDNF) ou apparaitre (Hiddemann et al. 2005) en fonction des conditions de culture
(privation en sérum) ou d’activation des cellules B tumorales (engagement du BCR,
traitement au rituximab), en association étroite avec une modification de la balance
survie/mort. Ainsi, la sécrétion de NGF, par exemple, devient détectable par ELISA lorsqu’on
expose les cellules SUDHL au rituximab, lors de la réponse apoptotique, et fait intéressant,
cet événement s’accompagne de 1’augmentation d’expression du récepteur de survie TrkA
dans la lignée la plus résistante a ce traitement, SUDHL-4. Comme les données obtenues en
immunofluorescence ont permis de visualiser la co-expression de neurotrophine (BDNF) et
leurs récepteurs (p75™ %, TrkB) au niveau d’une méme cellule, I’ensemble de nos résultats
suggerent la mise en place de circuits autocrines mais aussi paracrines de signalisation
impliquant les neurotrophines et leurs récepteurs de mort ou de survie.

Ainsi, la suite de notre travail concerne la question de la fonctionnalité de ces expressions
dans les cellules tumorales de ce lymphome. Notre premic¢re démarche pour aborder ce
questionnement a ¢été d’étudier ’effet de 1’ajout de neurotrophines exogenes sur la survie des
cellules des 2 lignées. En parallele, une I’analyse de I’inhibition pharmacologique des
récepteurs Trk a été initiée, en utilisant un inhibiteur des tyrosine kinases des récepteurs Trk,
le K-252a (Kase et al. 1987). Ces données restent préliminaires car ne concernent dans un
premier temps qu’une estimation indirecte de la viabilité cellulaire.

11.3.1. Matériels et méthodes

Conditions de culture des lignées SUDHL

Les cellules SUDHL-4 et SUDHL-6 sont cultivées en condition basale (RPMI complet avec
10 % de SVF) ou dans un milieu dépourvu de SVF (0 % de SVF) ou encore en présence de
20pg/mL de rituximab.

La stimulation par des neurotrophines exogénes est réalisée sur une cinétique de 24, 48 et 72
heures de culture en présence de 1, 10 et 100 ng/mL de protéines recombinantes humaines
NGF et BDNF humains (Alomone Labs, Jerusalem, Israél).

L’inhibition des récepteurs de haute affinité Trk est réalisée sur la méme cinétique en
présence de 50, 100, 200, 500 et 1000 nM de K-252a (Alomone Labs, Jerusalem, Isra€l). Des
controles DMSO sont réalisés en parallele pour évaluer la toxicit¢ du DMSO présent dans la
solution de K-252a aux différentes concentrations testées. Le pourcentage final de DMSO est
inférieur ou égal a 1%.
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Evaluation de la viabilité cellulaire par le test XTT

Ce test colorimétrique déja utilisé dans 1’article précédent cette étude, permet de mesurer la
viabilité cellulaire en déterminant 1’activité des déshydrogénases mitochondriales. Le test est
basé sur la réduction d’un sel de tétrazolium (XTT) par les déshydrogénases mitochondriales,
libérant alors un sel coloré, le formazan.

Les cellules sont déposées 4 la densité de 5.10" cellules / puits en plaque 96 puits, et cultivées
dans 200 pL de RPMI dépourvu de rouge de phénol (Gibco). A la fin des cultures, cinquante
uL de substrat colorimétrique (Cell Proliferation Xit II, XTT Roche) sont ajoutés dans chaque
puit et laissés en contact avec les cellules pendant 3 heures. L’intensité de la réaction
colorimétrique est mesurée a 450 nm par spectrophotométrie (Multiskan FC).

Analyse statistique

Une analyse de variance a 1, 2 ou 3 facteurs a été réalisée, selon les cas, a partir des données
expérimentales pour comparer I’effet des neurotrophines ou de I’inhibiteur des Trk sur les
différentes conditions de cultures des cellules. Une valeur de p < 0.05 est considérée comme
significative.
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11.3.2. Résultats

Le rdle des neurotrophines exogénes, NGF et BDNF, a été analysé dans un premier temps, au
cours du temps et en fonction de leur concentration, sur la viabilité cellulaire des su-DHL4
mises en condition basale de culture (10 % SVF). Les résultats présentés sur la figure 35
montrent que les effets sur la wviabilité cellulaire semblent varier en fonction de la
concentration des neurotrophines. Ainsi, pour de fortes concentrations en NGF comme BDNF
(100 ng/ml), nous n’observons pas de variation de la viabilité des cellules SUDHL-4 par
rapport aux cultures contrdles en 1’absence des neurotrophines, et ce, sur I’ensemble de la
cinétique ¢étudiée. Au contraire, les concentrations plus faibles et notamment la concentration
de 10 ng/ml de NGF ou BDNF semblent déterminer plutét une diminution de I’activité
métabolique des cellules, pouvant refléter soit un effet cytotoxique soit une baisse de 1’activité
proliférative. Cet effet semble plus marqué pour BDNF avec par exemple, en moyenne 30%
d’inhibition de I’activit¢ métabolique cellulaire a la dose de 10 ng/ml de BDNF, apres 48h de
culture, comparativement au contrdle correspondant (sans BDNF), contre 20% d’inhibition en
moyenne pour la méme dose de NGF. Cette tendance a inhiber I’activit¢ métabolique des
cellules de BDNF est confirmée par les données issues de 1’analyse de variance a 2 facteurs
qui montre un effet significatif toutes doses confondues de BDNF par rapport a NGF a 24h (p
=0.01).
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Figure 35: Effet des neurotrophines NGF et BDNF exogénes sur la viabilité cellulaire des cellules SUDHL-4. Les
cellules SUDHL-4 ont été mises en culture pendant 24, 48 et 72 heures en présence ou non de doses croissantes des
protéines recombinantes humaines NGF et BDNF. L’estimation de la viabilité cellulaire est mesurée a ’aide d 'un

test métabolique au XTT. Les résultats correspondent aux moyennes £ SD obtenues a partir de 3
expérimentations indépendantes

Afin d’essayer de préciser le contexte de l’implication des neurotrophines, nous avons
poursuivi cette étude en faisant varier les conditions de culture. Ainsi et comparativement aux
effets de NGF et BDNF en condition basale, nous avons analysé¢ I’influence de ces
neurotrophines en condition de stress, aprés privation sérique, et suite a 1’exposition au
rituximab. Pour cette étude, nous avons choisi 2 concentrations pour chaque neurotrophine,
I’une faible (1 ng/ml ou 10 ng/ml pour NGF et BDNF respectivement) et I’autre forte (100
ng/ml pour NGF et BDNF). Les données issues de 3 expérimentations indépendantes sont
présentées dans la figure 36. Les résultats obtenus nous permettent d’observer tout d’abord la
méme tendance que précédemment, a savoir un effet inhibiteur, bien que non significatif en
raison sans doute du nombre trop limité d’expérimentations (3), de la viabilité cellulaire pour
les faibles doses de NGF et BDNF (respectivement 1 et 10 ng/ml), apres 48h de culture. De
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fagon intéressante, cet effet semble moins marqué sur la lignée SUDHL-6, dont on sait
maintenant (article précédent) que certaines cellules expriment le récepteur de survie TrkB.
Les conditions de stress cellulaire s’accompagnent, comme on pouvait s’y attendre, & une
diminution significative de la viabilité¢ des cellules dés 48h et pour les 2 conditions étudiées,
privation sérique et exposition au ritiximab. En effet, les résultats de 1’analyse de variance a 3
facteurs montrent un effet « milieu » tres significatif (avec p< 0.001). Cependant, I’ajout des
neurotrophines matures ne semble pas avoir d’influence notable sur cette chute de viabilité
induite par ces conditions de culture et ce, pour les 2 lignées étudiées.
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Figure 36: Effet des neurotrophines exogénes sur la mort cellulaire des lignées de DLBCL induite par la

privation sérique et le traitement au rituximab. Les cellules SUDHL-4 (a et b) et SUDHL-6 (c et d) sont mises en
présence ou en absence de différentes concentrations de NGF et BDNF, et incubées soit en milieu standard (10%
SVF, contréle), en milieu dépourvu de SVF (0%,) ou en association avec un traitement au rituximab. Au bout de 24,

48 et 72 heures la viabilité cellulaire est évaluée par un test XTT. Les résultats sont présentés sous forme de
moyennes = SD obtenues a partir de 3 ou 4 expérimentations indépendantes.

Afin de cibler plus spécifiquement les neurotrophines endogeénes et leur éventuelle
signalisation, nous avons finalement démarré une étude visant a inhiber dans un premier
temps les récepteurs de survie. Ainsi, nous avons choisi d’inhiber pharmacologiquement les
récepteurs Trk (TrkA et notamment TrkB) en incubant les cellules SUDHL-4 et SUDHL-6 en
présence de I'inhibiteur K-252a et d’étudier la viabilité cellulaire, toujours a 1’aide du test au
XTT. Les premiers résultats obtenus sur 3 expérimentations indépendantes sont présentés sur
la figure 37. Ils nous permettent de visualiser un effet « dose » significatif de la molécule K-
252a sur I’inhibition de I’activité métabolique des cellules, que nous supposons associée a une
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forte baisse de la viabilité¢ cellulaire compte tenu des observations faites au microscope
inversé lors du suivi des cultures. Ainsi, 1’analyse de variance a 2 facteurs révele un effet
significatif de K-252a comparativement aux cultures témoins DMSO a 24h (p=0.04). Cet effet
semble se produire pour les cellules SUDHL-4 notamment a 500 nM de K-252a, et dés 24h de
culture. Cette action est retrouvée a la dose de 1000 nM mais nous observons aussi a cette
dose un effet inhérent au % de DMSO présent dans les cultures, ce qui n’est pas le cas de la
dose 500 nM.
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Figure 37 : Effet de I’inhibition pharmacologique des récepteurs Trk sur la viabilité cellulaire des cellules
SUDHL-4. Les cellules SUDHL-4 sont traitées avec des doses croissantes (50-1000 nM) d’un inhibiteur de [’activité
tyrosine kinase des récepteurs Trk, le K-252a, pendant 24h (a) et 48h (b). Des cultures controles en présence de taux

équivalents en DMSO sont réalisées en paralléle. La viabilité cellulaire est estimée a l’aide d’un test XTT.
Les résultats sont présentés sous forme de moyennes = SD obtenues a partir de 3 expérimentations indépendantes.

11.3.3. Discussion / Conclusion

Bien que préliminaire et n’abordant la viabilité cellulaire que par une évaluation métabolique,
cette étude montre un probable effet inhibiteur de la protéine mature BDNF exogéne sur la
viabilité cellulaire des cellules tumorales des lignées de DLBCL. De fagon intéressante, cet
effet semble surtout concerner la lignée SUDHL-4, et moins la lignée SUDHL-6. Cette
différence pourrait s’expliquer par le fait qu’en condition basale de culture nous avons montré
dans I’article précédent cette étude que les SUDHL-4 n’exprimaient pas le récepteur TrkB,
contrairement a la lignée SUDHL-6 ou I’on retrouve I’expression membranaire de TrkB dans
environ 20% des cellules. A noter que les 2 lignées expriment les protéines p75"'~ et
sortiline, récepteurs impliqués dans les voies de mort cellulaire induites par les neurotrophines
ainsi que les pro-neurotrophines. Ainsi, la prévalence des récepteurs de mort en condition
basale sensibiliserait plutot les cellules a 1’apoptose lors de I’ajout de neurotrophines
exogenes, tendance observée pour les 2 neurotrophines sur les cellules SUDHL-4 bien que
souvent non significative, sans doute du fait de la faiblesse de notre échantillonnage. La
présence de TrkB dans la lignée SUDHL-6 pourrait expliquer, par la mise en jeu de la
signalisation BDNE/TrkB ou BDNF/TrkB/p75" %, que la balance tende alors plutdt vers les
voies de survie, conformément aux données issues du test XTT.

Concernant I’influence des neurotrophines sur la réponse des cellules SUDHL exposées a un
stress, nos premiers résultats ne permettent pas de conclure sur un effet particulier. Ces
expériences doivent €tre répétées et complétées notamment par des situations intermédiaires
de stress des cellules, telles que des doses plus faibles de rituximab ou des privations
incomplétes en SVF. Par ailleurs, il serait intéressant de rechercher ’effet de I’ajout des pro-
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neurotrophines afin de voir si on privilégie les voies de mort comme on pourrait le penser
I3 . . , NTR eqe
compte tenue de la présence constitutive des récepteurs p75~ et sortiline.

Finalement nos premiers résultats sur I’inhibition des récepteurs Trk réalisée sur les cellules
SUDHL-4 sont assez prometteurs et confirment les données publiées trés récemment
suggérant D’intérét thérapeutique a utiliser des inhibiteurs de la signalisation
Trk/neurotrophines dans les lymphomes non-hodgkiniens et notamment les DLBCL (Renne et
al. 2008; Sniderhan et al. 2009). En effet, I’inhibition des récepteurs Trk par le K-252a
s’accompagne d’une baisse sensible de la viabilité qu’il nous faudra confirmer notamment par
une ¢tude de 1’apoptose et du cycle cellulaire. Cet effet est observé a partir de 500 nM
d’inhibiteur et semble-t-il pas a 200 nM. Ces résultats montrant une relative résistance des
cellules de 2 lignées de type GCB sont a rapprocher des données obtenues précédemment sur
d’autres lignées de DLBCL (Sniderhan et al. 2009). En effet, une différence de comportement
a ¢été observée en fonction des lignées de DLBCL, avec un effet apoptotique induit par K-
252a des 200 nM pour une lignée de type ABC (OCI-LY3) alors que la lignée de type GCB
(OCI-LT19) ne présentait pas de réponse apoptotique, mais seulement une diminution de la
prolifération. Ces effets différentiels sont a corréler avec les différences d’expression des
récepteurs Trk et notamment [’absence d’expression constitutive de TrkA sur les lignées de
type GCB, comme nos résultats 1’ont confirmés, dans l’article présenté avant cette étude
complémentaire. Bien que le spectre d’action de ’inhibiteur K-252a ne soit pas spécifique
aux seuls récepteurs TrkA et TrkB, mais s’étende notamment a fortes concentrations a
d’autres récepteurs Tyrosine kinases (Kase et al. 1987), les données préliminaires présentées
ici suggerent 1’existence de récepteurs Trk fonctionnels dans les lignées de DLBCL.

Ainsi, l’ensemble des premiers résultats de cette étude sur la fonctionnalité des
neurotrophines, bien que provisoires et a confirmer par de nouvelles expérimentations,
donnent du crédit a notre hypothése concernant 1I’implication possible d’une signalisation des
neurotrophines dans le contréle de la survie des cellules B tumorales de DLBCL.
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Discussion générale / Conclusion / Perspectives

La thématique générale de notre thése concerne la compréhension des mécanismes de
La thématique générale de notre thése concerne la compréhension des mécanismes de survie
des cellules B tumorales avec comme modele d’étude, les lymphomes diffus a grandes
cellules B. L’objectif de ces recherches visait a identifier des processus biologiques
permettant une sensibilisation a la mort par apoptose des lymphocytes B malins, pouvant
déboucher notamment sur de nouvelles stratégies thérapeutiques.

Dans la premiere partie de nos travaux nous montrons pour la premiere fois que
I’expression de la protéine pro-apoptotique Bad est corrélée négativement au stade clinique
des patients atteints de DLBCL, suggérant fortement son role de suppresseur tumoral dans
cette maladie. Nos résultats sont conformes aux travaux chez la souris qui montraient que la
déficience en Bad produisait chez les animaux au cours du temps une forte prévalence de
tumeurs lymphoides et tout particuliecrement des DLBCL (Ranger et al. 2003), ce qui avait
orienté en partie notre choix sur ce modele pathologique. Ainsi, nos résultats chez 1’homme
confirment le role central des molécules « BH3 », comme Bad, qui déterminent par leur statut
de phosphorylation et leur interaction avec les protéines protectrices de I’apoptose (Bcl-2,
Bcl-X1), le seuil de sensibilisation a la mort par apoptose des cellules. Nous avons confirmé
(étude complémentaire a 1’article 1) la présence d’un pool inactivé de Bad, phosphoryl¢, dans
les cellules B tumorales de DLBCL, bien que la technique utilisée (IHC) soit peu adaptée a
cette identification. Ce statut de phosphorylation concerne au moins les sérines 112 et 136, en
cohérence avec les voies kinasiques activées constitutivement (PI3K/Akt et MAPK) dans ce
lymphome, suggérant une inactivation partielle de Bad dans le cytosol sous forme complexée
avec la protéine 14-3-3. Cependant, I’état de phosphorylation de la sérine 155, décisif dans la
formation d’hétérodimeres avec Bcl-2 ou Bcel-Xp (Datta et al. 2000) reste a déterminer de
méme que la présence éventuelle de complexes Bad/Bcl-2 ou Bad/Bcl-X;.

En conclusion, a I’issue de I’ensemble de ces résultats nous pouvons supposer qu’une partie
de Bad est présente sous forme active (non phosphorylée) ce qui facilite, par I’inhibition des
acteurs anti-apoptotiques, les effets cytotoxiques soit intrinseéques liés aux défenses anti-
tumorales de I’hdte, soit extrinséques en rapport aux traitements (CHOP, R-CHOP). Ainsi
nous avons vu que les patients qui avaient une trés forte expression de Bad dans les cellules B
tumorales présentaient aussi un stade clinique de meilleur pronostic et inversement. Un autre
pool de Bad est présent sous forme inactif (phosphoryl¢) dans les cellules, bien que la
proportion des 2 formes reste a analyser et a préciser. Nous avons montré également que la
principale sous-unité catalytique d’une Bad-phosphatase (PP1a) était aussi exprimée et que
son expression était corrélée significativement avec celle de Bad dans les cellules tumorales
des patients. Ainsi, tous les ¢léments nécessaires a une activation de Bad par
déphosphorylation sont en place, et nos travaux ouvrent la voie sur I’'intérét a cibler cette
déphosphorylation de Bad, notamment par 1’activation de phosphatases de Bad, afin
d’amplifier la sensibilisation a I’apoptose dans de futures stratégies thérapeutiques de ces
lymphomes. De telles stratégies sont actuellement ciblées pour développer de nouvelles
molécules a propriétés anti-tumorales. Ainsi la technologie DPT (Phosphatase-derived drug
technology) mise au point a I’Institut Pasteur (Guergnon et al, 2006) est basée notamment sur
le concept d’une «signature PPl » caractérisée par la présence de 2 motifs consensus
d’interaction avec la sous-unité catalytique des PP1 (PPlc) et présents dans la plupart des
protéines interagissant avec les PP1 (R/Kx,1)V/IXF et FxxR/KxR/K) (Garcia et al, 2004). De
facon intéressante, cette « signature PP1 » est aussi retrouvée dans certaines molécules
impliquées dans la régulation de la survie cellulaire comme des membres de la famille Bel-2,
notamment Bad (au niveau des domaines BH1 et BH3), et I’AIF. Cette DPT a permis la
synthése de peptides notamment a partir des séquences consensus déduites de Bad (DPT-7) et
de la molécule AIF (DPT-AIF1) capables de pénétrer dans les cellules et possédant des
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propriétés apoptotiques par leur capacité a interagir avec PP1c (Guergnon et al, 2006 ; Godet
et al, 2010).

Nos résultats permettent aussi d’envisager de tester dans le cas des DLBCL le ciblage
thérapeutique de Bad a partir d’une autre stratégie utilisant des molécules mimétiques du
domaine BH3 de Bad mimant I’activation de Bad. De fagon intéressante une premicre
approche utilisant un peptide « BH3 » (ABT-737) a été réalisée récemment sur des lignées
cellulaires humaines de DLBCL, et notamment sur les lignées que nous avons utilisées dans la
2° partie de notre travail, SUDHL-4 et SUDHL-6. Les données obtenues montrent que ces
lignées présentent un profil d’expression de molécules BH3 plutét de type sensibilisatrices
(Bad, Bik, Noxa, Puma) qui prédisait une sensibilité a ce type de stratégie BH3. En effet, ces
cellules se sont avérées fortement répondeuses au traitement par le peptide testé, aboutissant a
une forte réponse apoptotique lors de 1’exposition au peptide (Deng et al, 2007). De méme ces
lignées, caractérisées par une forte expression de protéines BH3 sensibilisatrices a 1’apoptose,
s’averent étre celles qui répondent le plus aux agents chimiotoxiques utilisés dans le
traitement conventionnel CHOP. Ainsi, le profil d’expression de Bad et des autres membres
de cette sous famille BH3 peut constituer un élément important de prédiction (favorable si
fort, défavorable si faible/absent) de la réponse thérapeutique. Il était intéressant de rechercher
une telle corrélation entre la survie globale et I’expression de Bad dans la cohorte de patients
s¢lectionnés pour notre étude. Cette analyse a été réalisée en différenciant les cas « Bad
négatifs » des « Bad positifs », et la tendance semblait aller dans le sens de ce facteur
pronostic (voir Figure 2 de I’article 1). En effet, les patients « Bad négatifs » semblaient étre
caractérisés par une survie globale plus faible que ceux exprimant Bad, mais ces résultats
n’étaient pas significatifs, notre échantillonnage (43 patients) étant insuffisant. Il serait par
conséquent trés intéressant de poursuivre cette étude sur un plus grand nombre de cas, et
notamment de patients traités par immunothérapie en plus de la chimiothérapie (R-CHOP)
afin de confirmer si ’expression de Bad peut aussi étre un facteur de pronostic dans la
réponse thérapeutique impliquant le rituximab.

En plus de suggérer ce réle pour Bad, cette premiere partie de nos travaux sur les
DLBCL a permis d’identifier pour la premiére fois que 1’expression d’AlF dans les cellules
tumorales des patients traités par CHOP est prédictive de la survie globale. Ainsi, lorsque les
cellules tumorales présentent une forte expression d’AlF, les patients ont une survie globale a
5 ans significativement supérieure (71 %) par rapport aux patients caractérisés par une faible
expression d’AIF ou la survie a 5 ans n’est plus que de 25%. Cette valeur prédictive de
I’expression d’AIF n’est pas retrouvée lorsqu’on associe le rituximab a la chimiothérapie (R-
CHOP). Ces résultats soulignent I'intérét a évaluer et cibler le réle de I’AIF, et plus
généralement de I’apoptose caspase-indépendante, dans de nouvelles stratégies thérapeutiques
de ces lymphomes. Cette stratégie pourrait étre notamment une alternative pour les cas
d’échappement aux traitements, caractérisés par des mécanismes de résistance a I’induction
de mort caspase dépendante mise en jeu dans la plupart des effets des drogues cytotoxiques
(Constantinou et al. 2009). Dans le prolongement de ces résultats sur I’AIF, nous avons
démarré un travail dans le cadre d’une collaboration avec ’lUMR CNRS 7200 (Laboratoire
d’innovation pharmaceutique, Université de Strasbourg, Dr L Désaubry). Cette étude a pour
objectif de tester, dans un premier temps sur des lignées cellulaires de DLBCL, les propriétés
cytostatiques et cytotoxiques de candidats médicaments de la famille des Flavaglines en
comparaison et en association avec les traitements conventionnels. Cette équipe fabrique des
analogues synthétiques de ces molécules, qui semblent cibler tout particuliecrement le
relargage de I’AIF de la mitochondrie vers le cytosol. Notre groupe a démarr¢ les analyses et
j’ai participé par I’encadrement d’un stage de master 1 année aux premiéres étapes de ce
travail. Finalement comme nous ’avons signalé a propos de la technologie DPT, I’analyse
structurale de la séquence de I’AIF a montré que la portion C terminale de la molécule
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humaine contenait une séquence d’interaction avec PP1c combinant les 2 motifs consensus de
la «signature PP1 » (Godet et al, 2010). Ces données suggerent que la molécule AIF aurait
une capacité potentielle a activer les phosphatases PP1. Ainsi, le ciblage du relargage de I’ AIF
dans les DLBCL pourrait, en plus d’étre une alternative pour les cas d’échappement aux
traitements, fournir une stratégie pour amplifier les mécanismes de sensibilisation a
I’apoptose via PP1a / Bad.

Dans la deuxieéme partie de notre travail nous montrons que la survie des cellules B
tumorales de DLBCL pourrait aussi dépendre de leur propre capacité a produire des facteurs
de croissance, et notamment des neurotrophines comme NGF et BDNF.

En effet, nous montrons, par plusieurs approches expérimentales que les cellules B des 2
lignées SUDHL, choisies comme modeles biologiques dans ce travail, produisent ces
neurotrophines. Cette production de NGF et BDNF est démontrée au niveau des transcrits,
bien qu’elle soit faible, en particulier pour NGF, en comparaison avec la lignée de
neuroblastome IMR32 utilisée comme contrdle positif. Bien que cette faible expression des
ARNm de BDNF et NGF soit retrouvée dans toutes les cultures cellulaires testées, il faut
noter que le niveau de cette expression est variable non seulement entre les deux lignées
cellulaires mais aussi parfois en fonction de la cinétique étudiée. La présence des 2
neurotrophines dans les cellules des 2 lignées est confirmée aussi au niveau de la protéine.
Nous avons choisi d’analyser, quand c’était possible, I’expression protéique par différentes
méthodes : la cytométrie en flux nous renseignant sur le pourcentage de cellules exprimant
NGF et BDNF, I'immunofluorescence apportant en plus la co-localisation cellulaire des
neurotrophines et de leurs récepteurs, et le western-blotting révélant éventuellement les
formes immatures et matures de ces facteurs de croissance. Cependant et alors que les
données de la cytométrie en flux indiquent qu’un fort pourcentage de cellules des 2 lignées
SUDHL expriment NGF (86 = 6 % et 74 + 13 % pour SUDHL-4 et SUDHL-6
respectivement), 1’expression protéique de NGF en condition basale est difficilement
détectable par western-blotting. Des modifications post-traductionnelles de cette protéine
peuvent intervenir et pourraient expliquer nos difficultés en western blot. Des sites de
glycosylations situés au niveau des pro-domaines ont été identifiés et pourraient participer a la
régulation et a la sécrétion des neurotrophines. De plus, les neurotrophines peuvent subir
différents processus de protéolyses intra et extracellulaires donnant naissance, au niveau du
SNC, a de nombreuses isoformes de NGF (Skaper et al. 2001). L’expression de la protéine
BDNF dans les cellules s’accompagne, contrairement a NGF, de sa sécrétion, en condition
basale. Cette sécrétion des formes immature et mature de BDNF reste tres faible car
uniquement détectée dans les surnageants de culture aprés immunoprécipitation suivie d’un
western blot, le dosage ELISA ne permettant pas de la quantifier. Cette production, ainsi que
celle de NGF, avait été¢ montrée dans les cellules B matures (Edling et al. 2004; Pearse et al.
2005).

La production de NGF et BDNF par les cellules SUDHL-4 et SUDHL-6 est associée a
I’expression par ailleurs a 1’état basal des récepteurs de mort p75~ '™~ et son co-récepteur, la
sortiline, ainsi que la forme tronquée du récepteurs de survie TrkB. Ces expressions sont
confirmées au niveau des transcrits et des protéines. Cependant, 1’expression protéique des
récepteurs de morts est majoritairement détectée en intracellulaire et notamment par western
blot. La détection de ces récepteurs en cytométrie en flux est difficile ; en effet, la partie
extracellulaire de récepteur p75™ '~ peut étre notamment clivée indépendamment de la
présence de neurotrophines (Kanning et al. 2003). Effectivement, les différents anticorps
disponibles que nous avons pu tester en cytométric en flux pour détecter 1’expression
membranaire de p75™'* reconnaissent des épitopes situés soit au niveau des domaines riches
en cystéines (CRD) de la partie extracellulaire du récepteur (H-137, Santa-Cruz), soit au
niveau de la tige juxta-membranaire située en dessous (Alomone) (voir figure 27 de la partie
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Bibliographique). Ces régions sont probablement contenues dans le fragment clivé de p75~ '~

(p75"P, voir figure 25 de la partie Bibliographique), ce qui peut expliquer nos difficultés a
détecter cette forme membranaire en cytométrie en flux.

Alors que les ARNm de la forme tronquée (gp95TrkB) et non totale de TrkB (gp145TrkB)
sont détectés dans les cellules des 2 lignées, 1’expression protéique du récepteur de survie
TrkB est majoritairement détectée aussi en intracellulaire, et trés faiblement & la membrane
sauf pour environ 20 % des cellules SUDHL-6. Les formes tronquées de TrkB avaient déja
été retrouvées au niveau des lymphocytes B humains normaux ainsi que dans de nombreuses
lignées B caractérisées aussi souvent, par 1’absence de détection membranaire de ce récepteur
(Schenone et al. 1996; D’Onofrio et al. 2000; Fauchais et al. 2008). Nos résultats sont donc
conformes a ces données et suggerent une séquestration intra-cytoplasmique des récepteurs
qui devra étre analysée notamment par microscopie confocale, afin de rechercher
d’éventuelles vésicules de signalisation ce qui est le cas dans les mod¢les neuronaux (Howe et
al. 2001). En effet, la présence de telles vésicules pourrait étre une des raisons permettant
d’expliquer la difficulté que nous avons rencontrée pour détecter un marquage membranaire
des récepteurs par cytométrie en flux. En plus de la localisation intracellulaire du récepteur
TrkB, son role signalisateur devra étre précisé notamment par la recherche d’éventuels
partenaires comme p75™ ' \. En effet, bien que tronqué de sa portion intracellulaire catalylique,
sa capacité signalisatrice et son role dans la survie cellulaire semble probable (Minichiello
2009).

L’originalité de nos résultats vient de la mise en évidence que ces expressions et productions
sont dépendantes des conditions de culture, c'est-a-dire aussi des conditions d’activation ou de
stress des cellules. Ainsi, des ARNm de TrkA apparaissent suite a I’engagement du BCR alors
qu’ils sont la plupart du temps indétectables en condition basale de culture. Cependant,
certaines données doivent étre répétées et confirmées notamment au niveau protéique, comme
pour la stimulation du BCR. En effet ces transcrits de TrkA sont détectés aprés 48h de culture
en présence d’anti-Ig mais aussi en leur absence, de facon inattendue. Ces données retrouvées
uniquement au temps 48h dans les cultures controles pourraient indiquer une régulation de
I’expression de TrkA en fonction du cycle cellulaire. De plus, la détection de la production de
NGF est observée pour la premiere fois, par dosage ELISA, dans les surnageants de culture
des cellules SUDHL-4 suite au traitement par le rituximab. Cette sécrétion semble transitoire,
les taux déclinant aprés 72h de culture. De facon intéressante, la production de NGF lors de
I’exposition au Rituximab, est associée a la synthése de son récepteur de haute affinit¢ TrkA
dans les cellules de lignée SUDHL-4. Cependant, 1’expression protéique de TrkA reste faible ;
en effet, elle n’est révélée qu’aprés immunoprécipitation de TrkA et cette expression est
difficilement détectable & la membrane en cytométrie. On peut supposer encore la formation
d’endosomes de signalisation, comme c’est le cas pour les cellules nerveuses. En effet,
l'internalisation des récepteurs Trk fait suite a la liaison des neurotrophines a leurs récepteurs
au niveau des terminaisons nerveuses, cette signalisation endosomale agissant comme
médiateur d'une réponse biologique (Zweifel et al. 2005).

La production de NGF, associée a la régulation d’expression de son récepteur de survie TrkA,
dans une lignée plutét résistante au rituximab (SUDHL-4), suggére fortement que la
signalisation NGF/TrkA pourrait participer a certains mécanismes de résistance aux anti-
CD20. Plusieurs études ont porté sur la compréhension des mécanismes de résistance au
rituximab. Certaines suggerent que la modulation de I’expression et / ou la génération de
formes circulantes de CD20 pourraient en partie justifier ’apparition de ces résistances
(Haidar et al. 2003; Manshouri et al. 2003). Concernant les 2 lignées que nous avons étudiées,
nous n’avons observé aucune différence significative dans 1’expression membranaire du
CD20 permettant d’expliquer en partie la différence de comportement de ces lignées en
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présence du rituximab, les cellules SUDHL-6 étant plus sensibles que les SUDHL-4 a cette
réponse apoptotique. Pour d’autres auteurs, le développement et / ou l’acquisition de la
résistance au rituximab serait du a des altérations des voies de signalisation de la survie des
cellules tumorales (Bonavida 2007). Des patients atteints de lymphomes B cutanés et
échappant ou réfractaires au rituximab présentent une sur-régulation importante des protéines
anti-apoptotiques Bcl-2 avec les niveaux pré-thérapeutiques mesurés. Cette sur-régulation
suggere un rdle clé des protéines de la famille Bcl-2 dans les phénoménes de résistance
thérapeutique (Jazirehi et al. 2007; Wobser et al. 2007). De plus, 1’analyse de lignées
cellulaires B de LNH, résistantes au rituximab, a révélé un faible taux d’expression de CD20 a
la surface de ces cellules. Elles présentent une hyper-activation des voies p38-MAPK, NF«xB
et ERK-1/2 et une surexpression de Bcl-2/Bcl-X;, ce qui indiquerait une relation entre la
résistance et ces voies de signalisation. Ainsi, des études utilisant, entre autre, des inhibiteurs
pharmacologiques de ces kinases sur des lignées cellulaires de lymphomes ont montré un
retour de la sensibilité des cellules a I’apoptose initiée par le rituximab (Jazirehi et al. 2004;
Jazirehi et al. 2005).

Nos résultats suggerent un lien entre la signalisation du CD20 induite par le rituximab et la
régulation d’un «axe NGF/TrkA » dans une lignée plus résistante au Rituximab. Cette
interaction NGF/TrkA pourrait contrarier I’inhibition induite par le rituximab sur les voies de
survie comme PI3K/Akt ou les MAPK (Jazirehi et Bonavida 2005; Suzuki et al. 2007), ces
derniéres étant en effet activées lors de la signalisation des récepteurs Trk (Aravelo et Wu
2006). Cependant, les mécanismes moléculaires conduisant a cette régulation restent a définir,
de méme que ’origine directe ou indirecte de ce lien. Dans ce contexte, une étude cinétique
plus précise et plus précoce des effets de 1’exposition des cellules SUDHL-4 et SHDHL-6 au
rituximab sur la transcription des geénes de NGF et TrkA notamment nous permettrait de
mieux cibler 1’origine de cette régulation, la production de NGF pouvant aussi déterminer en
retour la synthése du récepteur TrkA (Renne et al. 2008). Par ailleurs, 1’ajout d’anti-NGF au
mileu de culture, pour neutraliser la production endogene de cette neurotrophine, permettrait
sans doute d’apporter aussi des ¢léments de réponse sur le role de cette production dans la
résistance a 1’apoptose induite par les anti-CD20.

Finalement, la question de la fonctionnalité de ces productions de neurotrophines dans le cas
des DLBCL reste ouverte. En effet, bien qu’il s’agisse de résultats trés préliminaires, I’apport
de neurotrophines exogenes matures aux cultures semble plutdt sensibiliser les cellules a la
mort (notamment BDNF), cependant aucun effet synergique n’a été observé lorsqu’on associe
ces neurotrophines a des signaux d’apoptose (privation sérique, rituximab). Ces données
différent de celles de la littérature qui montrent que la fixation de NGF exogéne sur TrkA
diminue I’apoptose induite par la privation sérique dans des lignées B matures (Rosini et al.
2004). Ces différences peuvent €tre liées aux protocoles expérimentaux qui varient au niveau
des lignées cellulaires étudiées et des conditions de culture. Cet effet cytotoxique potentiel
doit étre confirmé par d’autres approches notamment par 1’analyse de la mort cellulaire par
apoptose ou nécrose. La présence majoritaire de récepteurs de mort p75"'" au sein des
SUDHL a été confirmée par ce travail. De plus, nous avons montré par western blot apres
immunoprécipitation que ce récepteur formait un hétérodimere avec son co-récepteur la
sortiline en condition basale. Cette prévalence de I’expression des récepteurs de mort pourrait
rendre compte d’une prédisposition des cellules a 1’apoptose. En effet, les complexes
p75"®/sortiline ont été montrés comme des récepteurs de forte affinité pour les pro-
neurotrophines et responsables de leurs effets apoptotiques comme c’est le cas dans au niveau
neuronal (Teng et al. 2005). Des travaux récents dans notre équipe ont de plus démontré pour
la premicre fois dans des lignées lymphoblastoides B 1’expression de la sortiline et son role
pro-apoptotique (Fauchais et al. 2008). Dans ce contexte, il sera intéressant de compléter ce
travail avec les neurotrophines exogénes, en réalisant des cultures cellulaires en présence de
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pro-neurotrophines. De méme la fonction pro-apoptotique de la sortiline devra étre étudiée par
blocage de la protéine a 1’aide d’anticorps antagonistes.

Pour aborder le rdle physiologique des productions endogeénes des neurotrophines par les
cellules tumorales de DLBCL, nous avons réalisé¢ des expériences préliminaires d’inhibition
pharmacologique des récepteurs de survie Trk. Les premiers résultats obtenus avec
I’inhibiteur pharmacologique K252a, semblent donner des arguments dans la réalisation de
circuits de régulation de la survie mais ces résultats doivent étre confirmés. En effet, la
diminution de la viabilit¢ cellulaire des SUDHL-4, mesurée par un test XTT, intervient
seulement a partir d’une concentration de 500 nM de cet inhibiteur. Ces résultats sont en
accord avec ceux d’une étude récente montrant un effet cytotoxique de ce « pan » inhibiteur
de récepteurs a activité tyrosine kinase sur des lignées cellulaires de DLBCL (Sniderhan et al.
2009). De fagon intéressante, les auteurs de ce travail ont observé que les cellules de lignée de
type GCB, comme les lignées cellulaires SUDHL que nous avons utilisées (Alizadeh and al,
2000), résistent relativement a des doses jusqu’a 200 nM de K252a, alors que des celles de
lignée ABC entrent en apoptose lorsqu’elles ont exposées aux mémes concentrations de cet
inhibiteur (Sniderhan et al. 2009). Nos résultats doivent étre complétés par une gamme de
concentrations plus basse de K252a, en évaluant en plus de I’activité métabolique cellulaire
I’éventuel effet apoptotique induit par I’inhibiteur. De plus, nous étudierons I’effet de cet
inhibiteur sur la survie cellulaire dans diverses conditions expérimentales et notamment lors
de I’exposition des cellules au rituximab. Enfin, comme [D’inhibiteur utilis¢é n’est pas
spécifique de TrkA ni de TrkB, les perspectives immédiates a ces travaux seraient d’inhiber
spécifiquement les récepteurs Trk, a I’aide de siRNA, par exemple.

Finalement, I’inhibition ou la neutralisation des productions des neurotrophines endogenes
(siRNA, anticorps neutralisants respectivement) nous permettrait sans doute de mieux
appréhender le rdle de ces productions sur la survie des cellules B malignes.

Les données obtenues sur des lignées cellulaires doivent étre confirmées in vivo, chez
les patients atteints de DLBCL. Ainsi I’analyse compléte par immunohistochimie des 46
biopsies sélectionnées de patients diagnostiqués pour un DLBCL reste a effectuer sur
I’expression des neurotrophines (NGF et BDNF) et de leurs récepteurs (p75™ “/sortiline,
TrkA et TrkB). Une expression différentielle pourrait alors étre recherchée en corrélation avec
le stade clinique, ou la survie globale des patients. Ces travaux pourraient permettre de
déterminer de nouveaux marqueurs de pronostic. De fagcon surprenante, les premiers résultats
obtenus par immunohistochimie sur 15 biopsies révelent une forte expression de NGF dans
les cellules B tumorales des patients, qui semble sur ce faible échantillonnage indépendante
de la signature GCB/ABC. Une telle discordance entre les données issues des lignées
cellulaires et celles des patients a ét¢ récemment décrite pour différents lymphomes non-
hodgkiniens dont les DLBCL (Sniderhan et al. 2009). Dans cette étude les auteurs ont analysé
différentes lignées correspondant aux 2 types principaux de DLBCL, avec une lignée de type
ABC (OCI-LY3) et une lignée de type GCB (OCI-LY19). Ainsi, alors que les lignées étudiées
exprimaient, comme dans notre travail, de faible niveaux de transcrits de NGF et de forts
niveaux de BDNF, inversement une forte expression des transcrits de NGF était retrouvée
dans les biopsies de patients. De plus, il est intéressant de noter que seul 1 patient parmi 8
exprimait des ARNm de BDNF. De plus, alors que les transcrits de TrkA sont détectés dans la
lignée de type ABC, ils sont absents dans la lignée GCB (Sniderhan et al. 2009). Ainsi nos
résultats concernant 2 lignées de type GCB (SUDHL-4 et SUDHL-6) et caractérisées par de
faibles niveaux d’expression d’ARNm de NGF et 1’absence d’expression de transcrits de
TrkA en condition basale de culture, sont conformes a ceux de cette étude. Il faut rappeler que
le sous-type GCB est associ¢ a un meilleur pronostic, les patients présentant une meilleure
survie globale comparativement au type ABC (Wright et al. 2003). L’ensemble de ces
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données suggerent que 1’expression et la fonction des neurotrophines pourraient varier en
fonction du type de DLBCL et par conséquent pourraient étre en lien avec la survie des
patients.

Enfin, ’importance de I’environnement cellulaire dans ce type de lymphomes semble de plus
en plus évidente, comme le montre les travaux récents ayant établi 2 signatures géniques de
pronostic différents reflétant des caractéristiques de cellules non tumorales dans les DLBCL
(Lenz et al. 2008). Ainsi, le premier groupe, « signature stromale-1 », avec un pronostic plus
favorable, caractérise notamment des genes reflétant le remodelage de la matrice
extracellulaire et I’infiltration de cellules de lignée monocytaire. Or, ces cellules sont connues
pour synthétiser du NGF qui induit par son interaction avec TrkA par ailleurs leur
différenciation en macrophages et leur activation (Lambiase et al. 2004). La probabilité de
I’implication d’une boucle paracrine de régulation, plutdt qu’autocrine, est aussi fortement
suggérée par l’ensemble de nos résultats et notamment le faible effet constaté des
neurotrophines exogénes. Ainsi, le role pro-inflammatoire de NGF, cytokine Th-2 modulant
la réaction inflammatoire et les processus de remodelage et réparation tissulaire (Micera et al.
2007), pourrait étre aussi impliqué dans cette signature stromale et par conséquent dans la
réponse de 1’hote localisée au niveau du micro-environnement tumoral. Cette hypothése ouvre
la voie a de nouvelles recherches qui aborderaient d’autres aspects du role complexe et sans
doute parfois contradictoire que pourraient jouer les neurotrophines vis-a-vis de la survie des
cellules cancéreuses qui les produiraient.

En conclusion, nous montrons dans ce travail (Figure 38) que la protéine pro-apoptotique
Bad, qui joue un role clef dans la sensibilisation a ’apoptose des lymphocytes B, pourrait
avoir un réle suppresseur de tumeur dans les DLBCL. Les mécanismes de sensibilisation a
I’apoptose du rituximab impliquent une activation de Bad, inhibant sa phosphorylation. Les
signalisations de survie des neurotrophines convergent notamment sur la phosphorylation de
la molécule pro-apoptotique Bad, I’inactivant. Or, nous suggérons par ce travail qu’une
signalisation impliquant des neurotrophines (NGF, BDNF) pourrait aussi participer a la
régulation de la survie des cellules B tumorales de DLBCL. Ainsi, ces travaux sur les
neurotrophines ouvrent la voie a de nouvelles approches dans la compréhension des
mécanismes de résistances thérapeutiques, aux centres desquels la molécule Bad serait
déterminante.
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Figure 38: Modélisation des voies de sensibilisation a I’apoptose dans les DLBCL.
Comme dans la plupart des lymphomes, certaines voies de survie (PI3K/Akt, MAPK) sont constitutivement
activées dans les cellules tumorales des DLBCL. Ces mémes voies sont inhibées par le rituximab (anti-CD20)
permettant une sensibilisation des cellules a l’apoptose induite notamment par la chimiothérapie. L ’ensemble
des résultats de notre thése permettent d’envisager de nouvelles stratégies pour sensibiliser ces cellules B
tumorales a ’apoptose : a/ par le ciblage spécifique de I’activation (déphosphorylation) de la protéine Bad (ex :
BH3-mimétiques, Drug Phosphatase Technology) ; b/ en favorisant la voie caspase indépendante via la
libération de I’AIF (ex : les flavaglines) ; ¢/ par I'inhibition des récepteurs (Trk) de haute affinité aux
neurotrophines (ex : K252a). En effet, la sécrétion de neurotrophines et la signalisation autocrine de leurs
récepteurs de survie par ces cellules B tumorales pourraient étre une piste pour expliquer certains mécanismes
de résistance aux traitements comme le rituximab.
NT : neurotrophine (neurotrophine mature); Pro-NT : pro-neurotrophines (neurotrophine immature).
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Text:

The neuronal growth factors, neurotrophins, and their receptors are widely expressed in a
variety of non-neuronal tissues including the immune system. Several reports indicate that
survival and activation of normal B lymphocytes are regulated by nerve growth factor
(Hiddemann et al.) and brain-derived neurotrophic factor (BDNF) autocrine circuits.
However, the production and the role of neurotrophins were not evaluated in B lymphoma
cells. Diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL) is a common and often fatal malignancy.
Despite major advance in the treatment (R-CHOP protocol) which improves the clinical
outcome of patients, a subset of patients does not respond or relapses after the initial
treatment; the exact mechanism of such resistance is not entirely clear. We hypothesized that
autocrine neurotrophin survival circuits could contribute to the chemoresistance of DLBCL
tumor cells. This hypothesis was investigated with DLBCL cell lines (SU-DHL). Thus, we
evaluated the ability of SU-DHL cells to produce neurotrophins (NGF, BDNF) and to express
their receptors (p75, TrkA and TrkB) in different cell culture conditions. Our preliminary data
show for the first time the production of neurotrophins by DLBCL tumoral cells whose level
decreased in apoptotic conditions, in association with Bad dephosphorylation suggesting its
pro-apoptotic role. Furthermore our results suggest that up-regulation of autocrine circuits
(expression of TrkA known to be involved in survival signaling pathways) may contribute to
cell survival and thus drug resistances of tumoral B cells.
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Introduction: Neurotrophins (NT) among with NGF and BDNF are a family of structurally and functionally related growth factors that control neuron survival and axon
growth during nervous system development and repair (1). Futhermore, they are widely expressed in a variety of non neuronal tissues including the immune system (2).
Binding of neurotrophins to their common low-affinity receptor (p75NTR) signals apoptosis whereas binding to the high-affinity tyrosine kinase receptors TrkA (NGF), TrkB
(BDNF) triggers survival (3). Truncated receptors lacking the kinase domain have been described for TrkB but not for TrkA (4). Neurotrophins are synthesized as
proneurotrophins and are enzymatically cleaved to yield mature proteins. Both mature neurotrophins and proneurotrophins are secreted as homodimers and are biologically
active, with opposite effects on cell proliferation and apoptosis that reflect differing receptor affinities: proneurotrophins display greater affinities for p75NTR. Recently the
apoptotic effects of proneurotrophins mediated by binding to p75N™® has been associated to the presence of a co-receptor, Sortilin (5, 6, 7). Previous studies in our laboratory
showed for the first time that in mature B cell lines, an autocrine BDNF production is up-regulated by stress culture conditions and exerts a modulation of apoptosis through
the sortilin pathway (8). Diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL) is a common and often fatal non-Hodgkin’s lymphomas. Although the cause of most DLBCL remains
unknown, apoptosis dysregulations are often associated (9). We hypothesized that autocrine neurotrophin survival circuits could contribute to the survival of DLBCL tumor
cells. This hypothesis was investigated with human DLBCL cell lines (SU-DHL) (10).

Design and Methods: We analyzed the expression of NT (NGF, BDNF) and their related receptors (TrkA, TrkB, p75M® and Sortilin) in DLBCL cell lines (SU-
DHL4: IgM-/IgG* and SU-DHL6: IgM*/IgG") by RT-PCR from total RNA (as described in 8), flow cytometry and/or western blotting after 0-72h basal culture condition
(10% FBS) or serum deprivation (0% FBS). The neuroblastoma cell line IMR32 was used as a positive control. Moreover, cell culture supernatants were concentrated to
analyze by immunoprecipitation (IP) and western blotting NT released by cells. Cell viability was determined by trypan blue exclusion. Cell-cycle and apoptosis (DNA
fragmentation, sub-G1 peak) were evaluated by flow cytometry after propidium iodide staining. The flow cytometric analysis was performed on a FACSVantage SE DIVA.

Results: Fig.1: RT-PCR detection of

Expression of neurotrophins and their receptors in human DLBCL cell lines. Evidence for neurotrophin

BDNF and to a lesser extent NGF expression was obtained with both DLBCL cell lines in basal (10% FBS) and their receptor transcripts
culture condition at the transcripts level (Fig.1) which was confirmed at the protein level for immature and mature

forms of NT (Fig2A, B). Moreover analysis by flow cytometry after cell permeabilization revealed a differential

expression between the 2 studied cell lines, the SU-DHLG6 cells were less positive for NGF and BDNF expression IMR32 SU-DHL4 SU-DHL6
(65+2 % and 69 + 13 of positive cells, respectively) than SU-DHL4 (83 + 7 % and 86 + 4 of positive cells, respectively) (Fig2 FBS

B). Interestingly, preliminary results showed that BDNF (Fig3) was also released in culture supernatants of both
cell lines. Furthermore, this NT expression was associated with the identification by WB of the low-affinity
common receptor p75NTR, and strikingly of its co-receptor sortilin (Fig2A). TrkB transcripts (truncated receptor,
gp95Trk) were also detectable in both cell lines, but we could not detect in SU-DHL4 membranous TrkB nor TrkA
protein expression in basal culture conditions. However, we found intracellular TrkB expression in SU-DHL4 cells
(~ 80% of positive cells, data not shown) and preliminary results suggest that some SU-DHL6 cells express
membranous TrkB protein (Fig.2B).

Modulation of neurotrophin production is induced by serum deprivation Because NT have
been shown to influence B cell survival in lymphocyte development, we investigated NT and their receptors
expression in SU-DHL4 cells under apoptotic condition (serum deprivation). After 72h of serum deprivation, we
obtained only ~21% of viable cells, as compared ~200% in the FBS culture control. In survival cells of deprived
cultures, results showed a reduced intracellular expression of NGF and BDNF at the protein level (Fig2 and Fig3)
with a decreased number of positive cells . These regulations were associated with the apoptotic response (27% of
sub-G1 cells in deprived condition, as compared to 4% in the FBS control, Fig.4) and with an increase of p75NR
expression in cell lysates that we need to confirm (Fig.2A, B). Interestingly, enhanced expression of TrkB protein
on cell surface was detected in this stress condition, that was also found at the transcript level (Fig.1).
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Conclusion: Our study shows for the first time the spontaneously production of ey, 14: 2919

neurotrophins, NGF and BDNF, in human DLBCL B cell lines that seems to be down-regulated

under stress condition (serum deprivation). Cellular expression of NT is reduced in the SU-DHL6

cell line, known to be more sensitive to chemocytotoxicity and apoptotic conditions as compared

to SU-DHL4 (11). Furthermore, these tumoral B cells express the low (p75N™R) and the high

(TrkB) BDNF receptors as well as the co-receptor sortilin. These receptors are likely, in the 9. Abramson J

majority, stored in an intracellular pool in standard (10% FBS) cultures, with a membranous D e

relocation following serum deprivation. Collectively, our preliminary data suggest a potential

autocrine and/or paracrine role for NT (NGF, BDNF) in the survival of DLBCL cells. Eventhough 5  ANGER were s ; “ontre le Cancer
proteolytic cleavage (p75N™®) and truncated isoforms (TrkB) of the receptors were detected, mité Départemental de enne) and CORC (Comité d Orientation de la
further investigations are necessary to elucidate their biological action and implication in the Recherche Cancer en Limousin).

pathogeny of DLBCL.
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ABSTRACT

Prognostic significance of Bad and AIF apoptotic pathways in diffuse large B-cell
lymphoma.

Cynthia BELLANGER, Danielle TROUTAUD, Barbara PETIT, Benoit MARIN, Marie-
Pierre GOURIN-CHAURY, Daniel PETIT, Agnés OLIVRIE, Jean FEUILLARD, Marie-
Odile JAUBERTEAU, and Dominique BORDESSOULE.

Background: To determine whether proapoptotic proteins were associated with the
clinicopathological heterogeneity and influenced survival in patients with diffuse large B-
cell lymphoma (DLBCL) we evaluated patterns of expression of the Bel-2 family member
Bad, PPla (the catalytic sub-unit of PP1 involved in activation of Bad) and Apoptosis-
inducing factor (AIF).

Patients and Methods: We retrospectively analyzed 46 patients all treated with standard
chemotherapy (CHOP-like); of these, 16 received rituximab. Immunohistochemical
analyses were performed from biopsy samples of nodal DLBCL which were performed at
initial diagnosis. Normal reactive lymph nodes were used as controls.

Results: Bad expression was found in 38 of 46 DLBCL cases and, although variable, was
often strong. PPla and AIF were detected in all tumours tested with a relative strong
expression. Lower Bad expression was shown significantly associated with advanced
clinical stages (Ann Arbor stage III+IV and IPI intermediate-high to high, p = 0.006 and p =
0.0008 respectively). Moreover, Bad staining was positively correlated with Bel-2 (p =
0.022) and PPla(p = 0.013) staining. Finally, high AIF expression proved to be predictive
of a longer overall survival in non-rituximab treated patients.

Conclusion: Our study shows for the first time in DLBCL that differential Bad expression
may play a role in the development of the disease, possibly reflecting its function as tumour
suppressor. Furthermore, they highlight the interest in targeting Bad phosphatases and AIF-
mediated mitochondrial apoptosis for new therapeutic strategies.
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Diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL) is the most common lymphoma in adults, accounting for 30% to 40% of cases of non-
Hodgkin lymphomas. DLBCL is heterogeneous both clinically and morphologically and includes at least two prognostically important subtypes: germinal
center B-cell like (GCB) and activated B-cell like (ABC) DLBCL. Although the cause of most DLBCL remains unknown, apoptosis dysregulations are
often associated'. The pro-apoptotic Bad protein promotes apoptosis by heterodimerization with the anti-apoptotic Bcl-2 protein but Bad phosphorylation
inhibits its fonction and protects cells?. Apoptosis-inducing factor (AIF) is released from mitochondria in response to death stimuli and contributes to DNA
fragmentation but may also play a pro-survival role (NADH oxidase) in tumorigenesis®. To determine whether pro-apoptotic Bcl2 proteins were correlated
with the clinicopathological heterogeneity and influenced survival in patients with DLBCL, we evaluated patterns of expression of Bad, PP1a (the
catalytic sub-unit of PP1 involved in dephosphorylation and thus activation of Bad) and AlF.

We retrospectively analyzed 46 patients all treated with standard chemotherapy (CHOP-like) either alone (30 cases) or
in combination with Rituximab (16 cases). Inmunohistochemical analyses were performed from biopsy samples of nodal DLBCL which were performed
at initial diagnosis. Normal reactive lymph nodes (RLN) were used as control. The expression profiles of Bad, PP1a and AIF were studied in relation with
clinical stages (Ann Arbor and IPI ) and survival outcomes of the patients, as compared to the anti-apoptotic Bcl-2 protein which is classically used as a
DLBCL prognosis marker.

M Table 1: Expression of Bcl2 and Bad according to
Fig1: Detection of Bcl2, Bad, AIF and PP1a GCB/ABC profile and clinical stages.
in DLBCL Bel-2 Bad
Negative ~ Positive  p value* Negative  Positive  p value*
GCB 5 19 0.050 5 19 0.702
ABC 0 22 3 19
Bcl2 Ann Arbor stage
il 2 18 1.0 0 20 0.006
/v 3 23 8 18
IPI
<2 3 26 1.0 3 26 0.124
>2 2 15 5 12

* 4s determined by Fisher’s exact test

Bad Table 2: Correlation of combined immunohistochemical scores.

Bcl-2 score PPla score AIF score
Bad score
Correlation coefficient 0.341 0.371 0.210
AIF p-value* 0.022 0.013 0.163

* As determined by the Spearman rank correlation test.

Bad expression of in DLBCL although variable was often strong in contrast to reactive
lympho nodes (Fig1) Lowest Bad expressions were significantly associated with
advanced Disease (Ann Arbor IIl/IV and IPI >2, p=0.006 and p=0.0008 respectively,
Mann-Whitney’s U test). According to this, Bad negative cases were all found in Ann Arbor
stage Il or IV (table 1). No difference in Bad expression was observed in respect to the
GCB/ABC profile; however Bcl-2 was found associated with the ABC patient subgroup
(Table 1) in agreement with the previous reported* lower survival of this group. Finally,
Bad staining was found correlated with PP1a and Bcl-2 stainings (table 2).

PP1a

Original magnification, x200 ] - |
Fig2: Overall survival (OS) of patients according to AIF expression 2 hh
treatment (A for all patients, B for patients treated without rituximab 5

As for Bcl-2 and PP1a Bad failed to predict OS of

B patients (data not shown). However, high AIF
A 14 expression was a significant predictor of OS in
patients who were not treated with rituximab (p=0.009,
EX: ) E 81 ATF high (n=21 Fig2B)
£ AIF high (n=31) £ gh ( )
-6 s 67
2 . AlF low (n=14) £ n Our study shows for the first
g' E time in DLBCL that differential Bad expression
©2 © 21 may play a role in the development of the
disease, possibly reflecting its function as tumor
01p-008 01 p=000 suppressors. Furthermore, they highlight the
0 20 40 60 80 100 0 2 40 60 80 100 interest in targeting Bad phosphatases and AIF-
mediated mitochondrial apoptosis for new

therapeutic strategies. Finally data, on AlF also
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A role for neurotrophins in chemosensibility of B-cell lymphoma: implications in
DLBCL.

Cynthia BELLANGER, Marie-Claude LISE, Anne-Laure FAUCHAIS, Marie-Odile
JAUBERTEAU and Danielle TROUTAUD.

Rituximab (a chimeric anti-CD20 monoclonal antibody) is currently being used, alone or in
combination with chemotherapy, in the treatment of B-non-Hodgkin’s lymphoma (B-NHL).
Addition of rituximab immunotherapy (R-CHOP) has improved overall survival among
patients with diffuse large-B-cell lymphoma. However, a subset of patients does not initially
respond to rituximab and several responsive patients develop resistance to further rituximab
treatment. Diffuse large-B-cell lymphoma is a molecularly heterogeneous disease, and it is
unclear whether rituximab preferentially improves the outcome in certain subgroups of
patients. Furthermore, the mechanism of rituximab unresponsiveness is not known.

The neuronal growth factors, neurotrophins, and their receptors are widely expressed in a
variety of non-neuronal tissues including the immune system. Several reports indicate that
survival and activation of normal B lymphocytes are regulated by nerve growth factor
(Hiddemann et al.) and brain-derived neurotrophic factor (BDNF) autocrine circuits. We have
reported that secretion of endogenous BDNF is able to protect mature B cells and plasma
cells from the apoptosis induced by serum deprivation. Thus, we hypothesized that secretion
of neurotrophins by tumoral B cells could be implicated in chemoresistance and thus
therapeutic escape. This hypothesis was tested using SU-DHL cell lines known to be
differently sensitive to the antiproliferative effects of Rituximab.
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