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Résumé

Les neurotrophines (NTs), famille constituée du N®Eerve Growth Factor), du BDNF (Brain-
Derived Neurotrophic Factor) et des NT-3, NT-4/éntsdes facteurs de croissance neuronaux qui
interviennent dans le maintien de I'homéostasiettuéle. Ces NTs existent sous deux formes
biologiquement actives différentes selon leur natan. Ainsi, ces différentes formes (pro-NT et NT)
sont acheminées par leur protéine de transporbitlise (ou NTSR-3 pour récepteur 3 de la
neurotensine). Ces peptides interagissent avec dyoes de récepteurs: les récepteurs Trk
(Tropomyosin-Related Kinase), dit de haute affinié¢ le récepteur p?5® dit de basse affinité
appartenant a la famille des TNF (Tumor Necrosigtdfa conduisant respectivement a une
prolifération, ou a I'induction de mort cellulairmitialement présents dans le systeme nervels, ce
neuropeptides ont été identifiés dans d’autre®syss$, notamment dans le systéme immunitaire (SI)
ou leur réle immunomodulateur a été caractérisé lgartravaux de notre équipe. Les données
antérieures obtenues au sein du laboratoire ontipele mettre en évidence un mécanisme autocrine
de survie, en situation de stress cellulaire, dasdymphocytes B matures et les plasmocytes. Ce
mécanisme, dépendant du BDNF mature, est régulé paotéine de transport sortiline (ou NTSR-3),
jusqu’alors non décrite dans les lymphocytes. Ostne réle de co-récepteur pour les pro-NTs, la
sortiline est le récepteur de type 3 de la neusihen ce qui hous a conduit a étudier I'expresdmoe
neuropeptide et de ses récepteurs spécifiques,lemhgnphocytes tumoraux et normaux humains et
murins. Nous avons mis en évidence la présentz mieurotensine et de ses récepteurs au niveau des
LB. L'expression de la neurotensine est associée stades de maturation les plus avancés. La
fonctionnalité de ses récepteurs a été démontréelis, le réle de la neurotensine comme facteur
trophique et anti-apoptotique dans la survie lyngytaire B en réponse a différents stress cellulaire
(activation du récepteur Fas, privation sériqueggalement été établie. La caractérisation de ce
neuropeptide et de ses récepteurs au sein de Liresad permis, d'une part, d’'appuyer I'’hypothése
gue ce neuropeptide est fonctionnel dans la suywihocytaire B et d'autre part de mettre en
évidence que I'expression de NTSR-1 et de la neosiie est associée aux lymphocytes tumoraux et
non aux lymphocytes normaux, humains ou murins. parécularité du modéle murin est I'absence
de NTSR-2 lymphocytaire renfor¢cant ainsi la fonetide la sortiline dans le développement et la
survie lymphocytaires B.

Dans une seconde partie, nous avons étudié I'effetNTs au cours de 3 maladies auto-immunes : la
sclérodermie, le lupus érythémateux disséminé syndrome de Goujerot Sjogren. Cette étude a mis
en évidence une association entre le profil d'esgio: sérique et lymphocytaire du NGF et du BDNF
et la présentation clinico-biologique de ces 2 emtinites. Parallélement, I'importance du NGF et du
BDNF respectivement dans les versants auto-immuasgtulaire de la sclérodermie systémique a été
démontrée. La dualité fonctionnelle de la sortilimg@paraitrait également importante dans
I’lhoméostasie lymphocytaire B.

Mots-clé: Neurotrophines, neurotensine, lymphocyt®, maladie auto-immune
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Abstract

Neuropeptide and immune cells involving in normal ad pathologic B cells

The neurotrophins (NTs) family consists of NGF (éerGrowth Factor), BDNF (Brain-Derived
Neurotrophic Factor) and NT-3, NT-4 / 5, are newgw®awth factors involved in maintaining brain
homeostasis. These NTs exist in two different lgmlally active forms according to their maturation.
Thus, these mains forms (pro-NT and NT) are robtetheir transport protein Sortilin (or NTSR-3 for
the neurotensin receptor 3). These peptides iritevdh two types of receptors: the Trk receptors
(Tropomyosin-Related Kinase) also called high-dffireceptor and p78R low affinity receptor
belonging to the family of TNF (Tumor Necrosis Fagt These interaction between ligand-receptor
lead to proliferation, or cell death. Initially gent in the nervous system, these neuropeptides hav
been identified in other systems; particularly ihetimmune system (IS) where their
immunomodulatory role has been characterized byataratory.

Our previous data led to highlight the existenceaof autocrine mechanism of survival under
conditions of cellular stress in mature B cells atesma. This mechanism, dependent on the mature
BDNF, is regulated by the transport protein sartifor NTSR-3), not previously described in
lymphocytes. In addition to its role as co-recefitorpro-neurotrophins, sortilin is the receptopey3

of neurotensin, which led us to study the exprassibthis neuropeptide and its receptors in tumor
cells and normal human and mouse.

We have demonstrated the presence of neurotendiritsameceptors at B cells. The expression of
neurotensin is associated with stages of maturagtwanced. Functionality of its receptors has been
demonstrated. In addition, the role of neurotersintrophic factor and anti-apoptotic survival in B
lymphocyte in response to various cellular stresdiation of the receptor Fas, serum deprivation)
was also established. The characterization of ibigopeptide and its receptors in mature LB has,
firstly, supported the hypothesis that this neuptide is functional in B lymphocyte survival and
secondly demonstrated that the NTSR-1 expressidmauarotensin is associated with tumor cells and
not normal cells, human or mouse. One of the feataf the mouse model is the absence NTSR2 in B
cells, underlining the function of sortilin in lyrhpcyte development and survival B.

In a second part, we studied the effect of NTs irmuBoimmune diseases: scleroderma, lupus
erythematosus and Sjogren's syndrome Goujerot. Sthidy showed an association between certain
NTs, especially NGF and BDNF in biological procesard clinical features of these pathologies. The
dual function of sortilin appears also importanBicell homeostasis.

Keywords:Neurotrophin, Neurotensine, B cells, autahmune diseases
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Liste des abréviations

Abl:
ABTS:
ABI:
Ac:
ADN:
ADNCc:
Ag:
AKT:
AMPc:
APS:
ARA:
ARN:

ARNmM:

ATCC:

Bad:
BAFF:
BALF:

Bax:

Bcl-XL:

BCR:
BDNF:
BET:

BILAG :

BL-2:

Acides Aminés

Ableson leukemia oncogene cellular homolog
2,2'-azino-di-3-ethylbenzthiazoline sulfonicdci
Applied Biosystems, Inc

Anticorps

Acide Désoxyribonucléique

Acide Désoxyribonucléique complémentaire
Antigene

serine/threonine protein kinase Akt
Adénosine Monophosphate cyclique
Ammonium Persulfate

Association Américaine de Rhumatologie
Acide Ribonucléique

ARN messager

American Type Culture Collection

Bcl-Xi/bcl-2 associated death promoter homolog
B Cell Activating Factor of the TNF Family
Bronchoalveolar Lavage Fluid

Bcl-2 associated X protein

longer alternatively splice form of Bcl-2 homglX protein from avian
lymphocyte development

B cell receptor

Brain Derived Nerve Factor

Bromure d’Ethidium

British Isles Lupus Assessment Group

Burkitt Lymphoma-2
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BL-41:
BLK:
bp:
BSA:

Caspase
CD:

Cdc:
CDK:
CENP:
cKrox:
CHO:
Cm:
CMF:
CMH:
CMV:
CNRS:
CRE:
CREB:
CSH:
CTL:
CTLA-4:
CTCL:
CTGF:

Da:
DAG:
DLCO:

Burkitt Lymphoma-41
B lymphoid tyrosine kinase
base pair

Bovine Serum Albumine

Cystéine aspartate protéase ou cysteinyl aspasgegcific proteinase
Cluster of Differentiation

Cell division cycle

Cyclin Dependent Kinase

Centromere Protein

ou ZBTB7B zinc finger and BTB domain containing
Chinese Hamster Ovary

Centimétre

Cytométrie de flux

Complexe Majeur d’Histocompatibilité
Cytomégalovirus

Centre National de Recherche Scientifique

cAMP Responsive Element

CAMP Response Element Binding protein

Cellule Souche Hématopiétique

Lymphocytes T CD8 CD4

Cytotoxic T Lymphocyte-associated Antigen 4
Cutaneous T cell Lymphoma

Connective Tissue Growth Factor

Dalton
Diacylglycérol
Diffusion Libre du CO
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DMEM :
DNase
dNTP:
dSSc
DTT:

E2:

EBV:
ECL:
ECLAM :
EDTA:
EDU:
EGF:
EGR-1:
ELISA:
ERK:

FACS:
FADD:
Fas
Fas L:
FGF:
FC:
FITC:
Fig:
FVC:
FoxP3

Dulbecco Modified Eagle Medium
Desoxyribonuclease
Desoxy-nucleic triphosphate
Diffuse Systemic Sclerosis
Dithiotheritol

Extracellulaire 2

Epstein Barr Virus

Enhanced Chemiluminescente

European Concensus for Lupus Activity Measurement
Ethylene Diamine Tetra acetic Acid
5-ethynyl-2"-deoxyuridine

Epithelial Growth Factor

Early Growth Response-1

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
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Introduction

Les neurotrophines et la neurotensine qui font jéblde notre étude, sont des
neuropeptides initialement découverts dans le syst@erveux. Ces neuropeptides sont
définis comme facteurs de croissance importants amaintien de ’lhoméostasie cérébrale.
lls exercent des fonctions importantes tant au <olur développement du systéme nerveux
gue dans la plasticité et la survie neuronale chedulte, comme le montrent leurs
implications physiopathologiques dans certaines adies neurodégénératives et
psychiatriques.

Leurs fonctions en dehors du systeme nerveux soirtsnien connues et suscitent un
intérét croissant dans le domaine de l'oncologies lpremiers travaux qui en référent
concernent la neurotensine dans différents modddesancers solides. Ce n’est que plus
récemment que les rbles des neurotrophines onégdaéement mis en évidence dans le
développement tumoral. Outre ces fonctions physimugeniques en oncologie, les données
concernant le systéme immunitaire sont essentieli¢mapportées pour les neurotrophines,
initialement dans le contexte immunopathologiqudadetaction allergique. Leurs fonctions
dans la régulation lymphocytaire B et leurs imglmas dans les maladies auto-immunes
demeuraient parcellaires. Les travaux récents te mguipe ont mis en évidence la dualité
fonctionnelle d’une neurotrophine, le Brain Derivi@urotrophic Factor (BDNF), dans la
survie lymphocytaire B (lignées lymphocytaires Bmaines) selon sa forme mature, le
BDNF, ou son précurseur, le pro BDNF, biologiquetraiif. Ces différences fonctionnelles
ont été identifiées et reposent sur la propriéténel’ protéine, la sortiline, caractérisée
jusqu'alors dans les neurones ou, majoritairemaira4cellulaire, elle a pour fonction
principale le transport des neurotrophines. Néansjalans des conditions pro-apoptotique,
elle est également exprimée a la membrane et éistatgice de la mort neuronale par
lintermédiaire du récepteur p7¥ récepteur & domaine de mort, appartenant a la
superfamille des récepteurs au Tumor Necrosis F4E8F). Si ces données ont été bien
définies au niveau neuronal, aucune étude antérizeelle de notre équipe, n'avait rapporté
la présence et la fonction de la sortiline dandyeyphocytes B. Ainsi, parmi les différents
mécanismes régulant la survie lymphocytaire B, aoevelle régulation a été mise en
evidence dans notre groupe et dépend de I'affdetéaison du BDNF et de son précurseur le
pro-BDNF, respectivement, pour les récepteurs @siye kinase (BDNF mature) ou pour le
complexe formé par le récepteur & domaine de nT&t'P et son corécepteur, la sortiline.
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A la lumiere de ces données mécanistiques, il msisapparu important d’étudier
I'expression des neurotrophines et de leurs réoeptdans les lymphocytes B circulants de
malades atteints de pathologies autoimmunes sygté@siafin de rechercher un éventuel
déséquilibre d’expression, en comparaison a dessscpntroles sains. Ceci fera I'objet d'une
partie de ce travail et concernera 3 cohortes dldes atteints de lupus érythémateux
disséminé, de syndrome de Goujerot Sjogren etldeosiermie.

La sortiline ayant été caractérisée dans les lymytes B, nous avons également
recherché I'expression d’'un autre de ses liganashdurotensine, dans cette population
lymphocytaire. Ainsi, I'autre partie de ce travaiincernera I'expression de la neurotensine et
de ses récepteurs spécifiques dans les lymphoBytesnains et murins, aucune donnée de la
littérature n'ayant a ce jour décrit I'expressiania fonctionnalité lymphocytaire B de ce

neuropeptide.
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Cette revue de la littérature comportera une prempartie décrivant les données
concernant les neurotrophines et la neurotensing léssysteme nerveux.
......... Secondairement, nous analyserons lekegttapportant la fonction des neurotrophines
et de la neurotensine dans d’autres tissus et leysications en Oncologie. La derniere
partie reprendra les données acquises dans lereygt@munitaire et concerne principalement

les neurotrophines.

Les neuropeptides sont des peptides dont la fonckofacteur de croissance a été
initialement identifiée dans le systeme nerveux)(SM sont issus de précurseurs dont le
clivage génere les formes matures ayant une fandegprotection et de plasticité neuronales.

Parmi les nombreux neuropeptides, notre intérét particulierement porté sur 2
types de peptides: les neurotrophines (NTs) et daratensine dont les fonctions

lymphocytaires ont fait I'objet de notre étude.
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I Neuropeptides et systeme nerveux

A.Les neurotrophines

L’isolement et la purification de la premiére newphine (NT), le Nerve Growth
Factor (NGF), en 1950 par I'équipe de R. Levi-Mdrita a partir de glandes salivaires de
serpents, ont permis d’étudier les propriétés dacteur de croissance des neuronegtro
et in vivo. In vitro, le NGF permet la survie et la différenciationo{ssance neuritique) de
neurones sympathiques embryonnaires de pduletvo, il présente un effet remarquable sur
la survie des neurones sympathiques [1, 2].

La famille de NTs comptera 30 ans plus tard, 3emuimembres, le Brain Derived
Neurotrophic Factor (BDNF ) [3], la NeurotrophindST-3) et la Neurotrophin-4/5 (NT-4/5)
[4, 5] et 4/5 (NT-4/5) [6-8]. Ces neuropeptidestsiéfinis comme des facteurs de croissance
impliqués dans la prolifération, la survie et |#é&henciation neuronales et astrocytaires.

D’abord synthétisées sous forme de précurselsP(ENTSs ou formes immatures),
les pro-NTs subissent un clivage protéolytique gaméeur forme mature. Ces deux formes
interagissent avec deux types de récepteurs:

- les récepteurs « Tropomyosin-Related Kinase » (fg&@pteurs a tyrosine kinase, de
forte affinité pour les NTs matures

- et le récepteur p?3~ dit de faible affinité pour les NTs matures, gppartient a la
superfamille des récepteurs au TNF (Tumor Necrésistor), en raison de la
présence d’'un domaine de mort intra-cellulaire.

Largement décrits au niveau du systéme nerveuxrate(6NC) et du systeme
nerveux périphérique (SNP), ces neuropeptides laoggment présents dans des tissus non-
neuronaux, notamment au niveau du systéeme immraitall leurs propriétés biologiques
leur conférent des fonctions de « neuro »-cytokines

Dans un premier temps, nous décrirons la structiréees modes d’action des
différentes NTs au niveau de leurs cellules ciblesuronales et astrocytaires, et
secondairement nous présenterons les roles respdatiNGF, du BDNF et de la NT-3 au

niveau du systeme immunitaire.
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1. -Biologie des neurotrophines

La distribution spécifique des NTs et de leurs péears au niveau cérébral contribue
a leurs fonctions dans les processus de développerhde plasticité neuronales. La mise en
place de ces mécanismes de neuro-prolifératiore etediro-protection est dépendante d’un

contrble étroit de leur synthése et de I'expresd@teur récepteur par les cellules cibles [9].

Les NTs matures (118 a 129 acides aminés) sonér@ésm par le clivage
protéolytique intra- et extra-cellulaire d’'un préseur pré-pro-neurotrophine d’environ 260 a
266 acides aminés [10-14]. Lors du trafic intradelle, la séquence peptide signal des
précurseurs est clivée des leur sortie du réticutmehoplasmique [10-14]. Puis, les proNTs
forment des homodimeres de 60 kDa qui vont étreraaiés vers le Golgi [10-14]. La forme
mature homodimérique de 28 kDa est ensuite gémpamreelivage protéolytique de I'extrémité
N-terminale, processus dépendant de protéasesceittdaires et de MMP extra-cellulaires
[10-14].

Au niveau du SNC, les pro-NTs sont généralemenées en intra-cellulaire par des
furines protéases mais, également a un moindreédpgr les pro-protéines convertases PC1
et PC2 [10-14]. Le pro-BDNF est la pro-NT la mosensible au clivage par des furines
protéases mais peut également étre clivé, a undmoidegré, par d’autres pro-protéines
convertases [11]. Les capacités d’excrétion du BDhd#ture pourraient donc dépendre du
répertoire de pro-protéines convertases préseraes dn type cellulaire [11]. Les sites de
glycosylations situés au niveau des pro-domaindsnilendraient é€galement dans la
régulation du transport et de la sécrétion des d&s,des mécanismes non encore €lucidés
[13].

Au niveau extra-cellulaire, le pro-BDNF est clipér les MMP-3, MMP-7, MMP-9
alors que le NGF mature est généré par l'actionad®MP-7 [12]. La plasmine peut
egalement cliver le pro-BDNF en extra-cellulaieesite de clivage étant difféerent de celui des
furines protéases et des MMP, générant ainsi unBBidture de plus haut poids moléculaire
mais biologiquement actif [15].

Ces différentes étapes de protéolyse vont géempéusreurs isoformes de NGF et de
BDNF dont les masses moléculaires vont de 14 kDg rgiéiture) a 30 kDa (pro-NT). La
forme mature d’environ 118 a 129 acides aminési g@sérée est sécrétée dans le milieu

extracellulaire [Eigure 1).
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Figure 1 : Mécanismes de formation des pro-NTs et NTs matures

Le peptide signal (pre) est clivé au niveau dicuéitm endoplasmique permettant ainsi de générer la
forme pro-NT (A). Ces pro-NT sont alors transpastéa niveau du Golgi et sécrétées sous forme dblpsoou
de NTs matures aprés clivage protéolytique par flemes protéases intra-cellulaires ou des MMP
extracellulaires (A, B). Les formes matures sorré&tes dans le milieu extracellulaire. Les siteteqtiels de

glycosylation seraient impliqués dans les mécarssmedulant la sécrétion de ces NTs.

36


http://www.pdfxviewer.com/
http://www.pdfxviewer.com/

2. - Specificité des differentes neurotrophines

a. - Le NGF

Situé sur le chromosome 1 chez 'Homme, le NGFsgsthétisé sous deux formes
biologiqguement actives, la forme immature (26 kBla forme mature (13kDa) aprés clivage
protéolytique [12]. Le NGF est constitué de 3 chaipolypeptidiques, B, y interagissant
pour former la protéine. Seule la chaphest responsable des propriétés biologiques du NGF
[16].

Deux récepteurs pouvant lier le NGF ont été idiéstile recepteur TrkA qui se lie
spécifiquement & la forme mature et le récepte&7qui reconnait les 2 formes, avec une
affinité de liaison supérieure pour la forme immat{l7]. Ces récepteurs vont étre activés
apres dimérisation ou recrutement de protéinestattees. Des voies de signalisation TrkA-
dépendante ou p75-dépendante sont donc & l'origine des effets isdpir le NGF. Les
effets du NGF matures sont principalement médiésepgécepteur TrkA, toutefois, p75 a
un réle important dans la modulation de la transdaocdu signal : il a été démontré que les
récepteurs TrkA et p?%" pouvaient interagir, ce qui avait pour conséqudiacgmentation
de l'affinité du ligand pour le récepteur TrkA [28].

Le NGF et son récepteur TrkA sont exprimés dars phases tardives du
développement, puis tout au long de la vie, pacésiles neuronales (SNC et SNP) et non

neuronales (systeme immunitaire, et d’autres tissgagjue le sein, et la prostafenfra).

Le NGF a un role endogene de neuroprotection. alfoffise la survie, la
différenciation des neurones sensitifs et sympa#scinsi que la croissance neuritique [21].
La fixation du NGF sur son récepteur TrkA est edsb@ pour le fonctionnement des
neurones sympathiques et nociceptifs ainsi que laoorise en place de fonctions cognitives
élaborées [21].

De plus, son expression ainsi que celle de sogptéar serait régulée positivement
par de nombreuses cellules, cytokines et médiaaitinflammation aprés un dommage,
une ischémie, une inflammation tissulaire conféemwette NT un réle prédondérant dans la
réparation tissulaire au sein des SNC et SNP [&R]si, lors d’'une atteinte tissulaire, les
cellules gliales sécrétent le NGF nécessaire @paration neuronale, sous l'influence de
différents stimuli pro-inflammatoires (cytokinesP§, ROS, agoniste glutamatergique) [23,
24]. Le FGF (Fibroblast Growth Factor), I'lL-1 voagalement favoriser 'augmentation de

'expression de ce neuropeptide [25,.26]
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De nombreuses cellules non-neuronales produiserm@F tout au long de la vie
chez l'adulte : les cellules des glandes salivaites la peau (kératinocytes, mélanocytes,
fibroblastes), les cellules musculaires, endothedig27]. Toutefois, la majorité du NGF

circulant humain provient des cellules des glarsddisaires [28].

b. - Le BDNF

Le BDNF, deuxieme NT découverte, a été isolé &rpde SNC de porc et identifié
comme facteur de survie pour les cellules ne réaoingas au NGF [3]. Le BDNF est le
deuxieme membre de la famille des NTs a avoir détifié [3] et posséde un rdle majeur
dans la régulation de la survie et de la différati@n neuronale, tant au niveau du
développement du systéme nerveux central que déhem@ostasie chez 'adulte [29]. Le
BDNF permet la régulation de la plasticité neurenainsi que l'organisation et la
maintenance des connections neuronales au niveaerdeau embryonnaire et adulte [30].

Le BDNF interagit préférentiellement avec la cellnerveuse par I'intermédiaire de
son récepteur a haute affinité, TrkB, dans sa foromplete de 145 kDa. La présence extra-
cellulaire de BDNF, a des concentrations de l'ordde picomolaire, induit
I’lhomodimérisation du récepteur TrkB-145kDa etrinsduction du signal intra-cellulaire, en
induisant la phosphorylation du motif tyrosine laag31]. A la naissance, I'expression du
BDNF est faible. Ce n’est que dans les premieresgm post-natales du développement que
son expression augmente considérablement. Le BDdiFexprimé dans de nombreuses
régions du cerveau, notamment au niveau du sydigrhigjue (hippocampe), du néocortex et
du cervelet. Dans I'hippocampe, le BDNF potentelss transmission synaptique a la base du
mécanisme de potentialisation synaptique a longedt. TP, Long Term Potentiation) [32].

Au cours d’épisodes dépressifs majeurs ou dessttassynthése de BDNF est
diminuée suggérant ainsi une implication du BDNRgd& physiopathologie de ces maladies
[33]. Des variations du niveau d’expression deecBff pourraient étre a I'origine de troubles
de I'hnumeur [34]. Cette NT est également connue pativer la voie des sphingomyélinases
[35].

Sécrétion de BDNF

Au niveau du SN, le BDNF est produit en majorigg [&s neurones du cortex et de

I’hippocampe. Au niveau périphérique, différentgsey cellulaires produisent du BDNF. Cette
NT peut ainsi étre sécrétée par des fibroblastes, atllules épithéliales ou encore des

kératinocytes [36]. Elle est également produite ges cellules du systeme immunitaire
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(lymphocytes, mastocytes) [37, 38]. De plus, I'eegsion du BDNF a également été observée
dans différentes lignées tumorales [39]. Touteftés, plaguettes sanguines constituent le
réservoir essentiel de BDNF circulant [40].

c. La NT-3
Cette NT est présente dans I'ensemble des zon&N@u Elle est particulierement
fortement exprimée au niveau du cortex cérébralhiigpocampe et du cervelet notamment
lors du développement périnatal [41]. Cette NT esdentielle pour les phénomenes de
maturation neuronale et est exprimée tres tot ausode développement. A 'age adulte, son
réle est alors essentiellement lié aux phénomeereggulation des voies glutamatergiques
dans lesquelles NT-3 jouerait un role antagoniatBdNF [42, 43].

Sécrétion

La synthése de ce neuropeptide est essentiellergesitrale (cellules neuronales et
astrocytaires). Les cellules non-neuronales peuggalement sécréter cette NT, comme c’est
le cas pour les fibroblastes de la peau [44]. Toigeles données concernant sa sécrétion par

d’autres types cellulaires non neuronaux sont aSsarses.

3. - Récepteurs aux NTs

a. - Le récepteur p78'™®

Structure

p758'™® fut le premier récepteur aux NTs identifié danspuemier temps comme
récepteur du NGF [45, 46]. Il a été démontré parsildate que cette glycoprotéine
transmembranaire se liait a chaque NTs avec la naéfinéé€, de I'ordre du nanomolaire [45,
46]. p78' ™R appartient & la superfamille des récepteurs au &NFce titre est composé d’un
domaine extracellulaire constitué de 4 motifs répétiches en cystéine, d’un domaine
transmembranaire et d’'un domaine intracellulainestitué d’'un domaine de mort [47, 48]. Ce
domaine de mort, dépourvu d’activité catalytiquérimséque, sert a I'établissement des
interactions protéines-protéines conduisant a B&man des différents signaux. Ce récepteur
est impliqué dans les mécanismes de controle dealdlité cellulaire par régulation des
mécanismes apoptotiques. Il a pu étre observé deamsmes apoptotiques NGF ou BDNF
dépendant au sein de cultures de neurones, d'@igbdcytes ou encore de cellules
hépatiques [49-52].
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Il peut agir en tant que corécepteur des récepfbilk et favoriser 'augmentation de
la fixation du ligand pour ce type de récepteupdut agir également en tant que récepteur
des pro-NTs ou agir sur les transports rétrogragteantérogrades de ces NTs [49-52].
L'interaction NT/p7%™R favorise I'activation de différentes voies tellgee la voie des
céramides. Il est maintenant clairement établi g@g'™~ est impliqué dans I'apoptose
neuronale, en revanche les mécanismes mis en jguesaore mal connus. En effet, il
pourrait agir aussi bien en inhibant I'activaticesdécepteurs Trk ou en initiant par lui-méme
un signal pro-apoptotique.

Les voies de signalisation pro-apoptotiques aauoedht connues donnent un rble
central a la MAP-Kinase JNK qui conduit a I'actieat des caspases. JNK peut étre activée
par trois voies différentes : le recrutement ddgines adaptatrices, la synthése de céramides
et I'activation de la protéine G Rac 1.

Les protéines adaptatrices comprennent NRIF et NRAGIles sont recrutées
respectivement par I'intermédiaire du domaine detrabdu domaine juxtamembranaire et
sont capables d’activer directement JNK [53, 54. &llleurs, NRAGE est capable d’activer
directement p53 sans utiliser JINK comme interméali&5].

L’activation de p78™® entraine également celle des sphingomyélinasesbnaeraires.
Celles-ci clivent leur substrat, la sphingomyélira céramides qui sont alors capables
d’activer JNK [56, 57].

Enfin, des équipes ont également montré qu’apaésol de p7% < avec une proNT,
la protéine G Rac 1 était activée et entrainait caseade de phosphorylation via les MAPK
kinases kinases puis les MAPKK 4 et 8, spécifiqdesIJNK [58, 59]. Lorsque JNK est
activée, elle induit la phosphorylation et donctieation des facteurs pro-apoptotiques Bim,
Bid, Bax et p53 qui entrainent a leur tour la ld&i&n du cytochrome C a partir des
mitochondries. La voie des caspases est alorséagten particulier les caspases 3, 6 et 9
conduisant a I'apoptose [60, 61]. De plus, JNK gmalement phosphoryler c-jun conduisant
ainsi a la formation du facteur de transcription AMDeux des genes ciblés ont été identifiés :
celui de la protéine Bim et Dp5. Ces deux protéimggsartiennent au groupe des protéines
pro-apoptotiques et possédent un domaine BB{3-Z Homology Domain)3et sont donc
€galement capables d’entrainer I'apoptose [62].

NRIF peut également recruter TRAF6 qui induit sbypleiquitinylation, entrainant sa
migration dans le noyau ou il joue alors le roleréigresseur de la transcription et conduit a

un arrét du cycle cellulaire [63, 64].
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La protéine NADE est également capable d’'induiepdptose de certaines lignées
cellulaires aprés activation du récepteur B75mais sans mise en jeu de JNK et de la voie
des caspases. Son mode d’action est encore in¢65ju

Enfin, la protéine adaptatrice SC-1 peut égalerd@etrecrutée par p75°. Elle migre
alors du cytosol dans le noyau ou elle induit pas d@nécanismes moléculaires encore

inconnus, un arrét du cycle cellulaire [§B]gure 2).
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Figure 2 : Caractérisation et voies de signalisation imydicf le récepteur p75?

La liaison des NTs matures ou des proNTs induittif@tion de différentes voies de signalisation yaoi

conduire a la prolifération, la croissance neunigl’apoptose ou l'arrét du cycle cellulaire. Lgotéines
adaptatrices NRAGE et NRIF induisent I'activatiom ld MAPK JNK, puis la phosphorylation des facteoms-
apoptotiques Bim, Bid, Bax et p53 stimulant la tdtén de cytochrome c a partir des mitochondm¢sinsi
I'activation des caspases -9,-6et -3 qui condlig@optose. D’'apres Arevalo [67].

Cyto-c : cytochrome ¢ ; MAPK : Mitogen Activatedd®in Kinase; JNK: C-Jun N-Terminal Kinase ; NRIF :
Neurotrophin-Receptor Interacting Factor ; NADE:uRwrophin-Associated Cell Death Executor ; NRAGE :
Neurotrophin-Receptor-Interacting MAGE HomologueRAF6: TNF Receptor-Associated Factor 6.
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b. Récepteurs de type Trk
e Structure des Trk

La deuxiéme classe de récepteurs appartientamalé de récepteurs aux tyrosines
kinases. Trois récepteurs spécifiques de NTs antidentifiés, TrkA, TrkB et TrkC. Le
récepteur TrkA fut le premier récepteur caractéf® 69], tout d’abord comme récepteur
tropomyosine kinase impliqué dans les mécanismesojancogénes [70] puis comme
récepteur spécifigue du NGF [71]. Les deux autgespteurs ont été identifieés par homologie
de séquence avec le récepteur TrkA [68, 72]. Cidrelints récepteurs présentent une haute
affinité de liaison pour les NTs matures et setlipréférentiellement a chacun de ces
neuropeptides. TrkA se lie spécifiqguement au NGkBTau BDNF et a NT-4/5 et TrkC au
NT-3 [73]. NT-3 peut également se lier aux 3 réeap. Ces récepteurs sont des récepteurs
transmembranaires constitués de 3 domaines. Leidereatracellulaire est constitué d’'un
motif riche en leucine entouré par deux motifs eglen cystéine, ainsi que d’'un domaine
« lg-like ». Le domaine transmembranaire est ctaréstid’'une courte hélice. La partie
intracellulaire posseéde le domaine a activité tyr@&inase Figure 3). Ces 3 récepteurs sont
caractérisés par cette structure de 145 kDa. Tasief existe des isoformes tronquées des
récepteurs TrkB et TrkC, dépourvus de domaine #it#cttyrosine kinase. L'interaction
NT /Trk s’effectue essentiellement au niveau du dioe « Ig-like » [74, 75]. Contrairement
au récepteur p?8®, I'activation des récepteurs Trk se fait par dinsiitn, ce qui a pour
conséquence la transphosphorylation du domainsitygdinase [76].

L’activité tyrosine kinase est due aux 2 résidg®dine situés respectivement au
niveau juxta membranaire (motif NPXY) et au nivéaterminal (motif YLDIG) [77, 78].
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Figure 3 : Représentation des neurotrophines et de leurstetasplrk

Les neurotrophines NGF, BDNF, NT-3 et 4 se lient différents récepteurs en fonction de leur afinNGF se
lie préférentiellement au récepteur TrkA, le BDNHa&eNT-4 au récepteur TrkB et la NT-3 au récepfEtkC.

Le récepteur Trk est un récepteur de 145 kDa passédh domaine extracellulaire riche en leucinetéine et
un domaine « Ig-like », un domaine transmembraretinen domaine a activité tyrosine kinase. La fo@tdes
NTs et la dimérisation des récepteurs s’effectaentiveau du domaine Ig-like permettant I'activatde voies

de survie.
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» TrkA

Ce récepteur transmembranaire a été décrit poprelaiéere fois dans les processus
oncogéniques au sein de cellules cancéreuses dale® humaines, la lignée HT-29 [69]. Ce
n’est que quelques années plus tard que sa fordtioacepteur au NGF fut démontrée dans
des fibroblastes, puis dans des mécanismes déépatibn et de survie neuronales [68, 79].
L’interaction TrkA/NGF est ainsi impliquée dansdtavation de voies de signalisation anti-
apoptotiques. La fixation du NGF sur le réceptedkAT entraine sa dimérisation et son
activation. Il s’ensuit la phosphorylation des sires 490 et 785 conduisant a I'activation de
la PIBK/AKT [69]. La PI3K activée permet la catadydes PIP2 en PIP3 permettant ainsi le
recrutement et l'activation de PDK1. AKT est alastivée aprés phosphorylation des
thréonine 308 et sérine 473 ce qui conduit a Natibon de Bad par phosphorylation des
sérines 112 et 136. Bad phosphorylé forme aloreétérodimére avec la protéine 14.3.3, ce
qui empéche la formation de I'hétérodimére Bad/Bkl- Bcl-XL libre va former un
hétérodimere avec Bax, empéchant ainsi la formatidromodimere Bax et donc la
transmission de signaux apoptotiques [69].

La phosphorylation de la tyrosine 785 au nivealadmartie C-terminale du récepteur
permet également le recrutement d’enzymes telledagBLG et la PKC [69].

Le NGF a un effet sur la motilité cellulaire pactivation de la voie impliquant la
protéine c-Abl (tyrosine kinase non associée &gepteur). Lors de 'activation du récepteur,
c-Abl s’associe au niveau de la région juxta memdira. Ceci entraine 'activation de c-Abl
et le recrutement de la paxilline ; ces acteurst sopliqués dans les mécanismes de
régulation du cytosquelette et de la motilité delhe au cours du développement neuronal
[80, 81].

> TrkB
TrkB, récepteur spécifique du BDNF et de la NTpdut, cependant, étre activé par
la NT-3 [69]. Il présente une homologie de séquddeatique a 57 % a celle du récepteur
TrkA [69].
La forme complete est exprimée dans les celluesanales du SNC et également
dans d’autres types cellulaires non-neuronauxsajoe la forme tronquée se retrouve aussi

bien dans les neurones que dans les cellulesg[@23.
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» TrkC
Ce récepteur, qui présente également une struttosine kinase conservée, est le
récepteur spécifique de la NT-3 [83].

*Fonctions des récepteurs Trk

Les cascades intra-cellulaires recrutées parémepteurs impliquent essentiellement
3 voies de signalisation (MAPKinases, PISK/AKT, B Cschématisées dans Fgure 4
[84]. Ainsi, par exemple, les différentes protéinadaptatrices recrutées lors de la
dimérisation des récepteurs favorisent l'activatide Ras, acteur indispensable a la
différenciation et a la survie neuronales [84].adtivation des récepteurs favorise également
le recrutement des molécules Cdc42 et Rac [84}h Bi€impliguées dans les processus de
différenciation et de survie neuronales, les NTtsrzant également des protéines de la famille
des RhoGTPases participant ainsi a I'organisatiormydosquelette et a la motilité cellulaire
[84].
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Figure 4 : Voies de signalisation mise en jeu lors de l'intdan NT/Trk

La fixation du peptide sur le récepteur entraindig#risation, I'activation d’'une cascade de phaosplation et
le recrutement de protéines adaptatrices et d’eagypermettant ainsi I'activation de diverses vetulaires.
Les deux tyrosines situées (Y490 et Y785 pour TrdAhs le domaine intracellulaire vont étre phosylkes
suite a linteraction ligand/récepteur et vont ddnser des points d'ancrage pour différentes pragi
adaptatrices et enzymes. Y490 phosphorylée enttairecrutement de la protéine adaptatrice Shdligague
Y785 induit le recrutement de la P{ClLes autres tyrosines kinases phosphorylées (Y88@4, et Y675)
peuvent également recruter d’'autres adaptatricesr®SH2B, APS, et Grb2. Le recrutement de cesrdiifés
protéines adaptatrices va déclencher l'activatiea doies MAPK (Ras, Rap), PI3K, PL@onduisant a des
signaux de prolifération et de survie cellulaitéactivation de la voie des MAPK active des facteute

transcription comme CREBp (cAMP-Response-ElementiiBig proteinyia les kinases de la famille de Rsk.
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c. - La sortiline : dualité fonctionnelle
. Fonction de transporteur

La sortiline ou NTSR-3 est une protéine de 95 kpaartenant a la famille des
protéines de transport Vps10p-D (Vacuolar Protairtisg Domain). Elle exerce une fonction
de transport des NTs mais également une fonctio®akpteur de type | [85]. Identifiée dans
un premier temps comme co-récepteur de la RAP (Recéssociated Protein) [85], la
sortiline a été plus récemment identifice commeémme de la famille des protéines Vps10p-
D qui comporte également la protéine SorLA et desdines SorCS 1-3 [86Figure 5).

Cette protéine comme les protéines de transpodl®pD, posséde un domaine
extracellulaire riche en motifs cystéine, une ségageptide signal, un pro-peptide au niveau
N terminal, une partie transmembranaire et un cdomaine intracellulaire comportant une
séquence consensus hexapeptidiqgue d’internalis§éh Le domaine intracellulaire est
dépourvu d’activité catalytique, ce qui nécessie présence d'un corécepteur afin de

permettre la transmission des signaux [86].
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Figure 5: Structure et corécepteurs de la sortiline

a. Représentation tridimensionnelle du site desdimiaux pro-NTs de la sortiline. b. Structure prpté de la
sortiline comportant un domaine extra-cellulairerié d’'un pro-domaine (proD.) et d’'une séquenceadi(fBS)
clivée sous I'action de furines protéases (FS)ndlamaine fibronectin-like, d'une séquence homoéogropre
aux protéines Vpsl1l0. Aprés une courte hélice trmestbranaire, le domaine intra-cellulaire componte u
séquence consensus hexapeptidique d'internalisg®dnc. La sortiline, protéine dépourvue de domaine de
transduction du signal, s'associe avec§7%our engendrer un signal pro-apoptotique au niwdesicellules
neuronales. Elle permet également la transductidum dsignal prolifératif au niveau des cellules
adénocarcinomateuses par son association avec N@&Rfavorise la migration microgliale, le partemair
membranaire restant actuellement inconnu. La fixatle la lipoprotéine lipase (LpL) a la sortilinermet
également son internalisation et sa dégradatiolulaee. D'aprés J Mazella, Cellular Signalling 2001 et
Piardini, Neuropeptides 200836].
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Elle est essentiellement localisée au niveau dearéex, de I'hippocampe, du gyrus
dentelé [85, 87]. Toutefois, de nombreuses donimééguent que cette protéine est également
distribuée dans des tissus non neuronaux tels ajpeokstate, les testicules, le pancréas, le
ceeur, l'intestin et les muscles [85]. L'expressitenses transcrits est cependant faible dans les
tissus spléniques, thymiques et médullaires [8B]n@st que récemment que la présence des
transcrits et de la protéine sortiline a été céride au niveau lymphocytaire B par notre
equipe [88] puis des lymphocytes NK [89].

La sortiline, protéine majoritairement intra-cédive (85 a 90%), possede une
fonction de protéine de transport des NTs, fonctiépendante du clivage préalable du pro-
peptide N terminal par des furines protéases [2D,®e clivage protéolytique du pro-peptide
est également indispensable a la fixation des auligands de la sortiline, notamment de la
RAP et de la neurotensine [92] et est indispensaliledressage membranaire de la protéine
[90].

Le pro-NGF et le pro-BDNF, interagissent, par $epro-domaines, avec la sortiline
et sont ainsi transportées de I'appareil de Godgs\Ja membrane par cette protéiRere
1) [14, 93, 94]. Néanmoins, I'existence d’autrest@ires de transport des NTs est évoquée
d’'une part en raison de I'absence d’interactiomeslat NT-4 et la sortiline [93] et d’autre part
avec les modéles de souris SORTyant un développement embryonnaire cérébral sub-

normal [95].

*Fonction de co-récepteur

La sortiline, exprimée a la membrane est dépoudeutonction catalytique en raison
d’'un segment intra cellulaire trés court. Elle ddinc s’associer a d’autres protéines pour
transmettre un signal [14]. C’est ainsi, qu’en saasant avec le récepteur P78 elle favorise
la transmission des signaux pro-apototiques [14]eftet, il a été démontré que la sortiline
présentait une affinité plus importante pour les-li's que pour les NTs [14]. L'affinité de
la sortiline pour le NGF est faible (Kd de 90 nMjrpapport a celle du pro-NGF (Kd 5nM)
[14]. Les voies de signalisation faisant intervdiiétérodimére p7% /sortiline ne sont pas

bien connues. Toutefois, elles pourraient implidaeroie JNK [14].
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B.La neurotensine

La neurotensine est un polypeptide identifié paupriemiere fois en 1973 par I'équipe
de Carraway [96]. Ce neuropeptide, isolé a paréixtcaits d’hypothalamus bovins, présente
des caractéristigues capables d’induire des phémesned’hypotension. Comme tout
neuropeptide, la neurotensine est issu d'un préaurscommun, qui aprés clivage
protéolytigue conduira a la formation du peptideturea [96]. La neurotensine est
principalement localisée au niveau du SN et auau\adu systéeme digestif. Compte tenu de sa
double localisation, ce neuropeptide possede desactéaistiques a la fois de

neurotransmetteur et d’hormone neuroendocrine.

1. Structure et fonction de la neurotensine

La neurotensine est un tridécapeptide composé A& IBGIlu-Leu-Tyr-Glu-Asn-
Lys-Pro-Arg-Arg-Pro-Tyr-lle-Leu) et de masse moléie de 1,5 kDa [96]. La structure du
géne codant pour ce neuropeptide a été établiedpartda partir de cellules de muqueuses
entériques canines. Ainsi, a été mis en évidencepmdturseur de 170 AA, la pro-
neurotensine, qui aprés clivage protéolytigue g&n@r types de neuropeptides: la
neurotensine et la neuromédine N (NRjglre 6) [96]. D’'une espéce a l'autre, la séquence
polypeptique est hautement conservée au niveawa deéduence hexapeptidiqgue au niveau
carboxyl terminal [97, 98]. Chez le rat, le géndamt pour la neurotensine est constitué de 4
exons, l'exon 4 étant I'exon codant pour les fornmeature NN et neurotensine. Chez
’Homme, il est situé au niveau du chromosome 122 §8B].

Le site fonctionnel de la neurotensine est situéedrs AA 8 et les AA 13 au niveau
carboxyl terminal [97, 98].

Au niveau cérébral, la neurotensine est essentietd impliquée dans la nociception
[99]. Au niveau digestif, la neurotensine induiffélients effets biologiques notamment la
stimulation de la sécrétion pancréatique, la métiliu colon, et la translocation des acides
gras [99].

Ce neuropeptide est donc caractérisé par des etépritrophiques au niveau
gastrointestinal en condition normale et en coaditumorale. Les effets de ce neuropeptide

en situation pathologique seront abordés dans ¢dose« - La neurotensine et ses

récepteurs page 61.
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Figure 6: Structure peptidique de la pro-neurotensine humaine

La formation du précurseur pro-neurotensine (prdMMN) résulte du clivage (fleches noires) par desyenes
spécifiques (endopeptidases) de la séquence dudpepgnal de 23 AA. Ce peptide permet également
I'adressage des peptides vers la voie de sécré@oneuromédine N (NN) et la neurotensine sont &@esden N-
terminal et en C-terminal de doublets dibasiquesiniarArginine qui vont étre reconnus par des caases
(proconvertase, PC). Apres clivage, les peptidetumas (neuromedine N et neurotensine) seront gereiré

stockés dans des granules de sécrétion spécifilgulesir zone d’action. (D’aprés Ernstaét2006)[100]
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2. Localisation de la neurotensine

a. Au niveau central

Au niveau du SNC et du SNP, la neurotensine présem¢ distribution hétérogéne
en fonction de ses différentes actions de neursitnaetteur et de neuromodulateur. La
neurotensine est exclusivement localisée danslades nerveuses [101]. Elle est colocalisée
avec de nombreux neurotransmetteurs notammentvaawnides voies dopaminergiques et
sérotoninergigues [102], exprimée au niveau deezampliquées dans le traitement de la
douleur (raphé, aire périaqueducale grise), dessvoardiovasculaires ou encore des voies
impliquées dans les processus de thermorégulatloypothalamus ventromédian et
dorsomédian) [102]. La neurotensine est forteme&ptimée au niveau hypothalamique. La
distribution de la neurotensine dans le SNC neémprte que 10 % de I'ensemble de son

expression [102].

b. Au niveau périphérique
La quasi-totalité de la neurotensine présente tlarganisme est située au niveau
périphérique. En effet, ce neuropeptide est logaéissentiellement au niveau du tractus
gastro-intestinal ou il exerce une action neuroend®nne [102]. La neurotensine est
€galement présente au niveau cardio-vasculairecutaie, et de I'épiderme [102]. Ce
neuropeptide, peut également étre colocalisé, cormbservé au niveau du SNC, avec
d’autres neurotransmetteurs et hormones [102].

La neurotensine est sécrétée dans la circulatiotepaellules endocrines de l'intestin
(cellules N) [103] et intervient dans les procesdedigestion. En effet, apres un repas, les
concentrations de neurotensine dans le sang augmerit0-20 pM a 230 pM [104].

La neurotensine a essentiellement pour effets gigles la modulation de la
transmission dopaminergique, de la nociceptionredlargage des hormones pituitaires et la

régulation de la prise alimentaire [102].
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3. Récepteurs de la neurotensine

La neurotensine exerce son action par 'interactivac 2 types de récepteurs. Les
récepteurs NTSR-1 et NTSR-2 qui appartiennent &araille des récepteurs couplés aux
protéines G (RCPG) et le récepteur NTSR-3, meméia thmille des Vps10p-D.

a. NTSR-1
Le premier récepteur isolé a partir de cellulesadeuis de cellules humaines fut le
récepteur NTSR-1 [105, 106]. Ce récepteur, de hailla des RCPG de type Gqg, a été
identifié comme le récepteur de haute affinité pauneurotensine (concentration de I'ordre
subnanomolaire) [106-108]. La majorité des effatdal neurotensine au niveau des SNC et
SNP est transmise par ce récepteur [109].

Le gene codant pour ce récepteur est constitugaik ihtrons et d'une séquence
tétranucléotidique répétée en aval du site de peélyglation [110]. Au niveau 5', on trouve
plusieurs sites de liaison aux facteurs de trapon et une séquence de régulation négative.
Chez ’lhomme, ce gene est situé sur le bras longhdomosome 20 [111].

Comme tout récepteur de la famille des RCPG, NTSRékente une structure en
hélice avec 7 domaines transmembranaires. Le goepumain est constitué de 418 AA
comportant 4 sites de N-glycosylation situés d&drémité aminoterminale et dans 1§"2
boucle extra-cellulaire (E2); deux cystéines dés boucles extracellulaires E1 et E2
suggérant l'existence d'un pont disulfure. Des edude mutagénése dirigée ont permis
d’identifier les boucles impliquant dans la fixatiolu ligand sur son récepteur. Ainsi, les
boucles E2 et E4 seraient impliquées dans la hamsurotensine / récepteur, 158 boucle
intracellulaire (13) serait le site de couplage auatéines Gq [112]. L'extrémité C-terminale
contient les résidus nécessaires au découplage lahtérnalisation du récepteur. La
phosphorylation du groupement sérine 415, thréodibé et sérine 417 est essentiel au
processus de découplage. Les acides aminés, theéaotfl2 et tyrosine 424 seraient
indispensables aux processus d’internalisatiorédepteur [113].

Le découplage et la phosphorylation de NTSR-1 faeot la fixation de I arrestine
au niveau cytoplasmique, entrainant les phénomeéraslocytose [110]. De nombreux
RCPG sont internalisés au niveau intracellulaireéspla fixation de leur ligand. Ces
récepteurs vont pouvoir soit, retourner au niveamiiranaire, soit étre dégradés au niveau
du lysosome. Ces mécanismes font intervenir lesn@hénes de resensibilisation,

désensibilisation et permettent un contrdle depfegsion des genes. Ainsi, la fixation de la
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neurotensine sur son récepteur, va favoriser landition de I'expression des sites de liaisons
et favoriser son internalisatioRigure 7) [114].

Le récepteur est localisé au niveau du systemesorreghez I'adulte, essentiellement
au niveau des neurones de la substance noireg fegmentaire ventrale, les noyaux de
'amygdale, le striatum, le cortex cingulaire, eottiinal et olfactif [110].

Au niveau périphérique chez le rat, les ARNm codaotr le NTSR1 semblent
principalement localisés au niveau du célon, de,falu duodénum et dans une moindre
mesure dans le pancréas [115].

Chez I'hnomme, NTSR1 est également localisé au nivda pancréas ormal,
protégeant les cellules 3 de I'apoptose induitdldkibeta [116]. On le retrouve également au
niveau utérin, principalement au niveau des cedluheisculaires striées ; les gluccorticoides
ainsi que les estrogenes permettent 'augmentalohiexpression de ce récepteur [117]. A
noter que si I'expression de la forme mature a B4 &st retrouvée au sein des tissus utérins
normaux ou leiomyomateux, en revanche, I'expresg®rariant d’épissage est restreinte aux
cellules tumorales [117].

L’expression de NTSR1 est ubiquitaire au nivau dbet digestif, les cellules

neuroendocrines, les mastocytes et adipocytesuadigxprimant ce récepteur [118].

b. NTSR-2
Le NTSR-2 a été décrit pour la premiere fois paqlipe de Jean Mazella, est
identifié comme le récepteur de basse affinité dauneurotensine, avec une constante de
dissociation de I'ordre du nanomolaire [114]. Ceepteur présente également une sensibilité
aux ions sodium. A la différence du récepteur dgdaffinité, la distribution de ce récepteur
dans le SNC se fait au niveau des neurones etetlakes gliales [119, 120].

Les premieres données concernant la localisatioBbrasle de NTSR-2 ont été
obtenues par [l'utilisation d'un inhibiteur spécifig) du récepteur a basse affinité, la
lévocabastine [119]. La localisation cérébrale diSR-2, plus diffuse que celle du NTSR1,
concerne les cortex cingulaire, préfrontal, patiétacipital, temporal, insulaire et
enthorhinal), la formation hippocampale (CAl et isulum dorsal) et les tubercules
guadrijumeaux antérieurs. Il semble donc que le R Soit préférentiellement exprimé dans
le cortex cérébral et dans les aires cérébralesigu@es dans la perception de la douleur
[121].

Les ARNm codant pour le NTSR2, quant a eux, sartbplocalisés chez le rat dans le

tractus gastro-intestinal au niveau du fundus Kjtali984 #2186} mais également dans
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'utérus [122]. Chez I'homme, la présence de NTSBsR également ubiquitaire dans le
tractus digestif, les études immunohistochimiquesarévélées sa localisation membranaire
au niveau des cellules patiétales gastriques, ddslas neuroendocrines, ainsi que des
mugqueuses gréliques et coliques [123].

Des différences dans le devenir de ce réceptedsamtivation sont observées par
rapport au récepteur de haute affinité. Ainsi, @rement au récepteur NTSR-1, NTSR-2 est
recyclé a la membrane apres son internalisatiagu(gi7). Ce phénoméne est di a la présence
d'un résidu tyrosine au niveau de [8"8boucle extracellulaire (E3). Ce recyclage est nkise
chez la souris mais pas chez 'homme. En effetétepteur humain differe du récepteur
murin par la présence d’un résidu cystéine a lagpthu résidu tyrosine, rendant impossible le
recyclage de ce dernier [124].

L'utilisation d’inhibiteurs pharmacologiques et deodéles animaux KO pour le
récepteur NTSR-1 a permis de mettre en évidencdequecepteur NTSR-2 serait impliqué
dans la transmission des effets analgésiques ethsgmiques de la neurotensine [125, 126].
Son réle dans ces mécanismes est confirmé parcsdisktion au niveau des structures

cérébrales impliquées dans la douleur [127].

c. NTSR-3
La neurotensine peut également se lier a une eatégorie de récepteur : le récepteur NTSR-
3 ou sortiline. Les caractéristiques de NTSR-3d@ja été abordées précédemment pour ses
fonctions de transporteur des NTs ou de co-récepep75 ™ (chapitre 1.1.1.b). NTSR-3 est
un récepteur de type 1 appartenant a la familleMpeslOp récepteurs (Figure 2 page 42)
[128]. Ses fonctions pro-apoptotiques liées axation des pro-NTs sont contrebalancées par
des phénomeénes d’internalisation mais égalementlivige de ces domaines extra- et intra-
cellulaires.

L’apoptose induite par I'interaction des pro-NTs Ehétérodimére p75+ / sortiline

est par ailleurs limitée par l'internalisation décepteur hétérodimérique, la cinétique et les
facteurs déclenchant cette endocytose étant amtoetit inconnus [129, 130].
Le domaine extra-cellulaire de la sortiline peue &livé par TACE, ce clivage semblant étre
faible dans les modéles de cellules transfecté@l¥@min'), et ce comparativement a
d’autres membres de la famille Vps10 ou de¥7%131]. L'adjonction de pro-NGF ou de
neurotensine dans le milieu de culture n’influepes le niveau de clivage de la sortiline,

suggérant I'existence d’un mécanisme de clivagenligindépendant [131, 132].
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Le clivage du domaine extra-cellulaire de la $odi rend accessible la partie
intracellulaire juxta membranaire a I'action desécrétases, la fonction biologique du clivage
du domaine intra-cellulaire de cette protéine r@gpaur I'instant inconnue [86].

La neurotensine par lintermédiaire de ce réceptexerce ses effets sur les
mécanismes d’activation et de migration des -cdlulmicrogliales qui expriment
constitutivement ce récepteur [133, 134]. Sa Iga#ibn au niveau du SNC concerne
I'hnippocampe et des cortex cingulaire, piriforméeethalamus ventral ainsi que les tubercules
quadrijumeaux antérieurs [87].

La sortiline est également retrouvée au niveaéhrat au cours de I'embryogenese
avec une distribution superposable a celle du N&FF: |

Des études en Northern Blot ont confirmé qu’efiefertement exprimée au sein de
tissus non-neuronaux variés comme la prostatéestisules, le pancréas, le coeur, I'intestin et

les muscles [85].

| Adivation NTR

Figure 7: Les différents mécanismes cellulaires impliquamtdarotensine et ses récepteurs
La liaison de la NT au récepteur NTSR-1ou NTSRdinla stimulation de la phospholipase C. Cettéesation

a pour conséquence la production d'inositol triphase (IP3) et de diacylglycérol (DAG) a partir de
phospholipides membranaires (PiP2). IP3 provogaes dh mobilisation du calcium intracellulaire aveau du
RE. L’activation de la PLC conduit également adanfation de DAG. Ces phospholipides vont étre clgsab
d’'activer la PKC et de médier des signaux de pFaiion. L'activation du récepteur RCPG par soanijse
traduit dans un'"™ temps par l'internalisation du complexe ligandepeur. NTSR-1 sera dégradé tandis que

NTSR-2 sera recyclé et transloqué a la membraraprds Myers etl. 2009
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Lors de lésions corticales cérébrales d'origineurmatigue ou ischémique, les
neurones des zones lésées se caractérisent paex@ression membranaire de B7%et une
apoptose induite par le pro-NGF [135]. En effetnkutralisation du pro-NGF produit au
niveau de ces zones lésées protege les cellulemnades de I'apoptose et permet la
restauration cellulaire [135]. Il est vraisemblables cette action pro-apoptotique du pro-NGF
conduisant a la dégénérescence soit directementali€interaction de cette pro-NT sur
I'hétérodimére p7%™/ sortiline.

L'implication in vivo de I'hétérodimére p?8R / sortiline dans I'apoptose secondaire
a une lésion nerveuse périphérique a été récemmisat en évidence dans des modéles
murins. Le pro-NGF par son interaction avec 'B75est ainsi responsable de la mort des
cellules oligodendrocytaires apres traumatisme fedce [61]. L’hyperexpression de
I'hétérodimére p7%'™" / sortiline est étroitement corrélée & I'apoptdes cellules de Schwann
aprés axotomie du nerf facial [136], a I'apoptose@ronale du ganglion rachidien postérieur
L4/5 suivant la section du nerf sciatique [137hsaiqu’a la dégénérescence rétinienne post-
ischémique dans des modeles murins [138]. L'intevacdu pro-BDNF avec I'hétérodimere
p75'"R / sortiline est ainsi directement responsableafptose des neurones sensitifs aprés
axotomie, la neutralisation de la sortiline ou dw-BDNF par des anticorps bloquants
permettant d’'arréter la mort neuronale [139]. L'pjose des neurones sénescents est
également sous la dépendance du pro-NGF et denyadtion avec la sortiline, I'expression

membranaire de la sortiline augmentant au courgeillissement [140].

Les fonctions biologiques de la sortiline ne soas ponfinées au transport et a l'interaction
avec les pro-NTs ; cette protéine posséde en affetble detransporteur du glucosau
niveau des tissus adipeux et osseux par son ititeraavec I'isoforme 4 de la protéine
transporteuse du glucose (Glu4) [91], et permedidmrégulation de la réponse insulinique
des cellules musculaires murines [141] ; aucuneélem’est actuellement disponible quant a

I'équilibre glycémique des souris SORT
La sortiline est également un decepteurs de la lipoprotéine lipag@42], de la

RAP ainsi que de Ia&SAP (« Sphingolipid Activator Protein ») et est impli&g dans le
transport intra-cellulaire post-golgien de cesétidhtes protéines [85, 128, 142, 143].
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La neurotensine, par sa liaison avec la sortijieemet égalementinduction de la
migration des cellules microglialeda protéine membranaire assurant la transduation

signal restant inconnue [144].

La SAPainsi que ldipoprotéine lipasesont transportées par la sortiline au niveau du
méme site de fixation que les pro-NTs, des compgsitd’affinités entre ces différentes
protéines et la sortiline pouvant la encore modldemiveau d’excrétion des pro-NTs [128,
143].

C.Neuropeptides et pathologies du SN

1. Les neurotrophines

Les NTs sont des acteurs indispensables de laqgikaet du bon fonctionnement
neuronal. Compte tenu de leurs fonctions essesgielies recherches se sont intéressées aux
changements éventuels de ces neurotrophines lerprdeessus neurodégénératifs. On a pu
ainsi observer que des mutants TrkA étaient imglgdans le développement du syndrome
humain CIPA (« Congenital Insensitivity to Pain aachidrosis ») [145, 146]. Ce syndrome
héréditaire rare est di a un défaut de la sign@isales NTs et entraine des neuropathies
[147].

Dans la maladie d’Alzheimer, I'apparition d’un oéf cholinergique est l'une des
caractéristiques de cette pathologie. Dans des lemttansgéniques de maladie d’Alzheimer
et chez des rats ages détériorés, il a été obsaesaltération du transport rétrograde du NGF
[148, 149]. Etant donné le r6le majeur du NGF ert tpue facteur de survie des neurones
cholinergiques, ces observations suggérent quehasgements survenant dans le transport
rétrograde du NGF pourraient étre un des événemeriisoces conduisant au déficit
cholinergique et au développement de la patholdgie, 149].

Le r6le du BDNF dans les pathologies neuro- psitdiques et en particuliers dans
les troubles de I'humeur est confirmé depuis urmaide d’années. Ainsi, I'hypothése
monoaminergique reposant sur un déficit cholinergignitialement proposé dans la
dépression n’'est plus l'uniqgue hypothése afin digxer I'étiologie de cette pathologie.
L’hypothése de I'expression génique semble a ptgsédominer. Cette derniére suggere que
la diminution de I'expression du géne codant poer BDNF pourrait expliquer le
développement de la dépression [150]. Ces obsengmtiont corrélées avec les faibles taux

sériques de BDNF constatés chez des patients paéseme dépression majeure caractérisé
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et suggere ainsi lI'implication de ce facteur neumolhique dans les troubles de I'humeur
[150]. Le role des NTs n’est pas restreint a cetglp pathologies puisque leur implication
dans les troubles bipolaires a récemment été swulithl, 152]. En effet, des études sur des
souris KO pour ce gene ont mis en evidence ledéleette NT dans les troubles de 'humeur
[153]. L’'action des anti-dépresseurs reposeraitlguregulation de I'expression du BDNF
susceptible d’'activer la neurogenése hippocampéjuansi d’améliorer les mécanismes de
plasticité cérébrale et d’adaptation chez le silggressif.

Les pro-NTs et p75" interviennent également dans les processus neyéndéatifs
de la maladie d’Alzheimer. En effet, la voie d’'a&etion de I'apoptose et par conséquent de
pro-NT/p78'™® est activée aprés un dommage ou un stress cedlidai niveau du cerveau
[135, 154]. La balance entre les voies P75et TrkA est également impliquée dans
I'évolution de la pathologie, notamment dans larfation des plaqugsamyloides [155-157].
L'utilisation de la neurotensine comme ligand cotitpar a permis de mettre en évidence que
la neurotoxicité induite par le pro-NGF était dlkaasociation p78"/NTSR-3 [140, 158]

2. La neurotensine

Compte tenu de son rble dans les voies dopammergi et glutaminergiques,
limplication des récepteurs a la neurotensineammhent du récepteur de haute affinité
NTSR-1 a été établie dans des pathologies neurodéaéves telles que la maladie de
Parkinson, ou encore la maladie de Huntington [16@] neuropeptide et ses récepteurs sont
également impligués dans la physiopathologie ddgbegies psychiatriques comme la

schizophrénie [159].

Les NTs et la neurotensine sont donc des neunogspfprimordiaux dans le
maintien de I'homéostasie neuronale par I'équiliertre la balance mort / survie des
populations neuronales et astrocytaires. lls peuagir séparément ou en synergia la
protéine de transport et co-récepteur la sortiline.

Compte tenu de leurs réles prolifératifs et aptfatotique, ces neuropeptides et
leurs récepteurs pourraient favoriser le dévelogmgmde pathologies autres que

neurodégérératives, notamment dans les processagdémques.
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1 Neuropeptides et processus oncogéniques

A.- La neurotensine et ses récepteurs

La présence ubiquitaire des NTs dans l'organisriagement été démontrée depuis
leur découverte dans les années 50. Leur implicatans des processus majeurs de survie
cellulaire a conduit a rechercher leur fonctiongdlboncogénése. Plusieurs équipes ont décrit
'expression anormale de NTSR-1 dans différentgesyge cancers solidgs07, 160]ce qui
permet actuellement d’envisager des essais théigpes en oncologie a l'aide d'un
inhibiteur pharmacologique de NTSR-1 (le Meclinettaou SR 48692, Sanofi-Aventis).

En condition physiologique chez le rat, la neurste& stimule la prolifération des
cellules du systéme digestif [161, 162]. Les preeseédonnées sur I'implication de la
neurotensine et son réle dans les processus tumdedent des années 1980. Lors de I'étude
de la sécrétion de la calcitonine par les cellaksplasiques de carcinome de la thyroide chez
le rat, 'équipe de Zeytinoglu observe également plniénoméne inattendu, ces cellules
carcinomateuses synthétisent et sécrétent égaletadatneurotensine [163]. Chez 'homme,
'association entre I'expression de la neurotengin&a tumorigénese est découverte pour la
premiere fois au niveau du cancer du pancréas léanannées 80 [164]. Cette association
neurotensine / oncogénese solide est confirméequeslannées plus tard, au niveau de
différents cancers (cancer du pancréas, carcinamk dhyroide, adénocarcinome colique,
cancer du poumon) ou I'expression de la neurotensifou de ses récepteurs est observée au
niveau des cellules tumorales [165].

Lors de I'interaction de la neurotensine avecrgmepteur de haute affinité NTSR-1,
I'effet principalement observé est I'activation BePLC [166]. Il s’ensuit la formation de
DAG et d'IP3 modulant ainsi la concentration ingtalaire de calcium. Le calcium en se
liant a la calmoduline va permettre I'activationldeNO synthase et de protéine kinase [166].
De nombreuses études mécanistiques ont été eféscafin d’établir le rdlen vitro de la
neurotensine et de ses agonistes sur la proliéérates cellules tumorales [166]. Ishizuka et
son équipe rapportent I'effet trophique de la n&msine exogéenén vitro sur la lignée
pancréatique humaine MIAPaCa-2, effet qui jusqu&lo’avait été observé que chez le rat
[166]. Les taux de calcium, d’AMP cyclique et d’'lRfracellulaires sont augmentés de facon
dose-dépendante en présence de neurotensine exdgeciea confirmé I'activation des
mécanismes intracellulaires de transduction duasitifs a la fixation de la neurotensine sur
ses récepteurs de haute et de basse affinité [O6ije I'activation des voies de signalisation
de la PLC et de la PKC, la neurotensine activeedgait la voie des MAPK [167]. Une autre
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étude, réalisée avec les cellules MIA PaCa-2 aemidvidence le réle de la neurotensine dans
'activation de la voie des MAPK, entrainant I'aetiion des kinases ERK et JNK puis
I'activation des facteurs de transcription c-Fos-@in via 'AP1[167]. Les sighaux de survie
ainsi activeés contribuent a la prolifération de celules tumorales. Ce neuropeptide, par son
action sur les voies de transduction, active deorfadose dépendante le facteur de
transcription de la famille des IEG (ImmediatelyrigaGene) Krox-24 ou EGR-1 (Early
Growth Response-1) dans la lignée d’adénocarcinmtigue humaine HT-29 qui expriment
naturellement les récepteurs de la neurotensineRNI67].

Les effets trophiques de ce facteur sont mis emgere dans de nombreux types de
cancers solides autres que les adénicarcinomeséadincies et coliques ou I'effet prolifératif
de la neurotensine a été initialement décrit [184]. neurotensine contribue ainsi a la
prolifération des cellules malignes de la prostale,la vessie, du sein, du pancréas, du
poumon, de la plevre (carcinome bronchique nontéepecellules et mésothéliomdd)07,
114, 160, 168, 169] ainsi que des adénomes hypahgs[170] habituellement bénins et
n'exprimant pas les récepteurs NTSR-1 et NTSR-2.

Une dérégulation de I'expression du récepteur deteh affinité NTSR-1 a été
observée dans de nombreux cancers humains, fétsdrmt'une relation entre la surexpression
de NTSR-1 et 'augmentation de la prolifération deBules tumorales liées a la neurotensine
[171-174]. Des études récentes ont établi queudexpression de NTSR-1 était associée a
'agressivité tumorale et au mauvais pronostic dérmnts cancers solides tels que les
carcinomes bronchiques non a petites cellfll&d], les adénocarcinomes mammaife89],
coliques[175], prostatique [176] et ORL [177].

Par RT-PCR, réalisées avec des lignées humainesadeer de la prostate a
différents stades, des différences d’expressiorédepteurs ont été mises en évidence entre
les tissus tumoraux et non-tumoraux. Ainsi, NTSBtINTSR-2 sont surexprimés dans les
cellules malignes tandis que I'expression NTSR-Seeonstante quel que soit le type de
tissus [176]. Une différence d’expression des NB8RN les différents grades de malignité a
parallelement été démontrée [166]. Ainsi, NTSR{lsesexprimé dans les cellules les moins
différenciées associées a un haut grade de mgligni'inverse de NTSR-2 dont I'expression
est détectée dans les cellules les plus différengiE76].

La neurotensine, lors des processus cancérigéags, sur 'homéostasie en
favorisant les processus de prolifération et daihciation [166]. Toutefois, I'équilibre peut
également étre rompu lors de mécanismes d’échappeaux voies apoptiques, souvent

observés lors des résistances aux thérapies argiearses [166]. Les données concernant le
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réle de la neurotensine dans ces phénomenes sonmigmebreuses. Une étude, réalisée sur
une lignée cancéreuse humaine d’adénocarcinome ragen(CF-7), a démontré pour la
premiere fois I'effet anti-apoptotique d’un agorigharmacologique de la neurotensine (JMV
449) [178]. Les effets de cet agoniste ont été midselors d’'un stress cellulaire (privation
sérique) et une diminution de I'apoptose pour deess des cellules a été observée [178].
L'effet anti-apoptotique de JMV 449 est établi gan action sur I'activation du géne Bcl-2
via la voie des MAPK [178]. De plus, les analyses deHCR ont permis de détecter
uniquement les récepteurs NTSR-1 et NTSR-3 dangal@des, avec une surexpression de
NTSR-1[178].

Le rbéle de la neurotensine a essentiellement émodtré au niveau des tumeurs
solides [166]. Toutefois, il existe des donnéesceomant son réle dans I'évolution de tumeurs
hématologiques. Une étude de pharmacocinétique méenia présence des récepteurs NTSR
au sein de lignées leucémiques lymphocytaires Raf@t Molt-4 [179]. De plus, I'équipe de
Bensussan a I'Hopital Henri Mondor de Créteil ad&u’effet de ce neuropeptide sur les
processus de prolifération et de migration desussIT de lymphomes cutanés (Cutaneous T
cell Lymphoma, CTCL) issues de 6 patients (dontr&@ntaient un syndrome de Seézary)
[180]. Cette étude a rapporté que la neurotensgnixait d’avantage sur les CTLC malins
gue sur les lymphocytes sains. De plus, I'analyweRI-PCR des NTSR sur une lignée II-2
dépendante établie a partir des CTL malins d’'uiiepgtconfirme l'implication du récepteur
NTSR-1 dans la prolifération tumorale [180]. Cetiéme équipe, quelques années plus tard,
a étudié l'effet chemotaxie de la neurotensine Idus syndrome de Sézary, syndrome
associant des lésions cutanées (de type psoriasig)e prolifération excessive des LT
CD4'[181]. La migration des cellules de Sezari indyige la neurotensine est inférieure a
celles des lymphocytes T normaux, les effets chaximpies exercés par la neurotensine sur
ces cellules étant liés a la fixation de ce neystige sur NTSR-1 et a I'activation de la voie
de la PI3K [181].

Ces études viennent souligner I'importance deelarotensine et de I'expression de
NTSR-1 dans la carcinogénese et démontrent l'inapod de la mise en évidence de ce
neuropeptide et de ces récepteurs comme facteyssodestic et cibles thérapeutiques dans

de nombreuses tumeurs solides.

La neurotensine n’est cependant pas le seul neptide dont la fonction de facteur

trophique pour les cellules tumorales a été idiéetifCompte tenu de leurs fonctions pro- et
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anti-apoptotiques, les NTs ont également été impkg dans le développement de processus

oncogeéniques.

B. - NTs et oncogénese

L’identification des NTs dans les processus tugwres ne debute que dans les
années 90. Compte tenu de leur localisation, Imigretype de cancer impliquant les NTs est
situé au niveau du SN sympathique. Les variatidagpdession des récepteurs Trk dans le
neuroblastome ont mis en évidence qu’une déficielecka machinerie NGF/Trk favorisait le
processus pathologique [182]. En effet, des étadésnontré une corrélation entre les forts
taux d’expression des trascrits de TrkA et I'aggigt® clinique [183]. De méme, des forts
taux d’expression de TrkB et l'interaction TrkB/BBNseraient associés a I'agressivité de la
maladie [184]. Cette interaction TrkB/BDNF est @gaént impliquée dans les mécanismes
d’échappement thérapeutique [184]. En effet, leseturs de stades les plus avancés sécrétent
du BDNF suggérant un mécanisme autocrine de s(it@8]. A l'inverse, I'expression du
récepteur TrkC est associée a des stades moirssdgi@e neuroblastome.

En conditions non pathologiques, TrkA par sonraxtgon avec le NGF est un acteur
clé de la proliféeration et de la difféerenciationsdeeurones sympathiques [186]. Un défaut
dans I'expression des genes des récepteurs Trkuitaldeurs effets pathogénes dans des
processus tumoraux. Ces déficiences ont ainsinpudémontrées dans des pathologies telles
gue les carcinomes, les sarcomes, le cancer dulsaiancer de la prostate et les leucémies
[187, 188].

Les différentes études menées sur l'interactianrdeepteurs Trk dans les processus
de survie et de mort ont ainsi permis de mettrévédence la particularité et le role spécifique
de chacun de ses récepteurs et de leurs ligandsoeditions non pathologiques et

pathologiques [71].

Depuis leurs découvertes, la neurotensine et [Es dht été identifi€es comme
participant a des phénoménes majeurs de maintiefhol@éostasie. Du fait de certaines
dérégulations, ces neuropeptides ont égalemenpadtdes dans de nombreux phénomenes
pathogénes. L’ensemble des recherches a démontrfrésence et leur action au niveau
neuronal et non-neuronal. Ces neuropeptides gagtitinon seulement au développement du
SN mais également au maintien de I'équilibre ddasttes systemes, notamment le systeme

immunitaire.
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Il Neuropeptides et systeme immunitaire: application
aux MAI

A.NTs et systeme immunitaire

Les premieres données concernant le réle des Hiis lé systeme immunitaire ont
été reportées au niveau de mastocytes chez |€188].[Le NGF exogene entrainait une
infiltration mastocytaire progressive des organegals nouveau-nes. Les relations étroites
existant entre systeme immunitaire et NTs ont tbalbord été établies lors des phénomenes
d’allergies [190-193] puis le champ d’action dess\sTest élargi a 'ensemble des effecteurs
de la réponse immune, la plupart des études s'tdatdfois focalisée sur le réle du NGF dans

la réponse immune normale et pathologique [89,.194]

1. NGF

En dehors de son role au niveau du systeme neneUXGF a aussi une action
reconnue dans I'immunité et l'inflammation.
Tout d’'abord, la présence de médiateurs de linfteation tels I'lL-1 ou le TNFa
augmente la synthése de NGF aussi bien par leslezltlu systeme nerveux que par les

fibroblastes, les mastocytes ou les cellules masg@ad lisses bronchiques [195].

*NGF et pathologies allergiques

Le NGF est la NT majeure retrouvée dans les pagfies allergiques. Il a été tout
d'abord observé que les taux plasmatiques de N@Erétaugmentés chez des patients
atteints de kératoconjonctivites[196]. L'augmerttatdes concentrations sériques de NGF a
ensuite été rapportée dans diverses pathologiesgigilies ; ainsi une étude cas-témoin
réalisée sur 49 patients souffrants d’asthme, gecbnjonctivite ou d’urticaire-angioedeme
a démontré que les taux sériques de NGF étaientghvés chez les patients que chez les
témoins (49,7 pg/mL contre 3,8 pg/mL) [197]. En aweehe, aucune difference dans

'expression du NGF n’était observée en fonctiortyghe d’allergie [197].

Ce réle du NGF dans l'allergie a été particulieratmieien étudié dans I'asthme.
Ainsi, des taux élevés de NGF ont été relevés dmarsang et dans le LBA de patients
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asthmatiques alors qu’ils diminuent sous traitenpamtcorticoides inhalés [198]. De plus, de
trés nombreuses cellules ont été identifiées consmerce de NGF dans les voies
aériennes inflammatoires : mastocytes, monocytesaetophages, lymphocytes T mais aussi
cellules alvéolaires, fibroblastes ou encore cefiuhusculaires lisses [198]. Une partie de ces
cellules impliquées dans la réponse allergique égatement des cibles pour le NGF : celui-
ci participe a I'écotaxie, a la différenciation &tla survie des mastocytes et serait capable
d’induire leur dégranulation [199]. Chez 'Hommeé,ai été démontré que ces mastocytes
possédaient le récepteur TrkA, a I'état fonctionmgisque I'ajout de son ligand entraine sa
phosphorylarion, permettant ainsi I'activation dggnaux intracellulaires de type MAPK et
des IRG [200]. Une autre étude réalisée sur lesaopges du péritoine chez le rat a mis en
évidence le pouvoir chimio-attractant dose-dépendanNGF ; En effet, ces cellules sont
attirees de maniére dose-dépendante par le Ni@kine modification de leur cytosquelette
(filaments d’actine, lamellipodes) [201]. Cet efédtimio-attractant fait intervenir les voies de
transduction des MAPK et de la PI3K. En présencehidbiteurs spécifiques de ces
différentes voies (PD98 059 ; LY294 002) et du ptear TrkA (K-252a), plus aucune
migration de ces cellules n’était observée [20afafelementin vivo, I'expression locale du

NGF est par ailleurs corrélée aux processus deadatation des mastocytes [197].

Le NGF agirait également sur les éosinophiles éstiyui expriment alors TrkA a la
membrane : il serait un facteur chimiotactique poes cellules, entrainerait la libération
d’enzymes comme I'EPO (Eosinophil PerOxydase) emnanterait leur survie [190]. De
méme, les plasmocytes pulmonaires chez des samisbilisées et exposées a un allergéne
expriment TrkA [202]. L'ajout de NGF augmente ledurée de vie via lI'augmentation
d’expression de Bcl2 alors que cet effet est amtiggopar I'utilisation d’'un inhibiteur de

TrkA. Celui-ci entraine également une diminutiols dencentrations locales d’IgE [202].

*NGF et cellules lymphocytaires B et T
Hors contexte de I'asthme, différents travaux owontré une action directe du NGF
sur les cellules du systéme immunitaire. Plusiégnsipes ont montré que les LB et les LT
activés étaient des sources de NGF [196, 203], ceasisellules sont également des cibles de
cette NT.
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1) NGF et lymphocytes B

Les lymphocytes B murins et humains normaux praisiu NGF biologiquement
actif, sécrétion autocrine augmentée apres adivatiitogénique [203-206]. L’augmentation
de la transcription du NGF apres stimulation mitogée est sous la dépendance de
I'activation de NkB, et de la présence de BDNF [207].

Le NGF exogéne exerce, par l'intermédiaire de rémepteur a haute affinité TrkA,
un effet prolifératif dose-dépendant dans les lyogytes B normaux humains et murins,
[208-211]. Cet effet prolifératif est synergique,vitro, de celui exercé par I'lL-4 et I'lL-2
[210].

Le NGF constitue un facteur exocrine de survie gesrcellules B humaines et
murines également par son interaction avec Trkadjénction d’Ac antagonistes de P78
ne modifiant pas la viabilité de ces lymphocyte¥[2 Par ailleurs, le NGF est produit par les
B mémoires, et sa neutralisation,vitro, par des anticorps antagonistes induit la digparit
de I'expression intra-cellulaire de la protéine i-amoptotique Bcl-2, conduisant ainsi a
'augmentation de I'apoptose affectant plus paligcement les cellules B 1gG+(%) ou IgA
(sut) positives et conférant ainsi au NGF un réldadeur autocrine de survie des cellules B
mémoires [204, 206, 212].

Le NGF empéche également I'apoptose des LB expos@#ssérum anti-lgM via le
récepteur TrkA et I'activation de la phosphokin&e(PKC) et de la Phosphatidylinositol-
3-Kinase (PI3K) [213]. Cette action proliférative anti-apoptotique a été particulierement
bien montrée in-vitro pour des cellules de lignées humaines myélomateusa
lymphomateuse B matures essentiellement: I'ajoutNd&~, méme a tres faibles doses,
augmente la production d’lg, I'incorporation de riigline tritiée, ces différents effets étant
antagonisés par l'ajout d’'un sérum anti-NGF [21@¢s résultats sont comparables a ceux
obtenus par I'ajout d’IL-6 mais ne sont pas modifp@r I'utilisation d’un anti-IL-6, indiquant
des voies de signalisation différentes [214].

Le NGF est également capable d’induire la proltiérade LB humains sanguins et
de LT mais a des concentrations élevées pour cagece[209].

De plus, tout comme BAFF, le NGF est capable d’iredia production d’lIgG par les
LB humains indépendamment de la voie du CD40/CD4@4is ne participe pas a la
commutation isotypique [209]. Le NGF stimule égadeinla production clonale d’lg, en
réponse a une stimulation antigénique spécifignez ¢a souris.

Il a également été montré que le NGF stimulait,nteniere dose dépendante, la
production d'lgG4 de lymphocytes humains normauxy eondition de co-culture
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lymphocytaire T et de stimulation mitogénique [214]nfluence des pathologies allergiques
et/ou du TGFR sur cette production d’'lgG4 n’a celaen pas été étudiée [214].

Les lymphocytes B humains normaux possedent aslediace le récepteur a haute
affinité TrkA, détecté par Western Blot [204], imnadfluorescence indirecte et cytométrie en
flux [210, 215], le stress, les stimulations mitoggies induisant une augmentation de
I'expression membranaire de ce récepteur [210,.2E5] lymphocytes B circulants expriment
également p757, la protéine étant détectable en Western blot, imonytochimie et
cytométrie en flux [204, 209, 210, 215, 216]. L'exgsion membranaire de ce récepteur,
comme pour TrkA, augmente aprés un stress [215peds stimulation mitogénique, et
apparait majoritaire en présence de faible conatotr extra-cellulaire de NGF [204, 210,
217].

2) NGF et lymphocytes T

Les cellules du thymus de rat expriment les 2 récep au NGF (TRKA et p75) et
produisent du NGF dans les phases précoces duwog@eshent, démontrant une nouvelle fois
le rdle de régulateur du Sl de cette NT [218].

Le NGF est également capable d’'indumevitro la prolifération des LT, d’augmenter
I'expression du récepteur a I'lL-2 a leur surfa2&9].

Les lymphocytes T humains circulants normaux possele récepteur a haute affinité
TrkA détectable par RT-PCR, Western Blot, cytoneeém flux et immunofluorescence [204,
209, 220], I'expression de TrkA étant majoritairgmnestrouvée au niveau des lymphocytes
Th2 [196].

p75'R est détecté dans les lymphocytes T humains pahétor Blot, western blot et

cytométrie en flux avec une séquestration majoétiaitra-cellulaire du récepteur [194].

L’ensemble des effets du NGF sur le systéme imrauaitest récapitulé dans la

Figure 8 ci-dessous.
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Figure 8 Synthése des différents roles du NGF dans l@systmmunitaire

3) NGF, anti-NGF et thérapeutiques

Le r6le fondamental du NGF dans la douleur a ciingw développement d’un
anticorps monoclonal humanisé anti-NGF,té@ezumab Celui-ci fait actuellement 'objet
d’essais cliniques dans les douleurs articulairdg@siques ou liées a la cystite interstitielle.
La phase Il aurait du étre terminée fin 2011[2@His a du étre interrompue fin juin du fait
de la survenue d'une accélération des processudesdiuction articulaire chez certains
patients, alors que l'objectif principal de I'étuftlisparition des douleurs articulairesrsus
placebo) venaient d’étre atteint. Cependant, désuessais thérapeutiques sont actuellement
en cours concernant son action analgésiqgue dansnédastases osseuses des cancers

mammaires et prostatiques ou la pancréatite chueniq

Le NGF recombinantest également utilisé en thérapeutigue pour sacdgpa

favoriser la régénération neuronale. Malgré desltigts peu satisfaisants dans le traitement
de polyneuropathies, plusieurs équipes ont rappde® améliorations spectaculaires de
Iésions de kératoconjonctivite seche ou d’ulcérgar®s vascularitiques multi-résistants aux
thérapeutiques immunosuppressives apres applickicate de NGF recombinant avec une
excellente tolérance [222]. Les mécanismes de Bicadté ne sont pas encore completement
élucidés, mais passent tres vraisemblablement garestauration du systéme nerveux
sympathique Iésé mais également pour ce qui dat@eatrisation cutanée par ses capacités a

stimuler les cellules fibroblastiques et 'angiogse.
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2. BDNF

1) BDNF et maturation B

L’expression constitutive du BDNF a été démontgeniveau lymphocytaire [223].
Ce facteur intervient trés tét dans le développdnBeren effet, I'utilisation de modéles de
souris Knock Out pour le BDNF, a entrainé un aaét stade pré-B du processus de
maturation B. Cette méme équipe a également mqguotééces stades précoces, les LB étaient
dépourvus de transcrits de BDNF, le BDNF nécessaiege maturation des LB étant sécrété
par les cellules du stroma de la moelle osseus$.[22noter qu’il n’y avait par contre pas

d’anomalies au niveau des LT [224].

2) BDNF et lymphocytes B normaux

Les lymphocytes humains B matures produisent égale du BDNF en culture,
cette production étant augmentée aprés stimulatimgénique [223, 225] mais non
influencée par I'lL-6 ou le TNFer [226]. Le BDNF permet d’augmenter la productiofgé
de lymphocytes B isolés du sang périphérique detsugllergiques sans influencer celle
d’'lgG4 ou d’lgA [227]. La stimulation de la syntles)IgE induite par le BDNF est
partiellement bloquée vitro par I'lFN-y ou I'lL-12 et stoppée par la combinaison de ces
deux cytokines Th1l [227].

La production lymphocytaire B de BDNF est dimiawghez des patients atteints de
troubles bipolaires par rapport aux volontairessasuggérant I'existence d’une modulation
de la synthése lymphocytaire de cette NT par asbtes de 'humeur [151]

3) BDNF : rdle anti-apoptotique sur les

cellules lvmphocytaires B et plasmocytaires

Cet effet du BDNF a particulierement été bien é&wthez les plasmocytes malins ou
issus de lignées myélomateuses qui expriment qeasitous son récepteur TrkB [228]. La
présence de BDNF dans le milieu de culture de leslimyélomateuses permet d’augmenter
leur survie [228]. Cette résistance a lI'apoptose du couple BDNF/TrkB a également été
montrée par la protection apportée face a I'ap@pinduite par la dexaméthasone ou par le

bortezomib [228]. L'action anti-apoptotique du BDNs$ur les cellules plasmocytaires
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tumorales est due a une activation des différentéss de prolifération (MEK-ERK est
PI3K/AKT) [229].

Outre cet effet anti-apoptotique, le BDNF indugakementjn vivo, la migration des
cellules myélomateuses ainsi que la sécrétion deVgar les cellules du stroma médullaire,
facilitant ainsi la dissémination tumorale [230].

En revanche, le BDNF ne semblait pas initialensardir d’effet autocrine sur les
lymphocytes B et T matures du sang périphériquecamant leur prolifération, leur
production de cytokines ou leur apoptose [223]. éDejant, des études plus récentes ont
montré que le BDNF réduisait I'apoptose induite pes situations de stress comme la
déprivation sérique chez certaines lignées B mat[#81]. Nous avons également confirmé
dans notre laboratoire que la sécrétion autocren8[dNF par des lignées lymphocytaires B
matures et plasmocytaires réduisait I'apoptose iiadypar la déprivation sérique ou
'activation de FAS [88]. Cette boucle autocrine sigrvie impliqguant BDNF mature et
expression membranaire de son récepteur TrkB eétitre-balancée par la sécrétion
autocrine de pro-BDNF et sa liaison a I'hétérodiengortiline-p78™ [88].

4) BDNF et lymphocytes T

Les lymphocytes T murins et humains produisent BINB. La production de BDNF
est augmentée en culture par la substance P,cuiadors de la stimulation par LPS, les anti-
CD3 ou l'activation de la voie CD40 [223, 232, 23B]semble ainsi exister une régulation
positive de I'expression de BDNF au niveau desutes| T activée@ vitro par des cytokines
pro-inflammatoires [223]mais égalementvivo dans des modéles expérimentaux de SEP ou
de maladie asthmatique [234].

A l'inverse de ce qui observé pour les lymphocyetes souris BDNFE ne présentent
pas d’anomalie du nombre de T circulants CD4 o8€Dbien qu'il existe une diminution du
nombre de thymocytes chez ces souris, les popntatanphocytaires T restant en revanche
equilibrées [224]. Le BDNF ne semble pas avoir tikecanti-apoptotique ou proliférative sur

les lymphocytes T hormaux [223].
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5) Expression de TrkB par les lymphocytes

BetT

Les lymphocytes Bhumains et murins normaux expriment la forme tusegde

TrkB détectable en RT-PCR mais également par cyené&n flux aprés activation
mitogénique [37, 224, 231]. L'ensemble des lign&eset plasmocytaires expriment les
transcrits codant pour la forme tronquée TrkB95 kDexpression membranaire de ce
récepteur étant négligeable en conditions basateculture mais étant induite par les
conditions de stress pro-apoptotigue comme la d&on sérique, I'activation de Fas ou
I'exposition a la dexamethasone [88, 228, 231].

L’expression du récepteur TrkB au niveau T semvalger en fonction du niveau
d’activation de la cellule T ou de la lignée étadiees lymphocytes T, sécréteurs de BDNF,
infiltrant les lésions de démyélinisation au codes la SEP sont dépourvus du récepteur
TrkB145kDa [234] a l'inverse des lymphocytes T natm circulants de volontaires sains ou
de lignées T [37, 234]. Le récepteur TrkB 95 kDad#tectable par cytométrie en flux au
niveau des T circulants [37], mais semble majogtaent exprimé par les LT de profil Thl
[227].

6) BDNF, cellules immunitaires et systeme

nerveux

Il est maintenant bien établi que les lymphocyekes monocytes sont des sources
importantes de BDNF au sein du systeme nerveux][Zd8rs que la présence d'infiltrats
lymphocytaires est souvent considérée comme reaptensgdes Iésions tissulaires dans
certaines maladies du systéme nerveux central cotansxlérose en plaques, plusieurs
travaux tendent depuis peu a montrer qu’ils autaaencontraire un réle de neuroprotection
via la sécrétion de BDNF. Ce serait méme plutot sierétion déficiente de BDNF par ces
cellules immunitaires qui expliquerait en partieplaysiopathologie de cette maladie [233].
Une équipe a également pu montrer récemment quévéau d’expression de I'ARN de
BDNF était diminué dans les lymphocytes de sujatsras de psychose maniaco-dépressive,
particulierement chez les patients suicidaires J23b manque cependant encore trop
d’éléments pour savoir si cette diminution est éflet d'une anomalie concomitante des
cellules cérébrales ou si c’'est elle qui est dmment la cause de la diminution des taux
sériques de BDNF [235].
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3. Neurotrophine 3

Actuellement, c’est principalement dans la phyatbplogie de I'allergie que la NT-

3 a pu étre impliquée. En effet, tout comme pouN(@F, les concentrations en NT-3 du
liquide de lavage broncho-alvéolaire (LBA) sont megtées chez les patients asthmatiques
[236]. De plus, les éosinophiles circulants expritn@nstitutivement NT-3 [236]. Une autre
équipe a pu montrer que la NT-3 augmentait égalefaesurvie des plasmocytes pulmonaires
spécifigues du pneumallergéne des voies aériennlammées ainsi que celle des
eosinophiles du LBA probablement par un mécanisotecane ou paracrine puisque les
cellules musculaires lisses bronchiques produidert& NT-3 [202]. Les éosinophiles du LBA
ont aussi une expression membranaire accrue de ,GD&@@ueur d’activatioryia la NT-3
[236].

La NT-3 parait également étre impliquée dans lauration thymique. En effet, chez
le rat, des transcrits codant pour NT-3 et TrkCt sigtectables au niveau du thymus [218]. De
plus, I'expression de TrkC augmente durant la nagitom du thymus chez les oiseaux
diminuant progressivement chez I'animal adulte suggt une implication du couple NT-
3/TrkC dans la maturation lymphocytaire T [237].n€ernant une éventuelle influence de la
NT-3 sur les LB, les données de la littérature sargs et tres parcellaires sans qu’il puisse
étre montré un effet anti-apoptotique ou inductiula synthése d’lg.

Une seule étude est en faveur d’une expressionbmaermire de TrkC au niveau des
B humains circulants normaux non stimulés [194].

Des transcrits codant pour TrkC sont détectablesiaau de clones T humains Thl
mais eégalement au niveau de lymphocytes T normimles par un anticorps agoniste anti-
CD3 [37]. L’adjonction d’IL-2 ou d’IL-4 dans le mdu de culture de clones T humains
n‘augmente pas en revanche la transcription de émepteur [37]. Une expression

membranaire de TrkC est détectable par cytométritug au niveau des T circulants [194].

4. Pro-neurotrophines et immunité

Actuellement, seuls le pro-NGF et le pro-BDNF dait la preuve d’'une activité
biologique. lls ont tous les deux une action essiament pro-apoptotique.

Le pro-NGF a également été impliqué au niveauett@aines cellules de 'immunité
innée, les lymphocytes Natural Killers (LNK) otaieégalement un rble pro-apoptotique par la
liaison a la sortiline pouvant ainsi jouer un réigportant dans la régulation de la réponse

immunitaire innée [89].
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Le réle pro-apoptotique du pro-BDNF vis a vis @mées lymphocytaires B matures
et plasmocytaires de part son interaction aveddtioédimeére p75'" / sortiline a également
été démontré dans notre équipe [88]

Ce rble pro-apoptotique passe ainsi par la liaidenla NTs immature avec la
sortiline. L’apoptose médiée par les proNTs etlparomplexe p7% *-sortiline est finement
régulée aussi bien par le clivage contr6lé des\dre-que par la disponibilité membranaire de
la sortiline, elle-méme régie par d’autres mécaesiont la protéine chaperonne NRH2 qui
empéche la dégradation lysosomale de la sortibdé [Ces différents niveaux de régulation
permettent ainsi d’éviter une apoptose massive m@Embreuses cellules exprimant le
récepteur p75 "~ & leur surface. Jusqu'a récemment, sa présenceimawss LB humains
normaux n'avait été décrite que par notre laboraten intracytoplasmique [88]. Une étude a
cependant pu montrer chez un petit échantillon demnaires sains que la sortiline est
exprimée a la surface de la trés grande majorgd 8K, de pres de 50% des LB alors qu’elle
n'est que tres peu retrouvée a la surface des efte@éme équipe n’a quasiment pas trouvé
de p78™ membranaire quelle que soit la sous-populatiorplyoeytaire considérée et a mis
en évidence une expression de TrkA rare a la sidas LB, absente chez les LT et présente
chez la moitié des LNK. A noter que chez les LNKn'y a presque pas de sortiline en
intracytoplasmique - a l'inverse de ce qui a étéeole dans les neurones plaidant pour un
réle autre que la régulation du trafic intracelitda et que I'expression de p¥5 augmente
nettement a la surface cellulaire apres 48H deihin sérique ou apres priming des LNK
par I'lL-12. L’ajout de pro-NGF entraine une augrhaion de |'apoptose des LNK
particulierement s'’ils ont aussi été exposés all, cet effet étant antagonisé par I'apport de
neurotensine. Cependant, s'il n'est pas ajoutérdeNGF au milieu de culture, I'apport de
neurotensine ne modifie en rien la survie des Lpi¢bablement parce que ces cellules n’ont
pas dans ces conditions de cultures de sécrétompmngode pro-NGF [89].

La sortiline est également capable d’entrainanigration de cellules immunitaires
dans des zones lésées du SNC. En effet, apréeofixd¢ la neurotensine a la sortiline, les
cellules de la microglie, macrophages résidentd’ eteéphale et de la moelle épiniere,
émettent de nombreux filopodes grace a des matits de leur cytosquelette actinique et
vont phagocyter les neurones endommagés. Les geisgynalisations mises en jeu seraient
celles des MAP-Kinases et de la PI3K [144].

74


http://www.pdfxviewer.com/
http://www.pdfxviewer.com/

5. Localisation salivaire, immunité.

La majorité du NGF circulant provient de sa séorésalivaire. Il a été démontré sur
des modéles murins que cette production salivarél@F était indispensable a la réponse
infectieuse anti-parasitaire. Une partie du BDNFfwant provient également des glandes
salivaires, les taux sériqgues de cette NT n’étaos paugmentés par le stress aprés
parotidectomie [28].

Parallélement, la salive humaine contient du prBNs6 du proBDNF ainsi que les
formes matures de ces NTs. Cependant, il sembiguditexiste une importante variabilité
inter-individus : toutes les formes ne sont pagiexges par toutes les personnes testées et les
concentrations varient énormément. Comme pourdes sanguins, il semble y avoir une
diminution des taux salivaires de NTs avec I'agag8[239]

Les NTs et les proNTs salivaires participeraietd protection et a la réparation des
mugqueuses orales et gastriques ainsi qu’au maidésrcellules gustatives au méme titre que
les autres facteurs de croissance, 'EGF ou lestoaming growth factor (TGF) possiblement
via une action autocrine ou paracrine. En effeteid travaux ont pu montrer que les cellules
de la cavité orale ou de tractus gastrointestigrimaient de fagcon importante TrkB et
p75'R [240]. La présence de TrkA, TrkC et P78 a également été retrouvée au niveau des
cellules acinaires et canaliculaires des glandesasas chez la souris et chez 'hnomme [241].

En pathologie humaine, on observe une augmentdéda concentration salivaire de

NGF au cours des bralures linguales chroniques][242

6. Implication des neuropeptides dans les MAL.

Le NGF semble la NT majoritairement impliquée daas processus. Beaucoup de
cellules immunitaires sécrétrices de NGF contribuan la dérégulation du systéme
immunitaire entrainant les pathologies auto-immunes

In vitro, les lymphocytes activés et les monocytes sédrétemNGF [243]. De plus,
plusieurs expériences réaliséesitro, ont démontré que la sécrétion du NGF était aésici
'augmentation des cytokines pro-inflammatoirestgae 1I-13 ou TNFu [195, 244, 245].
L’effet chimioattractant et prolifératif du NGF &jd été démontré sur les mastocytes, ce qui
suggere que linteraction NGF/mastocytes détiemt fmmction essentielle dans les processus
auto-immuns.

Les variations d’expressions du NGF ont été olEsendans diverses MAI. Ainsi,
lors de la SEP, de la polyarthrite rhumatoide (BRYu lupus érythémateux disséminé (LED)
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les concentrations plasmatiques de NGF sont aug@epar rapport aux témoins volontaires
sains [246, 247].

L’équipe de Besser [37] fait apparaitre, lors @'wiude sur les sous populations des
PBMC humains que les NTs influencent le profil Tinl Th2. En effet, cette étude révele,
gu'a I'état basal les cellules Th expriment la fertmonquée du récepteur TrkB. De plus,
seules les cellules de profil Thl expriment la feroomplete du récepteur, a l'issue d’'une
stimulation mitogénique, mettant en évidence leerdle ces NTs dans l'orientation

lymphocytaire et donc dans la réponse exacerbtarinfatoire [37].

Le BDNF participe également a la dysrégulatiodadeéponse immunitaire. Ainsi, il
a été démontré que les PBMC de patients atteinssldeose en plaque récurrente-rémittente

sécretent de faible quantité de BDNF par rappottiadividus sains [233].

a. Neurotrophines et polyarthrite rhumatoide

La polyarthrite rhumatoide constitue le plus fréou des rhumatismes
inflammatoires et se caractérise par une destruetibiculaire progressive liée a une synovite
inflammatoire. La Iésion initiale articulaire ser@etérise par un infiltrat monocytaire et par la
production locale d’IL-6, d’'IL-1 et de TNE; avec recrutement secondaire lymphocytaire T
CD4+, activation B et production de facteur rhuriddo et d’anticorps anti-peptides
citrullinés, production locale de cytokines prokamfimatoires, activation fibroblastique avec
surproduction de MMP [248]. Le pronostic articudatte cette affection a été transformé ces
dernieres années par l'avenement des biothéragiesparticuliers des anti-TNF qui
permettent de limiter les phénoménes inéluctaldededtruction articulaire.

Les concentrations sériques de NGF semblent pdvg®chez les patients atteints de
polyarthrite rhumatoide que chez les sujets cordrft49] mais ne sont pas influencés par les
traitements anti-TNF, les taux restant stables réalgamélioration du score de seévérité

clinique (DAS score) et la diminution paralléle dasx sériques d’'IL-6 [250]

Des taux élevés de NGF ont été mis en évidenaavaau des tissus synoviaux de
patients atteints de polyarthrite rhumatoide [22Hl], cette élévation de taux synoviaux de
NGF est par ailleurs retrouvée dans des modelesnsn@xpérimentaux de polyarthrite
rhumatoide [252]. Des travaux plus récents ont dgéréoune présence majoritaire de pro-
NGF dans la polyarthrtie rhumatoide [253]. On nete également une surexpression de

NGF, du BDNF et de la NT-3 au niveau des tissusowg@ux de patients atteints de
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polyarthrite rhumatoide ou de spondylarthrite, ooriement avec une surexpression des
récepteurs Trk et de p'T% [254, 255]. Il existe par ailleurs une corrélatipositive au sein

de ces tissus entre l'intensité des lésions vastiglees et de linfiltration lymphocytaire avec
I'expression respective de TrkA et de B75[255]. Parallélement la néo-angiogénése sous-
chondrale est corrélée a I'expression locale du NZ5B]. A I'opposé, I'intensité des Iésions
vascularitiques est inversement corrélée a I'exgiweslocale de la NT-3 [255]. L’expression
synoviale de TrkA et de p?5* décroit progressivement au cours du traitemenapasTNF
(infliximab) suggérant une implication directe dusN dans les processus inflammatoires
locaux conduisant a la destruction articulaire [2%%es résultats contrastent avec I'absence

de diminution des taux sériques de cette NT apa¢teinent par anti-TNF [250]

b. Lupus érythémateux disséminé
Le LED est une maladie auto-immune systémique,rédgminance féminine,
caractérisée par une hyperactivité B conduisaat@rdduction d’anticorps anti-nucléaires et
plus spécifiquement d’anticorps anti-DNA natifsd&nti-Sm, ainsi que par une activation T
de profil Th2 [257].

Les études réalisées concernent essentiellemeugnlientation des concentrations
sériques de NGF chez des patients par rapportwgets £ontrdles aussi bien chez les enfants
gue chez les adultes lupiques [247, 249, 258]. ddesentrations sériques élevées de NGF
ont été mises en évidence chez des patients lupprerapport aux témoins dans deux études
pilotes, sans précision sur les relations existentite I'élévation des taux et I'activité de la
maladie [247, 249]. Plus récemment, une étudesémlsur 10 enfants atteints de LED
(atteinte cutanée n=6, articulaire n=4, rénale I8 DAI moyen 2213) a mis en évidence
une augmentation des concentrations sériques de (RGISA) par rapport a 13 témoins
appariés par I'age et le sexe [258]. L'augmentaties taux de NGF atteignait 5 a 10 fois les
valeurs obtenues chez les témoins ; par aillelexistait une corrélation significative entre
I'élévation des concentrations de NGF et le scdeetité clinico-biologique (SLEDAI)
[258]. L'augmentation des concentrations seriquedN&f au cours du LED est également
corrélée a 'augmentation des concentrations sésigiL13 [259].

Les souris hybrides NZB/W présentent une hyperatitm B, produisent des
anticorps anti-nucléaires et sont atteintes d'pususystémique affectant les différent organes
cibles avec développement rapide d’'une glomérulorigEplupique [260]. Les taux sériques

de NGF augmentent rapidement dans ce modéle meftriatteignent leur maxima vers le
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huitieme mois de vie, ce qui correspond au dévelomnt de I'atteinte rénale du lupus mais
également au développement d’'un neuro-lupus [264d.taux spléniques et rénaux de NGF
sont également augmentés ali*%nois de vie chez ces souris lupiques, et ce augmient a

la diminution de I'expression hypothalamique efguipampique de cette NT [261].

L'étude d'un cas de neurolupus a mis en évidenee lgs taux plasmatiques de
BDNF étaient augmentés s [262]. Récemment, le dGlBDNF comme biomarqueur des
épisodes psychotiques a été confirmé par la mémpefP63]. Parallelement, la survenue de
poussée de psychose lupique et les anomalies al mduropsychologique sont associées a
I'existence du variant BDNF Val66Met [264].

Il nexiste pas de données a ce jour concernartetaction de la NT-3 dans cette

pathologie.

c. Syndrome de Sjogren primitif

Le SGS associe classiguement un syndrome sediefiearent oculaire et buccal a
un terrain dysimmunitaire marqué par la présenemtitorps antinucléaires ainsi qu’a un
envahissement lymphocytaire des glandes salivatedes autres glandes muqueuses de
'organisme. C’est pour cette raison que le SG$eadécrit sous le terme d’épithélite auto-
immune [265]. Cette épithélte auto-immune s’accagmgad’'une hyperactivation B locale et
systémique ayant pour corrolaire, hypergammaglobuaiie, présence d’anticorps anti-SSA et
SSB, élévation des chaines légeres libres sérigiede la R2microglobulinémie. La
classification actuelle du SGS repose sur la varsiwisée en 2002 des critéres américano-
européens [266]. Elle est basée sur une associdgonriteres objectifs et subjectifs de
syndrome sec oculo-buccal et nécessite la prés#noe histologie des glandes salivaires
marquée par un infiltrat lymphocytaire ou celleud@anticorps nucléaires de spécificité SSA
(pour Sicca Syndromeou SSB. La spécificité de cette classificationtess élevée, de 97,4%
avec pour corollaire une sensibilité un peu plisi¢ade 89,4%.

Bien que le NGF ait été découvert pour la premifeis au niveau des glandes
salivaires et que ce syndrome soit caractérisauparinfiltration lymphocytaire T au niveau
de ces glandes, les données concernant 'interalsfis et SgS sont rares.

Récemment, au sein du laboratoire, l'interactintreeélévation des taux sériques de
NGF et de BDNF chez des patients atteints de Sg&¢ mise en évidence [267]. Dans cette
étude, il a été démontré que I'expression de ces &dit corrélée a I'activité de la maladie.
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e W4

Les concentrations plasmatiques de BDNF ont eteléas a 'activation lymphocytaire B et

T. En revanche, seuls les taux de NGF ont été @ssad’hypergammaglobulinémie [267].

d. Sclérodermie systéemique

La sclérodermie est une maladie auto-immune daniaée par 3 processus, une
atteinte fibrosante cutanée et systémique, unentatenicrovasculaire et des anomalies
immunologiques (anti-centromeres, anti-TPO, anti-BI) [268-272]. Les NTs pourraient
moduler les 3 versants physiopathologiques de cetirectivite.

Les données de la littérature concernant le r@e NTs dans cette pathologie
impliquent essentiellement le NGF et le BDNF [273].

Le NGF serait impliqué dans les phénomenes ded#palimonaire et cutanée de cette
maladie de part son réle comme facteur autocrireudé@e des kératinocytes. En effet, il a été
démontré une augmentation des taux de NGF cutamssla sclérodermie [274].

Les NTs pourraient également étre impliqgués dans [hénoménes de
microangiopathies observés lors de cette pathalogamgiogénese, I'activation et 'apoptose
des cellules endothéliales, les phénoménes de eastoiction sont d’autant de processus
modulés par ces NTs. Le NGF favorise ainsi 'angiagse et la synthése de facteurs
angiogéniques tels que le VEGF [275]. Il a égalanid@ démontré que le BDNF pourrait
induire I'angiogénese dans les tissus ischémiég][A7augmentation au niveau local des
taux de BDNF lors des processus d’inflammation eetsttess oxydatif survenant dans les
tissus ischémiés contraste avec la réduction des gériques observée lors des syndromes
coronariens severes [277].

Au cours de cette pathologie, les atteintes mesoulaires débutent généralement
par un syndrome de Raynaud, et peuvent progregserdes ulcérations digitales et une
hypertension artérielle pulmonaire (HTAP). Une jlassinteraction pourrait étre établit entre
les NTs et circuit de I'endothéline impliquée dahsTAP. Il a été démontré que la NT-3,
dont la synthése est régulée positivement par ¢dmaine-1, était impliguée dans les
pathologies cardiovasculaires [278, 279]. De plisxpression de p78F au niveau
pulmonaire, régule la susceptibilité de I'endotinélia I'endothéline-1 et au NO [280].

Le NGF est capable d’induire la proliferation diksoblastes ainsi que la production
de collagéne [281]. Les propriétées sont médieesleod GFb [282, 283] cytokine clé
impliquée dans les processus de fibrose de cettmlpgie [284].De plus le NGF pourrait
étre également impliqué dans ces processus dadilpar un autre mécanisme. En effet, TrkA
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est aussi connu pour étre le récepteur du CTGF n€uive Tissue Growth Fator) autre
facteur impliqué clé dans cette atteinte systémjgas)].
Une augmentation de I'expression de ce facteuéaémontrée au niveau cutané pour des
patients atteints de sclérodermie, en particulier@emiers stades de la maladie [274].
De plus, une augmentation des taux circulants @& M été observée chez des
patients a des stades plus avancés notammentdtteirttes articulaires séveres [286].
Toutefois, les données concernant I'implicatios s dans la sclérodermie restent

éparses et portent exclusivement sur le NGF.

B.La neurotensine dans le systeme immunitaire

Il existe tres peu de données concernant le éla deurotensine et de ses récepteurs
au niveau lymphocytaires. Seules deux études rappota caractérisation de NTSR
fonctionnels dans les lymphocytes T tumoraux iskl/mphomes de Sezari [179, 180]. Les
données concernant son implication dans la répomseine normale et pathologique restent
a ce jour peu nombreuses.

L’implication de la neurotensine dans la répomglimmatoire a été étudiée dans le
cadre des maladies inflammatoires intestinales,pri@ésence de ce neuropeptide étant
ubiquitaire au sein du tube digestif. La neurote@siégule ainsi la motricité intestinale, la
prolifération des cellules épithéliales et possédame action neuro-immunomodulatrice
locale en augmentant la chemotaxie, I'activatiorstoeytaire, et la libération de cytokines
pro-inflammatoires (IL-1, IL-6) [118, 287-289]. Laeurotensine module ainsi la réparation
muqueuse dans des modeles murins de colites infdoimas, indépendamment de la voie des
Cox2 [290]. La neurotensine est également capdblggohenter la libération de NO par les
macrophages activés par le LPS et I'lFN gamma [291]

Cependant, I'implication de ce neuropeptide ddmzméostasie lymphocytaire B et

les MAI reste a définir.
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Objectifs de ce travall
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Obijectif général

Les NTs et les pro-NTs sont des neuropeptides ques dans les phénomenes de
régulation de la balance mort / survie aussi biansdles processus neuronaux, tumoraux
guimmunitaires. Leur action dans les processus rdaturation et différenciation
lymphocytaire B a été mise en évidence ces des@mneées. L'action de ces neuropeptides
dépend de la voie d’activation qui prédomine, aosaVrk dépendante qui transduit des
sighaux de prolifération ou p'7Bt dépendante qui transduit des signaux pro-apopiesio.a
sortiline est la protéine qui va déterminer I'otaion de ces signaux. Dans un cas, cette
protéine «cargo» va transporter les NTs maturegujasleur site d’action et permettre un
signal de prolifération, et dans un autre cas,\&lle’associer au récepteur f75et permettre
la transduction des signaux de mort. Cette protéigalement connue comme récepteur de la
neurotensine, pourra également s’associer avaédepteurs NTSR afin de délivrer un signal
de prolifération lié a la neurotensine.

Les récentes données du laboratoire [88] ont dédgrour la premiére fois un
mécanisme de survie lymphocytaire B faisant inteinde BDNF via sa molécule de transport

la sortiline.

Compte tenu des différentes fonctions de ces neptmes et de la découverte de cette

nouvelle voie de survie lymphocytaire B, le butcgeprojet a été d’étudier I'interaction entre

ces neuropeptides et leurs récepteurs dans le appeshent et la physiopathologie

lymphocytaire B.
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Obijectifs specifiques

La neurotensine et ses récepteurs sont des fadieynisiques impliqués dans les
processus neuronaux et tumoraux. La présence dptetr NTSR-3 ou sortiline a été mis en

évidence au niveau lymphocytaire B dans des prasads survie.

Un des objectifs de ce travail a été d’étudier piession de la neurotensine et de |ses
récepteurs au niveau des LB et de déterminer léler éventuel dans les processus|de

prolifération et de survie.

Compte tenu de la dualité de fonction de la sodijlile deuxiéme objectif a été d’étudiern le
réle des NTs et de leurs récepteurs dans les datiegis du systeme immunitaire, en
particulier au niveau des maladies auto-immues (MAhaladies caractérisées par une

prolifération excessive des LB.
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Matériels et Méthodes

I Neurotensine, récepteurs a la neurotensine et ligeg
lymphocytaires B humaines

A. Culture cellulaire

1. Lignées lymphocytaires B humaines

Sept lignées lymphocytaires B humaines a différestddes de maturation ont été

utilisées (Erreur ! Source du renvoi introuvable.)

- lalignée RS4 est une lignée lymphomateuse pro€BR Bégative.

- Nalm6 et 697 sont des lignées issues de lymphogmaphloblastiques, de
phénotype pré-B.

- les lignées BL2 (IgMh) et BL41 (IgMk) de phénotype B mature proviennent
de lymphomes de Burkitt, EBV négatif.

- RPMI est une lignée plasmocytaire provenant d'ulomme a IgG. La lignée

U266 de phénotype plasmocytaire a été isolée a gamh myélome a IgE.

L’ensemble de ces lignées a été gracieusement iésumar les professeurs J.

Feuillard (Limoges) et K. Lassoued (Amiens).
Les différents stades de maturation sont résumég&resur ! Source du renvoi
introuvable..

a. Conditions de cultures
Les lignées B humaines sont entretenues en conslitiasalesn flasques de 75 ém

dans du milieu RPMI 1610+Glutamax(Invitrogen, Cergy Pontoise, France) supplémenté
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avec 10 % de sérum de veau fcetal (SVF, Invitrogécpmplémenté par chauffage a 56°C
pendant une heure et enrichi de 1 mM de pyruvatsodeum, 50 Ul / ml de penicilline-
streptomycine, 1 % d’acides aminés non essentidl®ede MEM vitamines (Invitrogen).

Les cultures sont maintenues a 37°C en atmosphenede (95 %) dans un

incubateur sous 5 % CO2.
*Privation sérique

Un stress cellulairest généré en cultivant les 7 lignées, a la dedsité a 3.10
cellules/mL, dans du RPMI 1640+Glutamaxsans SVF mais supplémenté en pyruvate de
sodium, vitamines, acides aminés non essentigat#tiotiques selon les mémes proportions

utilisées en conditions basales.

*Neurotensine exogéene

Une stimulation par 40 uM de neurotensine exod&igma-Aldrich, Saint Quentin
Fallavier, France) est réalisée a 24, 48 et 72dsede culture des cellules en présence en
conditions basales (10 % SVF) et de stress sérfQué SVF) durant 1 a 3 jours. La
concentration optimale de 40 uM de neurotensiré aréalablement définie par une étude de
viabilité cellulaire (tests XTT) en présence de aarirations de neurotensine allant de 10 a
100 puM.

* Apoptose induite par la voie Fas/CD95

L’apoptose induite par Fas a été étudiée en imduba cellules cultivées en RPMI
avec et sans SVF 24 heures avec un Ac agonistécdpteur Fas conservé sans azide a une

concentration de 100 ng/mL (clone 7C11, Immunot&tdrseille France) [292].
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*Privation sérique et/ou I'activation de Fas

Les effets du blocage de P75, de la neutralisation du BDNF sur la modulation de
'apoptose induite (par la privation sérique eti@activation de Fas) sont étudiés grace a
différents Ac agonistes ou antagonistes conseiues azide :

» Ac monoclonal anti-p78'™" antagoniste de la fixation du NGF sur B75(clone
ME20.4, 4ig/mL, SantaCruz Biotech, CA) [293].

» Ac monoclonal antagoniste de BDNHclone 35928.11, 1@g/mL, Calbiochem,
Fontenay sous Bois, France) [294].

*Inhibiteurs des récepteurs a la neurotensine

Trois inhibiteurs spécifigues de NTSR-1, NTSR-2 NISR-3 ont été testés a
différentes concentrations durant 1 a 3 jours deapon sérique:

» Ac monoclonal antagoniste de NTSR-Xclone B-N6; 50 a 100 nM, Diaclone)
[295],

» Antagoniste pharmacologique de NTSR-2a levocabastine (2, 4 et 8 uM) (Sigma
Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) [296]

»  Ac polyclonal antagoniste de la sortiline (NTSR-3§10 ug/mL, R&D System, Lille
France) [88].

2. Autres lignées cellulaires
La lignée humaine de cancer colorectdde 2 HT29(American Type Culture
Collection, ATCC, LGC Promochem SARL, Molsheimakce) a été utilisée comme témoin

positif d’expression de la neurotensine et de 8espteurs NTSR-1 a -3 [297].

Conditions de culture

La lignée HT29 est cultivée en flasques de 75 éna densité cellulaire de °0
cellules/cnd dans du milieu MacCoy’s 5A (Eurobio, Courtabodtrance) supplémenté avec

10 % de SVF et 100 Ul/mL de pénicilline et @9 mL de streptomycine (Invitrogen).
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|l Détection des transcrits

Des études de RT-PCR ont été réalisées afin difdaria présence des transcrits de
la neurotensine et de ses récepteurs NTSR-1, NT8RMNTSR-3 au sein des différentes

lignées B.
1. Extraction des ARN totaux

L’extraction est effectuée avec le kit «<SV Totblation System» (Promega) sur les
différentes lignées en conditions basales de @ltli® % SVF) ainsi qu'aprés 24, 48 ou 72
heures de privation sérique. L’extraction est dtfée sur glace, a I'aide de matériels et d’eau
garantie RNAse-free (Invitrogen).

Chaque échantillon de 2%6ellules est lavé une fois au PBS puis le culbtieire
obtenu est homogénéisé dans Lif5de tampon d’extraction RLA (RNA Lysis Buffer) par
pipetages successifs a I'aide d’'une aiguille 25&.sblution obtenue est ensuite transférée
dans un tube Eppendorf en présence dep®50e tampon RDB (RNA Dilution Buffer) puis
placée dans un bain & 70°C pendant 3 min et ensoitediatement centrifugée a 12000 g
pendant 10 min a 4° C.

La purification des ARN est alors réalisée suronoks selon les indications du
fournisseur. Un traitement a la DNAse 1 (Promegs) systématiquement réalisé afin de
limiter les contaminations par ’ADN génomique.

Les ARN extraits sont repris dans 20 a@0d’eau RNAse free (Invitrogen) puis
guantifiés par techniqgue spectrométrique (ND-100@ecBophotometer Nanodrop
Technologies, Wilmington, NC), et immédiatementgelgs a -80°C.

L’intégrité des ARN extraits est systématiquemenifiée par électrophorese sur gel

a 0,5 % d’agarose (Invitrogen).
2. Transcription inverse (RT)
La synthese d’ADN complémentaire (ADNc) est efféet a l'aide du kit

SuperScript" Il First-Strand System (Invitrogen). Un thermoleyer programmable
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(Applied Biosystem Gene Amp, Applied, Foster CiBA) constitué d’'un bloc chauffant est
utilisé pour I'obtention des ADNCc.

Un pg d’ARN total est complexé a 50 uM d’oligo (ddt) 10 mM d’un mélange de
dNTP durant 5 min a 65°C. La réaction est ensurtmédiatement arrétée sur glace. Le
tampon, 25 mM de MgCJ. 0,1 M de DTT, 40 U/uL de RnaseOUT et 1 uL dedigne
SuperScript” Il Reverse Transcriptase sont ensuite ajoutésmélange est alors incubé a
50°C pendant 50 minutes puis la réaction est te¥enan 85°C durant 5 minutes. Le mélange
est immédiatement placé sur glace. Un pL de RNasstHensuite rajouté afin d’'inactiver
'enzyme et le mélange est incubé a 37°C duramhi20

Les ADNCc obtenus sont conservés au -20°C jusguiadtilisation.
3. Polymérisation en chaine (PCR)

L’amplification des transcrits de la neurotensiale ses récepteurs est réalisée par
la réaction de PCR. Cette réaction est effectubaide d’'un thermocycleur programmable
(Applied Biosystem Gene Amp, Applied, Foster CityA) pourvu d'un bloc chauffant
permettant d’obtenir différentes températures mhiacune des étapes.

Deux microlitres d’ADNc a amplifier sont mélang&gu L de tampon spécifique, 2,5
uM de MgCI2, 0,2 mM de dNTPs, 10 pmoles de chacuee deux amorces spécifiques
(amorces 5’ et 3') et a 1 e Taq DNA Polymerase (Invitrogen) pour un volunmalfde 20
uL. Apres une étape de dénaturation initiale & 9da€ant 2 minutes, les 35 cycles de PCR
sont réalisés suivant la séquence suivante : lmipre étape du cycle de dénaturation de
I’ADN réalisée a 94°C pendant 30 secondes estesuivine étape d’hybridation des amorces
pendant 30 secondes a la température idéale paguehcouple d’amorces (Figure 9). Une

derniére étape de polymérisation est effectué€@ darant 45 secondes.

Deux contréles internes sont effectués durantpldroation. Un témoin négatif sans
ADNCc, qui permet de contrbler I'absence de contatmam du mélange utilisé et un témoin
positif utilisant des amorces spécifigues d'un gee ménage (dans notre cas la
Glyceraldehyde-3-Phosphate Déhydrogénase, GAPDIH) dd vérifier l'intégrité de nos

échantillons.
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Les séquences des amorces 5 et 3’ utilisées pbacune des amplifications
réalisées par PCR, la température optimale d’hghind, la taille attendue des produits
d’amplification, sont précisées dans la Figure 9.

¥ taan st s Shqueeces des pmonces Telle ¢ Temgelr stov e Lo alisativn Rifevene dela banper
fragesent &' ybridatico a3’ de doasken
amplifie
A, NTSR-1
¥ GALCACAGUALATICALL AT ) s LI 1218 NM oSl 2

GTOOGTTGGTCADCATGTAG

NTSR-2
CUAALTOUALWOOCK LA G o) == 1] (141 NM pissn
GACTCTGGCOCTTOGG GGGT

NTSR-3
TUUTOKIT TULAG AT A LI AL 231 - 4 e NM w4
TTCCTOCAGANCACCTCTOCT

Neurotc=ene

TTCAGAAGAGG A AA TG A AAGCA 45 g ] 2 NM (OGRS
x CTCAUCTGULL TUTTOAAAT
B.  NTSR-1
CRLAOCCACANCAGT TTAGAMK 13 5 LM 12X5 NM DIETeA2
X U ALACCAL ML OCUATTALK
NTSR-2
CALTTUGTUALIWCAL AALIGAT 28 s My N OTaT2
GCOTOTTOGTCALOCATGTAG
NTSR-3
CUTUOCTUULAUACTUUNCA ) 3 L X NM w22
AL TOCTCCALK T
Newrctemns
GTOTOOACCTOCTTGTC AGA 59 By I k) 63 N (0eexs?

LM
GCOTOGAATCATATTGOAMC ATG 4% by =

GTUUAGT CAAOGUA TTTUG

Figure 9: Séquences et références des amorces utiliséie3-BICR et permettant de mettre
en évidence les transcrits codant pour la neurteret ces différents récepteurs (NTSR-1,
NTSR-2, NTSR-3), chez 'homme (A) et chez la so(Bs
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4. Migration des séguences amplifiées

Une électrophorese sur gel a 1,4 % d’agaroset(tman) dilué dans du tampon Tris-
Acetate-EDTA 0,5 X (TAE, Invitrogen) et supplémed& 10ug/mL de Bromure d’Ethidium
(BET, Sigma-Aldrich) est réalisée afin de sépares Iséquences amplifiées. Apres
polymérisation du gel, les échantillons de PCR sadhditionnés de tampon de charge
(Invitrogen). Parallelement, un marqueur de mass®#eculaire (100 bp DNA ladder,
Invitrogen) est déposé permettant de détermintilla des fragments obtenus.

L'ADN est ensuite visualisé sous éclairage UV apnégration des échantillons.

5. Séquencage des ADNc

Afin de confirmer la présence des transcrits codaour la neurotensine et ses
différents récepteurs NTSR-1, NTSR-2, NTSR-3, leslpits de PCR sont purifiés a I'aide du

kit Marligen-Bioscience (USA) selon les indicatiaihs fournisseur.

Les fragments amplifiés sont ensuite analyséssgquencage a I'aide des amorces
spécifiques de chaque transcrit. Un tube réactiosstepréparé pour chaque amorce, avec 30
ng (2,5uL) de produit de PCR purifié, 1 uM d’amorce (2,5)uR,5 uL de tampon de
séquence 5X (Big Dye Sequencing Buffer) etjd,5le mix de séquence (Big Dye, contenant
des dXTP, des ddXTP marqués, du tampon de réagtide la Taq polymérase). Une étape
de dénaturation initiale a 96°C pendant une miragied’abord effectuée puis la réaction
d’amplification des produits de PCR est réaliséenu25 cycles selon les étapes suivantes:
une dénaturation a 96°C pendant 10 secondes, um@atpon a 50°C pendant 5 secondes et
une élongation a 60°C pendant 4 minutes.

Les produits de séquence sont purifiés par chragnaphie d’exclusion a l'aide du
kit Dyeex® de Qiagen (Courtaboeuf, France), lyapéd et réhydratés en formamide. Les
séquences nucléotidiques sont analysées sur uersggqu automatique ABI Prism 3130xl
Genetic Analyser (Applied Biosystems) couplé auid@y Sequencing Analysis5.2®
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(Applied Biosystems), puis décryptées a l'aide dgidiel Chromas®. Les séquences
obtenues sont ensuite comparées a la banque deéaforenbank a l'aide du logiciel
FinchTV, logiciel qui affiche le chromatogramme ke séquence (version 1.3.1 Geospiza

Inc.).

B.Etudes protéiques

1. Le western blot

La technique de western blot a été utilisée aénmkttre en évidence la présence
protéigue de la neurotensine et de ses différéatgpteurs.

a. Lysat cellulaire

Aprés un lavage en PBS, 2 & 3.tellules sont lysées & l'aide d’une aiguille 25 G
dans 150 a 200 pL de tampon de lyse (constitué deN&aCl, 1 % NP40, 100 mM NaVvO3,
100 mM PMSF, 0,5 mM EDTA, 5 mM de tampon Chaps, fbl) pendant 30 minutes sur
glace. Le lysat est ensuite centrifugé pendant 1® an4°C a 13000 g. Le surnageant,
constitué des protéines cellulaires totales, esewe a - 80°C.

b. Dosage protéique
Cing pL de chaque échantillon protéique sont retenus ptamalyse de la
concentration protéique totale selon la méthodercoétrique de Bradford (SigmaAldrich).
Une gamme étalon est réalisée a partir de I'albarbiovine (Bovin Serum albumine, BSA,
Euromedex, Mundolsheim, France). La réaction coiétrique est analysée a une longueur
d’onde de 595 nm, a I'aide d’un lecteur de plaques.
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c. Séparation des protéines par électrophorese

Un échantillon de 50 pug de protéines est diluésddun tampon Laemmli (Biorad,
Marne-la-Coquette, Francpliis dénaturé durant 5 min a 95°C. Le mélange obéshdépose
dans chaque piste. Un marqueur moléculaire (PnestaProtein Ladder Plus, Euromedex)
couplé a un chromophore bleu, employé selon lesmatandations du fournisseur, est utilisé
comme référence.

Les protéines dénaturées vont alors migrer pastréfghorese suivant leur poids
moléculaire. Un gel de polyacrylamide contenantSawalium Dodecyl Sulfate (SDS-PAGE,
Polyacrylamide Gel Electrophoresis) permettant darger les protéines négativement est
utilisé afin de permettre la migration a travergdeeau d’acrylamide. La concentration des
gels de polyacrylamide (entre 10 et 12 %) est dpé@m suivant le poids moléculaire de la
protéine recherchée. La migration s’effectue a aageeconstant (30 mA) dans du tampon de
migration CAPS (3-Cyclohexylamino-1-propanesulfoamd, Biorad, France). Un transfert
(transfert semi liquide, Bio-Rad) sur membrane diWnyliDene Fluoride (PVDF, France),
est ensuite effectué pendant 1 heure a 125 mA dansmpon CAPS. La membrane de
nitrocellulose est ensuite placée dans une solal®rouge Ponceau (Sigma-Aldrich) afin de

vérifier la qualité de I'électrophorése protéiquele son transfert.

Saturation et détection

Afin de bloquer les sites éventuels de fixatiom spécifique des Ac primaires, les
membranes sont incubées dans une solution desatu(PBS-Tween 0,1 % contenant 5 %
de lait écrémé) pendant une heure a températurmaarab

Selon les anticorps utilisés (Tableau 1), i@smbranes sont incubées soit 12 heures a
4°C soit 2 heures a température ambiante aveddaps primaire dilué dans la solution de
saturation.

Apres 3 lavages au TBS-Tween 0,1 %, les membso@sncubées durant 1 heure a
température ambiante avec l'anticorps secondaireegmondant couplé a la peroxydase
(Tableau ).

Aprés 3 lavages en TBS, les membranes sont révélékaide d'une solution
chemiluminescente (Enhanced ChemiLuminescente, E@gent, Amersham Life Science,
France).
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Tableau 1. Reécapitulatif des différents anticorps utilisés aytométrie (cyto),

immunofluorescence indirecte (IFI) et western N WB)

Amnticorps utilises References Fournisseurs Hote Isotype | Epitopesreconnus Applications
Cyto | IFI WB
Cluster de
différenciation
CD19-PC7 IM3628 Beckman Coulter Souns Ig51 Extracellulare 1/200
CD3-PC7 TITH5T Beckman Coulter Souns 1=1 Eztracellulaire 1/200
CD4-FITC ANTTS0 Beckman Coulter Soutis 1=1 Eztracellulaire 1/200
CD25-PC5 IM2646 Beckman Coulter Sours 1=G1 Ezxtracellulaire 1/200
Fécepteurs ala
neurotensine
MNTSR-1 257040000 Diaclone Souns Ial Eztracellulaire 1/200
MNTSER-1 ANT-015 Alomone Lapin 1= 1/200
MTER-2 ANT-016 Alomone Lapin Igs Intracellulaire, 1iz00 14200 1iz00
C terminal
MNTSR-3 AF3154 R et D systems Chévre 1= Eztracellulaire 1/200 1/100
MNTSE-3 (C-20) Sc-25055 Santacruz Chévre 1= M terminal 1/200
HNTER-3 Ah 16640-100 Ahcam Lapin 1o 1/100
Heurotensine
Meurntensine FL-170 Sc-20306 Santacruz Lapin Igs A4 1-170 forme 1200
totale
MNeurotrophines
MGF (H-20% Sc-543 Santacruz Lapin Igs Forme précurseur (27 | 1/200
kD) et forme mature
(13 kDa)
BDHNF clone 35909 MAB22E] R et D systems Soutis 1=31 1/200
MT-3 (M-20) Sc-547 Santacruz Lapin Igs Forme mature (35 1200
kDa)
Reécepteurs aux
neurotrophines
TREA clone 165131 MAB17S1 R et D systems Souns 1=G1 Eztracellulaire 1/200
TREE clone 72509 MAB3IT] R et D systems Souris 1=G1 Eztracellulaire 1/200
TREC clone 75213 MABST7I] R et D systems Souns 1=1 Eztracellulaire 1/200
FHNIR (N GFRS) Sc-58567 Santacruz Soutis 1=G1 M terminal 1/200
Recepteur Fas
CDos IM2387 Immunotech Sours Il C terminal
Genes de ménage
GAPDH Sc-25778 Santacruz Lapin 1= 11000
Actine A5441 Sigma Souns 1= 1/10000

Les signaux émis sont détectés grace a un im&gmgene, modéle Gbox-Chemi-
XT (Genesnap Syngene, Cambridge, UK). Afin de gtiantes protéines contenues dans
chaque lysat cellulaire protéique, les membranasréhybridées avec un Ac dirigé contre la
GAPDH (Santacruz Biotech). Une quantification degpressions protéiques de chaque
échantillon cellulaire est réalisée en comparantehsité d’expression de la protéine d’'intérét
a l'intensité de la GAPDH (Genetool, Syngene) [298]
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2. Etude immunocytochimique par immunofluorescence

indirecte

L’expression de la neurotensine et de ses récepéeliétat basal et en condition de
stress pro-apoptotique a été étudiée par la tegbnitimmunofluorescence indirecte. Les
cellules sont d’abord lavées au PBS a 370 g ddi@minutes. Aprés numération, 100 pL de
PBS contenant 20000 cellules sont déposées sulanme en verre recouverte de téflon
(Menzel-Glaser) (Fischer scientific, France). Aps#chage, les cellules sont fixées au
paraformaldéhyde 4 % (PFA, Sigma Aldrich) durantriit & température ambiante (TA).

Les cellules sont ensuite lavées en PBS puis péilisées, dans le cas de recherche
d’antigenes intracellulaires, a la saponine (llmgan, France) durant 20 min a TA. Apres un
autre lavage au PBS, une saturation des sites péxifigues est effectuée a l'aide d'une
solution de PBS contenant 5 % de BSA, pendant ekeprés saturation, les cellules sont
incubées avec les anticorps primaires dilués darsolution de saturation pendant toute la
nuit a 4°C Tableau I). Un contrdle isotypique est effectué pour chagquepAmaire dans les
mémes conditions, avec selon les cas, des immunalgies irrelevantes de souris, de lapin
ou de chevre utilisées a la méme concentratio’ 4agrimaire (Tableau ).

Les cellules sont ensuite lavées 3 fois au PBSs pntubées avec l'anticorps
secondaire correspondant dilué au 1/5000 dans & (Pableau 1) pendant 30 minutes a
'obscurité et a TA. Les cellules sont alors lav2dsis au PBS puis une fois a I'eau distillée.
Les lames sont alors montées a l'aide du milieuramtage liquide (Mounting Medium,
Dako).

La détection des différents marquages se fait gait microscopie a fluorescence
(Leica DMRX, Rueil Malmaison, France) soit par mmcopie confocale (Carl Zeiss S.A.S,
LSM 510, Jena, Allemagne).
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Tableau II: Isotypiques et anticorps secondaires utilisés en NWiBet cytométrie

Anticorpsutilisés Réferences Fournisseurs Hate Applications
Cytométrie | IFI WB

Contréles isotypiques

IeM 857913020 Diaclone Souris Dilution identique a celle de

IeG 5¢-2027 Santacruz Lapin ’anticorps primaire

TeG sc-2025 Santaciuz Souris

IeG Sc-2028 Santacruz Cheévre

Anticorps secondaires
pourla cytométrie et

I'TFI

FITC 11-5890 cBiosciences Souris 1/1000

Alexa 488 Al11001 Invitrogen Souris 1/1000 1/2500
Alexa 488 A11008 Invitrogen Lapin 1/1000 1/2500
Alexa 594 Al1058 Invitrogen Chévre 1/2500

Anticorps secondaires
pour le western blot

IeG-HRP gc-2031 Santaciuz Souris 1/1000
IgG-HRP gc-2317 Santaciuz Lapin 1/1000
IeG-HRP s¢-2020 Santacruz Chévre 1/1000

3. L'immunoprécipitation

L’analyse des interactions entre les différentsepéeurs a la neurotensine est
effectuée a I'aide de la méthode d'immunoprécimtaflP) par utilisation de billes d’agarose
A/G+ (Santacruz)

Les cellules sont d’abord lysées dans une solatilyse (constituée de 5 M NaCl, 1
% NP40, 100 mM NavO3, 100 mM PMSF, 0,5 mM EDTAmMBI de tampon Chaps, pH
7,6) permettant de limiter la dénaturation des sitediaisons de I'anticorpgpendant 30
minutes dans de la glace.

Le lysat est ensuite centrifugé pendant 10 minuted°C a 13000 g. Apres
guantification du surnageant protéique par la nughde Bradford, 250 ug de protéines sont
incubés avec 20 pL de billes d’agarose A/G+ duB@nminutes, a 4°C, sous agitation, afin de
limiter les fixations non spécifiques (étape deegpraring»). Aprés une centrifugation de 2
minutes a 4°C, a 10000 g, le surnageant est mig@ber 12 h avec 2,5 pug d’anticorps
isotypique correspondant a la protéine immunopitdgp(Tableau 1) et 20 pL de billes
d'agarose A/G+. Aprés centrifugation dans les méooeslitions que précédemment, le culot
contenant les billes est conservé a 4°C. Le suamg@otéique est repris dans un nouveau
tube avec 20 pL de billes et 2,5 pL d’anticorps-BIftSR-1, NTSR-2 ou NTSR-3 selon

I'interaction recherchée.
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Ce mélange est ensuite incubé 12 h, sous agitatidhC. Apres une derniere étape
de centrifugation, le surnageant qui corresponddatfraction protéique libre, est conservé a
4°C. Le culot est alors lavé 3 fois avec du tamgetyse durant 2 minutes a 10000 g, a 4° C.

La technique de Western blot est ensuite emplesyéda fraction libre et la fraction

fixée, ainsi que sur la fraction isotypique.

4. La cytometrie en flux

La caractérisation des neuropeptides et de leégsepteurs dans les différentes
conditions de culture est mise en évidence au niwetracellulaire et membranaire par la
technique de cytométrie en flux (FACS, Fluorescehotévating Cell Sorting).

Les cellules sont lavées au PBS a 370 g durantitiOtes puis déposées a la densité
de 2.10 dans des tubes de cytométrie. Les cellules saniiterfixées pendant 15 minutes par
une solution de PFA 4 % puis lavées une fois en.RBS cellules sont perméabilisées 15
minutes avec de la saponine pour la détection niggeaes intra-cellulaires. Les cellules sont
ensuite incubées durant 30 minutes a températoipéaate avec les Ac primaires dilués dans
une solution de saturation (PBS 1 % BSA) (Les diffiés Ac primaires utilisés en cytométrie

de flux sont récapitulés dans le Tableau | page 93.

Des contrbles isotypiques correspondant aux apscal’intérét sont également
effectuées.
Aprées un lavage en PBS, les cellules sont incuB8emin a 4°C avec les Ac secondaires
dilués dans la solution de saturatiohalfleau Il). Les cellules sont ensuite lavées puis
remises en suspension dans 200de PBS avant analyse par cytométrie en flux (LSR,
Fortessa, Becton Dickinson). Les résultats obtesmst représentatifs d’au moins trois

expériences indépendantes.
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C.Voies de prolifération et d'apoptose

1. La prolifération cellulaire par test EDU

L’EDU (5-éthynyl-2"-déoxyuridine), analogue detleymidine, est incorporé par les
cellules au cours de la phase S. Le test utilisie@-EDU", Invitrogen) permet de détecter
la prolifération cellulaire grace a la quantificati de la synthese d’ADN par détection
antigénique de l'incorporation de 'EDU secondaiegrincouplé a un fluorochrome (Alexa
Fluor 488). La quantité d’EDU incorporée est aloisualisée par cytométrie en flux apres
réaction catalytique cuivre-dépendante.

Les cellules sont ensemencées & la densité Wmll@ans des plaques 24 puits en
condition basale de culture, ainsi qu'en conditida privation sérique. Aprés 21 h
d’incubation, 'EDU est ajouté dans chaque puittaaconcentration finale de 30M et
incubation poursuivie pendant 3 h. Les cellulestsnsuite lavées en PBS, fixées 15 min en
PFA 4 % puis perméabilisées 20 min avec de la sapcavant d’étre incubées 30 min a
température ambiante avec 10D de «Click-It™ Reaction Cocktail». Apres 2 lavagas
PBS-1 % BSA, les cellules sont immédiatement agalyspar cytométrie en flux (LSR,
Fortessa, BD).

2. Dosage des nucléosomes solubles par ELISA Cell Deat

La proportion de cellules en apoptose est évapatele dosage des nucléosomes
solubles générés au cours de ce processus de etlathice. Afin de déterminer l'influence
éventuelle de la neurotensine exogéne sur I'apeples différentes lignées B, le dosage des
nucléosomes solubles est réalisé dans des difé&reonditions de stress cellulaire (privation
sérique combinée ou non a l'activation de la vaeeFas) par technique ELISA selon les
instructions du fournisseur (Cell Death DetectiddFA Plus ; Roche Diagnostic, Meylan,
France).

Les cellules (5.10cellules/puits) sont ensemencées dans des pl&guesits. Au
bout de 24, 48 ou 72 heures d’'incubation en pré&sdas différentes molécules étudiées, les
plaques contenant les cellules sont centrifugé&ay pendant 10 minutes. Le surnageant de
culture est alors enlevé et remplacé par 20@e tampon de lyse. Aprés 30 minutes de lyse,

les plaques sont a nouveau centrifugées. Le suana@0ul) de chaque condition est ajouté
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a des puits sensibilisés a la streptavidine etecamnit un Ac anti-histone couplé a la biotine
ainsi gu'un Ac anti-DNA couplé a la peroxydase. ¢émtrdle positif de réaction, ainsi qu’'un
contréle négatif sont systématiquement réaliséendémble des composants est incubé 2
heures a température ambiante sous agitation ddrms.lavages sont ensuite réalisés.
L’ABTS ou 2,2'-azino-di-3-ethylbenzthiazoline swtic acid (substrat de I'enzyme)

est incubé 10 a 15 minutes dans 'obscurité a teaym& ambiante jusqu’a I'apparition de la
réaction colorimétrique. La quantité d’ABTS oxydété€nsité colorimétrique) correspondant a
la quantité d’ADN fragmenté est immeédiatement mésigrace a un spectrophotometre a la

longueur d’onde de 405 nm (Labsystem).
Les résultats sont évalués en index apoptotiqueindex est déterminé pour chacune

des conditions par rapport a I'état basal qui ediitrairement fixé a 1. Chaque

expérimentation a été effectuée au minimum 3 fois.
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1] Neurotensine, récepteurs a la neurotensine et lymphytes
B sains humains

A.lIsolement des cellules mononucléées sanguines

1. Séparation des lymphocytes B par tri magnétique pa#

Les PBMC (peripheral blood mononuclear cells) 8¢émoins volontaires sains (8
hommes et 5 femmes, age moyen 28,%ans) sont séparées par gradient Ficoll (Eurobio,
Courtaboeuf, France). Trente-cing mL de sang fotélevé sur tube EDTA (acide éthylene
diamine tétra-acétique) sont dilués au % dans dsi §tBrile. Deux volumes de cette solution
sont déposés sur un volume de Ficoll (Eurobio, @&aeuf, France) puis immédiatement
centrifugés a 278 g pendant 30 min.

L’anneau d’interphase contenant les PBMC est é&&ug I'aide de la pipette puis les
cellules sont lavées par centrifugation dans 50d@lRPMI & 278 g pendant 10 minutes. Le
culot cellulaire est alors repris dans un ml degamde tri froid (4° C) (PBS, 0,5 % BSA, 2
mM EDTA (SigmaAldrich)) puis un comptage est eftexsur cellule de Malassez.

Les lymphocytes B circulants sont ensuite isoléstg magnétique positif (CD19
Human MicroBeads MACS, Miltenyi Biotec SAS, Franc&prés un lavage de 10 min a 370
g en tampon de tri, les cellules sont resuspenduasdensité de 180 pL de tampon puis
mises en contact avec les billes magnétiques rectmasvd’'anticorps d’anti-CD19 humain (20
ul/10” cellules). Aprés incubation de 15 min sous agitatiouce a 4° C, les cellules sont
relavées dans 2 mL de tampon. Le culot cellulasteators repris dans 5Q0. de tampon.
L’étape de séparation magnétique s’effectue ensuitaide d’'une colonne MS (Magnetic
Separation Column, Miltenyi Biotec) placée dansamamp magnétique. Les 5QQ de
solution cellulaire sont alors déposés dans larmc@oet les cellules non fixées aux billes
eliminées. Aprés 4 lavages de 5dQ la colonne est séparée de son aimant, et ladexB
fixées sont recueillies stérilement dans 1 mL dap@n de tri. Une nouvelle numération
cellulaire avec contréle de viabilité en bleu dgén est réalisée.

La pureté du tri est systématiquement vérificegpalyse en cytométrie a I'aide d’'un
anti-CD19 humain couplé a la PE-cyanine 7 (Beckr@alter). Les cellules triées sont

conserveées pour une puret®5%.
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2. Culture cellulaire

Les lymphocytes B normaux sont cultivés dans dagues 96 puits a fond rond
(Nunc, VWR, Fontenay-sous-bois, France) a la dénsle 2.10 cellules/mL. Ces
lymphocytes sont cultives dans du milieu RPMI+Ghudx contenant 20 % de SVF
décomplémenté, 1 % de MEM vitamines, 1 % de sogiyravate, 1 % d’acides aminés non
essentiels, 1 % de Glutamine ainsi qu'l % de peaptomycine (Invitrogen) et enrichi de
Pokeweed (PWM), facteur mitogénique, utilisé adacentration de 2Qg/mL (Lectin from

Phytolacca AmericanaSigmaAldrich).

Apres 3 a 7 jours de culture, les lymphocytes Bt smymptés et leur viabilité est
déterminée par un test au bleu de Trypan. LesleslB stimulées sont alors utilisées pour
I'extraction d’ARN, de protéines ou pour I'étude lexpression de la neurotensine et de ces
différents récepteurs par immunofluorescence @magtrie en flux.

3. Extraction d’ARN
L’extraction des ARN totaux a été effectuée pakildRNeasy Micro (Qiagen) selon
les recommandations du fournisseur.

Les étapes de RT-PCR et de PCR sont effectuéemeatataillée dans la section

« Détection des transcrits » page 87.

4. Extraction protéique et immunofluorescence indirece

Ces deux techniques ont été réalisées conforméamerprotocoles détaillés (voir la

section « Etude immunocytochimique par immunoflsoesmce indirecte »).
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IV Neurotensine, recepteurs a la neurotensine et

lignées B murines

A.Cultures cellulaires

1. Lignées murines

Six lignées murines a différents stades de matur& ont été utilisées :
-18.81 et 70Z/3 sont des lignées de phénotype pre-B
- Wehi et CH12 sont des lignées de phénotype Bmmatu
- Les lignées S-194 et NS1 sont des lignées degtyyeém plasmocytaire

Toutes ces lignées ont été fournies par 'TUMR CNg@81, Limoges, dans le cadre
d’une collaboration avec le Dr Laurent Delpy.
2. Conditions de culture
Les cellules sanguines proviennent de rates desssauvage (C57bl/6). Elles sont
cultivées a la densité de % @ellules/mL dans du RPMI supplémenté & 10 % SVF

(Invitrogen), de 1 mM de sodium pyruvate, de 0,1 wiilscides aminés non essentiels, de 50

UM B-mercaptoethanol, de 100 U/mL penicilline et de i@dmL streptomycine (Gibco).
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B.Neurotrophines et lymphocytes B murins

1. Séparation des cellules pre-B murines

Pour l'analyse des cellules pré-B, les cellule2®2CD43 issues de la moelle
osseuse de souris ont été isolées par FACS-Var{BiDeBiosciences) avec une pureté
supérieure a 90%. Les marquages ont été réali¥ésda d’anticorps anti-B220 (CD45R,
marqueur pan-B) (RA3-6B2, e-Bioscience) et anti-G[ldy-48, marqueur des pro-B murins,

S7, BD Biosciences) selon un protocole validé daristérature [299].

2. Séparation des lymphocytes B par tri magnétique pas

Pour la séparation des LB spléniques de souribiEBBh=3) agées de 6 moign tri
magnétique négatif est effectué (CD43 Mouse MiceaBeMACS, Miltenyi Biotec SAS,
France) selon les indications du fournisseur. Cettghode permet en effet d’isoler les
cellules B matures CD43- du reste des splénocytes.

Apres dissection de I'animal, la rate est broyaesddu milieu RPMI contenant des
antibiotiques (pénicilline/streptomycine, Invitragepuis filtrée a I'aide d’un tamis de 0,4 um
(Becton Dickinson, BD, France). La solution obtendéposée sur une solution de Ficoll
(Eurobio, France), a raison de deux volumes detisalsur un volume de Ficoll, est mise a
centrifuger 30 min & 370 g. Apres récupération 'denlkeau d’interphase, les cellules sont
centrifugées 10 min a 370 g dans 50 mL de RPMIéAprumération cellulaire et selon les
indications du fournisseur, les cellules CD4@8nt isolées. La viabilité cellulaire est contgdlé

par un test au bleu de trypan.
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V Neurotrophines, récepteurs aux NTs et MAI

A. Neurotrophines, récepteurs aux NTs et LED

1. Principaux objectifs de cette étude et criteres dgigement

Le protocole Neuroled est un protocole local deheeche clinique, dont le
promoteur est le CHU de Limoges et dont le finareama été obtenu de 'AREML
(Association de Recherche et d’Entraide de la Maladpique).

a. Critéres d’'inclusions

> Sélection des patients

26 patients (sexe féminin n=24, age moyentl24 ans) atteints de lupus
erythémateux disséminé (LED) selon les criteres ldessociation Américaine de

Rhumatologie (ARA) ont été inclus aprés le recdeileur consentement éclairé [300].

» Sélection des témoins

26 témoins (sexe féminin n=24, age moyer3ians), appariés par I'age et le sexe et

indemnes de LED ont été inclus apreés le recuditgieconsentement éclairé.

b. Critéres de non-inclusion
Afin de limiter les biais de sélection lies auxiations des NTs lors de certaines
pathologies, les personnes atteintes de cancerfrestis de dépression ou ont été exclues de
'étude [301-303]. Les patients bénéficiant d’'unarticothérapie basale supérieure a 20
mg/jour de predsinone ou prednisolone, de fortegslale corticostéroides pouvant diminuer
les taux circulants de NGF et de BDNF [304] et mledle profil d’activation lymphocytaire
des patients lupiques [305].

L’association a un traitement anti-dépresseur fetget d’'une exclusion (en raison
de leur augmentation possible des concentrationgues de BDNF) [306, 307]. Par contre
les autres traitements psychotropes ne seront gasritéres d’exclusion en raison de la
fréquence des complications neurologiques périghés ainsi que rhumatologiques

103


http://www.pdfxviewer.com/
http://www.pdfxviewer.com/

nécessitant le recours a des benzodiazépines es ksl anti-convulsivants, ces traitements

ne modifiant pas a notre connaissance les contemnsasériques de neurotrophines.

Les patients ou témoins incapables de comprendmdaalhérer au protocole, ayant
signé le formulaire de refus, faisant I'objet d'umesure de sauvegarde de justice ou privés
de liberté, les personnes mineures ou majeureantal®bjet d’'une mesure de protection

légale ainsi que les femmes enceintes ont été xclu

c. Données biologiques et cliniques

» Parameétres cliniques recueillis

Les parametres cliniques recueillis spécifiquenpentr cette étude sont:

-le score d’activité de SLEDAI[308] pour les patients atteints de LED

-I'échelle SF 36 de qualité de vid309] pour tous les patients et témoins, afin de
déterminer I'influence éventuelle de la qualitévieedans cette maladie chronique sur les taux
sériques de neurotrophines.

Cette échelle de qualité de vie (Medical Outcoiesly-Short form-36) est un profil
de 36 questions regroupées en 8 domaines expldeativité physique (10 items), les
limitations liées a I'état physique (4 items), desileurs physiques (2 items), la santé percue
(5 items), la vitalité (4 items), la vie et lesatbns avec les autres (2 items), les limitations
lites a I'état psychique (3 items), la santé psymhi(5 items) auxquelles s'ajoute un item
indépendant : I'évolution de I'état de la santé0][3Lles résultats de cette échelle seront
interprétés selon les normes établies par Leplege [811].

-des données cliniqgues d’activité I'ensemble des atteintes systémiques du LED

présentes lors de I'inclusion étant colligées.

» Parametres biologiques recueillis
Les parametres biologiques et immunologiques réisugont les suivants :

- NFS

- Fonction rénale, protéinurie

- Dosage des anticorps antinucléaires (immunofluerese indirecte sur cellules
HEp2, (The Binding Site, Saint Egreve, France)est ahti-DNA natifs (ELISA, Phadia,
Saint Quentin en Yvelines, France)

- L’existence d’anticorps anti-ENA (Phadia) et d'@hiospholipides (ELISA, Ingen,
Chilly Mazarin, France) est systématiquement rdieei
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- Dosage des gammaglobulines par immunoélectrophorese

d. Dosage ELISA de BAFF et des profils cytokiniques Th (I'lFN-vy),
Th2 (IL-10) et Th-17 (IL-17)
Les dosages de BAFF, de I'lL-10, de I'lENet de I'lL-17 sérique sont effectués en
duplicate par la technique d’ELISA (Quantikine® Ham BAFF, IL-10, IFNy, IL-17

Immunoassay R&D system, Lille, France) selon |elsciations du fournisseur.

Les échantillons sont utilisés non dilués (IL-LIFN-y) ou dilués au ¥2 sont déposés
dans des puits préalablement sensibilisés soit @vec monoclonal anti-BAFF, anti- IL-10,
anti-IFN-y ou anti-IL-17. Apres le temps d’incubation reconmaé par le fournisseur (2 a 3
heures selon la cytokine recherchée), les puit$ lsmés a 4 reprises (tampon de lavage,
solution commerciale). Une nouvelle incubation aweures requises et a température
ambiante est ensuite réalisée avec un deuxiemelclpnal couplé a la peroxydase. Apres 4
lavages, la réaction colorimétrique est obtenu8@minutes apres adjonction d’une solution
chromogéne de tetramethylbenzidine. La réactioreestite arrétée par I'ajout de 100

d’acide sulfurique. L’absorbance est mesurée adb@ar spectrophotométrie (Labsystem).

e. Etude de I'expression des neurotrophines et de lesrrécepteurs au

niveau lymphocytaire T et B

La cytométrie en flux a été utilisée afin de neeten évidence la présence
membranaire des récepteurs aux NTs ainsi que leentdelle séquestration intra-
cytoplasmique, mais également afin d’étudier legatians d’expression des NTs dans les LB
et LT de patients atteint de LED et de volontagaisis. Les anticorps utilisés sont récapitulés
dans lesTableaux | et I1.

Cent microlitres de sang total sont incubés au pemdant 15 minutes avec 5 L
d’anticorps anti-CD19, CD3, CD4 et CD25 selon lparéition des tubes décrite dans le
tableau 2 puis fixés par 100uL de la solution AKdulntrastain (DakoCytomation) pendant

15 minutes supplémentaires et lavés une fois en PBS

Les tubes pour le marquage intra-cytoplasmique spstiite perméabilisés avec 100
ML de la solution B du Kit Intrastain pendant 5 otes au noir. Tous les tubes sont ensuite
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mis en contact pendant 30 minutes a températuréaatebau noir avec I'Ac primaire (1pL
pour I'anti- sortiline, 2uL pour les anti-TrkA, Tk TrkC et BDNF, 2,5uL pour les contréles
isotypiques de lapin et de souris, 5uL pour les@ré -, NGF, NT-3 et le FoxP3). Une lyse
des globules rouges a l'aide d’'un tampon de lys26(§ NH4CI, 1 g KHCO3, 30 mg EDTA
Na) est effetuée sur les tubes utilisés pour lequage membranaire durant 10 min.
L’ensemble des tubes (membranaire et intracelkjlast ensuite lavé dans du PBS durant 5
min a 370 g. Le culot cellulaire est ensuite incBBéminutes au noir a température ambiante
avec 100 pL d’Ac secondaire lapin ou souris prdatabnt dilués au 500 e dans la solution
de saturation. Les cellules sont ensuite a noulseaes et resuspendues dans 350 pL de PBS
avant analyse par cytométrie en flux (FACS Cant®D Le Pont de Claix, France). La liste

des différents tubes réalisés est récapitulée léarableau Il .
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Tableau Ill: Liste des différents marquages realisés au niwgaphocytaire B et T dans le

protocole NeuroLED (LED), NeuroSGSp (SGS) et dansclérodermie systémique (SSc).

. - T LED | 81 [ 33¢
Agiticorp sprim aite secnndarie
CD1Y seul * *
CD19+Tekd Soutis i i
CD19+TikB Soutis ¥ ¥
" G019 +TrkC Soutis * *
g CD19 47 500 St i
A CD19 +3ortiline Lapin i
g [ sotypioue de sous Aouis * *
by [ aotroue delapin Lapin i "
;i (D3 seul s
E:; CD3 + Ttk soitis n |
D3 +TekE soutis ¥ ¥
QD3+ TrkC souris * *
(D3 +p7 5% soutis gl i
CD3 + Sortiline lapin *
[ sotypicue de souris soutls i i i
. [ sotypique de lapin lapit i *
CDLY seul ¥ i
CD10 +Trkd souris i i
CD10 + T:kE souris * i
CDLY +TekC soutis * *
3 CD1Y +p7 50k sautis i i
it CD19 +3otiline lapin i
2 CDL0 +HGF lapin i i
£ CD19 +BDNF soutls * S
: CDI9 +NT3 lapin il
-?ﬂ D3 seul BEME
7 CD3 +Tikd soutis S
5 D3 +TikE soutis i T
= T3 + Tek(! satis I
(D3 +p7 591k soutis g i
D3 +3ortiline lapin i
CD19 +NGF lapin * *
D19 +BDNF soutis ¥ ¥ ®
CD19+NT3 lapin i *
CD4+C025 +FoxP3 * i
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f. Dosage sérique des neurotrophines par la techniqu& ELISA

La détermination des taux de NTs sanguins a élééé a I'aide des kits Promega
NGF, BDNF et NT-3 Emax® ImmunoAssay System selendeotocoles du fabricant et la
meéthodologie décrite précédemment par notre labioeaf267]. Chaque analyse a été
effectuée en duplicate, apres dilution dans le tamgblock and sample buffer» pour les
échantillons sanguins au 1/10 pour NGF, 1/2 pouNB[®t 1/4 pour NT-3.

Les résultats pour chaque prélevement sont cagsidd®mme valides si I'écart entre
les deux dosages est inférieur a 15 %. Ces kitsimatsensibilité permettant de détecter des
concentrations circulantes allant de 7,8 a 500 pgiour le NGF, de 1 a 500 pg/mL pour le
BDNF et de 4,7 a 300 pg/mL pour le NT-3 avec umetigité croisée inférieure a 3%.

Ce procédé permet une détection sensible et gpéeifle ces NTs par la technique
ELISA. Les trois méthodes sont identiques et déifémpar la spécificité des anticorps utilisés
pour I'ELISA (anticorps anti-NGF, anti-BDNF ou aiT-3 pour les dosages de la NT
correspondante) et les temps d’incubation.

La sensibilisation des plaques Nunc Maxisorp dep@is (VWR Fontenay-sous-
Bois, France) est obtenue avec 100 pL par puitseddolution de tampon carbonate «block
and sample buffer 1X» (sodium bicarbonate 0,025btitsn carbonate 0,025M, Sigma
Aldrich) contenant soit un Ac polyclonal anti-NGEO(uL dilués un volume final de 10 mL
de tampon carbonate), soit un Ac monoclonal antNB¥10 pL dilués dans un volume final
de 10 mL) ou polyclonal anti-NT-3 (20 pL dilués dam volume final de 10 mL) pendant 12
heures a 4°C. Aprés un lavage en TBS-0,1% Twee |(20dans chaque puits), les plaques
sont incubées en tampon carbonate «block and sdmoffier 1X» a température ambiante
pendant une heure afin de saturer les sites didiixaon spécifiques. Les puits sont ensuite
lavés une fois en TBS-0,1% Tween.

Les sérums a tester, préalablement dilués en taroadonate selon les modalités
décrites précédemment, sont alors déposés en aigplit00 uL dans chaque puits) ; deux
colonnes sont réservées a I'établissement de ibealiétalonnage avec le NGF, le BDNF ou
la NT-3 standard. Les plaques sont ensuite incubéesnpérature ambiante sous agitation
douce pendant 6 heures pour le NGF et la NT-3redq& 2 heures pour le BDNF.

Aprées 5 autres lavages en TBS-0,1% Tween, la plagtiincubée soit avec un Ac
monoclonal anti-NGF ou anti-NT-3 (2,5 pL d’anticengilués dans un volume final de 10 mL
de tampon carbonate) soit avec un Ac polyclonatBBNF (20 pL dilués dans un volume
final de 10 mL de tampon carbonate), pendant 12€elsea 4°C pour le NGF et la NT-3 ou
pendant 2 heures pour BDNF sous agitation douempdrature ambiante. Les plaques sont a
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nouveau lavées 5 fois en TBS-0,1% Tween puis inesi# température ambiante sous
agitation douce avec I'Ac secondaire anti-lg deaanjugué a la peroxydase pendant une
heure pour le BDNF et 2,5 heures pour le NGF &Ta3. Suivent 5 lavages en TBS-0,1%
Tween.

La révélation est obtenue par une solution dansthylbenzydine (TMB), substrat
de la peroxydase, en 5 a 10 minutes a l'obscujitéqu’a I'obtention de la réaction
colorimétrique. Celle-ci est ensuite arrétée pajolit de 100 puL d’acide chlorhydrique
molaire. L'absorbance est mesurée a 450 nm partrepeotométrie (Labsystem). Les
concentrations des différentes NTs dans chaquenglbbia sont déterminées par comparaison

avec les courbes d’étalonnage.
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B. Neurotrophines, récepteurs aux neurotrophines et

sclérodermie

1. Patients et méthodes

a. Critéres d’inclusion
Cinquante cing patients sclérodermiques (SSc)émuis (49 femmes, age moyen

54,2+ 12,5 ans), répondant aux critéres révisés de mdé#can College of Rhumatology »
ont été inclus au sein des CHU de Limoges et deeRoa durée d’évolution de la maladie
était 5,5+ 3,3 ans lors de la réalisation de cette étudeobarte de patients a été divisée en 4
catégories selon la classification de Medsger ardr5(SSc limitée (ISSc) précoce (< 5 ans)
ou tardive; SSc diffuse (dSSc) précoce (< 3 andpalive [312]. Les patients présentant une
néoplasie évolutive, ou des affections psychiagggwont été exclus pour éviter les
interférences potentielles de ces pathologies kgeconcentrations sanguines de NTs.

Le groupe contrdle était composé de 32 volontaia@ss appariés par I'age et le sexe.
Un consentement éclairé a été obtenu de tous IdKipants a ce protocole, approuve
préalablement par le Comité d'éthique de la comanis$établissement du CHU de Limoges
dirigé par le Dr G Terrier (35-2009-17).

b. Données cliniques

La SSc a été classée en limitéee (ISSc) ou difeeden I'importance de l'atteinte
cutanée [313]. Quatre patients (anti-RNP posifii®dsentaient un tableau de syndrome de
Sharp caractérisé par des manifestations clinigéescatrices de lupus (n=3) et de
polymyosite (n=1).

Le profil clinique est constitué des données suesin
- le degré d’atteinte cutanée selon le score den&ododifié basé sur une échelle

entre allant de 0 (absence de sclérose) a 51 [314].
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- I'existence d'ulcérations digitales, d’'une attes pulmonaire fibrosante, des
atteintes articulaires et digestives. La présencmed hypertension artérielle pulmonaire
(HTAP) a été définie par une PAP moyenne supériewreégale a 25 mm de Hg au

cathétérisme cardiaque droit.

L’évaluation de la fonction pulmonaire lors de lide a été basée sur les données des
épreuves fonctionnelles respiratoires: capaci@eviflitre et % de la théorique), DLCO (CO
mL/min/mm Hg % de la théorique), DLCO/volume ahaicg (% de la théorique) et du test
de marche de 6 min (métres et % de la théorigue)sdverité clinique a été évaluée par le

score de Medsger [312].

c. Données immunologiques
La recherche d’anticorps anti-nucléaires, d’aetitcomere et d’anti-Scl70 a été

réalisée en immunofluorescence sur cellules HEp2 @inding Site) et par ELISA (Phadia).
La recherche d’anticorps anti-phospholipides etdesage de gammaglobulines ont fait appel
aux techniques détaillées dans le paragraphe \ecoat le lupus érythémateux disséming.

Les dosages sériques du NGF, du BDNF et de la Nmt3®té réalisés par technique
ELISA selon la méthodologie détaillée dans le paplge V concernant le lupus
érythémateux disséminé.

La production de BDNF par les cellules B et T sanggi a été évaluée par cytométrie
en flux chez 5 patients et 5 témoins selon la nutlogie détaillée dans la sectiorL&a

cytométrie en flux ».
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C.Neurotrophines, récepteurs aux neurotrophines et

syndrome de Goujerot Sjogren

Ce travalil fait partie d’'un projet de recherchenicjue régional débuté en mars 2010
dont il présente les premiers résultats. Il estypiétudier au total les échantillons sanguins
de 40 sujets atteints de SGSp et de 40 sujets. daasnalades et les contrdles sont appariés
selon I'age (+/- 5 ans) et le sexe. Un consenter@elairé a été obtenu auprés de chacun des

participants a cette étude.

1. Patients

a. Critéres d’éligibilité
Les sujets atteints de SGSp doivent répondre ail&res Ameéricano-Européens
révisés de 2002 du SGSpnhexe 2, étre agés d’au moins 18 ans et étre affiliéa &égime
de Sécurité Sociale. Les sujets non atteints doigar également dgés d’au moins 18 ans,
affiliés a un régime de Sécurité Sociale et indesrdeetoute MAL.

b. Criteres de non-inclusion
N’ont pu étre inclus :

- les personnes présentant des antécédents avérgmtliglogies psychiatriques
séveres non liées a un syndrome secondaire depre#pholipides ou a une atteinte
cérébrale spécifique de la maladie.

- Les personnes présentant une addiction avérée eorneocaine, deérivés
morphiniques, alcoolisme chronique).

- Les personnes prenant un traitement antidépresdeutype inhibiteurs de la
recapture de la sérotonine ou tricycliques, ceuxnadifiant les concentrations
sériques de BDNF.

- Les personnes atteintes d’un cancer évolultif.

- Les personnes faisant I'objet d'une mesure de gmurde de justice.

- Les personnes incapables de comprendre ou d’adinéotocole.

- Les femmes enceintes.
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- Les personnes mineures ou les personnes majeusastfdobjet d’'une mesure de
protection légale.

- Les personnes privées de liberté.

c. Modalités de recrutement
Vingt-trois patients (19 femmes et 4 hommes) diteide SGSp ont été inclus
prospectivement au cours d’'une consultation ou el'ospitalisation dans le service de

Médecine Interne A. Leur moyenne d’age est de 86s8avec un écart-type de 14,7 ans.

Les 16 volontaires sains appariés par I'age etebe sont été recrutés parmi le
personnel médical et paramédical volontaire du Q@ldlimoges et les étudiants/enseignants
volontaires des Facultés des Sciences et TechnidaesUniversité de Limoges. Les

inclusions se sont déroulées du 20 Avril au 21 &apte 2010.

d. Méthodes

1) Marquages en cytométrie en flux

La cytométrie en flux a été utilisée afin de metegr évidence la présence
membranaire des récepteurs aux NTs ainsi que |eentdelle séquestration intra-
cytoplasmique mais également afin d’étudier lesatians d’expression des NTs dans les LB
et LT de patients atteint de SGSp et de volontagams. Les anticorps utilisés sont

récapitulés dans [€ableau Il .

2. ELISA

Des préléevements sanguins et salivaires ont éeetafis chez les patients. Chez les
volontaires sains, seul le prélevement sanguinéaréalisé. Il est a noter que le recueil
salivaire a été impossible chez quatre patientaison d’'un syndrome sec terminal et qu’il a
éte insuffisant pour réaliser 'ensemble des telséz deux autres.

La détermination des concentrations de NTs sangelirsalivaires a été réalisée a
l'aide des kits Promega NGF, BDNF et NT-3 Emax® lnmmAssay System selon les
protocoles et la méthodologie précédemment déd@teaque analyse a été effectuée en

duplicate, aprés dilution dans le tampon «block aachple buffer» pour les échantillons
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sanguins au 1/10 pour NGF, 1/2 pour BDNF et 1/4 pbl+3. Les échantillons salivaires ont
été dilués au %2 pour NGF et NT-3 et utilisés punsr@BDNF.

vl Analyses statistiques

Tous les résultats sont exprimés en tant que vagyenne + écart moyen, une

valeur dep < 0.05 étant considérée comme statistiguement gigtiife.

Les analyses statistiques des tests de prolifératiad’apoptose ont été réalisées par
’ANOVA a un facteur a I'aide du logiciel SPSS (IBM

Les analyses statistiques concernant les mesw®scahcentrations sanguines et
salivaires de NTs selon les techniques d’ELISA éigt réalisées par ANOVA et tests de
Fisher a I'aide du logiciel Statview 5 (Abaccus).

Les différences d’expression des NTs et de leécspteurs en cytométrie en flux
entre les groupes SGSp et témoins ont été analystadistiguement selon la méme
méthodologie.

Les analyses statistiques concernant l'influenes MTs dans l'activité clinique et
biologique des différentes maladies auto-immunediégs ont été réalisées a I'aide des tests
chi-2 corrigés pour les valeurs qualitatives, ANOA Mann-Whitney pour les valeurs
guantitatives. Les analyses de corrélation ontrédfisées a l'aide d’analyse de régression

linéaire et les valeurs gedéterminées par le test de corrélation de Spearman.
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Ces résultats seront articulés autour de 2 thémediq

La premiere partie de ce manuscrit concerne lect&iaation de la neurotensine et de
ses récepteurs a I'état basal et lors d'un streBslaire (privation sérique, activation de la
voie Fas/CD95) au sein de 7 lignées mimant legmiffts stades de maturation lymphocytaire
B.

Les effets de la neurotensine exogéne sur la gratibn et I'apoptose de ces
différentes lignées seront traités dans un secentpd. La fonctionnalité des différents
récepteurs a la neurotensine sera étudiée a [Ididenibiteurs pharmacologiques et
d’anticorps antagonistes.

La caractérisation de la neurotensine et de septegurs dans des LB circulants issus
de donneurs sains puis dans des cellules B munesrales et non tumorales sera également
développée dans un second temps.

La seconde partie de ce mémoire correspond a é&dudéle des neurotrophines et de
leurs récepteurs dans l'activité clinico-biologigde différentes maladies auto-immunes
systémiques LED, sclérodermie et syndrome de Sjoprenitif sera analysé. La dualité de
fonction de NTSR-3 au niveau lymphocytaire serdetgant étudiée au cours du syndrome

de Sjogren primitif.
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I Neurotensine et maturation lymphocytaire B
A.La neurotensine et ses récepteurs sont exprimés plas
lignées B humaines a I'état basal

1. Expression des transcrits
L’analyse par RT-PCR de I'expression de la neusitenet de NTSR-1, -2 et -3 a été

réalisée sur 7 lignées B humaines en conditioruttare basale (10% SVF).

Cette analyse a permis de mettre en évidence sampeé du récepteur de haute affinité
NTSR-1 au sein de toutes les lignées quel quelesaitade de maturatiofrigure 10 A). A
linverse, I'expression du récepteur NTSR-2 n‘addéctée que dans la lignée B mature BL2
et la lignée plasmocytaire RPMFifure 10 B). Le récepteur NTSR-3 a, quant a lui, été
détecté dans I'ensemble des lignée§&igyre 10 C).

En revanche, bien que I'ensemble des lignées erpammoins 2 des 3 récepteurs,
seules les lignées B matures (BL2, BL41) et lemdes plasmocytaires (RPMI, U266)

expriment la neurotensine a I'état transcriptior(fRéjure 10 D).
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HT29 RS54 Nalmé 697 EL2 BL41 EPMI U266

Neurotensine
148pb

GAPDH
145pb

Figure 10 Détection, a I'état basal, des transcrits codpats les récepteurs

(A) NTSR-1 (200 pb), (B) NTSR-2 (240 pb) et (C) NT-8R231 pb) et (D) pour la neurotensine (148 pb) au
niveau de 7 lignées B mimant les différents statbematuration. La GAPDH (145 pb) utilisée commeticida

de la réaction (E) et la lignée de cancer coloatediT29 comme témoin positif d’expressidres RT-PCR

présentées sont représentatives des résultatsusbitea de 3 expériences indépendantes.

L'ensemble des résultats observés en RT-PCR a aigévpar séquencage apres
analyse par élution des différentes bandes détect@nfirmant ainsi [I'activité
transcriptionnelle des différents récepteurs (NM2FEL.2, NM_012344.3, NM_002959.4) et
de la neurotensine (NM_006183) dans les lignéesrBames.

2. Expression protéique

a. Western Blot
La présence protéique des 3 récepteurs a la neanoéea été confirmée par I'analyse
en western blotHigure 11).
En condition basale, la présence d’'une forme_de RNTSraisemblablement non-
glycosylée, de poids moléculaire inférieur (52 k@agelui du témoin positif exprimant la
forme glycosylée au poids attendu (54 kDa) a été em évidence dans les lignées B

humainesigure 11).
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Paradoxalement, I'expression protéique de NTSRéPE détectée dans I'ensemble des
lignées, suggérant I'existence d’'une transcriptable a I'état basalRigure 11).
La présence protéique de NTSRr&té mise en évidence dans I'ensemble des lignées

comme nous l'avions déja décrit précédemnji@d} (Figure 11).

RS4 Nalmé 697  BL2 BL41  RPMI U266
10% 10% 10%  10% 1000 10% 10%

NTSR-2

HT29

95 kDa R — — — — — v w——  NTSR-3

mn---_MAcﬁne

42 kDa

Figure 11: Mise en évidence de I'expression protéique de NISB5 kDa), NTSR-2 (65
kDa), NTSR-3 (95 kDa) au niveau des 7 lignées Bdines a I'état basal.

L'actine (42 kDa) sert de contrble. La lignée HTBnt été utilisée comme témoin positif d'expressio

b. Immunofluorescence indirecte
Afin de confirmer les résultats obtenus en wesldoh la présence intra-cellulaire des
différents récepteurs a la neurotensine a étéésysir immunofluorescence indirecte a l'aide
d’anticorps monoclonaux (anti-NTSR-1) et polyclonganti-NTSR-2, anti-NTSR-3 et anti-
neurotensine) Higure 12). Cette analyse a confirmé la présence cytoplasmides 3

récepteurs quel que soit le stade de maturafiguge 12).
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EL41 10%5VEF Nalmé 10%5VE 266 10%s SVEF

MTER-1 (A 458) MTER-2 (A488) Meurotensine (A488)

U266 10% SVF

NTSR-3 (A594)

Figure 12: Analyse de I'expression des NTR-1 et -2 sur cedlyderméabilisées ainsi que de

la neurotensine en conditions basales de culture.

Les différents marqueurs sont identifiés a I'aidenticorps monoclonaux (NTSR-1) et polyclonaux (NRF3
NTSR-3 et neurotensine) révélés par un anticapsrslaire AlexaFluor A488 ou AlexaFluor A594. Umte-
marquage au DAPI est effectué pour la visualisatiomoyau. Les immunofluorescences de NTSR-1,-3 et
présentées sont représentatives de I'expressioaslgicepteurs par les 5 autres lignées étudidegvBnche, la
présence cytoplasmique de la neurotensine eseimstraux 2 lignées plasmocytaires étudiées (exerdpl
U266, a droite).

La présence de la neurotensine n'a été observépaudes lignées les plus matures
(Bl2, BL41, U266 et RPMI), confirmant ainsi les wéiats obtenus par RT-PCRigure 10).
La polarisation de la fluorescence suggére I'eristed’un mécanisme de sécrétidrig(re
12).
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c. Cytometrie en flux
La localisation membranaire éventuelle des differe@a@cepteurs NTSR-1, -2 et -3 en
conditions basales de culture a été étudiée pavn@ttie en flux sur cellules non
perméabilisées au niveau de 3 lignées Nalm6, BLYURRMI. On constate l'absence
d’expression membranaire significative de NTSR-Ieligu que soit la lignée étudiée.
L’expression membranaire de NTSR-3 est égalemeblefanférieure a 10% des cellules,
guel que soit le stade de maturation. L’expressi@mbranaire de NTSR-2 semble restreinte

aux stades les plus matures et concerne alorsipld8% des cellulesigure 13).

Expression membranaire des récepteurs aux NTs {(10% SVF)

60

50

40

CONTR1
EONTRZ
EANTR3

% d'expression
W
=3

20

10

RPMI BL41 Nalmé

Figure 13: Analyse de I'expression des NTSR-1 -2 et -3 sulules non perméabilisées en

cytométrie en flux en conditions basales de culture

Les différents marqueurs sont identifiés a I'aid@nticorps monoclonaux (NTSR-1, a gauche) et polyalix
(NTSR-2 et -3) révélés par un anticorps secondslezaFluor A488. Les diagrammes sont représestdtdu

moins 3 expériences indépendantes.

Ces premiers résultats ont confirmé la présenda dertiline (NTSR-3) au sein d’'un
multiple panel de lignées B humaines, données qus avions déja publiées antérieurement
[88]. lls mettent en évidence, pour la premiéres fai notre connaissance, la présence
transcriptionnelle et protéique des 2 autres récepta la neurotensine, NTSR-1 et -2.
Parallelement, nous avons mis en évidence la syatheotéique du ligand principal de ces

récepteurs, la neurotensine, au sein des lignégsue matures.

La neurotensine exogene étant capable de dimifapaptose induite par la privation

sérique [315], nous avons, dans un premier tegtpdjé la modulation de I'expression de ce

122


http://www.pdfxviewer.com/
http://www.pdfxviewer.com/

neuropeptide et la translocation membranaire éedletude ces récepteurs au sein des

différentes lignées B aprés 24 a 72 heures dereudtu privation totale de SVF.

B. Le stress cellulaire module I'expression des récepirs a la
neurotensine dans les lignées B humaines

1. Expression des transcrits

L’analyse par RT-PCR a démontré la présence dsdrarNTSR-1pour I'ensemble
des lignées a I'exception de la lignée plasmoogtdi266 Figure 14 A).

Le transcrit NTSR-2 été détecté pour I'ensemble des lignées (Fibdiig) alors que
son expression était restreinte aux lignées BLRRWII en conditions basaleBigure 10 B).

La transcription de NTSR-2 est donc induite papri@ation sérique dans les lignées les plus
immatures.

L’expression des transcrits de NTSRRgure 14 C) est retrouvée au sein de toutes
les lignées B, comme en situation de culture bggadeire 10 C).

Les transcrits de la neurotensine sont mis en évidence qu'au sein des lignées B
matures et plasmocytaires, la privation sériquadhiisant pas, a l'inverse de ce qui est
observé pour NTSR-2, I'expression de ce neuropeptidns les stades plus immatures
(Figure 14 D).
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RS4 Nalmb 697 BL2 BL41 RPMI U266

NTSR-1

A 200 pb
NTSR.2

B 240pb

C NTSR.3
231 pb
Newro tensine

D 148pb
GAPDH

E 145ph

Figure 14: Détection des transcrits codants pour les réceptdliISR apres 72 heures de

cultures en privation sérique
(A) NTSR-1 (200 pb), (B) NTSR-2 (240 pb), (C) NTSR231 pb) et (D) pour la neurotensine (148 pb) au
niveau des 7 lignées B mimant les différents statkesnaturation. La GAPDH (145 pb) est utilisée camm

contr6le de la réaction (E).

2. Expression protéique

L’analyse en western-blot a mis en évidence lagmés de NTSR-kous la forme
d’'une protéine de 54 kDa qui pourrait corresporwirga forme mature, glycosylée [92] de
méme poids moléculaire que le témoin positif (lighe€r29) pour les 7 lignées Bigure 15).
Ainsi, il a été mis en évidence la présence deg dmiormes de NTSR-1 (52 et 54 kOdgns
les lignées B humaines, en fonction des conditiasulture Figure 15Figure 16 Figure

16). L’analyse comparative de I'expression protéigaeNTSR-1 entre les deux conditions de

culture est résumé&igure 16). L'expression protéique de NTSRe?2 NTSR-3a également
été détectée en condition de stress cellul&igufe 15). Toutefois, I'expression protéique de
NTSR-2 dans la lignée 697 est faible, rejoignanstiaies résultats observés en RT-PCR en

condition de privation sériqu&igure 14).
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HT29 RS4 Naliné 697 BL2 BL41 RPMI U266
0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%

NTSR-1

NTSR-2

NTSR-3

Actine

Figure 15: Détection de la présence des récepteurs et deulateasine par western blot
apres 72 h de privation sérique
Mise en évidence de I'expression protéique de NISE4 kDa), NTSR-2 (65 kDa), NTSR-3 (95 kDa) au

niveau des 7 lignées B humaines en condition @sstsérique. L'actine (42 kDa), est utilisée conomerole

de réaction et la lignée HT29 comme témoin pogdigkpression.

RS54 RS4 Nalmé Nalmé 697 697 BL2 BL2 BL41 BL41 RPMI RPNV U266 U266
0% 10% 0% 10% 0% 10% 0% 10% 0% 10% 0% 10% 0% 10%

Figure 16: Détection de la présence de NTSR1 par westerraliétat basal et apres 72 h de

privation sérique au niveau des lignées B humaines
Mise en évidence de I'expression protéique de NI§R4 kDa) au niveau des 7 lignées B humaines.

La lignée HT29 est utilisée comme témoin positégiression.

Nous confirmons parallelement la présence cytoptpsen polarisée, de la
neurotensine au sein des 2 lignées B matures eRd@mées plasmocytaires étudiees,

pouvant, la encore suggérer I'existence d’'un méraaide sécrétion actiFigure 17).
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U266 0% J3

A Neurotensine

Figure 17: expression de la neurotensine (Alexa-Fluor 488) naeau de la lignée

plasmocytaire U266 aprés 3 jours de culture erafiau sérique (0% J3).
Résultat représentatif de ceux obtenus avec legn2ds B matures et de la lignée plasmocytaire RRMI

contremarquage au DAPI est effectué pour la visagtin nucléaire

1 Neurotensine et survie lymphocytaire B

Afin de déterminer le rble potentiel anti-apoptotq et/ou prolifératif de la
neurotensine sur les difféerentes lignées B, lesteffle I'adjonction de neurotensine exogene

ont été testés en condition basale et de stresagmatotique.

A. Neurotensine et prolifération lymphocytaire B.

1. La neurotensine n’a aucun effet sur la prolifération des différentes

lignées B cultivées en condition basale (10% SVF).

L’effet de la neurotensine exogene (40 uM) sur ralifgration des lignées pro-B
(Nalm6) B matures (BL41 et BL2) et plasmocytaird{®1640) a été évalué par tests EDU
apres 24 et 48 heures de culture en conditionslatdr{10 % SVF).

A l'état basal, aucun effet de la neurotensine eregsur la prolifération cellulaire

n’est observé quel que soit le stade de matur&i¢iFigure 18).
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100 1 H Controle

80 A M Neurotensine

50 +

Prolifération cellulaire en %

Nalm610%J2  BL4110%I1 BL2 10%J2 RPMI 10%J1

Figure 18 : Effet de la neurotensine exogene sur la proliféeraties lignées Nalm6, BI2,
BL41 et RPMI aprés un (10 % J1) a deux jours (102pde culture en condition basale en

présence ou en absence de 40 umol/l de neurotengigene
Les histogrammes en noir représentent le nombreetidles ayant incorporé I'EDU a I'état basal (1@%F),
les histogrammes en vert représentent le nomboeltides en phase S en présence de neurotensigerex¢40

pLM). L'ensemble des données est représentatifmi@ins 3 expériences indépendantes.

2. La neurotensine augmente la prolifération des lignés
lymphocytaires B en condition de stress pro-apoptaue

indépendamment du stade de maturation

L’effet de la neurotensine exogene (40uM) sur lalif@ration des lignées pro-B
(Nalm6), B matures (BL41) et plasmocytaire (RPMBta évalué par tests EDU apres 24 et
72 heures de culture en condition de privationgs&ri(0% SVF), cette cinétique ayant été
déterminée par les travaux antérieurs de 'équege [

La neurotensine exogene permet d’augmenter respawnt de 160,74% et
11+0,91% la prolifération des lignées pro-B (Nalm6Bamnatures (BL41) apres 24 heures de
privation sérique g<0,05, Figure 19); en revanche, l'effet sur la feohtion ne s’observe

gu’apres 3 jours pour la lignée plasmocytaire REMB(14t0,73 %,p=0,02,Figure 19).
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Figure 19: Effet de la neurotensine exogene (40 8d) la prolifération des lignées Nalme6,

BL41 et RPMI apres 1 et 3 jours de privation séiqu

Les histogrammes noirs représentent le nombre ligdeseayant incorporé 'EDU en privation sériq84 SVF,
histogrammes noirs) et en présence de neuroteesiogene (40uM, histogrammes verts). L'ensemble des
données est représentatif d’au moins 3 expériemciEpendantes. Les résultats statistiquement rexpias
(p<0,05) concernent les valeurs obtenues en comparaiscelles des mémes conditions expérimentales en

I'absence de neurotensine et sont indiqués sualghigue.
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B.La neurotensine est impliquée dans les mécanismes d

résistance a I'apoptose en condition de stress aedlire

1. Modulation de lI'apoptose induite par la privation f£rique

par la neurotensine exogéene

La modulation de I'apoptose induite par la privatisérique, par la neurotensine
exogene (40 uM) a été évaluée apres 24 a 72 higtgese 20).

Aucun effet n’a pu étre observé pour la lignée prd Nalmé6 (Figure 20); a
l'inverse, I'apoptose induite par la privation sérique est significativement réduite par la
neurotensine exogene pour les lignées B matures BL4p<0,002) et plasmocytaires
RPMI (p<0,002) des 24 heures de déprivation. Un effet siaire est observé apres 3
jours de privation sérique sur la lignée plasmocytae U266 (ratio apoptotique a 0%

SVF sans neurotensine = 1,&D,02vs ratio apoptotiqgue a 0% SVF avec neurotensine =

Big6to,23,pafe0033).
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Figure 20: Effet de la neurotensine exogene (40 uNyr I'apoptose induite aprés 24 (J1)

a 72 heures (J3) de privation sérique dans les ligas Nalm6, BL41 et RPMI en présence

ou en absence de neurotensine exogene.

Les histogrammes noirs représentent le ratio apigom®mobtenu a I'état basal (0% SVF) ramené arbémaent a

1, les histogrammes en vert représentent le rgmptatique obtenu en présence de neurotensine exqg®

MM). L'ensemble des données est représentatif dlains 3 expériences indépendantes. Seuls les atssult

statistiquement représentatifs (p<0,05) conceriesntaleurs obtenues par rapport a I'état basalisdiqués sur

le graphique.
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2. Modulation de I'apoptose induite par I'activation de Fas par

la neurotensine exogene.

La neurotensine exogene permet de limiter l'apaptasduite par 24 heures
d’exposition & I'anticorps agoniste anti-Fas (1@annL, clone 7C11) de la lignée B mature
BL2 cultivée en condition de privation sérique (@6F) (=0,001, 132 Figure 21, a droite).
En revanche, I'apoptose induite par l'activation @icepteur Fas n’est pas modifiee en
conditions basales de cultufedure 21,a gauche).

Aucun effet significatif sur la modulation de Igmose induite par Fas n’a pu étre
mis en évidence avec la lignée RPMI quelles quensdés conditions de culture (10% ou
0% SVF) Figure 21).
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Figure 21: Effet de la neurotensine sur I'apoptose des ligides et RPMI aprés activation
de la voie FAS (24h).

Les histogrammes représentent les ratios apopéstigbtenus a I'état basal (10% ou 0% SVF, histograsn
noirs), en présence de neurotensine exogene @HUIgM, histogrammes verts), d'un anticorps agendi
récepteur FAS (clone 7C11, 100 ng/mL, histogramiziascs) combiné a la neurotensine exogene (FAS+N,
histogrammes gris). L'’ensemble des données eséseptatif d’au moins 3 expériences indépendantes. L
résultats statistiquement représentatifs (p<0,0B¢ernant les valeurs obtenues aprés adjonctioed®tensine
(**) ou d’agoniste de FAS (*) par rapport a I'étadisal sont indiqués sur le graphique. L'apoptodeiia par
FAS n’est statistiquement réduite par la neurotengue pour la lignée lymphocytaire BL41 (FAS+NQ®91).
L’ensemble des résultats a été rapporté a la valeienue a I'état basal arbitrairement définie a 1.
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Des résultats similaires concernant une diminusignificative de I'apoptose induite
par Fas, par 40 uM de neurotensine exogene onttrpun@s en évidence sur la lignée

plasmocytaire U266 aprés 3 jours de privation s€rigniquement (

Figure 22).
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Figure 22: Effet de la neurotensine sur I'apoptose de la kgh66 a 3 jours de privation

apres activation de la voie Fas.

Les histogrammes représentent les ratios apopéstigbtenus a I'état basal (0% SVF, histogrammes)y@n
présence de neurotensine exogene seule (40uMgiEstmes verts), d'un agoniste de Fas (clone 7CaQ, 1
ng/mL, histogrammes blancs) combiné a la neuratenskogene (Fas + N, histogrammes gris). L'ensenidsde
données est représentatif d’au moins 3 expériemckpendantes. Les résultats statistiquement rexpias
(p<0,05) concernant les valeurs obtenues aprésieia de neurotensine (**) ou d’agoniste de Faspar
rapport a I'état basal sont indiqués sur le graphid.’ensemble des résultats a été rapporté ddavabtenue a

I'état basal, arbitrairement définie a 1.

Ainsi, la neurotensine exogéene est capable d’autgnda prolifération des lignées
pré-B, B matures et plasmocytaires cultivées emasdn de privation sérique. Ce
neuropeptide diminue également l'apoptose induée lfactivation de Fas au niveau des

lignées les plus matures.
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3. ldentification des récepteurs impliqués dans I'effeanti-

apoptotigue de la neurotensine exogene

Afin de déterminer le role respectif des differerétsepteurs a la neurotensine dans la
modulation de Il'apoptose exercée par ce neuropepsidr les lignées B matures et
plasmocytaires, nous avons tenté dans un premigpstede déterminer quels récepteurs
étaient localisés a la membrane en situation @sstpro-apoptotique. Puis, dans un second
temps, la fixation de la neurotensine sur NTSR-N€ER-3 a été bloquée a l'aide d’Ac

antagonistes et sur NTSR-2 a I'aide d’un inhibitelbarmacologique.

4. Etude de la localisation membranaire des récepteurd la

neurotensine en situation de stress pro-apoptotique

La localisation membranaire de NTSR-1, NTSR-2 deSRT3 a été étudiée sur
cellules non perméabilisées en situation de powasérique (J1) au niveau des lignées
cellulaires BL41, RPMI et Nalm@={gure 23).

Aprées 24 heures de privation sérique, la lignésrmptcytaire RPMI est caractérisée
par une expression membranaire de NTSR-1 conceB®Bt4% des cellules; parallelement,
46+1,1 et 343,3 % des cellules expriment NTSR-2 et NTSR-3 eésmbrane. La lignée B
mature BL41 se caractérise par la présence d’'upeegsion membranaire de NTSR-1 -2 et -3
au niveau de 34,5, 44,84,8 et 41,%1,5%, respectivement.

La lignée pré-B Nalm6 est caractérisée par uneesspyn membranaire réduite de

NTSR-2, concernant moins de 10% des cellules.
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Figure 23 Analyse de I'expression des NTR-1 -2 et -3 sulues non perméabilisées en

cytométrie en flux apres 24h de privation sérique
Les différents marqueurs sont identifiés a I'aid@nticorps monoclonaux (NTSR-1, a gauche) et polyalix
(NTSR-2 et -3) révélés par un anticorps seconddiezaFluor A488. Les diagrammes sont représentdids

moins 3 expériences indépendantes.

5. Effet de la neutralisation des différents réceptews de la
neurotensine sur I'apoptose induite par 24 heureseal

privation sérique au niveau de la lignée plasmocyiee RPMI

a. Neutralisation de NTSR-3
L’influence de la neutralisation de NTSR-3 sur apose induite par 24 heures de
privation sérique a été étudiée sur la lignée RRRKaldjonction d’Ac antagoniste de NTSR-3
(100 pg/mL) diminue Il'apoptose induite par la ptiva sérique [§=0,06), données
antérieurement publiées [88]. On observe parallefgmn effet synergique sur la diminution
de I'apoptose lors du blocage de NTSR-3 (100 pg/etlLile I'adjonction de neurotensine
exogene (40 uMp<0,001) Figure 24).
Ces résultats ne permettent pas de conclure qo@obaanti-apoptotique de la
neurotensine est liee a sa fixation exclusive surécepteur NTSR-En revanche, I'effet
synergique observé en présence de neurotensireT8R-3 sur la réduction de I'apoptose
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permet d’évoquer que I'Ac antagoniste inhibe unecfmn pro-apoptotique du récepteur
NTSR-3. Ainsi, ces données suggérent que I'’Ac amteste de NTSR-3 bloque la fixation du
pro-BDNF sur I'hétérodimére pro-apoptotique P7BNTSR-3 tel que nous I'avons

précédemment décrit [88].
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Figure 24: Influence de la neutralisation du récepteur NTS@Rf8i NTR3) combinée ou non
a l'adjonction de neurotensine (40 uM, N + anti NyRur I'apoptose induite par 24 heures

de privation sérique (0% SVF J1) au niveau degiaéle plasmocytaire RPMI.

Les résultats statistiquement représentapf(05) concernant les valeurs obtenues par ragptétat basal
sont indiqués sur le graphique (*). L'ensemble desultats a été rapporté a la valeur obtenue at ligdsal,

arbitrairement définie a 1.

b. Neutralisation de NTSR-1
L’effet sur la modulation de I'apoptose induiter 24 heures de privation sérique du
blocage de NTSR-1 par I'adjonction d’anticorps gotaste (clone BN6, 50 nM) a été étudié
avec la lignée RPMI.
Paradoxalement, alors que l'on observe un effetilam®, protecteur, lors de
'adjonction d’anti-NTSR-1 ou de la neurotensine duninuent isolément I'apoptose induite
par la privation sérique (Figure 25), la combinaisi®@ neurotensine et de I'anti-NTSR-1 est

antagoniste sur |'effet protecteur (Figure 25).
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L’effet antagoniste observé entre neurotensinengtNIT SR-1 plaide en faveur de la
responsabilité de la fixation de la neurotensinmecsurécepteur dans l'action anti-apoptotique
de ce neuropeptide, I'existence d’'un effet celhelaipposé de I'anticorps antagoniste seul est

peu compréhensible dans ce contexte.
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Figure 25: Influence de la neutralisation du récepteur NTSE& nM, BN-6) combinée ou
non a I'adjonction de neurotensine (40 uM, N + BNs$r I'apoptose induite par 24 heures de

privation sérique (0% SVF, J1) au niveau de ladgplasmocytaire RPMI.

Les résultats concernant les valeurs obtenues gmport a I'état basal sont indiqués sur le graphif).

L'ensemble des résultats a été rapporté a la valaienue a I'état basal arbitrairement définie a 1.

c. Neutralisation de NTSR-2

La levocabastine est un inhibiteur pharmacologiqaeNTSR-2 n’ayant pas, a la
lumiére de la littérature, d’action sur les autrésepteurs NTSR-1 et -3 aux concentrations
utilisées pour les tests fonctionnels [116]. Ldstefde cet inhibiteur aux concentrations de 2,
4 et 8 uM sur la modulation de I'apoptose indu#e lp privation sérique, en présence ou non
de neurotensine exogéene (40uM) ont éte étudiéslavignée RPMI.

Aucune action spécifique de linhibiteur seul ga étre mise en évidence, et ce
guelle que soit la concentration utilisdégure 26). Seule la concentration de 4 uM semble
potentialiser significativement l'effet anti-apoptiue de la neurotensingg=0,004, Figure
26).
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Figure 26: Influence de la neutralisation du récepteur NTSR&2 des concentrations
croissantes de lévocabastine (2, 4 et 8 uM) corebinénon a I'adjonction de neurotensine
(40 uM, N) sur I'apoptose induite par 24 heurepdeation sérique (0% SVF, J1) au niveau

de la lignée plasmocytaire RPMI.
Les résultats statistiquement représentapf(05) concernant les valeurs obtenues par ragptétat basal
sont indiqués sur le graphique (*). L'ensemble desultats a été rapporté a la valeur obtenue at ligdsal,

arbitrairement définie a 1.

d. Neutralisation conjointe des récepteurs

Nous avons ensuite tenté de bloquer conjointerN@i8R-1 et NTSR-2 de méme
gue NTSR-3 et NTSR-2 a l'aide des mémes Ac et itibs pharmacologiques que
précédemment. Nous observons que l'inhibition cotgode NTSR-1 et -2 de méme que
NTSR-2 et -3 permet de diminuer significativemespdptose induite par la privation sérique
(p<0,05, Figure 27). En revanche, l'effet anti-apoptotique de la ¢emsine n’est pas

modulé par ces inhibitions conjointdsdure 27).
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Figure 27: Influence de la neutralisation conjointe des résat NTSR-1 (B-N6), NTSR-2
(levocabastine, levo) et de NTRS-3 (anti-NTR3) comb ou non a l'adjonction de
neurotensine (40 uM, N) sur I'apoptose induite patheures de privation sérique (0% SVF,

J1) au niveau de la lignée plasmocytaire RPMI.
Les résultats statistiquement représentafif(05) concernant les valeurs obtenues par ragpbétat basal
sont indiqués sur le graphique (*). L'ensemble desultats a été rapporté a la valeur obtenue at ligdsal,

arbitrairement définie a 1.
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Il Neurotensine et lymphocytes B humains sains

A.L'expression des différents récepteurs de la
neurotensine differe selon le caractere normal ou

tumoral des cellules étudiées

Les données de la littérature concernant la présdecrécepteurs a la neurotensine
dans les lymphocytes humains normaux sont anciepaesellaires et ne concernent que les
lymphocytes T qui présenteraient une expressiotedains des récepteurs a la neurotensine,
non encore identifiés comme étant NTSR-1, -2 0l 73]

Compte tenu des précédents résultats, la préserotuélle de la neurotensine et de
ses difféerents récepteurs a été recherchée, pquemaiere fois a notre connaissance, au sein

de LB issus de PBMC de témoins volontaires sains.

1. Expression des transcrits

L’analyse par RT-PCR de I'expression des NTSR ajju& de la neurotensine a été
réalisée avec les lymphocytes B circulants de eors sains en condition basale (10 %
SVF). Cette analyse a permis de mettre en évidienpeésence des transcrites récepteurs
NTSR-2 et NTSR-3. Contrairement aux résultats algeavec les lignées B matur&sgure
10 D page 119 la présence du récepteur de haute affinité NISR-de la neurotensine n'a
pas été détectée, ce qui suggere une implicatiéoifgpue dans les processus tumoraux
(Figure 28).
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Figure 28: Détection des transcrits codants pour les réceptdliSR-1 (200 pb), -2 (240 pb)
et -3 (231 pb) et pour la neurotensine (148 plnigeau de LB humains circulants issus de 3
donneurs volontaires sains.

Les différents transcrits ont été détectés seldaille des différents fragments attendus. La GARD#AB pb) est

utilisée comme contréle de la réaction

2. Expression protéique

L'expression du transcrit NTSR-1 n'ayant pas étéecdée Figure 28), I'analyse
protéique a été étudiée pour les récepteurs NTSRNTSR-3. L'analyse par western blot a
été effectuée avec les LB matures de donneurs sgies stimulation mitogénique par le
pokeweed (20ug/mL). La présence de NTSR-2 et NTSRHg(re 29) a été détectée,

confirmant ainsi les résultats obtenus par RT-PEIBufe 28).

1 2 3 4 5 il

NTSR-2

- — . ’ NTSR-3

Figure 29: Mise en évidence du récepteur NTSR-2 et de NTSR-8iveau de LB humains

circulants issus de respectivement, 6 et 3 volmedaains par la technique de western blot.
NTSR-2 (65 kDa), NTSR-3 (95 kDa) au niveau de 3dinBneurs sains.

De plus, la localisation cellulaire de ces réceeuété étudiée par cytométrie en flux
(NTSR-3) ou immunofluorescence indirecte a l'aidanticorps polyclonaux spécifiques de

chacun des récepteuEidure 30).
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L’analyse en immunofluorescence a permis de coefirta présence du récepteur

NTSR-2 au niveau de LB matures et de révéler uteripation membranaire (Figure 30).

NTSR-2

Figure 30: Mise en évidence par immunofluorescence indirecterétepteur NTSR-2 au

niveau de LB humains sains circulants.
La détection a été effectuée a I'aide d’un antisqrplyclonal spécifique couplé a un anticorps sdaoe A488.

Un contre-marquage au DAPI est effectué pour lalisation nucléaire.

Nous avons également étudié I'expression lymphoeyt®8 de NTSR-3 par
cytométrie en flux chez 16 volontaires saig$ |partie II) confirmant la présence intra-
cytoplasmique de la sortiline au sein deeB%%6 des lymphocytes B circulants. En revanche,
'expression membranaire de ce récepteur est readig, inférieure a 10% des cellules
(6,9+3,6%).

Ces résultats suggerent une expression congtitlgs récepteurs NTSR-2 et NTSR-
3 dans les LB humains, et une expression restrdmia neurotensine et de son récepteur de

haute affinité NTSR-1, aux processus tumoraux.
Les résultats obtenus ont démontré que I'expressienla neurotensine et ses

récepteurs variaient en fonction du profil tumaralnon tumoral dans les LB humains. Afin

de valider cette hypothése, les mémes études @efféctuées sur modele murin.
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B.L'expression de la neurotensine et de ses réceptsur
dans les lymphocytes B murins serait également

modulée par le caractére tumoral

Une analyse par RT-PCR a été effectuée a partinafees spécifiques des récepteurs
et de la neurotensine de souris (Figurpa@e 89 Figure 9) sur des LB tumoraux et non

tumoraux a différents stades de maturation B.

Les récepteurs NTSR-1 et NTSR-3 ont été détectés léa lignées murine§igure
31 A) quel gque soit le stade de maturation B. Ces t@sutoncordent avec les précédents
résultats obtenus pour les lignées B humaiRkagife 10 page 119 L’expression du transcrit
de la neurotensine n'a été détectée que pourdaéds B matures (CH12) et plasmocytaires
(S194 et NS1)Kigure 31 A). Toutefois, contrairement aux résultats obsepggs les lignées
B humaines, le transcrit NTSR-2 n'a pas été détgai que soit le stade de maturation
lymphocytaire B. L’absence de NTSR-2 dans les lyoegtes murins contraste avec leur
présence, détectée par RT-PCR dans le cerveau,natilisé comme contréleé-{gure 31).

L’analyse de I'expression des différents transaiiez les souris «Wild Type» a mis
en évidence la présence du récepteur NTSR-3 aldsustades de maturation Bidure 31
B). Compte tenu des résultats obtenus pour lesdgnié semblerait que ce récepteur soit
constitutivement exprimé dans les LB murins. Aucdatection de NTSR-2 n’a été observée
dans les différents LB murins.

La neurotensine et son récepteur de haute affimiiét pas été détectés, comme
observé pour les LB matures humains non tumor&igufe 28 page 141 Ces résultats
appuient I'hnypothese d’'une implication du coupleinma¢ensine/NTSR-1 dans les processus

tumoraux.
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Figure 31: Détection des transcrits codants pour les réceptdliSR et pour la neurotensine

au niveau de lignées B et de cellules B murinefférents stades de maturation.

Les différents transcrits ont été détectés seldnile des différents fragments attendus. En Ansemble des
transcrits détectés au niveau des différentes digiB représentant les différents stades de matuirdt En B,

les transcrits détectés des cellules B issues ltldesesaines, aux différents stades de maturahNdisR-1 (120
pb), NTSR-2 (201 pb), NTSR-3 (220 pb), la neuraemg269 pb), GAPDH (145 pb) comme contréle de la

réaction.
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Partie |l

I Neurotrophines et Maladies auto-immunes.

A.Neurotrophines et sclérodermie systemique

Les résultats concernant les neurotrophines séricaue cours de la sclérodermie

systémique font I'objet d’'un manuscrit actuellemsmiis presse dans Plos@Aenexe 6)

Article 2: Serum neurotrophin profile in

systemic sclerosis

Auteurs : Marie-Claude Lise Agnés Sparsa, Isabelle Marig Fabrice

Lalloué', Kim Ly? C Martet, Holy Bezanahafy Guillaume Gondren
Véronique Loustaud-RaftiJean-Marie BonnetblafElisabeth

Vidal'2, Marie-Odile Jauberteat; Anne-Laure Fauchdié
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Les NTs sont capables d'activer les lymphocytete®tfibroblastes. lls peuvent
moduler l'angiogenése et la fonction vasculaire raueau sympathique. Ainsi, ces
neuropeptides peuvent étre impliqués dans les proisessus pathogéenes de la sclérodermie
systémique (SSc).

L’objectif de cette étude était d’évaluer les taaxguins de NGF, BDNF et NT-3 dans la SSc
et de les corréler aux données cliniques et biqloes.

La méthodologie suivante a été établie: des éiluast de sérum ont été obtenus a
partir de 55 patients et de 32 sujets témoins dénmesurer le taux de NTs (technique
d’ELISA) et de déterminer les relations avec lasfify des patients atteints de SSc

Nous avons observé que les taux sériques de N@Enetplus élevés chez les
patients sclérodermiques (288,26 + 170,34 pg/mke) chez les sujets témoins (170,34 + 50,8
pg/mL, p<0,001) et que ces taux étaient corrélés raueaux d’expression des gamma-
globulines. Les mémes conclusions ont été obsergéesernant la présence des deux
anticorps anti-cardiolipine et anti-Scl-70 (p <0,0Bn revanche, les taux de BDNF étaient
plus faibles chez les patients sclérodermiqueschee les témoins (1121,9 + 158,1 vs 137,9
+ 190,9 pg/mL, p<0,0001), en particulier dans las d'hypertension artérielle pulmonaire et
de sclérodermie diffuse par rapport a des forrmgdes (p <0,05). De plus, les taux de NT-3
ont été similaires entre les patients et les tém(#657,2+ 2296 vs 2959,3 2555 pg / mL,
NS). Nous avons également observés une corrélatigative entre les taux de BDNF et
'augmentation des taux de NGF uniguement dansoepg SSc.

Cette étude a permis de mettre en évidence ubple Expression des taux sériques de
BDNF lors de la SSc, en particulier dans les foriéfsises et pour les patients atteints de
HTAP ou exprimant les anticorps anti Slc-70, donmée documentée pour cette pathologie.
La corrélation négative observée entre les tauN@é& et de BDNF lors de la SSc suggére
gue ces NTs pourraient étre impliquées dans leodgibnnement vasculaire au niveau

sympathique.
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B.Neurotrophines et lupus eérythémateux disséminé

1. Profil clinique des patients atteints de lupus énjiémateux

disséminé

a. Données cliniques lors de I'inclusion

Vingt-six patients (sexe masculin n=2), d’age mo%énl2,7ans, atteints de LED ont été
inclus prospectivement. Il est a noter qu'un pdtide sexe masculin présentait un LED
révélateur d’un syndrome hyper-IgM.

Les différentes atteintes cliniques présentesderkinclusion étaient les suivantes :

0 Atteinte cutanée (n=22, 92%)

Atteinte articulaire (n=21, 88%)
Atteinte rénale (n=6, 25%)
Atteinte neurologique (n=2, 8%)

o O O O

Vascularite lupique (n=9, 38%).
Le LED s’associait dans 7 cas a un syndrome desphospholipides, purement

obstétrical dans un seul cas.

b. Activité systémique

Tous présentaient un LED actif lors de linclusiaaractérisé par un score d’activité
SLEDAI moyen de 6,764,46. Pour I'analyse statistique, les patients L&D été divisés en
deux groupes, pousséee modérée (SLEDAI < 10) etséB&EDAI > 9, n=6).

c. Maladies auto-immunes associées
Sept patientes (29%) présentaient un SGS secondksitx une hépatite auto-immune
(8%) et une anémie hémolytique auto-immune (4%)eroporaine de la poussée lupique

était associée.
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d. Traitements
Dix-neuf (80%) patients étaient sous immunosugaes lors de l'inclusion :
o Traitement par Plaquehi{n=19, 80%)
o Corticothérapie a la dose moyenne delBmg/j (h=14, 58%)
o Autre immunosuppresseur (n=4, 17%): Imure(azathioprine, n=2),

Mabther& (rituximab, n=1), Myforti€ (mycophenolate mofetil, n=1).

La poussée a donné lieu & une majoration thérapeutbu a lintroduction d'un
nouvel imunosuppresseur dans 17 casdans les 48shsuivant le prélévement; pour les 9
autres patients, le traitement avait déja été réajans les 48 heures précédant le dosage. Les

traitements introduits apres la poussée étaiersurants :
o Traitement par PlaqueRi(n=5, 21%)
o Corticothérapie a la dose moyenne del¥®mg/j (n=4, 58%)
o Autre immunosuppresseur (n=6, 25%): Imure(azathioprine, n=1),
Mabtherd (rituximab, n=2), Endoxah (cyclophosphamide, n=1), colchicine
(n=1).

e. Score de qualité de vie et échelle de dépression.

Vingt deux patients ont pu bénéficier d’'une évabirade leur qualité de vie lors de
l'inclusion par I'échelle SF36. Cette évaluatiopermis de calculer un score global de santé
physique (Physical Component Summary ou PCS, ma&y86r&6,9) et un score global de
santé mentale (Mental Component Summary ou MCSemuy 38,610,1).

2. Profil biologique des patients atteints de LED

Les caractéristiques biologiques des patientsderkeur inclusion dans I'étude étaient
les suivantes. Ainsi, 24 (93%) présentaient unetipi®é des anticorps anti-nucléaires de
spécificité anti-DNA natifs (n=14, 68% ; moyennelld 67,7 U). On notait la présence
d’anticorps anti-SSA (n=3, 12%), anti-SSB (n=3, 133%t anti-Sm (n=1, 4%). Le
complément était activé dans 8 cas (33%). Onzeemati (46%) présentaient une

hypergammaglobulinémie et le taux moyen de gamnbatjliees était de 11£3,5 g/L.
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3. Concentration sériques de NTs, profil Thl, Th2 et

hyperactivation B

a. Concentrations sérigues de NTs chez les LED et |léémoins

Nous avons constaté une élévation des concentsatien NGF sanguin chez les
patients (426,12 70,85 pg/mL) comparées a celles des témoins (37A3,92,28 pg/mL,
p=0,003)(Figure 32).

Les concentrations de BDNF sont également augnmentbez les patients, en
comparaison des témoins (598,8229,81vs326,1+ 60,5 pg/mL p<0,0001) Figure 32).

Les concentrations de NT-3 sont identiques dans2legoupes (2911,% 1248,8
pa/mLvs2553,7+ 879,7 pg/mL, NS)Kigure 32).
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Figure 32: Concentrations sériques de NGF (A), de BDNF (BdetNT-3 (C) chez les

patients atteints de LED (LED, graphes bleus)®tdenoins sains (TEM, graphes gris).
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Les résultats statistiquement significatifs sodidgnés sur le graphique

Comme nous l'avons précédemment observé pour leSpS@t a linverse des
résultats obtenus dans la ScS, les concentratéoitpues de NTs ne sont pas corrélées entre
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elles et les variations des taux de NGF s’effedtustépendamment de celles de BDNF et de
NT-3.

b. Concentrations sériques de BAFF, IL10, d’'INFy chez les patients et
témoins.

Les concentrations sériques de BAFF sont augmemtées les patients atteints de
LED par rapport aux témoins (1980#8P3,85vs 1019,2193,8,p=0,01). Parallelement, on
observe une augmentation des concentrations seriqlitNFy chez les lupiques
(131,05:-227,57vs 15,3t35,9, p=0,04). Les concentrations sériques d’lIL10 sontledgant
plus élevées chez les lupiques (284,1vs0,1%33 pg/mL,p=0,06).

Il ne nous a pas été possible d’établir un profil T chez les LED et les témoins, les
les densités optiques des sérums purs étant eoudeds seuil de détection du kit commercial
utilisé.

Les concentrations de NGF, BDNF et NT-3 chez lesep&s lupiques varient
indépendamment du profil Thl (IMF Th2 (IL-10) et des concentrations sériques dé&BA

c. Concentrations sériques de NTs et activité lupique

Il nexiste pas de différence statistiquement sigative entre les concentrations
sériques de NGF chez les patients LED en pousséess@ 262, 746,3 pg/mL) comparées
a celles des sujets ayant avec une poussée modgéXxl + 626,8 pg/mL, NS). Les
concentrations sériques de BDNF sont égalementidieys entre les 2 groupes (612568
73,6vs594,6+ 143,76 pg/mL, NS).

En revanche, les concentrations de NT-3 appardissgquement élevées chez les
patients atteints de LED sévere (4174,8013,17 pg/mLp=0,002,Figure 33).
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Figure 33: Concentrations sériques de NGF (A), de BDNF (BdetNT-3 (C) chez les
patients atteints de LED présentant une pousséeresdBLEDAI > 10, graphes roses),
modérée (SLEDAI < 10, graphes bleus) et les témsaitss (TEM, graphes gris)

Les résultats statistiquement significatifs pap@paux témoins sont indiqués sur le graphique (*)

d. Evolution des concentrations sériqgues de NTs aprdsaitement de la
poussée.
Les concentrations de BDNF s’abaissent aprés lasgg®) mais restent
significativement augmentées par rapport aux téseatontaires saing€0,05,Figure 34).
A l'inverse les concentrations de NGF restent stlalvant (426,12F% 70,85 pg/mL)
et apres la poussée (462:6470,7 pg/mL, NS), celles-ci restant élevées pppae aux
témoins p=0,001).
Les concentrations de NT-3 ne different pas avamipess traitement de la poussée

chez les lupiques.
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Figure 34: Concentrations sériques de BDNF chez les pati¢tgimts de LED avant (LED1,
graphes bleus) et aprés (LED2, graphes vertsgtnaitt de la poussée par comparaison aux
témoins (TEM, graphes gris)

Les résultats statistiquement significatifs sodidgnés sur le graphique

e. Concentrations sériques de NTS et profil clinique
*NGF, BDNF et profil clinique

Il n'existe aucune différence entre les conceiutnatsériques de NGF, de BDNF et les
différentes atteintes systémiques présentées ¢ola poussée.

Il n’existe pas non plus de variation significatiles concentrations sériques de NGF,
de BDNF avec les scores de I'échelle de qualitéelSF36.

*NT-3 et profil clinique

Les concentrations de NT-3 sont plus élevées erd'adieinte articulaire (3185,6
1213,3vs1761,7+ 581,22 p=0,02), rejoignant ainsi les résultats obtenus daScS.

f. Concentrations sériques de NTS et profil biologique
*NGF et profil biologique

Il existe une corrélation négative entre 'augnaéinh des concentrations de NGF et et
le nombre de Treg (r=-0,4B+0,001,Figure 35)
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Figure 35: Corrélation entre les concentrations sériques dd= NG les T regulateurs

circulants (évaluation cytométrique CD25++, FoxP3+)

R définit le coefficient de détermination donné Panalyse de la table de variance. Chaque peptésente un
patient.

*BDNF et profil biologique

On met en évidence une diminution des concentratsgriques de BDNF en cas de
présence d’anti-32GP1 (438;7.85,4vs627,9+ 96,86 pg/mL p=0,004), d’anti-cardiolipides
(r=0,2, p=0,04, Figure 36) ou d’anti-coagulants circulants (52%1142,9vs 635,7+ 109,2
pg/mL, p=0,04).

800 r=0,3

500

BDNF (pg/mL)

& U wm -~
o o o o
= o o o
L 1 1 1

300 1

200 T T M l’ v T M T v L] M 1 M T M T v T v 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Anticardiolipides (Ul)

Figure 36. Corrélation entre les concentrations sériques ddlBBt I'existence d’anticorps

anti-cardiolipides

R définit le coefficient de détermination donné Panalyse de la table de variance. Chaque peptésente un
patient.
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Ainsi, ces résultats confirment que I'existencendairess oxydatif vasculaire reflété
par la présence d’anti-phospholipides peut abaisseconcentrations circulantes de BDNF,

données que nous avions déja observées au colaSAsS.

*NT-3 et profil biologique

Le lien entre NT-3 et activité lupique, observéraveau du score de SLEDAI, est
renforcé par I'existence d’une augmentation deseotmations de cette NT avec I'existence
d’'une activation du complément (3748]433,25vs2457,%950,67,p=0,01), une corrélation
inverse étant parallelement notée entre I'élévaties concentrations sériques de NT-3 et la

diminution du CH50¢=0,003 r=0,57,Figure 37).

r=0,57

6500 |
6000 - ; o

NT3 (pg/mL)

Figure 37. Corrélation entre les concentrations sériques de3NT les concentrations de

CH50

R définit le coefficient de détermination donnée lfEnalyse de la table de variance. Chaque pejptésente un
patient.

4. Résultats de la cytométrie de flux

Les Lymphocytes T régulateurs
Selon la méme méthodologie employée pour le pid@iroSGS, les nTreg ont été

sélectionnés parmi les LT CD4+ exprimant a un Imawgau CD25 et FoxP3. La comparaison
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du pourcentage de nTreg entre les patients etdlemtaires sains n’a pas permis de montrer

de différence significative en analyse univariée.

5. Comparaison entre LED et témoins volontaires sains

a. Expression des récepteurs aux neurotrophines
Nous n’avons pas observé de différence statistignérsignificative entre I'expression

lymphocytaire B et T des récepteurs aux NTs ergd ED et les témoing &bleau V).
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Tableau IV: Expression des NTs et de leurs récepteurs au nlyegahocytaire T et B

LED Témoins P
o| TrkA 67,7+ 35,7 70,2 + 40,3 NS
g TrkB 78,5 £ 28,6 77,9+321 NS
S 5[TrkC 63,7 £40,6 54,7 38,1 NS
275 54,9 £ 39,1 59,6 + 33,8 NS
2 NGF 29,3+ 31,3 14,7 £27,2 0,06
S L:: BDNF 71,3%30,9 67,4+ 34,7 NS
= [NT-3 72,3%29,7 63,3 £ 29,4 NS
NGF 48+41 4,3 3,8 NS
ET_) BDNF 9,2 10,7 7151 NS
= [NT-3 6,5+ 3,8 55+ 4,3 NS
o| THkA 49,1 + 40,6 443 +35,1 NS
g TrkB 58,8 40,7 52,8 £ 40,3 NS
S S[TrkC 44,7 + 39,5 31,1+ 34,9 NS
2 p75 30,5 + 39,7 21,2 + 25,2 NS
o NGF 17,2+21,2 9,5+ 20,9 NS
S ©  [BDNF 55,1+ 33,5 52,0 32,9 NS
= I'NT3 57,5+ 33,6 52,2 % 23,9 NS
NGF 35+1,4 49%57 NS
ET_) BDNF 82+7,2 10,9+ 15,6 NS
= [NT3 6,8 6,0 58+4,1 NS

6. Expression des neurotrophines

L’expression du NGF est augmentée chez les patiepiques au niveau lymphocytaire

B, les expressions des autres NTs étant similaire ées deux groupe34bleau V).
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7. Expression lymphocytaires des NTs et de leurs récturs et

activité.

Les patients présentant une poussée sévere (SLEOAI) présentent une expression
lymphocytaire T de TrkB plus importante (8#521,8) par rapport aux témoins (524®,3,
p=0,05 mais également aux LED avec une poussée plus mo(#yet41,8,p=0,04).

Ces patients avec une poussée sévere se carattérggdement par une tendance a
'augmentation de la production de NGF au niveaugdkiocytaire B (37#31,9vs 26,#31,5,
p=0,08). Les mémes résultats sont observés pourdduption lymphocytaire T de BDNF
(13,9+12,8vs6,9%5,14,p=0,08).

8. Expression lymphocytaires des NTs et de leurs réckurs et

profil clinico-biologique.

a. Expression lymphocytaire et profil clinique

* Atteintes systémiques

L’expression lymphocytaire B de TrkB (83,2423,4vs 49,5 + 41,6, p=0,03) et de
p75'™R (63,1+ 37,1vs 12,3+ 14,2, p=0,01) ainsi que I'expression lymphocytaire T d&dr
(90,8+ 30,4vs 38,4+ 37,9,p=0,03) augmentent en cas d’atteinte cutanée évellbrs de la
poussée. L'expression lymphocytaire B de TrkC crégalement avec l'existence d'un
phénomene de Raynaud (84t125,3 vs 43,6 £+ 43,6, p=0,008). A linverse, I'expression
membranaire de TrkC diminue avec I'existence d'atieinte articulaire (56,4 41,7vs 94,8+
10,5,p=0,05).

La synthése lymphocytaire B de BDNF est augmeméecas d'atteinte cutanéo-
articulaire (15,# 5,3vs6,1+ 1,5,p=0,03).
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* Traitement

L’expression lymphocytaire B de TrkA augmente sbydroxychloroquine (74,2 29,9
vs 39,1+ 45,9,p=0,04) alors que I'expression lymphocytaire T de-®diminue (35,# 39,3vs
73,2+ 25,4,p=0,04).

b. Expression lymphocytaire et profil biologique
* Expression lymphocytaire et données de la NFS
On retrouve une corrélation positive entre I'exsien lymphocytaire B de TrkC et la
leucocytose (r=0,4%=0,02), et plus particulierement des polynucléairestrophiles (r=0,45,
p=0,02). Une corrélation similaire est mise en éwadeconcernant I'expression lymphocyaire T
de TrkC (r=0,51p=0,04)

* Expression lymphocytaire et parameétres d’actioatiupique
On observe une tendance a I'augmentation de sgion lymphocytaire T de TrkB en
cas d’activation du complément (7%85,69vs48,1+ 41,5,p=0,08).

Il existe une augmentation de la production lyngyt@ire B de NGF chez les patients
présentant une cryoglobuline (IMF 8,274,4 vs 4,1 + 2,7, p=0,06) ou une activation du
complément (7,% 2,16vs3,5+ 1,8,p=0,05). Une corrélation similaire concernant le boende
cellules lymphocytaires B produisant du NGF etalgord’anti-DNA natif (r=0,36p=0,05) ou la
diminution du CH50 (r=-0,519=0,008) est également notée.

Il existe aussi une augmentation de la produdiyomphocytaire T de NT-3 chez les

patients présentant une cryoglobuline (262186vs51,6+ 32,9,p=0,03).

* Expression lymphocytaire et anti-phospholipides

Il existe une augmentation de la production lyngyt@ire B de NGF chez les patients
présentant des anticorps anti-phospholipides (%#32,9vs19,51+ 26,4,p=0,02).

On retrouve également une augmentation de la ptimtulymphocytaire T de BDNF

chez les patients présentant des anticorps antPB283,8+ 5,3vs48,1+ 31,5,p=0,008).
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* Expression lymphocytaire et hyperactivation B

L’expression lymphocytaire B de p7% (r=0,52, p=0,009, Fig 42) de méme que
'expression lymphocytaire T de TrkA (r=0,4850,009, Fig 42), de TrkC (r=0,440,04) et de
p75'R (r=0,45p=0,04) sont corrélées positivement & 'augmentaties concentrations sériques
de BAFF Figure 38)

* Expression lymphocytaire et profil Th1/Th2
L’expression lymphocytaire T de NT-3 est corréléssivement aux concentrations
sériques d’'IFN (r=0,430,03).
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Figure 38: Corrélation entre les concentrations sériques dEBAL I'expression lymphocytaire
B de p75™ (A) et T de TrkA (B), de TrkC (C) et p75* (D)

R définit le coefficient de détermination donnée panalyse de la table de variance. Chaque pa@ptésente un
patient.

Il n’existe en revanche, aucune corrélation efgsgression lymphocytaire des NTs et
de leurs récepteurs et I’hypergammaglobulinémie.
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9. Corrélations concernant I'expression des NTs et deurs

récepteurs.
Il existe plusieurs corrélations positives entrerigcepteurs Trk aussi bien sur les LB que

sur les LT chez les volontaires sains, mais ceils®nt moins nombreuses que pour les patients

LED et ne concernent pas I'expression lymphocytdé® NTs. (Figure 39).
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Figure 39 : Récapitulatif des corrélations entre patients rebiés

('les corrélations positives sont indiquées en bl¢les négatives en rouge)
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% TRK B £D19 Ns | ms [ ns | NS | NS | Ns | oms | oms | ons [0Sl oms | NS | NS | NS | Ns | ms [ NS | ows
% TRK C €D19 rea| ms | ns | s | oms | ms | oms |TRAL) s [RORICOAR] ms | Ns | Ns [ ms [ NS | oms
% P75 CD19 Ns [ ns [ Ns | Ns | Ns [T NS | Ns [Tttt Ns | Ns | NS | NS | NS | NS
X NGF €D189 ns | Ns | Ns | Ns | ms [ NS | ons | ns | ons [DOSRL ons |TOSR| NS | N | ons
X BONF CD19 Ns | ns | ows | ms [ ns | oms | ms | ns | Ns | ws [ Ns | ws | ms | wms
XNT3 cD189 ns | ws | ns [ ns | ws [ ms | ws | ws | ns [ ns | ws | ms | oms
% NGF CD19 Ns | ms | Ns | NS | ms [ ns | NS |DRATL0R ms | NS | ws
% BDNF €D19 us | g | ws | ws TRl ige [ | OS2 ey | g [0SR
% NT3 CD19 NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
% TRK A €D3 it | =l us | s | NS | NS | Ns | NS
% TRK B €D3 ns | Ns | ns | ns [ ws | ows | ms | owms
% TRKC €D3 oees| N8 | NS |TEey| ws | Ns | ms
% P75 CD3 Ns | ns | Ns | ows | s | ms
XNGF CD3 NS | NS | NS [ Ns | ms
X BDNF CD3 NS | Ns | NS | WS
XNT3 CD3 NS | NS | NS
% NGF CD3 Ns | s
% BDNF CD3 NS
% NT3 €D3
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C.Neurotrophines et syndrome de Sjogren primitif

1. Profil clinique des patients atteints de SGSp

a. Données cliniques lors de I'inclusion

Vingt-quatre patients (sexe masculin n=4), d’age/encs6,8&14,7ans, atteints de SGSp ont
éte inclus prospectivement. Quatre-vingt quinzer mamt (n=23) présentaient un syndrome sec
buccal subjectif et 19 (79%) un syndrome sec omilaubjectif. Trois (12%) souffraient de

parotidomégalies a répétition.

Dix-huit (75%) présentaient des atteintes systégsqiu SGSp :
o Phénomeéne de Raynaud (n=13)

Vascularite cutanée (n=1)

Atteinte articulaire (n=11)

Atteinte rénale (n=2)

Atteinte musculaire (n=6)

Atteinte hématologique (n=4)

Atteinte pulmonaire (n=4)

O O O O O o o

Atteinte neurologique (n=2)

b. Activité systémique et séquelles antérieures

Nous avons défini deux sous-groupes de patients|famalyse statistique : ceux avec une
atteinte exclusivement glandulaire (pAG) (n=6) etc avec au moins une atteinte systémique
(PAS).

Lors de l'inclusion, les patients SGSp présentaisnscore d’activité (SJODAI) moyen de
2,7+3,1 (0-14) et dévaluation des séequelles (SJSDgren’'s Syndrome Disease Damage

Index, échelle comprise entre 0 et 6) det2,3 (Annexes 3-4).
c. Maladies auto-immunes associées

Un patient était atteint de fiboromyalgie (4%), DY) de thyroidites d’Hachimoto et 3

(12%) d’hépatopathies auto-immune.
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d. Traitements

Le syndrome sec oculo-buccal bénéficiait des tratats suivants:
o Utilisation de larmes artificielles (n=22, 92%)
o Utilisation de substitut salivaire (n=8, 33%)

o Ultilisation de sécrétagogues (n=11, 46%).

Onze (45%) patients étaient sous immunosuppreskearde I'inclusion :
o Traitement par Plaquénil (n=4, 17%)
o Corticothérapie > 10 mg (n=6, 25%)
0 Autre immunosuppresseur (n=6, 25%): Imurel (n=Mabthera (n=1),
Méthotrexate (n=1), Salazopiryne (n=1), Arava (nRfymunoglobulines intra-
veineuses (n=1).

o Antalgique de palier | ou Il (n=10, 42%).

e. Score de qualité de vie et échelle de dépression.

Seize patients ont pu bénéficier d’'une évaluatiemedr qualité de vie lors de linclusion par
I'échelle SF36. Cette évaluation a permis de catcuh score global de santé physique (Physical
Component Summary ou PCS, moyenne 885) et un score global de santé mentale (Mental
Component Summary ou MCS, moyenne 40,3).

L'échelle de dépression MADRS (Montgomery-Asbergpi@ssion Rating Scale) a pu étre
appliguée chez 21 patients retrouvant un score mogel2,7210,1. Ainsi 18 ne présentaient
aucun trait dépressif (MADRS<21) et 3 pouvaierng€tronsidérés comme a risque de dépression

sur la base de cette unique échelle.
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2. Profil biologique des patients atteints de SGSp

Les caractéristiques biologiques des patientsdergur inclusion dans I'étude étaient les
suivantes. Vingt (84%) présentaient une positidés anticorps anti-nucléaires de spécificité
anti-SSA (n=13, 54%) et anti-SSB (n=7, 29%). Unév@é anti-DNA natif était mise en
evidence chez 3 patients en I'absence de critérigeé de lupus. Un patient présentait des anti-
cardiolipides et un une cryoglobuline de type 2.itHpatients (33%) présentaient une

hypergammaglobulinémie et le taux moyen de gamnbatjlees était de 11£5,6 g/L.

3. Concentration sériques de NTs

a. Analyse des concentrations sériqgues de NTs chez IS&Sp et les

témoins

Nous avons constaté une élévation des concentsati@eNGF sanguin chez les patients
(2460,8 £ 827,3 pg/mL) comparée aux témoins (2468,157,5 pg/mLp=0,002), alors qu'a
l'inverse les concentrations de NT3 tendent a éimanuées (325,% 281,5 pg/mLvs 594,7+
202,4 pg/mL, NS).

Les concentrations de BDNF sont identiques dan? lgoupes (185, 31,6 pg/mLvs
186,4 + 46,8 pg/mL, NS) Kigure 40). Les hommes ont des taux sériques de NT-3
significativement moins élevés que les femmes (#539,6 pg/mLvs 377,9+ 282,3 pg/mL,
p=0,048).

NGF BDNF NT3
Sang(pg/ml) | Salive(pgmL) | Sang(pg/mL) | Salive(pgmLl) | Sang(pgmLl) | Salive(pgmL)
Patients 3189.8+£827.3 | 185,0£100.5 185.1+£31.0 0 325,3+282,5 40167 4
Volontairessaing | 2460.9+757.5 186.4+46.9 5947 £8343

Figure 40 : Taux sériques et salivaires de NGF, BNbet NT3

Les concentrations sériques de NTs ne sont pasléesrentre elles et les variations
des taux de NGF s’effectuent indépendamment descééé BDNF et de NT3.
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b. Concentrations sériques de NGF et profil clinico-balogique

Les concentrations sériques de NGF ne sont pasléesra la qualité de vie ou aux
traits dépressifs exprimés.

Comme nous l'avons vu auparavant, les taux sanglendGF sont augmentés chez
les patients et tout particulierement chez les pAaiSsont la sous-population avec les taux les
plus éleves (3218,5 + 882,0 pg/nvs 2464,4+ 803,3pg/mL,p=0,0393). Il N’y a pas de
différences significatives entre les deux sous{gesule patients concernant les taux sanguins
de NGF, BDNF et NT3.

Les concentrations sériques de NGF sont sensiblephes élevées chez les patients

avec hépatopathies auto-immunes (398218543,7vs 3072,9t 679,6 pg/mLp=0,07)

Il existe une corrélation négative entre NGF sam@tiitaux d’hémoglobingp€0,0491
r2=0,180) alors que cette corrélation est posiéivec la numération plaquettaine=0,0117

r’=0,278) Figure 41).

68000 p=0,04 r=0,42 p=0,01 r=0,52
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Figure 41. Corrélation entre les concentrations séques de NGF et hémoglobine (a

gauche) et numération plaquettaire (a droite).

R définit le coefficient de détermination donnée lfEnalyse de la table de variance. Chaque pejptésente un
patient

Nos résultats montrent également une associatitne ¢éaux sériques diminués de
NGF et présence d’anticorps anti-nucléaires (308581,6 pg/mlLvs5140,7 + 840,4 pg/mL,
p<0,0001), les 2 patients séronégatifs se caraatérizar I'existence d’'une parotidomégalie

lors de l'inclusion.

Aucune corrélation entre les différents parametggemeétriques et les concentrations

sériques de NGF n’a pu étre mise en évidence.
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Nous avons pu montrer une association entre phigetchitement antalgique et taux
sériques plus faibles de NGF (2782,6 + 576,6 pgisl3542,3 + 908,9 pg/mLp=0,035).

De plus la présence d’'une atteinte articulairedr@tre a l'inclusion a également
tendance a étre corrélée a des concentrations isasgiliminuées de NGF (2991,7 + 618,7
pag/mLvs3744,6 + 1184,1 pg/mlp=0,0629).

c. Concentrations sériques de BDNF et profil clinico-bologique
Concernant le BDNF, il existe une corrélation pesitentre les taux sériques de
BDNF et le SF36 §=0,0350 r2=0,280) alors que nous retrouvons unelalete a une
corrélation négative avec le MADRB=0,0626 r2=0,171).

Par ailleurs, nous avons noté une tendance a umélatmn positive entre taux
sériques de BDNF et score de SJSD#HQ,0949 r2=0,127).

Sur le plan BDNF et atteinte systéemique, nous aymnsmettre en évidence une
association entre un antécédent de vascularitené@mitat des taux sériques plus élevés de
BDNF (226,6 + 24,4 pg/mis181,2 + 29,4 pg/mLp=0,0493). Le méme type d’association
existe avec les manifestations arthritiques (214,31,6 pg/mLvs 177,0 £ 29,4 pg/mL,
p=0,0158). A l'inverse pour l'atteinte rénale, ibyune tendance a des taux plus faibles (143,8
+ 39,5 pg/mLvs187,0 + 28,0 pg/mLp=0,0559).

Aucune relation statistique n’a été mise en évidesrdre les concentrations sanguines
de BDNF et les parametres biologiques et thérageesi étudiés.

Enfin, il semble exister une corrélation positivdre concentration sérique de BDNF

et moyenne de fluorescence de la sortiline dansBg=0,06) Figure 42).
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Figure 42. Corrélation taux sériques de BDNF et intensité mage de fluorescence

intracytoplasmique lymphocytaire B

d. Concentrations sériques de NT-3 et profil clinico-mlogique
A linverse du BDNF, il existe une corrélation néga statistiquement significative
entre taux sériques de NT-3 et score du Sp36,0169 r2=0,344).

Les concentrations sériques de NT-3 apparaisséapendantes du profil clinique des
SGSp.

Sur le plan biologique, nos résultats montrent coeélation négative entre NT-3
sanguin et numération leucocytaip=0,0482 r2=0,173)Kigure 43). Aucune corrélation n'a
pu étre retrouvée entre les concentrations sérigeedT-3 et les parameétres étudiés de

cytométrie en flux.
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Figure 43. Corrélation négative entre augmentation des curattons de NT-3 et numération

leucocytaire.

Il existe une corrélation statistiquement signiiiica entre la prise d’'un traitement
sécrétagogue et le taux sanguin de NT-3, celuiigihmeentant (479,1 £ 303,0 pg/nvis 184,0
+ 171,6 pg/mL, p=0,0084). A linverse la corticothérapie semblecagSe a des taux plus
faibles de NT-3 (149,0 £ 131,5 pg/mk387,3 £+ 296,2 pg/mLp=0,0735).

e. Concentrations salivaires de NTs
La concentration salivaire moyenne en NGF des mpiatiest de 185,86 100,5 pg/mL.
Celle de NT-3 est de 40;467,4 pg/mL. Nous n’avons pas pu mettre en évidelecBDNF
au niveau salivaire, I'ensemble des échantilloegeteétant au-dessous du seuil de détection.
Les concentrations de NGF sont identiques chepdéisnts avec un débit salivaire
abaissé ou sans xérostomie objective (3987 pg/mLvs 195+ 137 pg/mL, NS). A l'inverse,
les concentrations salivaires de NT-3 sont augnesré@ cas de syndrome sec patent (149
93vs 28+ 17 pg/mL, p=0,04)
Aucune corrélation n’a pu étre mise en évidenceedaux seriques de NGF et de NT-

3 et leurs taux salivaire&igure 44).
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Figure 44.Courbes de régression linéaire et coefficientsateétation (analyse de variance)
entre les taux salivaires et sanguins de NGF (AeeNIT-3 (B

4. Résultats de la cytométrie de flux

a. Les Lymphocytes T régulateurs
Les nTreg ont été sélectionnés parmi les LT CD4grimant a un haut niveau CD25
et FoxP3 Figure 45. La comparaison du pourcentage de nTreg entrgdéents et les
volontaires sains n'a pas permis de montrer demdiffce significative en analyse univariée.

De méme, nous n'avons pas pu retrouver de différentre les pAG et les pAS.
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Figure 45: Stratégie de gating des LT régulateurs.
A : les lymphocytes T sont tout d'abord ciblésIsur taille et leur expression de CD4. B : les LID43 avec la plus forte expression de CD25

sont ensuite sélectionnés. C : les nTreg correspuralix CD25 high exprimant FoxP3

b. Résultats d’ensemble
Les résultats de la CMF sont exposés daRiglare 46.
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Figure 46 : Récapitulatif des résultats obtenus en CMF
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c. Expression des récepteurs TrkA, TrkB, TrkC et p78'™R
Nous avons retrouvé une expression massive desafits récepteurs TrkA, B et C et
p75'R aussi bien au niveau membranaire qu’en intracgipique sur les LB et les LT & la

fois chez les SGSp et les témoins.

Les résultats sont beaucoup plus tranchés paartdine. Il existe de facon nette un
faible pourcentage oscillant entre 2% et 20,4% . Bet de LT I'exprimant en membranaire

y compris chez les volontaires saifrggyUre 47).
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Figure 47: Résultats types obtenus pour la sortiline membrargir les lymphocytes (en

rouge), les LB et les LT (en vert)

Deux patients expriment tres fortement la sortilmemembranaire, avec plus de 50%
de lymphocytes positifs, cette expression se Imitaux LB pour I'un d’entre eux. Ces

patients font partie du groupe des pAS avec un 8J8 et a 7.

En intracytoplasmique, les résultats sont beaucplys homogenes avec une

expression lymphocytaire quasi ubiquitaire.

d. Expression des neurotrophines
Concernant les NTs, le NGF est difficilement délslelaau sein des LB aussi bien chez
les volontaires sains que chez les patients. kxgstimé par un pourcentage plus important de

LT mais avec une intensité moyenne de fluoresctibke.
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Le BDNF est, lui, fortement exprimé en intracytgpiaque dans les LB et les LT. Les
résultats concernant la NT-3 sont un peu plus régamcais avec une expression observée

dans la majorité des lymphocytésgure 48).
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Figure 48. Résultats types obtenus en intracytoplasmique @en&B pour les différentes
NTs
Exemple de I'expression de la NT-3 au niveau lynoyteire B.

e. Etude des corrélations concernant les récepteurs deNTs et les NTs
*Au sein du groupe des volontaires sains

Il existe plusieurs corrélations positives enti® fécepteurs Trk aussi bien sur les LB
gue sur les LT. En revanche, aucune corrélatiorpn’&tre mise en évidence concernant la
sortiline et les récepteurs Trk ou P78 (Figure 49) Cependant, nous avons retrouvé des
expressions membranaires et intracytoplasmiques lpaortiline corrélées positivement sur
les LB et les LT tant sur le plan des pourcentagesdes moyennes de fluorescertagyre
50).
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Figure 49 : Récapitulatif des corrélationsignificatives concernant les résultats de CMF des

volontaires Sail’l6|es corrélations positives sont indiquées en bl¢les négatives en rouge)
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*Au sein du groupe des patients

Tout comme chez les volontaires sains, nous retrmsivun grand nombre de
corrélations positives entre les différents réoastelrk. Il s’y ajoute également une nette
association avec le récepteur P75 Ces corrélations sont positives et sont obseraéssi
bien en membranaire qu’en intracytoplasmique osednides LB que des LFigure 51).

Contrairement aux volontaires sains, il existe coreélation négative entre la sortiline
et les récepteurs Trk, qu’elle que soit la variabtmsidérée, pourcentage ou lintensité
moyenne de fluorescence. A noter que nous avonkerggat retrouvé une corrélation
négative avec le récepteur P75 (Figure 52). Tout comme pour les témoins, il y a de trés

nombreuses corrélations positives entre les difféevariables concernant la sortiline dans
toutes les localisations.
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Figure 52. Corrélations négatives entre les différentes végglde la sortiline et les

récepteurs TrkA, TrkC et p?5° membranaires

Concernant les NTs, le NGF dans les LB est coaeéE le NGF et le NT-3 dans les
LT, les mémes associations sont retrouvées poMTK8 lymphocytaire B. La présence de

BDNF dans les LB est associée avec celle dansTigEigure 53)
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Figure 53 Récapitulatif des corrélations* significatives centant les résultats de CMF des

patientsrles corrélations positives sont indiquées en bléles négatives en rouge)

De plus, il existe des corrélations négatives elarmoyenne de fluorescence de la
sortiline intralymphocytaire B et celles du BDNHdure 54).
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Figure 54. Corrélations négatives entre I'intensité moyennelderescence de la sortiline

intracytoplasmique lymphocytaire B et le BDNF

f. Comparaison entre les volontaires sains et les dewous-groupes de

patients

Nous n'avons pas retrouvé de difféerence signifieatientre les expressions
membranaires des récepteurs Trk et du™BYSur les LB. En revanche, I'expression
membranaire lymphocytaire T du TrkC et du P5est presque significativement plus élevée
chez les pAG par rapport aux pAS (4,476 + 1,468,061 + 1,247 p=0,0559et 4,107 +
2,614 vs 2,662 + 1,025,p=0,0675). Nous n'avons pas mis en évidence de rdiffies

significatives concernant la sortiline membrandirephocytaire B ou T.

En intracytoplasmique, il existe une expressiors plaportante des trois récepteurs
Trk chez les volontaires sains par rapport aux pAssi bien dans les LB (TrkA: 2380 = 1327
vs1,689 + 0,523p= 0,0520; TrkB: 2,905 + 1,767 1,793 + 0,485p=0,0158; TrkC: 2,552 +
1,644vs 1,558 + 0,439p=0,0200) que les LT.

De plus, le pourcentage intralymphocytaire B etelsdrtiline est plus important chez
les volontaires sains et chez les pAS que chepA&s (LB: 87,3 + 27,3%vs 36,8 + 52,8%,
p=0,0420 et 88,0 + 18,6%s 36,8 + 52,8%p=0,0034 ; LT: 89,3 + 25,0%s 28,0 + 40,6%,
p=0,0044 et 92,8 + 10,9%s28,0 = 40,6%p<0,0001). Enfin, I'expression de NT-3 dans les
deux types de lymphocytes est augmentée chez |8spaf rapport aux pAG (LB: 1,799 +
0,428vs 1,291 + 0,308p=0,0375; LT: 2,358 + 0,706s 1,162 + 0,421p=0,0045) Tableau
V)
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Tableau V: Récapitulatif des différences significatives existantre les volontaires sains
(VS), les pAG et les pAS

ComparaisopAG/VS ComparaisopAS/VS ComparaisopAG/pAS
XTRK A CD19 NS NS NS
X TRK B CD19 NS NS NS
X TRK C CD19 NS NS NS
X P75 CD19 NS NS NS
% SORT CD19 NS NS NS
X SORT CD19 NS NS NS
XTRK A CD3 NS NS NS
XTRK B CD3 NS NS NS
XTRK C CD3 NS NS p=0,0559
X P75 CD3 NS NS p=0,0675
% SORT CD3 NS NS NS
X SORT CD3 NS NS NS
XTRK AIC CD19 NS p=0,0520 NS
XTRK B IC CD19 NS p=0,0158 NS
XTRK C IC CD19 NS p=0,0200 NS
X P751C CD19 NS NS NS
% SORT IC CD19 p=0,0420 NS p=0,0034
X SORT IC CD19 NS NS NS
X NGF CD 19 NS NS NS
X BDNF CD19 NS NS NS
X NT-3 CD19 NS NS p=0,0375
% SORT IC CD3 p=0,0044 NS p<0,0001
X NGF CD3 NS NS NS
X BDNF CD3 NS NS NS
X NT-3 CD3 NS NS p=0,0045
NGF sanguin NS p=0,0393 NS
BDNF sanguin NS NS NS
NT-3 sanguin NS NS NS

NOTE : Les différences en faveur des VS sont en, bélles en faveur des pAG sont en rouge esaafidaveur des pAS sont en vert

g. Analyse univariée des résultats de CMF et des atteies cliniques
La moyenne de fluorescence de la NT-3 dans les &Baagmentée de maniere
statistiguement significative dans le groupe déepts présentant un phénomene de Raynaud
(1,887 + 0,40%s1,490 £ 0,416p=0,0356).
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La vascularite cutanée est associée avec des pbages et des intensités moyennes
de fluorescence plus élevés de sortiline a la saerkt en intracytoplasmique dans les LB
(51,0 £ 68,2%vs 11,8 + 11,0%p=0,0101 et 2,630 + 2,608 1,281 + 0,445p=0,0212) et les
LT (52,7 + 66,4%vs9,0 + 6,0%p=0,0011 et 4,918 + 5,643 1,332 + 0,689p=0,0024).

Une atteinte articulaire est également associée ame augmentation de l'intensité
moyenne de fluorescence du NT-3 dans les LB (1#80310vs 1,346 + 0,302p=0,0065) et
dans les LT (2,455 + 0,696s 1,480 + 0,632p=0,0057) ainsi qu'avec une élévation de
l'intensité moyenne de fluorescence du NGF dand 10,990 + 0,098/s 0,830 + 0,187,
p=0,0131).

La présence d’une atteinte articulaire lors decliision est associée a une moyenne de
fluorescence de TrkA diminuée a la surface des PBG6 + 1,033vs 3,511 + 1,402,
p=0,0448) ainsi qu’a une intensité moyenne de flsmeace augmentée du NGF dans les LB
(1,201 £ 0,398/s 0,943 + 0,127p=0,0456). De méme les patients présentant une ggnov
lors de I'inclusion se caractérisent par des intéasnoyennes de fluorescence membranaires
diminuées de TrkA (LB: 1,901 + 0,556 3,311 + 1,357p=0,0368; LT: 2,233 + 0,66Vs
3,513 + 1,228p=0,0378), TrkC (LB : 2,153 + 0,95% 3,570 + 1,346p=0,0413 ; LT : 2,319
+ 1,060 vs 3,581 + 1,324p=0,0641)et p73'™" (LB: 2,003 + 0,842vs 3,341 + 1,326,
p=0,0474) sur les LB et les LT. A linverse, le poemtage membranaire et l'intensité
moyenne de fluorescence intracytoplasmique de Ilatilise dans les LB sont
significativement augmentés (34,5 + 41,5%9,8 + 5,4%,p=0,0199 et 3,699 * 1,43is
1,824 + 0,713p=0,0007).

Concernant la présence d’'une atteinte musculages avons pu montrer également
une augmentation de I'expression membranaire B)(#31,0%vs 8,8 + 4,7% =0,0007) et
T (31,4 + 45,8%vs8,9 + 6,0%,p=0,0354) de la sortiline.

Une diminution de l'intensité moyenne de fluoreseede TrkC a la surface des LT
(4,773 £ 1,872/ 3,537 = 1,156p=0,0323) et une augmentation de celle de la sutdin
intracytoplasmique dans les LT a pu étre retrou¢@99 + 1,532vs 2,320 = 1,275,

p=0,0228) chez les patients présentant une hépateaito-immune associée au SGSp.

Nous n’avons pu mettre aucune corrélation en évieletconcernant les atteintes

hématologique, neurologique et pulmonaire.
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h. Analyse univariée des résultats de CMF et des tragiments pris par
les patients
L'intensité moyenne de fluorescence de NT-3 dasd Ra tendance a étre augmentée
chez les patients prenant du Plaquénil (2,121 %4x%1,641 + 0,447p=0,0852).

Les patients sous corticothérapie présentent unrcpotage augmenté de LB
exprimant la sortiline a leur surface (36,4 + 40,48®,2+ 4,6%,p=0,0092) ainsi qu’une
élévation de l'intensité moyenne de fluorescencladm®rtiline intracytoplasmique B (3,359 +
1,822vs 1,931 + 0,737p=0,0167).

La prise d'un autre traitement immunosuppressetiégalement associée avec une
intensité moyenne de fluorescence membranaire Biantge de la sortiline (2,198 + 1,3@9
1,170 + 0,429p=0,0092) et avec une intensité moyenne de fluonescetracytoplasmique
B élevée du NGF (1,356 + 0,5880,973 + 0,123p=0,0100).

i. Analyse univariée des résultats de CMF et de la biogie
Une intensité moyenne de fluorescence augmentébdl@Ee lymphocytaire T est
associée avec la présence d'anticorps anti-nuekdi®,964 + 0,108/s 0,787 = 0,299,
p=0,0502) alors qu’il est retrouvé une associatioreise pour le BDNF (1,976 = 0,46%
2,623 £ 0,328, p<0,05).
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Discussion
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Un mécanisme autocrine de survie impliquant le BB¥tIBa molécule de transport la
sortiline a été mis en évidence récemment par 1342 au sein de lignées B matures et
plasmocytaires humaines [88]. Cette protéine despart a également été décrite comme
récepteur de la neurotensine (NTSR-3).

Le but initial de ce travail a été, dans un prerteenps, de caractériser I'expression de
la neurotensine et de ses récepteurs au sein aéeigB humaines a différents stades de
maturation et, secondairement, d’en identifierdeaséquences fonctionnelles, sur la survie
de différentes populations lymphocytaires B.

L’originalité de cette étude a été la mise en éwide pour la premiere fois, de la
présence de la neurotensine et de ses 3 récefiwact®nnels au niveau des lymphocytes B
ainsi que son role de facteur trophique pour lgeéles B. Ce role avait déja été mis en
evidence dans d’autres types cellulaires, notamuhetignées établies de différentes tumeurs
malignes solides [107, 114, 316]. En ce qui coredas lymphocytes, seules 2 lignées
lymphocytaires T humaines (Molt-4 and Jurkat) ot& préalablement étudiées pour leur
capacité de liaison de la neurotensine sans queétepteurs impliqués dans cette liaison
n'aient été identifiés [179]. La caractérisatiomdtonnelle des récepteurs de la neurotensine
a été obtenue dans une lignée IL-2 indépendanteTdeytotoxiques tumoraux isolés de
lymphomes cutanés T [180].

De plus, nos résultats montrent que la neurotensies exprimée que dans les LB
matures et plasmocytaires, suggérant qu’elle paugtee impliquée dans les processus de
maturation lymphocytaire B.

Nos résultats démontrent également que la neuinterd son récepteur de haute
affinite NTSR-1 ne sont exprimés que dans les ledllymphocytaires issues de lignées
tumorales, comme cela a été démontré pour d’acélkedes de cancers solides [114].

Enfin, les données obtenues au niveau lymphocyBide sujets sains et dans de
souris suggerent que la neurotensine pourrait adesr fonctions physiologiques dans les

lymphocytes B normaux, encore non élucidées aeimelht.
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I Neurotensine et homeostasie lymphocytaire B

A.Expression de la neurotensine et de ses réceptears

I’état basal

I a été mis en évidence, dans cette étude, quelideges lymphocytaires B
exprimaient les récepteurs NTSR-1, NTSR-2 et NTS#-8onditions normales quel que soit
leur stade de maturation. De plus, la neurotensiaectée détectée que dans les lignées de

stades les plus avancés (B mature et plasmocytaire)

Les données bibliographiques concernant la newinieret le systeme immunitaire
avaient essentiellement démontré sa fonction asanivdes mastocytes dans les processus
allergiques, notamment d’allergies alimentairespeeropeptide modulant la prolifération et
la dégranulation des cellules mastocytaires adii®@8, 317-319]. L’augmentation de la
dégranulation mastocytaire par la neurotensine @eatbloquée par le SR-48692, suggérant
gue les effets biologiques de la neurotensine danséaction allergique sont médiés
principalement par NTSR-1 [320, 321]. La stimulatide la réponse mastocytaire par la
neurotensine est auto-régulée par la productioncadoxypeptidase par les cellules
mastocytaires, qui dégradent ainsi rapidement [#ige ayant contribué a leur activation
[319].

Les travaux concernant l'influence de la neurot@mssur la réponse inflammatoire
concernent principalement I'immunité innée dans desdeles d’infections muqueuses,
digestives et pulmonaires principalement. Ainsiailété démontré que la neurotensine
augmentait la sécrétion d’IL-1 par les macrophagtivés alvéolaires [288]. Parallélement, la
neurotensine stimule les capacités d'adhésion delynyrcléaires neurotrophines a
I'épithélium bronchique [322]. Elle favorise égalemin vitro la diapédése des neutrophiles
et augmente les capacités phagocytaires de ceslesel[287]. L'importance de la
neurotensine dans la réponse anti-infectieuse aeéfércée par des travaux récents portant
sur des modeéles murins NeurotendinEn effet, la survie de ces souris ko est augneepaé
rapport aux souris «wild type » lors de modélepéexmentaux de péritonite. Cet effet

delétére de la neurotensine sur la survie est @éégal les cellules mastocytaires qui
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participent a la dégradation rapide de ce neuragepil niveau du site Iésionnel [317]. Une
étude cliniqgue concernant le caractére pronostitpiBélévation des concentrations sériques
de neurotensine au cours du sepsis sévere cheartibaest actuellement développée par cette
équipe de recherche [317].

Concernant les populations lymphocytaires, les yaesl moléculaires et
pharmacologiques avaient démontré la présenceedepteurs de la neurotensine au sein des
PBMC humains et de lignées T Molt-4 et Jurkat [1323]. Il avait également été établi que
ces récepteurs étaient fonctionnels, puisque laotensine avait la capacité de stimuler la
prolifération lymphocytaire et I'activation des [T79, 180]. En revanche, aucune donnée a
notre connaissance, ne faisait état de la présémda neurotensine et de ses récepteurs au

sein de population lymphocytaires B.

L’analyse moléculaire a permis de mettre en éviddagrésence des transcrits de la
neurotensine uniquement dans les lignées B maéires lignées plasmocytaires, suggérant
une fonction de régulation du développement lympteoe B. Cette fonction avait été
suggérée dans les processus de maturation thyntimueffet, la neurotensine a été mise en
évidence pour la premiére fois dans le thymus ddepd324] puis d’autres données sont
venues étayer cette découverte [325]. Une relamire neurotensine et cellules épithéliales
thymiques exprimant le CMH | a été établie, suggerue la majorité de la neurotensine
produite au niveau du thymus provenaient de cdslegl[325]. La neurotensine, étant un
peptide de courte chaine protéique [96] et de s&mpE terminal riche en résidu leucine,

isoleucine et tyrosine, sa fixation sur la pochptioggque du CMH était possible [325].

Compte tenu des données de la littérature et dedtaits obtenus, I'hypothése d'une

régulation des processus de maturation B par leotensine semble étre envisageable.
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B.Absence d’activation des voies impliquant la

neurotensine a I'état basal

L’analyse de lactivité transcriptionnelle des difnts récepteurs a révélé que
'ensemble des lignées B étudiées expriment au sni@rrécepteur NTSR-1 et le récepteur
NTSR-3 a I'état basal, le transcrit NTSR-2 n’étdétectable que dans seulement 2 lignées.
De plus, l'analyse de I'expression membranaire e récepteurs a démontré I'absence du
récepteur NTSR-1 et une faible présence du réce@&tSR-3 ce qui suggere une
séquestration intra-cytoplasmique de ces récepteéargécepteur NTSR-2 n'a été détecté
guant a lui qu’au niveau des stades B maturesasimalcytaires, avec contrairement aux 2
autres récepteurs une expression membranaire isaié en conditions de culture basale.
L’ensemble de ces résultats suggerent que la rexwiok et ses récepteurs interviendraient
tres peu dans le fonctionnement de ces lignéeétat Ibasal. L'adjonction de neurotensine
exogene en condition basale de culture a permioaiérmer cette hypothése. En effet, aucun
effet sur la prolifération n'a été observé comméa g précédemment été observé dans

différents modeles cellulaires cancéreux [144, 326]

En effet, les différents effets de la neurotensiaet transmis principalement par son
interaction au niveau membranaire avec les hét@gdis NTSR-1/NTSR-3 ou NTSR-
2/INTSR-3. Toutefois, compte tenu de la coexistencaiveau cérébral des récepteurs NTSR-
1 et NTSR-2 [127, 327], il a été mis en évidenaemnément, la formation d’'un hétérodimere
NTSR-1/NTSR-2 fonctionnel [328]. La présence de ddfrents récepteurs a déja été
démontrée au niveau astrocytaire, neuronal ou thatignée humaine colique HT29 [124,
329]. Toutefois, aucune donnée n'a été observédasooexistence de ces 3 récepteurs au

niveau lymphocytaire B.
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C.Les récepteurs de la neurotensine sont activées s

un stress cellulaire

Le stress induit par privation sérique augmentetiVdé transcriptionnelle de NTSR-
2, ce récepteur étant détecté pour 'ensembleigiesgds étudiées. En revanche, les conditions
de culture n’influent pas sur l'activité transcriggtnelle des 2 autres récepteurs et de la

neurotensine.

De méme, le WB, a permis d’identifier 2 isoformes decepteur NTSR-1 qui
pourraient étre dues a des profils de maturatioglyetosylation différentes. En effet, deux
isoformes de NTSR-1 proches de 52kDa (forme imreqteir mature (54 kDa) ont été décrites
au cours du développement cérébral chez le rat].[38®s modifications post-
transcriptionnelles de NTSR-1 devront étre démestrdans les lignées lymphocytaires B
soumises a une privation sérique. La caractérisad® la glycosylation de NTSR-1 et ses
conséquences fonctionnelles pourront étre effestp@e analyse protéique apres traitement
enzymatique (peptide-N glycosidase F) et par Isdtion d’inhibiteurs tels que la
tunicamycine [331] pour les études fonctionnediek localisation cellulaire des isoformes.

Les résultats obtenus par analyse cytométriqugemhis de mettre en évidence une
expression membranaire des récepteurs NTSR-1 eRMN8TSour I'ensemble des lignées B.
L’expression membranaire de NTSR-2 a été déteaés Hensemble des lignées avec une
expression moindre pour la lignée de stade préd.sttess sérique favoriserait donc la
relocalisation membranaire des récepteurs avecenpeession majoritaire des récepteurs
NTSR-1 et NTSR-3. Ces résultats suggerent que erfieession membranaire des récepteurs
pourrait étre associée a l'activation potentiellend signalisation anti-apoptotique par leur
ligand, la neurotensine telle qu’elle a été deqgoiber les cellules 3 pancréatiques normales
lors de stress pro-apoptotique par déprivationgeeéri116, 315]. Cet effet protecteur de la
neurotensine a également démontré dans des modilewraux de lignées
d’adénocarcinomes coliques, pancréatiques et puimemn[128, 332]. Pour la premiere fois, a
notre connaissance, nos résultats démontrent ¢éeardti-apoptotique de la neurotensine au
niveau de lignées tumorales B matures ou plasmioegtan situation de privation sérique ou

d’activation de la voie de FAS. De fagon concordanl est remarquable que seules les
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lignées B matures et plasmocytaires exprimentadestrit de la neurotensine. On peut donc
supposer que la neurotensine endogene exerce nogofo autocrine dans la survie de ces
cellules B, en condition apoptotique. Ces donnésg étayées par I'immunofluorescence
indirecte qui montre une polarisation cellulaire lde neurotensine, compatible avec un
processus de sécrétion, en condition de stresdaiedl. Cependant, nos résultats ne nous ont
pas encore permis d’'étayer cette hypothése. Il ieadvait, tout d'abord, de vérifier
I'existence d’'une sécrétion active de neurotengiae les lignées plasmocytaires dans le
milieu extra-cellulaire par dosage ELISA. Secorelaient, la neutralisation de la production
de neurotensine a l'aide de siRNA ou de shRNA pdraie de démontrer le réle anti-

apoptotique éventuel de la neurotensine endogémipe par ces lignées.

L’effet protecteur de la neurotensine a égaleméitégalué au cours de I'apoptose
induite par I'activation du récepteur Fas. Cesltésiont permis de confirmer la neurotensine
diminuait également I'apoptose induite par la vibéerécepteurs a domaine de mort. Cet effet
anti-apoptotique a été observé uniquement en gondile stress cellulaire dans la lignée B
mature (BL2) apres un jour de privation sériquedans la lignée plasmocytaire (U266)
uniquement au 3é jour de privation. Ces résultadigquent que I'expression membranaire
des récepteurs, induite au cours de la privatioinsg est le préalable requis pour que I'effet

anti-apoptotique de la neurotensine puisse étectidile.

Les données concernant les voies de signalisatiiee en jeu dans l'effet anti-
apoptotique de la neurotensine sont peu nombreetsesncernent differents modeles de
cancers solides. L’action anti-apoptotique de larotnsine est bloquée par des inhibiteurs
de la protéine kinase C (PKC), voie de signalisaéigalement impliquée dans la résistance a
'apoptose des lymphomes B [333, 334]. Cet effetgmteur peut également s’expliquer par
I'action activatrice de la neurotensine sur I'exgsien du géene Bcl-2 décrite au niveau de
lignées de cancers bronchiques [178]. Enfin, Iéstefanti-apoptotiques de la neurotensine
via son interaction a NTSR-1 sont bloqués par lesbitéurs de Erk [175]. Il n’existe, en
revanche, aucune donnée dans la littérature comuetiinfluence de la neurotensine sur

'apoptose induite par FAS dans les cancers solides

Les difféerents récepteurs de la neurotensine gotantiellement impliqués dans ces
mécanismes de survie. Outre les récepteurs NTSR-3, exprimés dans les lignées B les
plus matures, nous avons observé une expressioraeaire de NTSR-2 dans la plupart des
lignées B étudiees a I'exception de la lignée prgeaBr laquelle I'expression membranaire
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demeurait faible. Parallelement, nous n’avons pasewé d'effet protecteur de la
neurotensine exogéne dans ces lignées immaturesnelition apoptotique. Cette absence de
réponse a la neurotensine exogene pourrait étee diéla diminution de I'expression
membranaire de NTSR-2 dont le réle protecteur ambiptotique, induit par la neurotensine, a
eté démontré dans des cellufpancréatiques en conditions apoptotiques [116jsiAtes
données permettent d’évoquer que l'effet anti-apigpie de la neurotensine dans les lignées
B pourrait également étre sous la dépendance d&kNTS

La neurotensine a été deéfinie comme neuropeptide o fonction majeure est
d’activer les voies de survie [335]. L’analyse tfét trophique de ce neuropeptide sur les
différentes lignées B a démontré que ce facteuvacta prolifération et exercait une action
anti-apoptotigues au niveau des stades les plusresatAu sein des deux populations

lymphocytaires, cette fonction n’avait été démomijrésqu’alors qu’au sein des LT [179-181].

D. Les récepteurs impliguées n’ont pu étre identifiés

Les approches pharmacologiques par [utilisationnhdbiteurs spécifiques ou
d’anticorps antagonistes des différents récepteorst pas permis de conclure a la spécificité
d’'un ou plusieurs récepteurs dans la transductiorsignal. En effet, en présence d’'un
inhibiteur spécifique du récepteur NTSR-1 [295], effet anti-apoptotique est observé. De
plus, I'action conjointe de cet inhibiteur et denkleurotensine annihile les effets protecteurs de
la neurotensine.

Dans le cas de l'utilisation de la Iévocabastingjhiteur pharmacologique de NTSR-
2 [296, 336], aucun effet n’est observeé. En revanthtilisation conjointe de I'inhibiteur et
de la neurotensine révéele une diminution de I'apept Les effets de la Iévocabastine sont tres
controversés dans la littérature, avec une actiwaganiste dans certains cas [121, 337] et
agoniste dans d’autres cas [329]. Ces donnéesgienirexpliquer I'effet observé dans cette
étude.

L'utilisation d’'un anticorps antagoniste du récept&d TSR-3 permet de confirmer
I'mplication de ce récepteur dans la modulationl’dpoptose induite par la déprivation.

Compte tenu de ces résultats et des précédentagéatodu laboratoire [88] ahnexe 6 nous

191


http://www.pdfxviewer.com/
http://www.pdfxviewer.com/

pouvons conclure que l'utilisation de cet inhibiteantraine une inhibition de I'interaction
p75'™ NTSR-3. De plus, on peut supposer que I'actionjainte de I'inhibiteur et de la
neurotensine permet a la fois d’inhiber I'actiors gwoneurotrophines pro-BDNF en faveur
des neurotrophines mature BDNF [14, 88] et d’actige signaux de prolifération induits par
la neurotensine. Afin de valider cette hypothéksepmviendrait d’utiliser des inhibiteurs des
ligands, pro-BDNF d’'une part et BDNF d’autre pae plus, il serait également judicieux
d'interagir sur les différents complexes des rémepst p78™ et Trk, par Iutilisation
d’inhibiteurs spécifique tels que le K252a pour fiésepteurs Trk [338, 339] en faveur donc
de la transmission d’un signal pro ou anti-apoptatiselon I'équilibre [89, 94, 140].

On peut également supposer, compte tenu de la noetsde ces différents
neuropeptides au sein des LB, qu'il existe plusignécanismes de survie et de prolifération
faisant intervenir d’'une part les neurotrophinesleirs récepteurs et d’autre part, la
neurotensine et ses récepteurs.

De plus, il a été démontré que la neurotensinerigaid I'internalisation de son
récepteur NTSR-1 aprés activation et que ce degia@t dégradé tandis que NTSR-2 était
recyclé [107, 340]. La sortiline contribue égaletrgeita régulation de la neurotensine [341].

La présence des 3 récepteurs au niveau lymphoe\Badt la formation des différents
hétérodimeres nécessaires a la transduction dwalsgyggére la formation d'un ou de
plusieurs de ces complexes au niveau lymphocytaire.

Afin de répondre a cette interrogation, il conviexid d’effectuer des analyses
biochimiques d’immunoprécipitation ou d’immunocyhémie ainsi que des approches
moléculaires avec le développement de modéles shf@x#all hairpin RNA) afin d’inactiver
spécifiguement I'expression de ces différents rénep.

La neurotensine exerce ses fonctions a I'aide de3seecepteurs qui vont véhiculer
différents signaux. Ainsi, NTSR-1 va interagir dalas modulation de I'expression du
phosphate inositol, des acteurs de la voie des MA#RIKle I'expression des molécules AMPc
et GMPc [167, 342, 343]. NTSR-2 intervient égalemdans la modulation du Ca2+
intracellulaire et I'activation des éléments devtae des MAPK [92, 296, 329]. NTSR-3 va
egalement permettre I'activation d’'ERK et de laevBKT [344]. Afin de déterminer les voies
de signalisation impliguées dans les processus udeeslymphocytaire B, ['utilisation
d’inhibiteurs spécifiques des différentes voiesctitation (PI3K, PLC, PKC, MAPK) tels

gue la wortmanine pour la PI3K serait envisageable.
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Enfin, il a été démontré les récepteurs Trk pouva@dre activés par transactivation
avec les RCPG [345-347]. Ceci a été décrit notamiraesc le récepteur a I'EGF [348]. De
plus, les récepteurs Trk peuvent étre activés esersfe de leurs ligands [349-351]. I
conviendrait d’étudier une possible activation d&septeurs Trk par transactivation avec les

récepteurs NTSR afin de mieux comprendre les mgeees mis en jeu au niveau LB.

E.La neurotensine est impliguée dans les processus de

tumorigénese B

L’analyse des récepteurs et du neuropeptide enitcmmzinon pathologiques a permis
d’établir la relation entre la présence du récaptdliSR-1 et les processus tumoraux. En
effet, seuls les récepteurs NTSR-2 et NTSR-3 antétecté chez I'individu sain. Toutefois,

il a été démontré que le récepteur NTSR-3 pouwaitribuer a la progression des processus
tumoraux [326]. De plus, contrairement aux lignBesatures humaines d’origine tumorale,
la neurotensine n’a pas été détectée dans les ltBresasains. Ces données sont en faveur du
réle prépondérant de I'interaction de la neurotemgt de son récepteur NTSR1 au cours des
processus tumoraux qui pourrait étre associée &utaie des cellules lymphocytaires

tumorales, par 'inhibition de signaux apoptotiques

Le rbéle important du couple NTSR1l/ligand a été agamlans de nombreuses
pathologies cancéreuses, pancréas, prostate,ceéom, poumon [117, 175, 176, 178, 352-
355].

Le role de la neurotensine et de son récepteuradee laffinité a donc été établi dans
de nombreuses pathologies cancéreuses. Les réspianous avons obtenus avec les lignées
lymphocytaires B humaines viennent confirmer I'imgtion de la neurotensine et de NTSR1
dans les hémopathies lymphoides. De plus, parfies gophiques et anti-apoptotiques, ce
neuropeptide et son récepteur NTSR-1 pourraienstitoar des marqueurs de mauvais
pronostiques comme cela vient d’étre démontré dammncer bronchique [114] et dans le
mésothéliome, pour lesquels I'expression de laoteosine est associée a la gravité de la
maladie [160].
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F.Neurotensine et récepteur NTSR-3 (sortiline) :

fonction regulatrice de la survie cellulaire?

L’analyse des différents transcrits a revélé laspnée des récepteurs NTSR-2 et
NTSR-3 au sein de LB sains. Contrairement aux t@subbservés pour les lignées, nous

pouvons conclure que ces 2 récepteurs sont expdmé&s;on constitutive au sein des LB.

En revanche, chez la souris, seule la sortilinééadétectée dans les lignées lymphocytaires
tumorales comme dans les lymphocytes B normausotidine jouerait donc un réle clé dans
les processus de maturation et de développemeat Bapdouble fonction. En effet, le role de
la sortiline en tant que transporteur des neurbirgs matures a été récemment mis en
évidence dans les lymphocytes B humains [88]. Bation de co-récepteur pour P75 a
également été démontrée, la neurotensine agissarithétérodimére p?57/NTSR-3 par
compétition d’affinité inhibant ainsi les effetsopapoptotique des pro-neurotrophines [130].
La sortiline pourrait donc intervenir en conditiphysiologique dans le maintien de la balance

mort/survie cellulaire par son interaction avendarotensine et avec les neurotrophines.
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I Neurotrophines et MAI

A.Neurotrophines et LED

Dans cette étude, il a été mis en évidence une angion des taux sériques de NGF
chez les lupiques par rapport aux témoins. Cedtagsisont en accord avec les résultats
précédemment obtenus dans la littérature ou unmenigtion des concentrations sériques de
NGF chez les patients LED par rapport aux témoimisntaires sains avait été démontrée
[247, 249]. Ces deux premiéres études ne s’étpmmiattaché a définir une corrélation entre
'expression sérique de cette NT et l'activité iure [247, 249]. Plus récemment, il a été
observé des taux de NGF presque dix fois plus gleiéz des enfants atteints de LED que
chez les témoins, et une corrélation significatwére I'élévation des concentrations de NGF
et le score d’activité clinico-biologique (SLEDAd)été établi chez I'enfant [258]. Cependant,
contrairement aux données de la littérature [268{i1s n'avons pas pu mettre en évidence une
corrélation entre I'élévation des concentrationsgses de NGF et le score de SLEDAI.
Plusieurs hypothéses peuvent étre émises afin litieiep cette différence ; la premiere est
gue la population d'enfant étudiée par I'équipe Id# se caractérise par des LED
extrémement sévéres et la moitié d’entre eux or§ILEDAI > 30 avec des atteints viscérales
multiples graves neurologiques et rénales. Pauag| notre population de patients adultes est
plus hétérogéne, avec peu de patients non traitérement et des poussées moins severes,
cutanéo-articulaires beaucoup plus nombreusesaneaktte étude.

Aucune corrélation n’a pu étre établit entre Iefdentes atteintes systémiques et les
taux de NGF. De méme, aucune relation n’a étéietiire la qualité de vie du malade et les
taux de NGF.

En revanche, lors de I'étude du profil biologique kh maladie, il a été mis en
évidence une corrélation négative entre 'augmantates taux sériques de NGF et le nombre
de LTreg circulants. Les études concernant le ligiuss LTreg chez I'adulte révelent une
diminution de I'expression de ces cellules chezp#&ient [356-358]. De plus, d’'autres
données concernant le lupus chez I'enfant repotteatcorrélation inverse dans I'expression

de ces LT et la gravité de la maladie, faisantiaapparaitre un défaut d’activité de ces
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cellules [359]. Ces résultats suggerent un effgatiEde cette NT dans le recrutement de ces
LT et ainsi dans les mécanismes mis en place jpitef la réponse inflammatoire [360].
L’implication du NGF dans la physiopathologie lupggest renforcée par les résultats
de la cytométrie en flux et plus particulieremerdr gaugmentation de la production
lymphocytaire B de NGF chez les patients présentarg activation du complément,
marqueur biologique associé a la gravité potestidiés poussées lupiques[361]. Ce lien
existant entre production lymphocytaire de NGF ergqueur biologique d’activité est
renforcé par les corrélations existant entre le brende cellules lymphocytaires B produisant
du NGF et le ratio d’anti-DNA natif. Il existe égahent une augmentation de la production
lymphocytaire B de NGF chez les patients présentst anticorps anti-phospholipides,
corrélation que nous avions déja établi dans l&aredermie I(ise et al, Plos One accepled
L’augmentation de production lymphocytaire B de N@durrait correspondre a une action
autocrine sur la survie des lymphocytes B autotif8af204]. De plus, on peut émettre
I'hypothése de mécanismes paracrines sur les adtesrs de la réponse immune.

Les concentrations de NGF restent élevées avarapeis la poussée lupique,
suggérant que cette NT est impliquée dans la ppgtiologie du LED indépendamment des
thérapeutiques mises en route pour le controleagmlissée. Des résultats similaires avaient
été mis en évidence par notre groupe dans le Sjémnd’augmentation des concentrations
sériques de NGG apparait indépendante des traitenmamunomodulateurs utilisés [267].
Parallelement, les anti-TNF n’influencent pas nars pyélévation des concentrations sériques
de cette NT au cours de I'évolution de la PR [2%Htte relative stabilité de 'augmentation
des concentrations de NGF au cours du LED ne egflas I'altération de la qualité de vie au
cours de la pathologie, les fluctuations du NGRardrindépendamment de la SF36.

Concernant le BDNF, nous avons observé une augimamides taux sériques chez
les patients par rapport aux témoins et ce indégantent de I'existence d'une atteinte
neurologique. Cette relation n'avait été décritegjuialors que dans le cas de lupus cérébral
[262] ou cette NT pourrait étre défini comme margquebiologique des atteintes
psychiatriques liées a cette pathologie [263].

En revanche, aucune relation n’a été établit dar€oncentrations sériques de BDNF
et l'activité de la maladie, les atteintes systami) et I'évaluation de la qualité de vie du
patient. Cependant, une diminution des taux lesemtnations de BDNF est observée aprés le

traitement de la poussée (diminution néanmoinsreyré aux taux sériques observes pour le
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groupe témoin) suggérant I'existence d’un lien erdctivité et concentrations sériques de
cette NTs. Le faible effectif et la disparité déiates cliniques de notre cohorte pourraient
avoir sous-estime le réle de cette NT dans I'agilipique.

En revanche, une relation a été mise en évidertce kandiminution des taux sériques
de BDNF et la présence d’anti-R2GP1, d’anti-cardidés ou d’anti-coagulants circulants.

Ainsi, ces résultats confirment que I'existencendstress oxydatif vasculaire, reflété
par la présence d’anticorps anti-phospholipides pbaisser les concentrations circulantes de
BDNF [362, 363], données que nous avions déja gbssrau cours de la SS.

L’analyse de I'expression lymphocytaire de cette Na révelé aucune différence
entre les patients et les témoins. Toutefois, étéa démontré que la synthese de BDNF au
niveau lymphocytaire B était augmentée en casaiidét cutanéo-articulaire. De méme qu’au
niveau lymphocytaire T ou la production est augrderthez les patients présentant un score

de SLEDAI éleve, suggérant, la encore I'implicatdmcette NT dans l'activité lupique.

Aucune différence significative n’a été observéarges taux sériques de NT-3 entre
les patients et les témoins. En revanche, une autgtien des taux de NT-3 est observée
uniquement chez les patients atteints de LED sév&res résultats suggerent un role de cette
NT dans la gravité de cette pathologie, donnéguggju’alors n’a pas été établi. Ainsi, pour la
premiéere fois, nous suggérons l'existence d’'unelicapon physiopathologique de la NT-3
dans les MAI, implication que laissait presserdirdle anti-apoptotique de cette NT-3 vis a
vis des cellules B et des plasmocytes au courpatd®logies allergiques [202].

L’évaluation du profil clinique de la maladie a é& une association entre I'élévation
des taux de NT-3 et les atteintes articulairesnderdéja relevée dans la scléroderrise( et
al Plos accepted L’activation du complément est associée a ungmentation des taux
sériques de NT-3. De plus, I'expression lymphocgtdi de NT-3 est corrélée positivement
aux concentrations sériques d’'INFTous ces résultats viennent étayer I'importareeette
NT dans l'activité de la maladie.

L’expression lymphocytaire de cette NT n’a révaléune différence entre le groupe
des patients et le groupe des témoins. En revanklae té observé une diminution de

'expression de cette NT au niveau des LT suiteé@tement sous hydroxychloroquine.

L’'analyse des différents facteurs susceptiblestra’é@mpliqués lors de cette

pathologie [364] a révélé une augmentation deseamtrations sériques de BAFF, de I'lL-10
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et de I'lFN+ chez les lupiques par rapport aux témoins. Toigedmicune relation n’a pu étre
établit entre les variations des taux des NTs eprtefil immunologique (Thl, Th2) ou
I'expression de BAFF chez les lupiques. Ainsi, tjmentation des concentrations sériques du
NGF et du BDNF au cours du LED semble indépendaeseprofils Thl et Th2. L’absence de
corrélation entre NGF et BAFF découlent vraisemlelaent de leurs processus d’activation
B respectivement CD40 indépendante et dépendabife B&6].

Une relation entre la gravité de la maladie ekdtession de TrkB au niveau
lymphocytaire T a été mise en évidence de mémeliiggente modulation de I'expression
lymphocytaire B et T des récepteurs aux NTs entfondu profil clinique lupique.

L'ensemble de ces données suggerent I'existenas dirofil d’expression
lymphocytaire des récepteurs aux NTs en fonction pdofil clinique. Ces résultats
cytométriques ainsi que l'augmentation des comagohs sériques des NTs au cours du
LED révélent I'implication de ces NTs dans le dépglement de cette pathologie, suggérant

de possibles cibles thérapeutiques pour cette |oafieo

B.Neurotrophines et SGSp

Dans cette étude, nous avons, pour la premieredtois la littérature, étudié le profil
sérique, salivaire et lymphocytaire de neurotrophiau cours du syndrome de Gougerot-
Sjogren primitif en comparaison a une cohorte d®tés volontaires sains appariés par I'age

et le sexe.

Dans un premier temps, nous avons étudié le mpraipression du NGF, BDNF et de
la NT-3 chez les patients atteints de SGSp et tdezolontaires sains. Comme cela est
désormais bien établi dans la littérature, nousngvetrouvé une diminution des taux de
BDNF chez les patients présentant des traits defsemvec un score de MADRS élevé ou
une qualité de vie diminuga67]. A l'inverse, il existe une corrélation négativencernant
les concentrations sériques de NT-3 et le MCS d@6SFesultat & nouveau en accord avec les
guelques données existant actuellement sur ce regjetrant une élévation des taux sériques

de NT-3 lors des acces dépressifs des psychosalaibgs[235].
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Nous avons tout d’abord constaté des taux sérided$GF augmentés chez les SGSp
et notamment chez les patients porteurs d’'unenédtsiystémique par rapport aux volontaires
sains. Cette élévation sérique du NGF a déja é&é em évidence dans deux autres maladies
autoimmunes le LES et la sclérodermie systémiqueelte était d'ailleurs corrélée a la
diffusion systémique [247, 286]. Lors d’'une preraigttude dans notre laboratoire, nous
avions également retrouvé cette augmentation du Bit&Z des patients atteints de SGSp
[267]. L'étude que nous avons réalisée chez leematsclérodermiques retrouvait des taux
de NGF significativement plus élevés chez les p#iprésentant une atteinte articulaire lors
du préléevementl(se et al Plos acceptgdNous montrons également une association entre
NGF et atteinte articulaire chez les patients m@itsede SGSp. En effet, non seulement les
patients ayant un une atteinte articulaire ont @es sériques plus élevés de NGF mais
présentent également une moyenne de fluorescanddGF augmentée dans les LB et
surtout les LT. Cette relation NGF / atteinte antire a été mise en évidence dans d’autres
pathologies auto-immunes, notamment dans les rhsmmes inflammatoires chroniques
[368].

De facon tres intéressante, cette atteinte aaifeuest également associée avec des moyennes
de fluorescence membranaire lymphocytaire B etnirdiées de TrkA et p75NTR alors qu'a
linverse, les pourcentages et les moyennes dereflgence membranaires aussi bien
gu'intracytoplasmiques sont augmentés pour lalsatiL’augmentation de I'expression de la
sortiline membranaire dans l'atteinte articulaingoair corollaire la diminution de I'expression
de p7%™R, donnée assez paradoxale compte tenu de la rtécesga cette protéine de
s’associer a un corécepteur. Deux hypothéses soistageables, soit la sortiline est associé a
un autre co-récepteur comme NTR-1 ou NTR-2, soiite antigénique de p75* reconnu
par I'anticorps utilisé dans ce travail est peueasible lorsque p?3" est complexé a la

sortiline.

Le lien entre NGF et atteinte articulaire est nmeniaint bien établi avec de nombreux
articles retrouvant des taux élevés de cette NB tlaliquide synovial ou le sang de patients
atteints de polyarthrite rhumatoidae8], de spondylarthrite ankylosanf224]. Dans les
travaux actuellement publiés sur le sujet, les wagteapportent également une expression
augmentée de TrkA et de p75 par rapport aux témoins au sein des cellules ptéselans
les articulations inflammatoirggs5] mais aucune ne s’intéresse a I'expression de tdiser
par les lymphocytes ou les synoviocytes. Nos rasufieuvent sembler en contradiction avec

ceux-ci, cependant, nous avons étudié les lymphecyirculants et non les cellules
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monoculéées intra-articulaires. Il est tres probafpl’il existe au niveau local d’autres
expressions que celles retrouvées dans les celfulesang périphérique comme cela a été
montré dans la polyarthrite rhumatoide et la sptamtyite ankylosante. En effet, les
métalloprotéases présentes en quantités excessivesin des Iésions de synovites peuvent

moduler le ratio de pro-NGF / NGF et ainsi I'exmies membranaire de leurs récepteurs.

Alors que la relation entre atteinte articulairdN&F semble maintenant bien établie
dans les MAI, nous n’avons pas pu trouver de lieineeatteinte neurologique et NGF alors
gue celui-ci pouvait étre logiguement attendu au deu I'importance du NGF dans la
physiopathologie des lésions du systeme nerveuxaibée effectif de patients présentant une
atteinte neurologique pourrait expliquer ce résudtacordant. Il est cependant intéressant de
noter que les concentrations de NGF sont statestigunt abaissées chez les patients sous
antalgiques, ce qui tend également a prouver &délcette NT dans la douleur chronique au

cours du SGSp.

Lors de la premiere étude réalisée dans notredétioe sur NTs et SGSp, nous avions
aussi mis en évidence des taux de BDNF signifieaient plus importants chez les patients
atteints de SGSp que chez les témoins. En revanohs,n’avons pas pu mettre en évidence
de différences de concentrations sériques de BDaHs ate travail entre les SGSp et les
témoins. Cependant, les concentrations de BDNF sgnificativement augmentées chez les
SGSp avec une atteinte systémique articulaire sawaritique, cette derniére étant une des
atteintes systémiques corrélées avec un prondsgcspvere notamment via son lien fort avec

la présence d’une cryoglobulinénise9].

De facon tres intéressante, il existe une nettgaiece a une corrélation positive entre
la concentration sérique en BDNF et le score didétiSISDAI méme gb n'est pas encore
significatif ; les inclusions suivantes permettrosans doute d’atteindre le seuil de
significativité. C’est la premiére fois que ceti@rélation est retrouvée alors qu’un lien du
méme type avait déja été mis en évidence chezléngs lupiques entre NGF et SLEDAI ou
NGF et sévérité et diffusion des atteintes clingju258]. L'existence d'une vascularite
cutanée est aussi liée avec des pourcentages epemntrations de sortiline membranaire et
intralymphocytaire B et T augmentés. La méme aafioai est retrouvée pour le BDNF
sérique avec une élévation de l'intensité de laenag de fluorescence intra-lymphocytaire B

de la sortiline. Il semble donc se dégager un ddleBDNF dans la sévérité et I'activité du

200


http://www.pdfxviewer.com/
http://www.pdfxviewer.com/

SGSp peut-étre via une atteinte systémique et ntedtajeu non pas son récepteur de haute
affinité¢ TrkB ou p73%™® mais la sortiline. Conformément aux résultats reés du
laboratoire concernant le role anti-apoptotiqueB@MNF mais également 'augmentation de
la présence du BDNF et de la sortiline dans degriaBures sains apres stimulation par un
mitogene([88], il parait donc plausible d’envisager le BDNF denSGSp comme un facteur
autocrine favorisant en présence d’un stress lesde LB autoréactifs ou producteurs d’'une
cryoglobuline avec comme corolaire une diffusiostégnique plus importante et donc un
score d’activité majoré. De plus, nous avions @&gaint mis en évidence auparavant dans
notre laboratoire I'existence d’une corrélation ipes chez des patients atteints de SGSp
entre taux sérigues de BDNF et activation des ltTpagticulierement des CD4+, via leur
expression d’'HLA-D [267].

Comme dans certaines études précédentes, nousraigvoms pas d'influence de la
prise d’un traitement par corticoides ou par imnauppresseurs sur les taux sériques de NGF
ou sur ceux de BDNF [250, 370]. Ceci semble imm@iquue, si les cytokines pro-
inflammatoires sont capables d’entrainer la seaméties NTs par différents types cellulaires
dont les lymphocytes en situation inflammatoire owendans I'asthme, leurs concentrations
sériques dans les MAI ne refletent pas directemantnodulation éventuelle de leurs
syntheses cellulaires lymphocytaires, la majont&dntingent circulant de NGF et de BDNF
étant produit par les glandes salivaires. Cependanis avons pu retrouver une élévation
significative de la concentration intra-cellulanla NGF dans les LB chez les patients sous
immunosuppresseurs par rapport aux autres pouedléter soit une augmentation de la
synthese de cette NT par les LB sous immunosumuesou a linverse l'absence de

sécrétion active de cette NT lors de ces traitesnent

La NT-3 a tendance a étre augmentée chez les fgfpimmant du Plaquénil aussi bien
au niveau des taux sériques que de la moyennaidiee$icence dans les LB alors qu’ils sont
diminués chez les patients sous corticothérapiausNavions déja mis en évidence cette
augmentation de la NT-3 sérique chez les patiaésalermiques sous Plaquénil par rapport
a ceux sans ce traitemehide et al Plos acceptedl n'y a pas de données disponibles dans
la littérature retrouvant la sécrétion moindre de-Nchez les hommes, nous confirmerons
peut-étre ces résultats a la fin de ce travailtrqupommes seulement étant actuellement
intégrés.
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Concernant la sortiline, I'équipe de Rogers reteoune expression membranaire de
sortiline sur la majorité des LNK, la moitié des EeBquelques rares LT, ces résultats ayant
été obtenus chez huit volontaires sains [89]. Aenoependant que le seuil de positivité est
fixé a partir d’'un contréle utilisant 'anticorpgsondaire seul et non un isotypique de méme
sous-classe que Il'anticorps primaire utilisé, ilsex donc un risque de surestimation des
résultats. Nos résultats montrent une expressisodéine membranaire lymphocytaire B et
T incontestable aussi bien chez les patients, m@&ue une expression corrélée entre LB et
LT, que chez les volontaires sains mais largem#@étieure a celle décrite par Rogers pour
les LB, de l'ordre de quelques pourcents. Il exégalement une tendance a des valeurs plus
élevées a la surface des LB que des LT et chegalésnts par rapport aux témoins, aucune
différence significative n'ayant cependant pu @tise en évidence. La présence de trés hauts
pourcentages membranaires de sortiline chez ddienpaprésentant une maladie active avec
des manifestations systémiques suggere une implicde celle-ci en tant que récepteur et
non uniguement comme protéine de transport desottephines et ce d’autant plus que la
sortiline est corrélée négativement avec tous leges récepteurs des NTs. Jusqu’a
maintenant, la sortiline est essentiellement corsuaiveau des LB pour avoir une action
pro-apoptotique [88], il est possible qu’elle dawtres fonctions encore inconnues ou qu’'elle
agisse par I'intermédiaire de ses autres ligandswe la neurotensine ou les proNTs.

En intracytoplasmique, il existe une expressiongiiotytaire massive de la sortiline,
compatible avec certaines observations antériej@@&s et attendue au vu de son réle de

protéine de transport des NTs et de la sécrétiaellies-ci par les lymphocytes.

Chez les patients, nous avons pu mettre en éviddacaombreuses corrélations
positives entre l'expression et lintensité de fescence membranaire des différents
récepteurs Trk et du p7B. Ceci suggére un rétrocontrdle positif entre kesepteurs de
haute affinité d’autant plus qu’il existe une cdatidn négative avec I'expression de la
sortiline ou alors un mécanisme de réponse grodpéme méme stimulation. A noter
€galement que les concentrations lymphocytairest BANF sont corrélées avec l'intensité
de I'expression membranaire de TrkA et de TrkC idoiss au niveau des T que des B. Nous
pouvons formuler I'hypothése que l'activation deb Ua différents stimuli notamment le
stress déclenche la production de BDNF coupléellascdes récepteurs de haute affinité
rendant la cellule plus réceptive a une activadokocrine et paracrine contribuant ainsi a
pérenniser son activation. Il ne s’agit cependabee que d’'une simple supposition, peu de

données étant disponibles pour confirmer nos pmmésultats.
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Pour le NGF, nous retrouvons une expression falbles les LB et plus importante
dans les LT avec une tendance a une augmentatfomatieurs chez les patients par rapport
aux volontaires sains, en accord avec les résutibtenus dans la polyarthrite et la
spondylarthrite ankylosante [286, 368, 371]. Ld&dinces d’expression des NTs et de leurs
récepteurs observées au niveau lymphocytaire B td®z ED et les SGSp pourraient
également étre sous-entendu par les anomalies pdatitidns B observées au cours du
SGSp avec augmentation des LB matures 2 (LBm2, aiBs rsélectionnés apres leur passage
dans la zone riche en LT d'un organe lymphoide rsdaioe), et des LBm2’, (LBm2 ayant
rencontré une cellule dendritique interdigitante)caurs du SGSp[372]. En accord avec les
travaux précédents décrivant des associations ldanglAl comme le LES, la sclérodermie
ou la PR, entre taux sériques des NTs, expressiaeltes-ci et de leurs récepteurs au niveau
de tissus sieges d’une réponse inflammatoire etilgcbu séveérité de la maladie, notre étude
apporte de nouveaux éléments en faveur d'une iatplic nette des NTs dans la

physiopathologie de ces maladies.

Contrairement a ce qui a été décrit, nous n'avasspu détecter la présence de BDNF
dans la salive. Ces résultats sont cependant acauau fait que nous n'avions que des
échantillons salivaires de patients. Il est nédesske les contrdler chez des volontaires sains
afin de confirmer que cette absence n’est pas daenaladie elle-méme d’autant plus que les
NTs semblent impliquées dans la réparation de lquewse orale [373] et sont exprimées au
niveau des glandes salivaires [374]. Ceci est égaie en partie confirmé par I'absence de
corrélation décelable entre les taux sérigueslstagas de NTs, plaidant pour une synthese
locale de celles-ci. Par ailleurs, nous avons deidaux patients d’évaluer I'intensité de leur
syndrome sec et la géne qu’il leur occasionne @diniégager d’éventuelles corrélations avec
les taux salivaires des difféerentes NTs, d’autdos mu’'une étude a montré une excrétion
salivaire de NGF élevée dans les syndromes derbdllinguales chroniquesne materiales
concentrations excrétées variant avec le degrétishilation sympathique de ces glandes
salivaires [242]. Les résultats des questionnaieess aux patients n'ont cependant pu étre

analysés lors de la rédaction de ce manuscrit.
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Conclusion
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Dans ce travail, nous avons tout d’abord confitméble majeur du NGF dans la
physiopathologie de 3 maladies auto-immunes, le ,ULEByndrome de Sjogren primitif ainsi
gue la sclérodermie systémique. Nous avons paraiEmt mis en évidence l'importance du
BDNF dans la physiopathologie de ces 3 connecsividnsi, le BDNF apparait étre le reflet
de I'hyperactivation B et de I'évolutivité cliniqueu cours du LED et du Sjogren. Cette NT
joue vraisemblablement un role dans le stress diyetda vasculopathie de la sclérodermie.
Enfin, le role de la NT-3 dans les atteintes aldicas mais également systémiques graves des
MAI se dégage de ce travail. Pour la premiere faise modulation de I'expression
lymphocytaire des NTs, de leurs récepteurs et derldine a été démontrée dans le LED et le
Sjogren.

Ce travail a également permis de mettre en évapnar la premiére fois la présence
de la neurotensine et de ses récepteurs au seitBdetsde démontrer les effets engendrés par
l'interaction ligand / récepteur dans 'homéostatgeces cellules, la neurotensine exercant un
effet anti-apoptotique et prolifératif en situatide stress induit par la privation sérique et
lactivation du récepteur Fas. La neurotensine aletgent été identifiée comme acteur
potentiel des processus de maturation B, son esipresétant restreinte aux lignées
plasmocytaires. De plus, nous avons prouvé quéetation entre la neurotensine et son
récepteur de haute affinité NTSR-1 était associée raalignité des lymphocytes B comme
cela a été démontré par d’autres équipes poundesurs solides. L’étude pionniére que nous
avons réalisée avec les LB humains sains a perenimettre en évidence la présence des
récepteurs NTSR-2 et NTSR-3 suggérant I'existero@ed interaction ligand / récepteur
potentielle dans la réponse immune adaptative plication de la neurotensine n’ayant été
jusqu’alors démontrée que dans I'immunité innées émides préliminaires effectuées sur le
modele murin ont permis de démontrer que NTSR-3cesservé au cours des especes,
soulignant ainsi le caractere fondamental de getieéine dans le développement B.

Ainsi, une connaissance approfondie des mécanisn@guant la neurotensine dans
’homéostasie lymphocytaire B permettra peut étemsdles années a venir de mieux
comprendre les phénoménes de dérégulations deptmgé immune, notammenta la

sortiline protéine a la fois de transport des neaphines et récepteur de la neurotensine.
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Annexel : Maturation des LB

Cellule souche
Iymphoide

Moelle osseuse

_(®

g
Plasmocyte ﬁ, 4@,
g

Stades de maturation lymphocytaire B
D’apres Pr. Prin, 2005http://www3.univ-lille2.fr/immunologie/labo/Cours/d cem1/rpse-adapt.pdf

La différenciation B débute au niveau de la moefilseuse. Les progéniteurs lymphoides vont
étre activés par le biais de I'lL7 sécrété parclgiules stromales de la moelle osseuse. L'IL-7
par fixation & son récepteur va ainsi permettreuevie et la prolifération des progéniteurs
lymphoides. On distingue plusieurs stades de mtadnrau cours de la lymphopoiése B. La
cellule va évoluée du stade pro-B au stade B mamrexprimant pour chacun de ces stades
des marqueurs spécifiques. Dans la moelle osskessgénes codant les portions variables des
chaines lourdes et |égeres des Igs sont soumibaeign des recombinases RAG1 et RAG2,
au processus de recombinaison V(D)J aboutissamf@rhation d’'un récepteur B (BCR) de

spécificité donnée, constitué de deux chaines ésurdentiques et de deux chaines légeres
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identiques. La cellule B naive ou B mature qui pdssa sa surface un BCR fonctionnel et
non autoréactif quitte la moelle osseuse et gageeotganes lymphoides secondaires. La
reconnaissance antigene/anticorps entraine lafgnatiion cellulaire et leur différenciation en

plasmocytes, cellules sécrétrices d’anticorps §ipéeis de cet antigéne.
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Annexe 2 :Criteres révisés du syndrome de Sjogrerrimitif

Critéres révisés ameéricano-européens du syndrome de Sjogren primitif
1, Symptémes oculaires
Au moins un des 3 critéres ci-dessous :
- sensation quotidienne, persistante et génante d'ceil sec depuis plus de 3 mois
- sensation fréquente de « sable dans les yeux »
- utilisation de larmes artificielles plus de 3 fois par jour
2. Symptomes buccaux
Au moins un des trois critéres ci-dessous :
- Sensation quotidienne de bouche séche depuis plus de trois mois
- ATlage adulte, épisodes récidivants ou permanents de gonflements parotidiens
- Consommation fréquente de liquide pour avaler des aliments secs
3. Signes objectifs d'atteinte oculaire
Au moins un des 2 tests ci-dessous positif :
- Test de Shirmer <5 mm/S minutes
- Score de Van Bijsterveld = 4 aprés examen au Rose-Bengale ou au Vert de Lissamine
4. Signes objectifs d'atteinte salivaire
Au moins un des 3 tests ci-dessous positif :
- Scintigraphie parotidienne anormale
- Sialographie parotidienne anormale
= Flux salivaire sans stimulation < 1,5 mL/15 min
5. Signes histologiques
Sialadénite avec focus score = 1 sur la biopsie des glandes salivaires accessoires
(Le focus score est le nombre de foyers par 4 mm? de tissu glandulaire, un foyer étant défini par
I"agglomérat d’au moins 50 cellules mononucléées)
6. Autoanticorps

Preésence d'anticorps anti-SSA ou anti-S5B

Le diagnostic de SGSp est porté devant :

- la présence de 4 sur 6 items avec présence obligatoire de I'histologie ou de la sérologie

- la présence de 3 des 4 items objectifs

Les critéres d’exclusion sont les suivants :
- antécédents d'irradiation cervicale

- infection par le VHC ou le VIH

- lymphome pré-existant

- sarcoidose ou maladie auto-immune

- réaction du greffon contre I'hote

- utilisation de meédicaments anti-cholinergique
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Annexe 3 : Score de SJODAI

Score de SJODAI

Pouvez-vous fvaluer organe par crgane |'activité des mandestations systémigques de votre patent 7
Atteinte cutange
Abzence d'activite
Activité faible - érythéme nousux cu Srythéme polymorphe ou urticars chromigus
Activité moyenne : purpura limite aux pieds et aux chevilles
Activité éleves - purpura diffus_cu ulcéres sans auire cause que le Sjp
Atteinte musculaire
Absence d'activite
Activite faible - douleur musculares sans déficit et N=CPK=2N ou anomalies EMG
Activité moyenne : 2N<CPK <3N, ou défcit maximal coté 3 4/5, cu atiemte histologiaus
Aclivité élevée : CPK23N, ou déficit €315
Alteinte articulaire avec synovite
Absence de synovite
Activité faible - 1 ou 2 synovites
Activité moyenns - 3 8 6 cynovites
Activité élevés - > & gynovites
Atteinte brencho-pulmonaire
Abcence d'activite
Activité faible - toux zéche, EFR normales
Activité moyenne - bronchies 3 répefition, ou dyspnée d'effort (zans dyspnés au repos), ou épanchement
pleural ig a une atteinte broncho-pulmonaire spécifigue, ou anomalies significatves aux EFR
Activité élevés - pneumepathie interstitiells, ou diatation des bronches, ou dyepnés au repos, ou hypexémie
ou dezaturation a I'effort 4
Atteinte rénale
Abgence d'activits
Activité faible - pro®inurie<l 50/24h, ou acidose tubuiaire asymptomatique
Activité moyenns : meuffisance rénale avec créatinne>30mlimn, avec une proténurie<1g/24h, sans
hématurie, ou acidoge tubulaire néceseitant une supplémeniation en potassium
Activité eleves | atteinte glomérulaire cu fubulo-interstitielle documentés cu rein de cryoglobulmémie avec 4
ingufficance rénabe
Atteinte neurologique peériphérique
Absence d'activite
Activité faible - paresthésie des pieds, sans autre anomales 3 I'sxamen dlinigue, et atiginte sencitve a
FEMG. ou névralgie du trjumeau
Activité moyenns | paresthésie des amibes, ou poly neuropathie, ou ateints motrice clinigue avec défict 3
maximal coté a 4/5
Activité eleves - multneyrite, ou ganglicnopathie, ou polyradiculongvrite, ou atteinte molrice avec un deficit 4
<315, ou attemte des nerfs craniens (V excepté), ou vascularite documentée 3 la biopsie neuromusculzire

Atteinte neurclogique centrale
Abzence d'activite 1
Activité fzible - dépression franche 2
Activitt moyenne : anomake clinigue cognitive avec hyper cignaux de la substance blanche a I'IRM 3
cerébrale canc autrs cause que ke Sjo 1
Activite élevée : meningite lymphocytare ou appariton d'une comitialite sans autre cause, cu défict focal, 4
ou encéphalite, ou myelte, ou hémiparésie, ou aphasie, ou nystagmus, ou aiteints des nerfs créniens
dorigine centrale, avec lésions démyeinisantes, ou de vascularite 3 l'angio-IRM cu & I'artériograghie sans
aulre cause gue le Sp
Atteinte hémato logigua/lymphome
Agsence d'activite 1
Activité faible - neutropénie entre 1500 et 1000/mm? ou anémie entre 10 et 129 d’'Hb ou thrombopenie 2
entre 10000 &t 130000/mm3 ou composant monocional
Activité moyenne : cryoglobulmémie non eympiomatique, ou neutropénie entre 1000 et 500, ou anémie
entre 8 et 10g, ou thromibopénie entre 100000 et 50000
Activite eleves - anémie hemolytique auto-immune avec Hb<By, ou neulropenie<500, ou 4
thrombogenie<50000, ou myelome ou lymphome actuel
Gonflement de glandes salivaires, lacrymalesfadenopathie
Abgence d'activite 1
Activité faible - grésence d'adénopathes<2cm (lymphome excepis) 2
Activité moyenns - parctidomegalie<5cm cu gonfiement dee glanss sous-maxillaires, ou gonfiement des 3 I
glandes lacrymales (lymphome excepig)
Artivité élevés - parotidomégalie=5cm, ou gonflement des glandes sous-maxillaires, ou gonflament des 4
glandes lacrymales ou existence d'une splénomégalie lymphome excepte)
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Annexe 4: Score de VITALI

Scores de VITALI

Score d'activite SJSDAI
Pouvez-vous notet en fonction des iteme références lactivité de la maladie chez votre patient 7
Entoursz lg scors comespondant 3 votrs choix

ltems Définitions Score

Signes génsraus

a. Fiéwre — = 38°C, dorigine non mizciieuse 1

b Fatigus - 32267 sévére pour affectsr les activités quotidennes 1

c.  Fatigus volutve — _ appantion ou aggravation de la fatigue 1

Signes glsndulaires

a. Gonflemenides giandes — Appartion ou augmeniation 4'un gonfiement des glandec parolides ou cous 3
salvares mandibulaires (mfections st [fhiases exceptéss)

Aftents ariculare Synaovite dans une ou plusieurs articulations OU appantion OU agyravation det 2

b, Synovite attrralgies sans synovite (2 'exclusion des autres cause comme larthroze, la

c.  Astralgies évolutives fibromyalgie efc.)

Atteinte hématologiqus

a  Leucolymphopéne - <3500/<1000/mm? 1

b Adenopatnisisplencmegalie | —  Asenopsthisispknomegalie palpable cliniguement 2

Aftemte pleuro pulmonaire 4

a Pleurézie Confirmee par limagerie, d'crigine non infectieuse ou aspect en verre dépoli au TOM

b.  Preumcnie

Vascularie 3

a. Wasculanis évolutve Appariton ou aggravation dune vascularite (purpurs, )

Attente rénale active 2

b Apparion cu aggravation d une proinurie >0 5g/24h OU

c. Ekvation de la créatning au dessus de la normale OU

d__ Apparilicn ou aggravation d'une atieinte giomerulaire cu interstitielle histologiguement Srouves

Neurapathic pétiphérigus | Début récent, (=6moig), neurogathie prouvés a FEMG 1

Score lesionnel 5jSDDI
Pouvez-vous mioter en fonction dee varables référencaes les séquelies de i3 maladie chez voire patient 7
Entoursz le score comespondant a votre choix

Variables Definitions Score
Lesions oraiesicalivaites
3 Diminuticn du flux salivaire —  Flux salivare <1.5ml15min 1
b Perte d= denis —  Compléte ou incomrplé= 1
Lezigns oculares
a.  Insuffsance lacrymale —  Testde Schirmer <Smm/Smin 1
b Lécion shructuraie —  Ulcére coméen, cataracte, blepharite chronigue 1
Lesions neurclogiaues
3. Afieine SNC - Atizinte durable et ciable du SNC 2
b Newropathie périphérigue —  Attsints durakie ef ziable du SN périphérigue ou aulonoms 1
Leésions pleuro pulmonaites —  Fibrose pleuzale (confirmee par I'magerie) OU

—  Fibrose intersttiels [confrmée par limagerie) OU 2

—  Afteinte rreversible des echanges gazeux (EFR)
Lesions renales Sievaton pereiztants de |3 créatining ou diminution de la cizirance

Acidoss ubuizirte (pHu=8, et HCO3-cangun<13mmoll a 2 reprises) 2
Néphroczlonose (confirmés 3 limageris)

Lymghoprolifaration Histologiguement prouves

— Lymhome B OU 5

—  Myglome multiple OU

—  Mzladis ds Waldensrdm
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Abstract:

Background: Neurotrophins (NTs) are able to activate lymphocytes and fibroblasts, they can
modulate angiogenesis and sympathic vascular function. Thus, they can be implicated in the
three pathogenic processes of systemic sclerosis (SSc). The aims of this study are to determine
blood levels of Nerve Growth Factor (NGF), Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF) and
Neurotrophin-3 (NT-3) in SSc and to correlate them with clinical and biological data.

Methods: Serum samples were obtained from 55 SSc patients and 32 control subjects to
measure NTs levels by ELISA and to determine their relationships with SSc profiles.

Findings: Serum NGF levels were higher in SSc patients (288.26 = 170.34 pg/mL) than in
control subjects (170.34 = 50.8 pg/mL, p<0.001) and correlated with gammaglobulins levels
and the presence of both anti-cardiolipin and anti-Scl-70 antibodies (p<0.05). In contrast,
BDNF levels were lower in SSc patients than in controls (1121.9 = 158.1 vs 1372.9 = 190.9
pg/mL, p<0.0001), especially in pulmonary arterial hypertension and diffuse SSc as compared
to limited forms (all p<0.05). NT-3 levels were similar in SSc and in the control group (2657.2
+ 2296 vs 2959.3 = 2555 pg/mL, NS). BDNF levels correlated negatively with increased NGF
levels in the SSc group (and not in controls).

Conclusion: Low BDNF serum levels were not previously documented in SSc, particularly in
the diffuse SSc subset and in patients with pulmonary hypertension or anti-Scl-70 antibodies.
The negative correlation between NGF and BDNF levels observed in SSc and not in healthy

controls could be implicated in sympathic vascular dysfunction in SSc.

Key words: Systemic sclerosis — Neurotrophins — NGF — BDNF — Neurotrophin-3 —

Raynaud’s phenomenon.
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INTRODUCTION :

Systemic sclerosis (SSc) is a chronic connective tissue disease characterized by at least 3
pathogenic processes: immunological abnormalities, micro-vascular dysfunction and fibrosis
[1].

Neurotrophins (NTs) belong to a family of growth factors that control the development,
growth and apoptotic death of neurons and astrocytes [2]. Accumulating evidences suggest that
NTs, especially Nerve Growth Factor (NGF) and Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF),
participate in inflammatory responses, including the modulation and regulation of immune
functions in inflammatory and autoimmune diseases [2]. NGF serum levels are increased in
various autoimmune diseases such as systemic lupus erythematosus and rheumatoid arthritis
[3]. Increased NGF and BDNF plasmatic levels have also been recently reported in primary
Sjogren's syndrome in correlation with systemic activity and B and T cell activation [4].

Neurotrophins could also be implicated in the generalized microangiopathy observed in
SSc. Indeed, angiogenesis, endothelial cell activation, apoptosis and sympathetic
vasoconstriction are modulated by these neuropeptides. NGF promotes angiogenesis and
synthesis of angiogenic factors such as Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) [5]. As
recently evidenced, BDNF can induce angiogenesis in ischemic tissues [6]. In acute coronary
syndromes, ischemic tissues contain increased BDNF levels that correlate with inflammation
and oxidative stress whereas serum levels are decreased [7]. Furthermore, pulmonary

expression of p75"'™"~

, the low affinity NT receptor, regulates endothelial susceptibility to

endothelin-1 [8]. Thus, NTs could regulate agonist-induced pulmonary vasoconstriction [8].
NGF is able to induce both fibroblast proliferation and collagen production [9]. These

pro-fibrogenic properties of NGF are mediated by transforming growth factor-beta (TGFp)

[10,11], a key cytokine in the pathogenesis of SSc related fibrosis [12].

However, data concerning the implication of NTs in SSc are sparse and restricted to
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NGF. Skin NGF expression is increased in SSc patients compared to healthy controls,
especially in the early stages of the disease [13]. The same group reported increased blood NGF
levels in SSc, especially in the diffuse subset of the disease and in patients with prominent
articular disease [14].

The aim of the present study was to evaluate serum levels of NGF, BDNF and NT-3 in

patients with SSc and to investigate their relationship with clinical and immunological data.
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MATERIALS AND METHODS:

Patients and control population

Fifty five consecutive SSc patients including 49 women (median age 54.2 + 12.5 years),
all fulfilling the revised American College of Rheumatology (ACR) criteria for SSc were
included in a cross sectional study in two French SSc competence centers by using the same
screening protocol [15]. Mean disease duration at time of the study was 5.5 + 3.3 years. Disease
stages were defined as suggested by Medsger and Steen: early limited SSc, disease duration < 5
years; intermediate/late limited SSc, disease duration = 5 years, early diffuse SSc, disease
duration < 3 years and intermediate/late diffuse SSc, disease duration = 3 years [16].

Patients with evolutive neoplastic disorders or depression were excluded in order to
avoid interferences in serum NTs levels [17].

The control population consisted of 32 age- and sex-matched healthy volunteers.
Informed consent was obtained from all patients and control subjects who participated in the
study, which was approved by the local ethic review board "Comité d'éthique de la commission

d'établissement du CHU de Limoges" directed by Dr G Terrier (35-2009-17).

Clinical feature

The disease was classified as diffuse (dSSc) or limited SSC (ISSc) according to the
degree of skin involvement [18]. Four patients have anti-RNP Ab and presented with an
overlap syndrome, with clinical features evoking lupus erythematosus in 3 cases and
polymyositis in one case. The diagnoses of each disease component were determined according
to ACR criteria.

A clinical profile was determined in every SSc patient (Table 1). Skin involvement was
measured by the modified Rodnan skin score on a scale of 0-51 [19]. The presence of fingertip

ulcers at the time of blood sampling and the existence of previous digital ulcers were
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systematically recorded. Lung disease was assessed by pulmonary function tests, annual X-rays
(n=55) and computed tomography scans (n=11) performed within 12 month before blood
sampling. For the interpretation of the pulmonary function tests, FVC (liters, percentage of
predicted forced vital capacity), DLCO (CO ml / min / mmHg and percentage of predicted
capacity of carbon monoxide), DLCO / alveolar volume values (percentage of predicted) and 6
minutes walk test (meters and percentage of predicted) were measured and compared to those
obtained 6 to 12 months earlier. Pulmonary arterial hypertension (PAH) was defined by a mean
pulmonary artery pressure > 25 mm Hg at right heart catheterization. Joint involvement was
recorded as positive when there was objective evidence of tender or swollen joints, or both.
Disease severity was scored by the Medsger’s index [20].

Concomitant treatment of SSc patients included angiotensin-converting enzyme
inhibitors (n=14), calcium channel blockers (n=43), endothelin inhibitors (n=6), aspirin (n=12)
and statins (n=12). Eight patients had cyclic intravenous iloprost infusions for severe
Raynaud’s phenomenon within the six-month period before blood sampling. Fifteen patients
were receiving immunomodulating drugs at the time of blood sampling: low doses of
corticosteroids (n=10, mean 11 + 6.3 mg/day), hydroxychloroquine (n=5), methotrexate (n=5)

cyclophosphamide (n=2) and mycophenolate mofetil (n=1).

Measurement of autoantibodies gammaglobulins and neurotrophins levels

Anti-nuclear, anti-centromere and anti-Scl70 antibodies (Ab) were characterized by
immunofluorescence on HEp2 cells (The Binding Site, Saint Egréve, France) and by ELISA
(Phadia, Saint Quentin Yvelines, France). Anti-cardiolipin Ab were measured by ELISA
(Ingen, Chilly Mazarin, France).

Total serum gammaglobulins were measured by serum protein immunoelectrophoresis.
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Serum NGF, BDNF and NT3 levels were measured using commercial ELISA kits
according to the manufacturer’s instructions (NGF E. ELISA, BDNF E. ELISA, NT-3
ELISA, Promega, Charbonniéres, France). All assays were performed in duplicate and the data
are presented as pg/mL. Detection limits were 15 pg/mL for BDNF and 4 pg/mL for NT-3 and
NGF. Coefficients of variability for the individual samples run in the ELISAs were 0.99, 0.94

and 1.17 for NGF, BDNF and NT3, respectively.

Determination of BDNF production by B and T cells

Expression of intracellular BDNF by T and B lymphocytes was assessed by flow
cytometry in 5 SSc patients and 5 controls. Whole blood cells were stained with either
phycoerythrin (PE)-cyanin (Cy) 7-conjugated anti-CD3 or anti-CD19 antibodies (Ab) for 15
min at room temperature. After red blood cell lysing (Immunoprep, Beckman Coulter, France),
white blood cells were fixed, permeabilized (Intraprep, Beckman Coulter, France) and
incubated at room temperature for 30 min with mouse anti-BDNF Ab (1/100; Santa Cruz
Biotechnology, France) in Phosphate Buffered Saline (PBS) containing 1% Bovine Serum
Albumin. After two washes in PBS, mAb were revealed using Alexafluor 488-conjugated goat
anti-mouse I1gG Ab (10 pg/mL; Invitrogen, France) for 30 min at 4°C. Cells stained with mouse
isotypic immunoglobulins (Santa Cruz Biotechnology, France) were used as controls to
determine background and positivity thresholds. After washing twice in PBS, cells were

suspended in PBS and analyzed with a flow cytometer (FacsCanto' ™ II).

Statistical analysis

The results were expressed as means + standard deviations. p values < 0.05 were
considered significant. One-way analysis of variance (ANOVA), chi-square tests and Mann-

Whitney tests were used when appropriate. To search for correlations between serum NTs
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levels and clinical and other biological data, linear regression analysis was used and p-values

determined by Spearman’s rank correlation test.
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RESULTS:

Variations in NTs expression in SSc

Serum NGF levels were higher in SSc patients (288.26 = 170.34 pg/mL) than in healthy
controls (170.34 = 50.8 pg/mL, p<0.0001) (Figure 1A) whereas BDNF levels were lower
(1121.9 = 158.1 vs 1372.9 £ 190.9 pg/mL) (Figure 1B). Serum NT-3 levels were similar in SSc
and in controls (2657.2 = 2296 vs 2959.3 = 2555 pg/mL, NS) (Figure 1C).

The lowest BDNF concentrations were those of patients affected with dSSc (1045.67 =
202.8 pg/mL), as compared with ISSc patients (1146 = 126.8 pg/mL, p=0.03) (Figure 1D). In
contrast, serum NGF levels were similar in patients with dSSc (346.16+210 pg/mL), ISSc
(271.4 £ 136.5 pg/mL) and overlap syndrome (195.5 = 52 pg/mL).

To examine whether the variation of NGF and BDNF is a feature of both early and
intermediate/late stages of the disease, serum samples were analyzed according to disease
duration. In all subgroups of patients defined by this criterion, levels of BDNF were
significantly reduced than in healthy controls (BDNF early dSSc 1041 + 33.8 and late dSSc
1067.2 + 182 pg/mL, NS) and (BDNF early 1SSc 1140.9 + 151.5 and late ISSc 1144.84 +
116.6, NS) vs controls (1372.9 £ 190.9 pg/mL, all p<0.003).

NGF levels were also similar in early (204.9 + 53.4 pg/ml) and late dSSc (440.1 + 354.7

pg/mL, NS) as well as in 1SSc (260 = 138.5 pg/mL) and late ISSc (249.8 = 101.1 pg/mL, NS).

NGF and BDNF balance

A strong negative correlation was observed between reduced BDNF levels and
increased NGF concentrations in the whole SSc group (r =-0.33, p=0.01, Figure 2A), in
contrast to the lack of any correlation between these levels in the control group (r =-0.13, NS,
Figure 2B). No correlation could be observed between NT-3 serum levels and NGF and BDNF

concentrations either in the SSc group (NGF r=0.11, NS; BDNF r=0.05, NS) or in the controls
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(NGF r=0.06, NS; BDNF r=0.09, NS).

Neurotrophins and SSC clinical profile

Whereas BDNF levels were reduced in the subgroup of patients with PAH (922.8 =
235.6 vs 1135.8 = 145.4 pg/mL in the absence of PAH, p=0.05); patients with grade II, III and
IV PAH had similar BDNF decreased serum levels (893.9, 898 and 1130 pg/mL, respectively).
In contrast, NGF concentrations were similar in patients with or without PAH (393.2 + 143.8 vs
293.6 = 169.8 pg/mL, NS).

BDNEF levels were not significantly different in patients with (1072.4 = 95.7 pg/mL) and
without (1128 + 163.8 pg/mL) fingertip ulcers (NS). Similarly, there was no correlation
between NGF levels and the presence of fingertip ulcers.

The presence of articular involvement or digestive complications did not influence
serum levels of NGF, BDNF and NT-3. NGF, NT-3 and BDNF concentrations were also
similar in SSc patients with or without secondary Sjogren syndrome. No correlation of NGF,
BDNF and NT-3 levels with the Rodnan skin score was found either.

BDNF levels were lower in patients with severe (according to Medsger’s classification)
SSc (1055.1 = 127.8 pg/mL) than in those with mild forms (stade 2, 1162.8 + 104 pg/mL, p =
0.05). In contrast, NGF and NT-3 levels were similar in all Medsger’s classification groups.

A significant correlation between BDNF and FVC (r=0.39, p=0.02) (Figure 3) was
found in the 1SSc group. There were no significant correlation between serum NTs levels and
carbon monoxide diffusion capacity, DLCO/VA or 6-minutes walk tests. Declines of
DLCO/VA or 6-minutes tests observed during a 6 months follow-up failed to correlate with
serum NTs levels also.

Serum NGF, BDNF and NT-3 concentrations were similar in SSc patients whatever

they were treated or not by angiotensin-converting enzyme inhibitors, calcium channel blockers

10
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or statins. NGF serum concentrations tended to be slightly higher in patients receiving aspirin
(347.9 + 246.1 pg/mL) than in those without platelet aggregation-inhibiting drug (261 = 122.7
pg/mL, p=0.08, NS). NGF and BDNF Ilevels were also similar in SSc patients with or without
endothelin inhibitors. However in the subgroup of patients with active or previous digital
ulcers, NGF levels were reduced in the 5 patients given endothelin inhibitor therapy (215.4 +
115.9 pg/mL) as compared to the 19 others (313.2 = 89 pg/mL, p=0.04). Disease-modifying
drugs, except hydroxychloroquine did not affect serum NTs levels; NT-3 levels were higher in
SSc patients with than without (4555.6 = 3933.3 vs 2474.5 + 2031.6 pg/mL, p=0.05)
hydroxychloroquine, an immuno-modulative drug prescribed for severe articular manifestations

in 80% of the cases.

Neurotrophins and immunological profile.

Patients with anti-Scl-70 antibodies showed significantly high NGF levels (408.3 +
241.4 vs 262 + 122.2 pg/mL, p=0.008). NGF levels were also increased in patients with anti-

cardiolipin antibodies (408.5 + 262 vs 264.2 = 99.2 pg/mL, p=0.008) (Figure 4A) and

correlated positively with serum gammaglobulin levels (r=0.42, p=0.03) (Figure 4B).

BDNF production by B and T cells.

Intracellular production of BDNF by B and T lymphocytes estimated by flow cytometry
was similar in SSc patients and controls (mean fluorescence intensity of B cells 3.2 + 1.6 vs 2.3

+ 1.1, NSand T cells 3.7 £ 0.8 vs 2.9 = 1.5, NS).

11
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DISCUSSION

The present study documents the yet unreported finding of reduced serum BDNF levels
in SSc, particularly in the diffuse SSc subset, as well as in patients with severe forms or
pulmonary hypertension. We confirm the increase of serum NGF concentrations previously
reported in SSc [14]. Interestingly, NGF and BDNF levels correlated negatively in SSc patients
and not in healthy controls. Although NT-3 has been recently shown to be involved in
cardiovascular diseases [21], the present data fail to document its implication in SSc¢

The present results confirmed previous reports [13,14,22] that circulating levels of NGF
are increased in SSc. The persistence of high serum NGF levels in intermediate-late forms of
SSc strongly suggests of an implication of NGF in disease pathogeny independently of the
disease duration. Although enhanced dermal levels of NGF reflect skin involvement in SSc,
previous data and the present study suggest that increased serum NGF levels do not reflect skin
or pulmonary fibrosis in SSc [14]. Indeed, no statistical correlation between the Rodnan score
and serum NGF levels could be found. Whereas NGF production in the skin could reflect local
inflammatory processes and fibrosis, we hypothesize that enhanced serum levels are a
consequence of the autoimmune aspect of SSc, especially B cell chronic activation. Indeed,
NGF levels are increased in SSc as well as in various others autoimmune disease such as lupus
erythematosus, rheumatoid arthritis and primary Sjégren's syndrome [3,4,23-25]. NGF,
produced by activated B and T cells, is involved in the maintenance of immunological memory
B cells and it can provide a CD40-independent signal for immunoglobulin production [26,27].
We herein evidence a statistical association between increased NGF levels and anti-Scl-70 and
anti-cardiolipin Ab. We also confirmed the correlation between serum NGF concentrations and
gammaglobulins levels, as previously demonstrated in primary Sjogren's syndrome [4].
Altogether, theses findings suggest an involvement of NGF in the B cell chronic activation in

SSec.

12
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Immunomodulating drugs did not affect NGF and BDNF levels in SSc. However, data
concerning the influence of corticosteroid and/or immunosuppressive drugs on systemic levels
of NGF and BDNF in autoimmune diseases are contradictory. Whereas serum NGF levels can
be down-regulated by corticosteroid in asthma [28], immunomodulating drugs do not appear to
reduce NGF levels in rheumatoid arthritis or primary Sjogren's’s syndrome [4,29]. The same
discrepancy was reported for BDNF in the same diseases [28,30]. Although pro-inflammatory
cytokines play a role in promoting NT secretion, other mechanisms are probably involved in
NGF and BDNF release in autoimmune diseases. High serum NT-3 levels in patients receiving
hydroxychloroquine are intriguing. No previous report deals with NT-3 modulation by anti-
malarial drugs.

Low BDNF levels were not previously reported in SSc. They are likely unrelated to the
immune component of SSc. Indeed, serum BDNF levels have been reported to be increased in
autoimmune diseases such as rheumatoid arthritis and primary Sjogren's syndrome
independently of immunosuppressive treatment [4,29]. No previous reports deal with serum
BDNEF levels in skin fibrosis; accordingly, BDNF serum levels did not correlate with Rodnan
skin score in the present study. Therefore, we hypothesize that decreased BDNF levels do not
reflect skin fibrosis in SSc.

Serum BDNF concentrations reflected his production by various cell types including
both endothelial cells [31] and circulating lymphocytes [4, 32]. The production of BDNF by
normal B and T lymphocytes is also modulated by cell activation [4, 33]. Local production of
BDNF as well as the expression of its high affinity receptor TrkB is also enhanced in synovitis
in autoimmune disease [34,35]. However, BDNF production by B and T lymphocytes was
similar in SSc patients and controls. Therefore, decreased BDNF concentrations are unlikely to
reflect a direct modulation of lymphocytic BDNF production in SSc.

The decreased BDNF levels in SSc patients could be related to microvascular disease

13
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and oxidative stress. BDNF and his receptor TrkB are expressed by endothelial cells and
vascular smooth cells of capillaries and arteries [36,37]. A reduced BDNF synthesis by
endothelial cells and the binding of serum BDNF to activated endothelial cells that express the
tropomyosin receptor kinase B (TrkB) might play a role [38]. BDNF is implicated in vascular
development and enhances the survival of vascular endothelial cells [37]. It enhances vascular
flow and regulates revascularization of ischemic tissues also [39]. In vitro effects of BDNF on
endothelial cells are comparable to those observed with VEGF [39]. Decreased BDNF
concentrations have been observed in acute coronary syndrome [7, 40]. In addition, increased
oxidative stress decrease serum BDNF concentrations [41, 42]. The positive correlation
between serum BDNF levels and forced vital capacity could also reflect the potential link
between this NT and oxidative stress. Forced vital capacity is known to decrease with enhanced
oxidative stress in SSc [43,44]. Furthermore, BDNF-induced activation of TrkB signaling in
vivo promotes prostacyclin biosynthesis by cerebral arteries [45]. Altogether, decreased BDNF
levels observed in SSc could reflect vascular damages. This hypothesis may be supported by

the fact that the lowest levels of BDNF in this study were observed in the 5 patients with PAH.

The present paper reports on the intriguing finding that decreased BDNF and increased
NGF levels correlate both in early and intermediate/late forms of SSc, which suggests a
potential physiopathological role of this dysbalance. Such a serum NGF / BDNF balance is not
observed normally nor in psychological stress, depression, autoimmune diseases or acute
coronary syndrome [4,7,29,46]. This BDNF / NGF balance abnormality observed in SSc
patients might be a marker of chronic vascular dysfunction and oxidative stress. It is clear that
NTs play an important role in maintaining normal vascular tone, oxidative homeostasis and in
the regulation of the response of both endothelial and vascular smooth muscle cells to injury

[35,37]. Exogenous BDNF co-infused with NGF-receptor blocking Ab induces a marked
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vasoconstriction and perivascular inflammation [47], in accordance with the fact that NGF
exerts a protective function in vascular control whereas BDNF alone has no significant effect
on vascular diameter [47]. NGF reduces oxidative stress-induced injury by up-regulating
antioxidants and oxygen free radical scavengers such as catalase, glutathione peroxidase and
superoxide dismutase [48]. Hence, NGF can protect against post-ischemic dysfunction of
sympathetic innervations and ischemia-reperfusion myocardial injury [49,50]. In the present
study, the relationship between oxidative stress and enhanced NGF levels could be deduced
from the statistical relationship between NGF levels and anti-cardiolipin antibodies, which
reflect vascular damage in SSc [51,52]. The normalization of NGF levels in the 5 patients
undergoing endothelin inhibitor therapy reinforces the assumption of the relationship between
NGF levels and oxidative stress in SSc [53].

Altogether, reduced serum BDNF levels associated with vascular lesions and oxidative
stress in SSc could be counterbalanced by “protective” increased NGF levels. Further studies
and animal models should help to further elucidate the pathological relevance of NGF/BDNF
balance, as well as uncover the precise mechanism of this interaction in the multifaceted

pathogenesis of SSc.
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TABLE 1

Clinical characteristics

Age,y (mean+ sd) 54512
Female, n(%) 43 (93)
Classification of scleroderma spectrum of disease, n (%)
Diffuse scleroderma 9(19)
Limited scleroderma 33 (72)
Overlap syndrome 4(9)
Skin involvement, Rodnan score (mean + sd) 9.3 7.5
Digital ulcers, n (%)
evolutive 5(11)
previous 15 (33)
Articular involvement, n (%) 15 (33)
Pulmonary fibrosis, n (%) 1(2)
Pumonary hypertension, n (%) 2(4)
associated with pulmonary fibrosis 1(2)
isolated 1(2)
Digestive complications, 7 (%) 18 (39)
Associated Sjogren syndrome, n (%) 9(19)
Functional respiratory tests characteristics
FVC (liters mean = sd; % mean + sd) 3.45+0.89 110=16.2
DLCO (CO ml/ min / mmHg mean + sd; % of predicted) ~ 18.6 +4.47 76,5 +13.5
DLCO/ VA (% of predicted) 88.7 = 15.4
6 month-previous DLCO/ VA (% of predicted) 86.2 +15.9

6 minutes walk test (meters mean + sd; % of predicted) 440.45+97.8 84.4 +11.2
Immunological characteristics

Anti-nuclear Ab, n (%) 44 (96)
Anti-Scl70 Ab, n (%) 3(7)

Anti-centromere Ab, n (%) 33 (71)
Anti-cardiolipin Ab, n (%) 8 (17)

Table 1: clinical, immunological profiles and functional respiratory tests characteristic of patients with
systemic sclerosis (SSc). FVC: forced vital capacity, DLCO: diffusing lung factor for carbon monoxide,
DLCO/VA diffusing capacity divided by the alveolar volume. sPAP: Systolic pulmonary artery pressure

at right heart catheterism. Ab: antibodies.
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LEGENDS TO THE FIGURES

Figure 1: (A) Nerve Growth Factor (NGF), (B) Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF)
and (C) Neurotrophin-3 (NT-3) concentrations measured by ELISA in systemic sclerosis (SSc)
patients compared to healthy controls (Controls) (Mann-Whitney tests). The boxes represent
the 50™ percentiles while the bars outside the boxes show the 10™ and 90" percentiles (@); the
horizontal grey lines represent median values. (D) BDNF serum levels in overlap syndrome
(white box), limited SSc (ISSc, grey box) and diffuse SSc (dSSc grey dotted box) (Mann-

Whitney tests).

Figure 2: (A) Correlation between Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF) and Nerve
Growth Factor (NGF) levels in (A) SSc patients (grey circles) and (B) healthy controls (white
circles). The linear regression curve and coefficient of determination given by the analysis of
variance are both represented. Each point represents an individual patient and a healthy control.
r defines the coefficient of determination given by the analysis of the variance table. p-values

were determined by Spearman’s rank correlation test.

Figure 3: Correlation between Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF) concentrations and
forced vital capacity in limited SSc group (ISSc, grey circles). Each point represents an
individual patient. r defines the coefficient of determination given by the analysis of variance

table. p-value was determined by Spearman’s rank correlation test.

Figure 4: (A) Nerve Growth Factor (NGF) concentrations (ELISA) in patients with (acl+) or
without (acl-) anti-cardiolipin Ab (Mann-Whitney test). The boxes represent the 50"
percentiles while the bars outside the boxes show the 10" and 90™ percentiles (@); the

horizontal grey lines represent median values. (B) Correlation between Nerve Growth Factor
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(NGF) concentrations and gammaglobulins levels. The linear regression curve and coefficient
of determination given by the analysis of variance are both represented. p-value was

determined by Spearman’s rank correlation test.

Table 1: clinical, immunological profiles and functional respiratory tests in patients with SSc.

FVC: forced vital capacity, DLCO: diffusing lung factor for carbon monoxide. sSPAP: Systolic

pulmonary artery pressure at right heart catheterism. Ab: antibodies.

DISCLOSURE STATEMENT: The authors have declared no conflicts of interest.

23


http://www.pdfxviewer.com/
http://www.pdfxviewer.com/

A 700 4 p=0.001
600- .
é 500
E’i 400+
300 °
§ 2001 l +
1004 + N
0 .
SSc group Controls
C NS
?10000 o o
8 8000 ® *
o
'g 4000 -
g 2000
2 o] = = 3
SSc group Controls

800 A

B 1600- p<0.0001
14001 il
? 1200 1
g L]
2 10004
A 800 s
m
600 4 i
400 *
SSc group Controls
——p<0.001
D 1600 4 i —p<0.001—
1400 - @
j
E 1200 s
£ — =
= 1000
=
2 o
L

600 -

400

Overlap dssc ISSc Controls


http://www.pdfxviewer.com/
http://www.pdfxviewer.com/

NGF pg/mL

1100 § . r=-0.34, p=0.01

100 4 ‘e o 3
0 ittt ittt
600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400

BDNF pg/mL

350 r=-0.13, NS
4 o
300+
250 & 2
] °o®
200 :\oﬁﬁll
{o L=
150 o
, o %
100
o o (9
50 r ' . . . .
400 600 800 1000 1200 1400 1600
BDNF pg/mL


http://www.pdfxviewer.com/
http://www.pdfxviewer.com/

Forced vital capacity (L)

1=0.39, p=0.02

900 1000 1100 1200 1300 1400
BDNF (pg / mL)


http://www.pdfxviewer.com/
http://www.pdfxviewer.com/

1100
o p=0.002 1000
900
800
700 4
600+
5004

400
300

NGF (pg/mL)

100

=0.42, p=0.03

acl -

acl +

8 10 12 16 18
Gammaglobulins (g/L)


http://www.pdfxviewer.com/
http://www.pdfxviewer.com/

Annexe 6: Article 2
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