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L’étre humain est constitué d’environ 60 milliards de cellules. Ces derniéres proviennent
d’une cellule ceuf unique, qui subit des divisions successives par un processus de
multiplication pour aboutir & un nombre élevé des cellules possédant la méme information
génetique.

La division et la prolifération cellulaires sont des processus fondamentaux pour les
organismes vivants. Chez les mammiferes, la prolifération cellulaire, les facteurs de
croissance et les cytokines qui régulent la prolifération sont essentiels durant le
développement embryonnaire, la croissance des tissus et des organes, ainsi que pour plusieurs
processus physiologiques chez I’adulte comme 1’hématopoiése, la cicatrisation des plaies, la
grossesse...

Les cellules différenciées de nombreux tissus de mammiféres adultes existent dans un état
viable, mais non prolifératif. Cependant, beaucoup d’entre elles conservent leur capacité a
proliférer et a le faire si nécessaire pour la réparation de tissus endommagés. Lorsqu’elles sont
stimulées par des facteurs de croissance, elles peuvent relancer leur synthése d'’ADN et la
division cellulaire. La multiplication hyperplasique et néoplasique anormale des cellules
adultes non prolifératives, joue un role central dans la tumorigénése et dans d’autres processus
pathologiques. Par conséquent, les techniques d'évaluation précises, fiables et rapides de la
prolifération cellulaire sont parmi les plus répandus et sont importantes dans la recherche
biologique fondamentale et clinique.

L'équilibre entre la survie cellulaire et la mort cellulaire programmée ou apoptose est aussi
important que la prolifération cellulaire dans la détermination du nombre de cellules. Il est
donc important de faire la distinction entre les changements dans le nombre de cellules
résultants de la prolifération et ceux dus a I'augmentation de la survie ou de I'apoptose

Les processus de régulation de la survie cellulaire et de I’apoptose sont de nature tres
complexe. Ils impliquent de nombreux acteurs et de nombreuses voies de signalisation. De
plus, la survie cellulaire et 1’apoptose comportent des différences mécanistiques
supplémentaires qui sont en fonction des tissus et des types cellulaires spécifiquement
concernés.

La mort cellulaire programmeée est un systeme tres efficace et trés sophistiqué. 1l s’agit d’un
mécanisme nécessaire, complémentaire de la prolifération, permettant d’assurer I'homéostasie
de tous les tissus. Dans le systétme nerveux des vertébrés en développement, par exemple,
jusqu'a la moitié ou plus des cellules nerveuses meurent normalement peu de temps apres leur

formation. Chez l'adulte, 1l a été estimé que 50 a 70 milliards de cellules périssent et se



suicident chaque jour par mort cellulaire programmée. Dans une année, chaque individu
produit et élimine un ensemble de cellules égal au poids de son corps.

Suite a des stimulations par des cytokines pro-inflammatoires, ainsi que par diverses
agressions causées par les toxines, les radiations ou les agents susceptibles d’endommager
I’ADN, I’apoptose se¢ mit en route. Plusieurs acteurs, en particulier les caspases et la
mitochondrie, interviennent pour finaliser ce processus. Apres le déclenchement de
I’apoptose, la cellule subit des changements morphologiques tels que le bourgeonnement
membranaire, la condensation nucléaire, la dégradation de I’ADN et de ses organites. Cela
aboutit a la formation de corps apoptotiques qui sont éliminés par phagocytose.

L’apoptose est un processus actif et physiologique. Il est mis en place pour éliminer les
cellules en exces, endommagées ou infectées, et qui sont potentiellement dangereuses pour
I’organisme. Ce processus doit étre fortement régulé et protégé car des défauts dans le
mécanisme apoptotique qui menent a la survie cellulaire prolongée peuvent contribuer a
I'expansion de cellules néoplasiques. La survie cellulaire prolongée crée également un
environnement permissif pour l'instabilité génétique et I'accumulation de mutations. Des
défauts dans les voies apoptotiques conferent de plus une résistance a la chimiothérapie, et a
la radiothérapie.

A T’opposé, la survie cellulaire est un processus qui est impliqué dans la survie des cellules
normales, mais également tumorales. Les stratégies de survie cellulaire impliquent une
myriade de changements physiologiques et génétiques coordonnés et systématiques qui
servent & s’opposer a la mort. Elle permet I’inhibition de I'apoptose active, suite a I'inhibition
de I'expression de facteurs pro-apoptotiques et par I'expression de facteurs anti-apoptotiques.
L’apoptose, la survie et la prolifération cellulaires sont régulées par des voies de signalisation
paralleles et parfois chevauchantes qui nécessitent une harmonie et une compatibilité mutuelle
afin d’éviter le déséquilibre dans la balance des ces voies opposées pouvant étre a I’origine de
différentes pathologies tel que le cancer, qui peut étre appelé la maladie du XXI*™ siécle.

Il est important de préciser que 1’homéostasie cellulaire est également régulée par d’autres
processus comme 1’autophagie et la sénescence. L’autophagie est un processus de dégradation
et de recyclage intracellulaire de protéines et/ou d’organites altérés ou surnuméraires. Elle
peut étre augmentée dans les cellules soumises a un stress métabolique ou oxydatif afin
d’assurer leur survie. Cependant, cette voie d’adaptation et de survie peut également conduire
a la mort, lorsque le stress est important. La sénescence cellulaire fait appel au nombre limite
de doublements que peut réaliser une cellule. La principale conséquence moléculaire est un

blocage du cycle cellulaire entre les phases G1 et S. On distingue la sénescence réplicative et
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la sénescence prématurée induite par des stress de nature génétiques (activation d’oncogene),
métaboliques (stress oxydant) ou environnementaux (drogues cytotoxiques).

Dans mon travail de thése je me suis intéressée au virus de ’EBV et a son ambivalence dans
les processus de la réponse a la mort cellulaire programmée des lymphocytes B qu’il
immortalise. Ce virus infecte environ 95% de la population adulte au niveau mondiale, ce qui
nécessite la mise en place d’un équilibre hote/virus, permettant I’élimination des cellules
immortalisées par apoptose. Il est de plus associé a différents cancers dont certains types de
lymphomes, ce qui montre également la possibilité des cellules infectées a échapper a la
surveillance du systeme immunitaire et a proliférer. L’EBV intervient en détournant de
nombreuses voies de signalisation cellulaires qui lui permettent a la fois de générer des
signaux de type apoptotique, de survie et de prolifération, pouvant jouer un role dans
I’immuno-modulation de la réponse anti-EBV. Par ailleurs, la modification des voies de
signalisation intracellulaires peuvent également conduire le virus a jouer un réle de pharmaco-

régulateur lors du traitement de cancers associés au Vvirus.
Aprés une introduction bibliographique portant sur le virus de I’EBV, la molécule B7-H1

et les processus d’apoptose, nous présenterons nos résultats sous formes de deux publications

relatives au role immunomodulateur et au role pharmaco-modulateur de ’EBV

11



12



CHAPITRE1L : INTRODUCTION

BIBLIOGRAPHIQUE

13



14



|.Le virus d’Epstein Barr (EBV)

I.1 Les Herpesvirus

Le virus d’Epstein Barr (également appelé EBV, Human Herpesvirus type 4 ou HHV-
4) a été découvert en 1964 par MA Epstein, BG Achong et YM Barr, suite a 1’établissement
de lignées cellulaires dérivant de tumeurs de Burkitt (identifiées par DP Burkitt en 1958) et
détection par microscopie électronique de particules virales morphologiquement apparentées
aux herpesvirus.
Les Herpesvirus ou herpesviridae humains comportent 8 membres, classés en 3 sous familles,
qui dépendent de 1’organisation de leur génome, de leurs caractéristiques de croissance et de
leur tropisme cellulaire. La sous-famille des Alpha-Herpesvirinae comprend HHV-1 (HSV1,
Herpes simplex virus 1), HHV2 (HSV2, Herpes simplex virus 2) et HHV-3 (VZV, Varicella
zoster virus). La sous-famille des Beta-Herpesvirinae comprend HHV-5 (CMV,
Cytomegalovirus), HHV-6 (Roseolovirus) et HHV-7 (proche de HHV-6). Enfin, la sous-
famille des Gamma-Herpesvirinae est constituée de HHV4 (EBV) et HHV-8 (KSHV,
Kaposi’s sarcoma-associated herpesvirus) (Crough and Khanna, 2009). HHV8 a été

découvert le plus récemment, en 1994,

1.2 Epidémiologie

L’EBV est un virus phylogénétiquement ancien (dont I’origine remonte a plus de 100
millions d’années) (McGeoch et al., 2005) qui infecte prés de 95% de la population mondiale.
L’infection primaire intervient classiquement durant I’enfance et est généralement
asymptomatique, méme si dans certains cas des symptémes cliniques apparaissent avec une
lymphoprolifération bénigne (mononucléose infectieuse). L’EBV est détecté dans tous les
types de populations et dans toutes les régions du monde (Hjalgrim et al., 2007). Il existe
cependant une variation géographique en ce qui concerne les génotypes EBV1 (ou A) et
EBV2 (ou B). Ces derniers différent dans 1’organisation des génes codants pour certaines
protéines de latence virales (EBNA-2, -3A, -3B et -3C). L’EBV1 est le plus répandu et
I’EBV2 est plus fréquent en Afrique centrale, en Papouasie-Nouvelle-Guinée et en Alaska
(tableau 1) ( Zimber et al., 1986; Gratama and Ernberg, 1995) . 1l semble n’y avoir aucune

relation entre un type donné d’EBV et les maladies spécifiques associées au virus.
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Pavs Patients N Tvpel ou A TvpelouB 2 types
(%) (%) (%)

Chma (Huet gl 1991} carcinoms dunasopharvmx 37 %6 14 ]

Tarwen (Shu etal.. 1992) carcinoms dunasopharnymx 33 04 q 3

Korea (Kim etal  2002) sains 26 81 13 4

Japan (Kunimeoto et 2l 1692) sains 21 a3 3 1]

USA (Franket 2, 1385) Post-transplant lymphoprolifemtive 24 100 0 ]

dissase

USA (Goldschmidts etal., 1992) HIV-positive 22 33 45 1]

Alsska(Abdel-Hamid of al . 1992) carcinoms dunasophanm 3 0 100 1]

Arpentina (Correa etal  2004) sains 183 78 15 7

Erzzil (Klumb et 2, 2004) lvmphoms dzBurkitt 21 36 14 o

Central Africa (Goldschmidts etal. lymphoms dzBurkitt 16 30 30 ]
1982y

PapuaNew Gumea (Aitthen et al . lymphoms d=Burkitt 36 42 i3 3
1884

Western Europe [Sandvej et al Lymphome de hodgkin 35 @3 3 1
1884

HIV-positive 36 27 30 43

Australia (Evaw ot =l 1992) transplantation cardiaqus 18 39 33 28

Tableau 1 : Répartition géographique des types EBV 1 et EBV2 pour diverses pathologies et chez des
individus sains.
D’aprées (Hjalgrim et al., 2007).

Dans les pays développés, I’infection touche en particulier les enfants entre 1 et 6 ans, ainsi
que les adolescents et les jeunes adultes agés de 14 a 20 ans (80 a 90% de la population adulte
est infectée). Dans les pays en cours de développement, l'infection a lieu plus précocement :
90% des enfants de plus de 2 ans sont séropositifs.

Il n’existe pas de différence liée au sexe ( Sumaya et al., 1975; Lang et al., 1977). Par contre,
les facteurs socio-économiques jouent un réle important. Un niveau économique bas et de
mauvaises conditions de vie sont associés a une infection précoce. Une étude menée par
Henle en 1969 (Henle et al., 1969) a montré une séroprévalence de 60% chez des écoliers
américains ages de 5 a 10 ans et de statut socio-économique bas, alors qu’elle est seulement
de 20% chez ceux ayant un niveau socio-économique élevé. Des études ultérieures menées au
Ghana (Biggar et al., 1978), au Danemark (Hesse et al., 1983), et en Thailande (Mekmullica
et al., 2003) vont dans ce méme sens. Une transmission transplacentaire ou par le lait maternel
a été rapportée dans de rares cas, mais n’est pas considérée comme significative (Meyohas et
al., 1996). La transmission du virus a généralement lieu par 1’intermédiaire des sécrétions
oropharyngées (jouets et doigts chez les jeunes enfants, baiser intime chez les adolescents et
les adultes). L’EBV peut également étre transmis par transfusion sanguine ou lors de la

transplantation d'organes (Alfieri et al., 1996; Scheenstra et al., 2004). Dans ce dernier cas, il
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s’agit d’un facteur de risque majeur du syndrome lymphoprolifératif de la post-transplantation
(SLP) (Aguilar et al., 1999; Scheenstra et al., 2004).

1.3 Structure de virion

L’EBV posséde une structure commune aux différents membres de la famille des
herpesvirus : un nucleoide ou core (long brin d’ADN double brin linéaire pouvant aller de 125
Kpb pour HHV-3 a 229 Kpb pour HHV-5), une capside, un tégument et une enveloppe.
Concernant I’EBV ( Figurel), le nucléoide est composé d’un ADN génomique linéaire double
brin de 172 Kpb codant pour 100 génes environ. Cet ADN est entouré d’une capside
icosaédrique (20 faces et 12 sommets) de 110 a 120 nm de diametre, formée de 162
capsomeres (150 hexameres et 12 pentameres). Chaque capsomere a une dimension d’environ
9,5 x 12,5 nm. La capside se présente sous forme d’une membrane asymétrique. Le tégument
est situé entre la capside et 1’enveloppe extérieure, il est composé de protéines virales et
cellulaires. La structure la plus externe est 1I’enveloppe. Elle est constituée d’un double feuillet
lipidique provenant des membranes nucléaire et plasmique de la cellule héte. Elle comprend
également les glycoprotéines virales gp350 et gp220, qui permettent au virus de se fixer sur la
cellule hote lors de I’infection, en interagissant avec le CR2/CD21 (récepteur d’un composant
du complément)(Fingeroth et al., 1984; Szakonyi et al., 2006). D’autres glycoprotéines virales
sont également présentes au niveau de I’enveloppe, mais de maniére moins importante: gp42,
gp38, gp85 (gH, glycoprotein heavy) et gp25 (gL, glycoprotein light). Leur réle principal est

de se fixer aux molécules du Complexe Majeur d’Histocompatibilit¢ (CMH) de classe 11, et de

se comporter comme des co-récepteurs, conduisant a 1’internalisation du virus (Molesworth et
al., 2000; Mullen et al., 2002).

Enveloppe
—— Glycoprotéines

Protéines du tégument

ADN génomique viral
Capside

Figure 1 : structure du virion de I’EBV.

D’aprés: http://www.helmholtz-muenchen.de/en/agv/research/research-groups/prevention-and-
immunomodulation/projects/index.html
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|.4 Structure du génome

L’ADN génomique de I’EBV est constitué¢ d’un double brin d’ADN linéaire de 172
Kpb, composé a 60% de guanine et de cytosine (Dambaugh et al., 1980). Il comprend des
séquences terminales répétées (TR) de 500 pb, ainsi que des séquences internes répétées (IR1
a IR4, Internal Repeat). Une importante zone de répétition interne, IR1 (3 Kpb), divise le
génome en une séquence unique courte (Short Unique region ou Usde 15 Kpb) comprenant la
région Ul et une séquence unique longue (Long Unique region ou U_ de 150 Kpb)
comprenant les régions U2 a U5. Il existe des origines de réplication distinctes : OriP

(fonctionnelle durant la phase latente) et deux origines OriLyt (fonctionnelle durant la phase
Iytique) (Figure 2)

OriP Ori Iyt Ori Iyt

TR >/ IRt R \IR§’ TR
u1 u2 u3 u4 us

U: UL

Figure 2 : Représentation schématique du génome de I’EBV sous forme linéaire.
TR : terminal repeat, IR : internal repeat, U : unique region, OriP : origine de réplication latente, Ori Iyt :
origine de réplication lytique.

L’EBV est le premier Herpesvirus dont le génome a totalement été cloné chez Escherichia
coli (Dambaugh et al., 1980) et le premier virus dont le génome a été séquenceé en totalité. Le
séquencage a permis d’identifier plus de 108 cadres ouverts de lecture (ORF, Open Reading
Frame). Le génome de I’EBV ayant été séquencé a partir d’ADN digéré par ’enzyme de
restriction BamHlI, les ORFs, les génes, les sites de régulation et les sites de transcription font
toujours référence a des fragments d’ADN digérés par cette enzyme (préfixe BamH1),
correspondant a des régions nommeées A a Z.

Lors de I’infection de la cellule héte par ’EBV, le génome du virus se circularise grace aux
séquences terminales TR. L’ADN viral forme alors le CCC (covalently Closed Circule) ou
épisome qui peut se lier fortement a la chromatine de la cellule hote, sans s’intégrer au

génome cellulaire.
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Le virus peut ensuite persister sous forme épisomique dans la cellule hdte de facon stable
(phase de latence), ou entrer en phase lytique lors de réactivations périodiques (avec
production de particules virales). On retrouve les origines de replication Orip et Orip Lyt. Il
existe également trois promoteurs particulierement décrits : Cp, Wp et Qp, situés dans les
fragments BamHI C, W et Q. Dans la suite de notre travail, nous nous limiterons a décrire

I’état de latence ainsi que les génes exprimes dans chaque type de latence (Figure3)

EBE {21 EBER2

1
LMP2A

LMP2B /;

Episome de 'EBV

—— (172 kpb)

EBNA-LP
EBNA2

\
EBNA3A

EBNA3B

Figure 3 : Représentation schématique du génome de I’EBV sous forme épisomique.

Les fleches violettes correspondent aux régions codantes des protéines de latence EBNA: (Epstein-Barr nuclear
antigen, EBNA-LP, -1, -2, -3A, -3B et -3C) et les fleches oranges représentent les ARNs transcrits non-traduits
(EBER-1 et EBER-2). LMP1, LMP2a et LMP2b sont les proteines membranaires de latence. BARFO: BamHI-A
rightward frame 0 et BARF1: BamHI-A rightward frame 1. Cp, Wp et Qp sont les promoteurs du génome. OriP :
origine de replication latent , oriLyt : origine de replication lytique. TR: terminal repeat. Modifié d’apres
(Murray and Young, 2001)

1.5 Types de latence

Selon le type cellulaire infecté et les conditions physiologiques, I’EBV ne présente pas
le méme profil d’expression des génes de latence. 5 types de latences ont été décrites (O, I, Il
et 111, et la latence atypique) (Figure 4). Ces dernieres difféerent par la transcription ou non de
certains géenes viraux appelés genes de latence et comprenant : les ARN EBERs (Epstein-Barr
Encoded small RNAs), les BARTs (BamH1-A rightward transcripts), les protéines EBNA
(Epstein-Barr Nuclear Antigen, EBNAL, 2, 3A, 3B, 3C, LP) et les protéines LMP (Latent
Membrane Protein, LMP1, 2A, 2B).

19



EBNA3C

EBNA3B
F_B.\'.-\S.‘\\
EBER EBNALP EBNA2 EBNAI BART
| | |
IIII% Im . W_ II*IIIIIII-....
TR
Latence I
| 2 2 > »r>
Latence 11
| 2 4 > »»r>
Latence II1
PP — P —p = = > >
Latence 0 ?
»» 4==) -
Latence >
atypique

Figure 4 : Profil d’expression des génes de latence de ’EBV en fonction de différentes phases de latence.

EBER: Epstein-Barr virus (EBV)—encoded small RNA. EBNA-LP, -1, -2, -3A, -3B et -3C: Epstein-Barr
Nuclear Antigen. LMP1/2A/2B: Latent Membrane Protein. BART: micro ARN. TR: Terminal Repeat . Modifié
d’apres (Young et al., 2000)

1.5.1 Latence O

Ce type de latence, quasi silencieux, est retrouvé chez les lymphocytes B mémoires
circulants, et est caractérisé par une expression transcriptionnelle de LMP2A, et des ARNs

EBERs (Kuppers, 2003). L’expression de la protéine nucléaire EBNAL est controversée.

1.5.2 Latence |

Ce type de latence est retrouvé dans les lymphomes de Burkitt. L’expression des
EBERs, des BARTs est d’EBNAL au lieu via le promoteur Qp. Les promoteurs Cp et Wp sont
réprimés et les autres protéines ne sont pas exprimeées. In vitro, les cellules de lymphome de
Burkitt sont instables en latence I, elles changent de profil d’expression de genes de latence et

de phénotype, aboutissant a une latence de type Il1I.
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1.5.3 Latence 11

La latence Il est observée dans le carcinome du rhinopharynx, le lymphome de
Hodgkin et dans certains lymphomes T et NK. Ce type de latence est caractérisé par
I’expression des EBERs et des BARTSs, une répression des promoteurs Cp et Wp (absence
d’expression de EBNA2, 3A, 3B, 3C et LP) et une activation du promoteur Qp (expression
d’EBNAL1) et des promoteurs des LMP (expression de LMP1, 2A et 2B).

1.5.4 Latence 111

Ce type de latence est caractéristique des lymphocytes B infectés et immortalisés in
vitro (Lymphoblastoid cell lines ou LCLs), ainsi que lors des lymphoproliférations chez les
sujets immunodéprimés. Dans ce type de latence, il y a expression des EBERS, des BARTS et
de I’ensemble des protéines de latence (EBNAI, 2, 3A, 3B, 3C, LP et LMPI, 2A, 2B).

En fonction du type de latence, les genes de latence conduisent a 1’expression d’ARN viraux
(EBERs et BARTS) ainsique de protéines nucléaires (EBNAs) et membranaires (LMPs). Nous

allons décrire par la suite plus en détail leur structure, leur régulation et leur fonction.

1.5.5 Latence atypique

Ce type de latence est décrit, notamment dans des cas de lymphomes de Burkitt
endémiques associés a I’EBV. Dans ce type de latence, les protéines EBNA-1, EBNA-3A,
EBNA-3B, EBNA-3C et une forme tronquée d’EBNA-LP sont exprimées. Par contre les
proteines LMPs ne sont pas exprimées. Il est de méme pour la proteine EBNA-2, suite a la
délétion du géne correspondant (Kelly et al., 2002). Dans le cas des latences atypiques le

promoteur Wp des EBNASs est dominant par rapport au promoteur cp (Hutchings et al., 2006).

1.6 Les ARNSs viraux de latence

1.6.1 Les EBERSs

La famille des EBERs (Epstein-Barr virus—encoded small RNA) comporte EBER1
(167 nucléotides) et EBER2 (172 nucléotides). 1l s’agit de petits ARN non polyadénylés et ce
sont les transcrits les plus abondants dans les cellules infectées par ’'EBV. Les EBERs sont
transcrits par I’ARN polymérase 111 (Rosa et al., 1981) et leur expression est plus importante

durant la phase de latence que pendant la phase lytique (Greifenegger et al., 1998).
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Les EBERs sont retrouvés au niveau du noyau et du cytoplasme. Au niveau nucléaire, ils
s’associent avec des protéines pour former le complexe ribonucléoprotéique. Au niveau
cytoplasmique, ils sont situés dans la région du réticulum endoplasmique rugueux et de
I’appareil de golgi (Schwemmle et al., 1992).

Les EBERSs induisent 1’expression de la protéine anti-apoptotique Bcl2, ainsi que celle de
I’interleukine 10 (IL10), qui contribue a la malignicité et a la maintenance de la croissance
des lymphomes de Burkitt. Les EBERs agissent également comme des inhibiteurs de I’activité
antivirale des interférons (IFNa et IFNy). IIs induisent de plus une résistance aux agents
chimiothérapeutiques et favorisent la migration des cellules cancéreuses. En favorisant la
surexpression d’IL6, qui conduit a ’activation de STATS3, ils diminuent significativement
I’expression des inhibiteurs du cycle cellulaire, tels que p21 et p27, conduisant les cellules a la

prolifération (Banerjee et al., 2013).

1.6.2 Les BARTSs

Les ARN BARTs (Epstein-Barr virus (EBV) BamHI-A rightward transcripts,
également connus sous le nom de BARFO (BamHI-A rightward frame 0) ont été identifiés
pour la premiére fois lors de 1’analyse d’une banque d'ADNCc établie a partir des lignées C15
de carcinome du rhinopharynx (NPC, nasopharynx carcinome) (Gilligan et al., 1990).

Les ARN BARTS constituent un groupe hétérogéne d’épissage des ARN de I’EBV. Sur la
carte génétique de la souche B95.8 de I’EBV, ces ARN correspondent a des transcrits situés
entre les positions 138 352 et 160 531 (Sadler and Raab-Traub, 1995). Les BARTSs ont été
détectés dans le sang peériphérique d’individus sains positifs pour ’EBV (Chen et al., 1999),
ainsi que chez les patients atteints de maladies associées au virus. Cela concerne notamment
le lymphome de Burkitt (Tao et al., 1998), le carcinome gastrique (Sugiura et al., 1996), le
carcinome des glandes salivaires (Raab-Traub et al., 1991), la leucoplasie chevelue orale
(Webster-Cyriaque and Raab-Traub, 1998), le lymphome NK nasal (Chiang et al., 1996), le
lymphome de Hodgkin (Deacon et al., 1993) et le carcinome hépatocellulaire (Sugawara et
al., 1999).

Plusieurs cadres de lecture ouverts (ORF) ont été identifiés dans la région BART, dont
RPMS1 et A73. Ces séquences ont pu étre traduites in vitro a partir de cellules de NPC (Smith
et al., 2000). L’expression de ces protéines semble pertinente en ce qui concerne le role du
virus dans les processus tumoraux (Smith et al., 2000). RPMS1 est un antagoniste de 1’activité
transcriptionnelle induite par Notch 1 ou par EBNA2, par competition de fixation avec la
protéine RBP-Jk (Smith et al., 2000).Quant a A73, elle se lie a la protéine RACK1(Smith et
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al., 2000), connue pour intervenir dans la signalisation des kinases de la famille des Src. Elle
permet également de réguler la libération de calcium a partir des réserves intracellulaires
(Patterson et al., 2004). Toutefois, les protéines RPMS1 et A73 n'ont pu étre identifiées in
Vivo.

Dans les NPC, le génome de I’EBV est fortement méthylée. Cependant, une région non
méthylée d’environ 1 kb (position 138 200 a 139 200) a été identifiée au niveau du promoteur
BART. Ceci suggére qu’elle est protégée de la méthylation, et permet a des facteurs
importants de jouer leur role dans I’activité du promoteur.

Par ailleurs, la plupart des micro-ARN viraux (mi-ARN) exprimés dans les infections latentes
liées a I’EBV sont dérivés des ARN BARTSs (Pfeffer et al., 2004; X. Cai et al., 2006). Les mi-
ARN BART sont considérés comme provenant principalement d’introns, avant épissage des
transcriptions primaires BARTs (Edwards et al., 2008). Méme si peu de réles fonctionnels ont
été identifiées pour les mi-ARN EBV, il a été demontré évident que miR BART2 peut réguler
le géne de I'ADN polymérase de I’EBV (Barth et al., 2008) et que miR BART 1-5p et 17-5p
peuvent réguler I’expression de LMP1 (Lo et al., 2007).

1.7 Les protéines virales de latence

1.7.1 Protéines nucléaires
1.7.1.1 EBNA1

EBNAL est exprimée en latences I, Il et Ill, son expression étant toutefois
controversée en latence 0. En latence | et I, Les promoteurs Wp et Cp sont réprimés par
méthylation et le promoteur Qp est actif (Schaefer et al., 1995). Aux stades initiaux de la
latence 111, cette proteine est transcrite a partir du promoteur Wp puis apres circularisation du
génome le promoteur Cp prend le relais (Kieff, 1996)

EBNAL est la seule protéine de I’EBV nécessaire a la réplication et a la maintenance de
I’épisome viral. Elle intervient de plus dans la maintenance et I'entretien de I'ADN viral et agit
comme un régulateur transcriptionnel. EBNA est indispensable pour le maintien du virus dans
la cellule héte en prolifération.

EBNAL est une phosphoprotéine de 641 acides aminés, riche en proline, qui se lie a 'ADN.
Elle est composée de 4 domaines (Figure5). Le domaine N-terminal, riche en acides aminés
basiques et constitué de 89 acides aminés. Le second comprend 239 acides aminés, il est riche
en glycine et en alanine et joue un rble important dans les interactions intramoléculaires. Ce
domaine inhibe la réponse T cytotoxique en empéchant la présentation des antigenes EBNA 1
aux molécules du CMH de classe 1 (Jelena Levitskaya et al., 1995). Sa suppression ne
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semble pas affecter les différentes fonctions connues d’EBNAL. Le troisieme domaine est
court et riche en acides aminés basiques. Enfin, le quatrieme domaine est situé dans la partie
C-terminale. 1l est riche en acides aminés hydrophiles, comprend les acides aminés 459 a 607
et contient une région responsable de sa dimérisation et de sa fixation a I’origine de
réplication OriP. Ce domaine est responsable de la maintenance du génome viral et essentiel
aux activités transcriptionnelles et réplicatives (Mackey and Sugden, 1999). OriP est composé
de deux régions cis séparées par un fragment d’ADN d'environ 1 kb : la région FR (family of
repeat) et la région DS (dyad symmetry). EBNAL se fixe sur la région DS pour initier la
synthése de I’ADN, tandis que sa fixation sur le domaine FR permet une régulation de la
transcription (Leight and Sugden, 2000). Le domaine FR d’OriP contient des éléments
amplificateurs qui peuvent réguler positivement la transcription lorsqu'il est lié a EBNAL.

Le maintien du génome viral au sein de la cellule sous forme épisomale est un processus actif
et controlé. 11 est possible grace a la fixation d’EBNA1 a Orip et aux chromosomes de la
cellule hote (Shire et al., 1999). L’épisome viral peut ainsi étre synthétisé avec I'ADN
chromosomique de la cellule au cours de la phase S, puis il peut étre transmis a chaque cellule
fille lors de la mitose.

EBNAL1 se fixe également au promoteur du fragment BamHI C (Cp) permettant I’expression
de tous les transcrits des protéines nucléaires EBNAs (Gahn and Sugden, 1995; Puglielli et
al., 1996). Il peut de plus réguler sa propre expression en se liant au promoteur du fragment
BamHI Q (Qp) (Nonkwelo et al., 1997). Cette régulation est observée, quelle que soit la phase
de latence (Sample et al., 1992). EBNAI peut également réguler positivement I’expression de
facteurs de transcription cellulaires tels que TFIHIC, ATF-2 et c-Myc, induisant 1’expression
des EBER 1 et 2 gréce a leur effet co-activateur.

Des modifications post-traductionnelles sont a 1’origine de la régulation de la fonction et de la
localisation nucléaire d’EBNAL. Il existe par ailleurs des répresseurs transcriptionnels
d’EBNAL, tels que les facteurs cellulaires IRF2 et IRF7 (Zhang and Pagano, 1997; Zhang and
Pagano, 1999).

EBNAL ne semble pas jouer directement un réle crucial pour la lymphomagenése, cependant
il s’agit de la seule protéine nucléaire virale exprimée dans 1’ensemble des tumeurs associées
a 'EBV (Giulino et al., 2011). EBNAL peut par ailleurs favoriser l'instabilité génomique dans
les cellules de lymphome de Burkitt via I'induction d'un stress oxydatif. Ce dernier a de plus
été montré comme pouvant conduire a la dysfonction des télomeres (longueurs hétérogenes,

fusion,...) dans des lignées cellulaires de lymphomes (Kamranvar and Masucci, 2011).
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Dautres éléments suggérent qu’EBNA-1 est nécessaire a la survie des cellules cancéreuses

EBV positives par inhibition de I'apoptose (Saha and Robertson, 2011).

Domaine de

Interactions intramoléculaires dimérization,
Fixation a Orip
< S 82 328 4459 607 H41
N-terminal , aa basiques glycine alanine aa basiques C-terminal, aa hydrophiles

Figure 5 : Structure de la protéine EBNAL.

1.7.1.2 EBNA2
Il existe deux variants d’EBNA2 : EBNA2A et EBNA2B correspondant aux souches
EBV1 et EBV2, qui différent par leur taille : EBNA2A comprend 487 acides aminés, tandis
qu’EBNA2B en comprend 443 (Ling et al., 1993).

]88 PROLINE Diversity RBP-Jk RG TAD |NLSI

1 58 97 135 280 337 , 437 475 }487
3tll1 3!';5 477 483

N-terminal C-terminal

Figure 6 : Structure de la protéine EBNA-2 de ’EBV.

DIM: domaine d’homodimérisation. RG: résidus Arginine-Glycine. TAD: domaine de transactivation. NLS:
séquence de translocation au noyau. RBP-Jk: C-promoter Binding Factorl / Recombination-Binding Protein
JKappa. Modifié d’aprés (Zimber-Strobl and Strobl, 2001)

La partie N-terminale de cette protéine comprend un domaine d’homo-dimérisation, DIM (aa
1 & 58) (Zimber-Strobl and Strobl, 2001), suivi d’une région riche en proline (aa 58 a 97) et
d’une région de taille variable, en fonction du type de variant (aa 135-280 pour la forme la
plus longue EBNA2A). C’est grace a cette extrémité N-terminale que cette protéine se trouve
sous forme d’homodimeéres, que ce soit in vitro ou in vivo (Figure 6)

La partie C terminale est caractérisée par 4 régions: une région d’interaction avec le facteur
CBF1/RBP-JKappa (C-promoter Binding Factorl / Recombination-Binding Protein JKappa),
une seconde région riche en résidus Arginine-Glycine (RG, aa 341 a 355), une troisieme
région contenant le domaine de transactivation (TAD, aa 437 a 475) et une quatrieme région

contenant la séquence de translocation au noyau (NLS, aa 477 a 483).
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Les proteines EBNA2A et 2B ont des rbles similaires. EBNA2 est essentielle pour
I’immortalisation des lymphocytes B par I'EBV : Hammerschmidt (Hammerschmidt and
Sugden, 1989), a montré que ’incapacité d’immortalisation de la souche P3HR1 de ’EBV
(mutant dépourvu de la région U2 codante pour EBNA2 et d’une partiec d’EBNA-LP), peut
étre restaurée par la réintroduction du géne d’EBNA2 par recombinaison homologue. De plus
I’inhibition de 1’expression d’EBNA2 empéche la transformation des lymphocytes B (Dosch
etal., 1990 ; Cheung et al., 1993).

EBNAZ2 contribue a I’immortalisation des cellules B par sa capacité a agir comme modulateur
transcriptionnel de I'expression des génes viraux et cellulaires de la latence I11. Cette protéine
augmente la transcription des deux marqueurs d’activation lymphocytaires B, CD21 et CD23
(Cordier et al., 1990), de la tyrosine kinase c-fgr (Knutson, 1990), et du proto-oncogéne c-
myc (Kaiser et al., 1999). C-fgr et c-myc contribuent a la régulation de la croissance. EBNA2
agit également positivement sur 1’expression de CCR7 (récepteur de la chimiokine MIP-3,
responsable d’interactions entre les lymphocytes B et T), AML2 et BAFT. BAFT est un
membre de la famille AP-1/ATF, qui régule négativement 1’expression de la proteine Zta, ce
qui inhibe I’entrée des cellules en cycle lytique (Johansen et al., 2003)

EBNAZ2 est ’antigéne nucléaire le plus précocément détecté apres I’infection primaire par
I’EBV. 1l agit comme un facteur de transcription primaire et régule 1'expression d’autres génes
de latence par transactivation de leurs promoteurs viraux : le promoteur de LMP2A, le
promoteur bidirectionnel de LMP1 et de LMP2B, ainsi que le promoteur Cp qui régule la
transcription des EBNAs (Abbot et al., 1990; Zimber-Strobl et al., 1991).

Le domaine puissant de transactivation d’EBNA2 lui permet d’interagir avec des composants
multiples du complexe de transcription cellulaire, tel que I’ARN polymérase II (Tong et al.,
1995). EBNA2 n’interagit pas directement avec I’ADN, mais par I’intermédiaire de protéines
de liaison comme CBF1/RBP-JK (C-promoter Binding Factorl / Recombination-Binding
Protein JK (Henkel et al., 1994). CBF1 est une protéine hautement conservée, qui joue le réle
de répresseur de la transcription lorsqu’elle est fixée au complexe co-represseur HDAC %2
(Histones Deacetylases 1 et 2), au niveau du promoteur. Sa présence conduit au remodelage
de la chromatine et empéche 1’accessibilité des facteurs de transcription. Par interaction avec
CBF1, EBNA2 conduit au déplacement du complexe HDAC et leve cette répression (Hsieh
and Hayward, 1995).

Il existe d’autres protéines qui interagissent avec le complexe EBNA2/CBFI1, permettant

d’activer de maniere efficace la transcription. Il s’agit notamment du facteur de transcription
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PU.1/Spi-1 (Johannsen et al., 1995), de hSNF5/Ini qui est impliqué dans le positionnement
des nucléosomes au niveau des genes cibles, et permettant I'accés de régions régulatrices aux
facteurs de transcription (Wu et al., 1996).

Les connaissances majeures sur le role d’EBNA2 dans la transformation des lymphocytes B
résultent d’études sur la drosophile, qui ont montré que CBF1 est également une cible de la
voie Notch, connue pour contréler différents processus cellulaires tel que la différenciation, la
prolifération et ’apoptose. L’activation de Notch conduit au clivage de son domaine
intracellulaire (NotchIC), ce qui permet sa translocation dans le noyau et la levée de
I’inhibition de la transcription par le complexe HDAC1/2. D’une maniére similaire 8 EBNA2,
NotchlC masque le domaine répresseur de CBF1, et active la transcription via son domaine
endogeéne (Osborne and Miele, 1999). Notch et EBNAZ2 ont ainsi des effets similaires (Strobl
et al., 2000).

1.7.1.3 EBNA3A, 3B et 3C
EBNA3A, 3B et 3C (également connues respectivement sous les noms d’EBNAS3, 4 et

6) sont codées par trois genes du fragment BamHI et transcrits a partir du promoteur Cp ou
Wp ( Hennessy et al., 1985; Dillner et al., 1986; Hennessy et al., 1986).

En ce qui concerne I’EBV de type EBV1, les séquences protéiques d’EBNA 3A, 3B et 3C
comportent respectivement 944, 938 et 992 acides amines. Pour le type EBV2, elles
comportent 925, 946 et 1069 acides aminés. Une comparaison entre les types EBV1 et EBV2
montre que les alléles d’EBNA 3A, 3B et 3C présentent respectivement une similitude de 84,
80 et 72 %.

Les protéines EBNA3 sont fortement hydrophiles : plus de 20% des acides aminés sont
chargés. La fréquence élevée d’arginine et de lysine est responsable de leur localisation au
niveau nucléaire. De plus, la présence de residus leucine, isoleucine ou valine facilite leur
homo ou hétéro-dimérisation.

Bien qu’elles possedent de tres fortes similitudes et qu’elles soient issues du méme fragment
BamHL1, ces 3 protéines ne jouent pas le méme role. EBNA3A et 3C sont necessaires a
I’immortalisation des lymphocytes B lors de I’obtention de LCLs (Tomkinson et al., 1993).
De nombreuses données sont disponibles concernant EBNA3C. Cette proteine conduit a
I’expression de CD21 (permettant la fixation de virus) dans les cellules de type Raji, ainsi
qu’a celle de LMP1 et LMP2-B (Jiménez-Ramirez et al., 2006)

EBNA3C contribue a la transformation des cellules B en perturbant la régulation du cycle

cellulaire (Parker et al., 1996). L’expression transitoire d’EBNA3C active le promoteur B-
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myb, inactif durant la phase G1, mais actif durant la phase S de synthése d’ADN. Elle agit de
plus sur I’inhibiteur du cycle cellulaire, P27KIP, en empéchant son accumulation(Parker et
al., 2000), ou en favorisant sa dégradation (Knight et al., 2005).

EBNA3-C augmente également 1’expression transcriptionnelle du facteur de transcription c-
Myc, avec lequel elle interagit et qu’elle stabilise via le recrutement du co-activateur skp2
(Bajaj et al., 2008). Elle pourrait de plus coopérer avec Ras, pour immortaliser et transformer
les fibroblastes primaires.

EBNAS3C joue un réle dans la migration et les processus de metastase des cellules tumorales.
Son domaine C-terminal interagit avec la protéine humaine Nm23-H1, connue pour avoir des
effets suppresseurs de [Dactivité métastatique dans de nombreux cancers humains.
L’interaction entre EBNA3C et Nm23-H1 a été confirmée dans des LCL par co-
immunoprécipitation. Cette interaction permet d’inhiber Nm23-H1 et de conduire a
I’expression de MMP-9 (Métalloprotéinase matricielle 9) et de la cyclo-oxygenase COX-2,
impliquées dans les processus de métastase (Kaul et al., 2006)

EBNAS3B joue une role de suppresseur de tumeur et son inactivation favorise 1’échappement
au systeme immunitaire et la lymphomagenese (White et al., 2012)

Les protéines EBNA3 peuvent agir comme répresseur de 1’activité transcriptionnelle. Elles
possedent un site de liaison & CBF1. La fixation sur ce site rompt la liaison entre CBF1,
I’ADN et la protéine EBNA2 (qui joue un role d’activateur de la transcription par interaction
avec CBF1)(Robertson et al., 1996). Les protéines EBNA3 peuvent également jouer un role
de répresseur en recrutant les HDACL et 2 ainsi que des co-répresseurs, tels que CtBP,
mSin3A ou NCor, par interaction avec la ProThymosin alpha (Touitou et al., 2001).
EBNAS3A et 3C en particulier peuvent réprimer de maniére dose-dépendante 1’activation de la
transcription liée @ EBNA2. 11 a été montré qu’EBNA3C peut réprimer spécifiquement le
promoteur Cp, indépendamment d’EBNA2 (Radkov et al., 1999)

1.7.1.4 EBNA-LP
EBNA-LP (Leader Protein), également appelée EBNADS, est une protéine transcrite a
partir du promoteur Wp. La partie N-terminale de cette protéine est composée de tandems
répetés de 66 acides aminees codes par les exons W1 et W2 (22 et 44 acides aminés,
respectivement). La partie C-terminale (C-term) comporte 45 acides aminés et est codée par

les deux exons Y1 et Y2
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EBNA-LP joue un réle important dans la croissance des LCLs (Allan et al., 1992). Elle
permet également d’améliorer la fonction de transactivation ’EBNA2, ce qui suggere qu’elle
joue un role crucial dans la transformation des lymphocytes B (Harada and Kieff, 1997,
Nitsche et al., 1997). EBNA-LP coopere avec EBNA2, grace a ses domaines W1 et W2, qui
sont eux-mémes régulés par phosphorylation au niveau des résidus sérine S35 et S63,
(Yokoyama et al., 2001). L’expression par transfection transitoire d’EBNA-LP et d’EBNA2
dans des cellules B primaires a montré une induction de la transition de la phase GO
(quiescence) a la phase G1 (entrée dans le cycle de division). Par ailleurs, il a été observé dans
des LCLs la surexpression et I’activation de la cycline D2, impliquée dans la transition GO/G1
(Jiang et al., 1991).

Des analyses biochimiques in vitro ont également mis en évidence des interférences entre
EBNA-LP, pRb et la protéine p53. Ceci a été confirmé lors d’une étude réalisée sur des
lignées lymphoblastoides, montrant la co-localisation par microscopie confocal d’EBNA-LP,
PRb et et P14°RF (qui empéche la dégradation de p53), au niveau nucléaire. L’interaction
d’EBNA-LP avec p14”"" neutralise son effet, ce qui conduit & une diminution du niveau
d’expression de p53. La protéine p53 est impliquée dans 1’arrét du cycle cellulaire et la mort
des cellules par apoptose. EBNA-LP contribue donc a favoriser les processus de prolifération
et a inhiber ceux associés a 1’apoptose. L’expression de la forme tronquée d’EBNA-LP
(isoforme tronquée Y1Y?2) protege contre 1’apoptose dépendante des caspases (Garibal et al.,
2007).

1.7.2 Les protéines membranaires
1.7.2.1 LMP1

LMP1 est considérée comme 1’oncoprotéine majeure de I’EBV. Son important
potentiel de transformation est nottament attribué a sa capacité a engager un ensemble de
voies de signalisation cellulaire indépendamment d’un ligand.

Il s’agit d’une protéine membranaire de 62 KDa, dont la séquence primaire comporte 386
acides aminés. Elle est constituée de six domaines transmembranaires, d’une courte région
cytoplasmique N-terminale (24 acides aminés), et d’une longue queue C-terminale (200
acides minés) cytosolique (Soni et al., 2007) (Figure 7). Une région de la queue
cytoplasmique N-terminale a également été montrée comme étant nécessaire a la bonne
orientation de LMP1 dans la membrane (lzumi et al., 1994). Les régions transmembranaires
sont importantes pour 1’oligomérisation de la protéine (Olivier Gires et al., 1997; Higuchi et
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al., 2001). Leur analyse mutationnelle montre leur importance pour la localisation de LMP1

dans les rafts lipidiques, ainsi que pour sa signalisation (Yasui et al., 2004).
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Figure7 : Structure de la protéine transmembranaire LMP1.
D’aprés : http://www.frontbiosci.org/1999/v4/d/rowe/fulltext.html

Par contre la signalisation de LMP1 est largement médiée par le long domaine cytoplasmique
C-terminal, qui permet 1’engagement de molécules effectrices grace aux domaines CTARL et
CTAR2 (C-terminal activation région 1 and 2)(Mainou et al., 2007). Les protéines se liant a
CTAR1 et CTAR2 sont différentes, comme cela a été mis en évidence lors d’études
d’hybridation réalisées chez la levure (Mosialos et al., 1995; O Gires et al., 1997). CTAR1
interagit directement avec les adaptateurs de type TRAFs (TNF Receptor Associated Factor)
tandis que CTAR?2 intéragit avec eux d’une maniére indirecte via les TRADD (TNF receptor
Associated Death), RIP (receptor-interacting protein) et BS69. Les TRAFs (TNF Receptor
Associated Factor) sont également impliquées dans la signalisation du récepteur CDA40,
considéré comme 1’équivalent cellulaire de LMP1 (Mosialos et al., 1995; Devergne et al.,
1996). LMP1 peut se substituer partiellement a CD40 chez des souris transgéniques
dépourvues de CD40 ( Uchida et al., 1999; Homig-Holzel et al., 2008).

Les molécules TRAFs participent a la transduction du signal en formant des complexes
d’hétéromeres et en recrutant en aval des moléecules de signalisation. Elles peuvent par
exemple intervenir dans l'induction de la croissance cellulaire, I'apoptose, ou l'activation de la
voie NF- kB (Xie et al., 2008). CTAR1 contient un site de liaison entre les acides aminés 204
et 208 (PQQAT) qui peut interagir avec les TRAFs 1, 2, 3 et 5 (Devergne et al., 1996).
CTAR2 recrute les protéines adaptatrices TRADD, RIP ou BS69, qui s’associent avec les
TRAFs 2 et 6 (Izumi et al., 1999) Des études genétiques ont montré que TRAF6 est essentiel
dans la signalisation médiée par CTAR2 chez les MEF (Mouse Embryonic Fibroblast)
(Arcipowski et al., 2011). Il est important de noter que les complexes de signalisation engagés
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par LMP1 peuvent dépendre du type cellulaire, ce qu’il est nécessaire de prendre en compte
lors de I’étude des pathogenéses associ¢es a I’EBV.

LMP1 s’associe également directement ou indirectement avec de nombreuses protéines
impliquées dans différents processus cellulaires, tels que le trafic des protéines, la migration
ou la modulation de la réponse immunitaire.

LMP1 est co-localisée avec la vimentine, une protéine du cytosquelette appartenant a famille
des filaments intermédiaires, impliquée dans la migration cellulaire, le trafic vésiculaire, et
dans des processus de signalisation complexes (Liebowitz et al., 1987). Il semble que LMP1
et la vimentine soient associées dans un méme complexe, car suite a des traitements par des
agents chimiques tel-que I'IDPN (B.p’-Iminoditropionitrile), LMP1 et la vimentine se
relocalisent selon la structure réorganisée du cytosquelette. Il est probable que TRAF3
participe au complexe LMP1/vimentine. TRAF3 s’associe au cytosquelette par interaction
avec MIP-T3 (Ling and Goeddel, 2000), et une mutation dans le site de liaison entre MIP-T3
et le cytosquelette conduit a la perte de la présence de LMP1 dans la fraction du cytosquelette
(Higuchi et al., 2001). Par ailleurs, la surexpression de LMP1 augmente le recrutement de
TRAF3 au cytosquelette.

Il semble que LMP1 soit de plus associée au complexe CD44/Ezrin/Actine. L’Ezrin est une
protéine qui assure la liaison entre le CD44 (molécule de la membrane plasmique) et le
cytosquelette d’actine. Il a également été démontré que LMP1 peut se lier au CD44 (Endo et
al., 2009 ; Tsukita et al., 1994; Walter et al., 1995), ce qui pourrait étre mis en lien avec
I’activation de la F-actin par LMP1 via la voie des PKc (Endo et al., 2009). L’absence
d’Ezrin conduit par ailleurs a 1’inhibition de la migration cellulaire médié¢ par LMP1 (Endo et
al., 2009).

LMP1 se trouve également associée a une molécule de la famille des tétraspanines, CD63.
Les tétraspanines sont connues pour former des microdomaines membranaires ou TEM
(Tetraspanin-Enriched Microdomains), importants dans 1’organisation des complexes de
signalisation au sein des membranes. Les protéines presentes au niveau des TEM sont en
général impliquées dans la migration cellulaire, 1’adhésion, I’inflammation, ’activation des
lymphocytes, ainsi que dans le trafic et la signalisation vésiculaire (Yafiez-MG et al., 2009).
LMP1 est de plus localisée dans les domaines membranaires riches en cholestérol appelés
rafts lipidiques (Higuchi et al., 2001), ce qui est important pour sa fonction ; une mutation de
LMP1 empéchant sa localisation au niveau des rafts lipidiques, et rend incapable d’induire
NF-kB(Yasui et al., 2004). L’analyse par protéomique des protéines d’interaction avec LMP1

au niveau des rafts lipidique de tumeurs de NPC, a permis d’identifier TRAF3, la galectine-9
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ou la B-galactoside binding protein. Les deux derniéres présentent des propriétés immuno-
modulatrices (Ardila-Osorio et al., 2005). L'interaction entre LMP1 et la galectine-9 est par
ailleurs indépendante de TRAF3 : il a été montré qu’un mutant de LMP1 ne possédant pas de
site de liaison avec TRAF3 pouvait toujours interagir avec lagalectine-9.

LMP1 est la principale protéine transformante de I'EBV et peut agir comme un oncogene.
Cette protéine est capable d’induire des lymphomes B chez les souris transgéniques
(Kulwichit et al., 1998). Son domaine C-Terminal a de nombreuses homologies de fonction
avec le CD40. Des analyses genétiques ont montré que CTARL est essentiel pour la
transformation des lymphocytes B et que CTAR2 semble important dans le maintien de la
transformation cellulaire (lzumi et al., 1994). Par ailleurs, CTAR1 est necessaire a la
transformation des fibroblastes de rat (Mainou et al., 2005). LMP1 peut également déclencher
la prolifération des cellules B par la stimulation de cytokines comme I'IL-10 ( Kulwichit et
al., 1998; Saha and Robertson, 2011). Elle régule par ailleurs négativement BLIMPla et
empéche la différenciation finale des cellules B en plasmocytes, ce qui peut contribuer a la
lymphomagenese (Vrzalikova et al., 2011).

D’apres ’ensemble de ces données, il est évident que la localisation de LMPL1 est essentielle
pour sa fonction. LMP1 permet le recrutement de nombreux adaptateurs (TRAFs, TRADD,
RIP,...) au niveau des régions CTAR, ce qui lui permet d’interagir avec de nombreuses
protéines, et d’activer différentes voies de signalisation cellulaire. 11 s’agit essentiellement de
I’activation des voies NF-kB, PI3K/Akt et p38/INK.

1.7.2.1.1 Voie de signalisation induite par LMP1
1.7.2.1.1.1 La voie NF-kB

L’ensemble de ces voies est illustré dans les figures 8 et 13. Nous détaillerons les
voies NF«B, PI3k/Akt, ainsi que les voies des MAPKinases et des STATS.
La famille des facteurs de transcription NF-kB comprend un ensemble de protéines
dimériques formees a partir des cing sous-unités : p50, p52, RelA/p65, RelB et c-Rel. Chaque
sous-unité est caractérisée par un domaine N-terminal RHD (Rel Homology Domain)
comprenant un domaine de liaison & I’ADN, un domaine de dimérisation, et un domaine
d’interaction avec la protéine inhibitrice 1xB.
Aprés activation et dimérisation, les sous-unités recrutent la machinerie transcriptionnelle par
leurs domaines de transactivation. L'activation des complexes NF-kB est étroitement régulée
par les inhibiteurs de la famille IkB qui séquestrent les différentes sous-unités de NF-xB dans

le cytosol et inhibe ainsi leur activité transcriptionnelle. Cet inhibiteur peut étre ubiquitine et
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dégradeé par le protéasome suite a une activation des kinases, ce qui va libérer le facteur NF-
NF-kB et permettre sa translocation au noyau, puis I’induction de ses geénes cibles. LeS
facteurs de transcription NF-xB régulent une large gamme de processus biologiques en
réponse a de nombreux stimuli cellulaires, cruciaux pour la tumorigénese.

Les deux domaines CTARL et CTAR2 de LMP1 permettent I’activation de la voie NF-xB
(Figure 8). Celle induite par CTAR2 est majoritaire (Huen et al., 1995) et celle induite par
CTARL plus complexe (Miller et al., 1998). La voie classique d’activation de NF-xB (dite
canonique et dont I’hétérodimere représentatif est RelA/p50) est essentielle pour CTAR2. Par
contre, CTAR1 active la voie alternative (dite non canonique dont 1 hétérodimére
représentatif est RelB/p52) (Luftig et al., 2004). L’activation de NF-«B est largement associée
a la région CTARZ2, cependant celle assurée par CTARL1 est essentielle pour I'immortalisation

des lymphocytes B médiée par LMP1 ( Izumi et al., 1994; Kaye et al., 1999 ).
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Figure 8 : Activation de la voie NFkB canonique et non canonique par la protéine de latence LMP1.
Modifié d’aprés (Dawson et al., 2012).

1.7.2.1.1.2 La voie Phosphatidylinositol-3-kinase

(PI13K-AKkt)
PI3K est une famille de kinases lipidiques hétérodimériques constituées d’un domaine
catalytique et d’un domaine régulateur (qui sont respectivement pl10 et p85a pour les
molécules représentatives des PI3K de classe 1A). L'activation de la PI3K conduit a la

phosphorylation de PIP2 (phosphatidylinositol-4, 5-diphosphate), permettant de générer PIP3
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phosphatidylinositol 3,4,5-triphosphate) (Castaneda et al., 2010) (Figure 9 + Figure 13). PIP3
intervient comme second messager en recrutant des protéines effectrices, telle que Akt, a la
membrane cellulaire. Akt est alors phosphorylée par mTORC2 (mTOR Complex 2) au niveau
de sa sérine 473 et par PDK1 (Phosphoinositide-dependent kinase-1) au niveau de sa
thréonine 308 (Fayard et al., 2010). Une fois activée par phosphorylation, Akt est relocalisée
au noyau, ou elle phosphoryle et active plusieurs molécules impliquées dans la croissance
cellulaire, la prolifération, la progression dans le cycle cellulaire, la motilité ou la régulation
de I'apoptose (Fayard et al., 2010).
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Figure 9 : Schéma représentatif de la voie PI3Kinase-AKT.
Modifié d’aprées (Yap et al., 2008).

Les différents membres de la famille du TNF (Tumor Necrosis Factor), sont capables
d’activer PI3K par recrutement de la sous-unité régulatrice p85 au complexe de signalisation,
suite a I’interaction ligand/récepteur au niveau membranaire (\Wong et al., 1999; Arron et al.,
2001). Une premiere observation a montré que LMP1 pouvait étre co-immunopreécipité avec
p85, suggérant sa capacité a activer également cette voie (Dawson et al., 2003). Il a par la
suite été montré une interaction avec le domaine CTARL, sans pouvoir préciser si elle est
directe ou se fait par 1I’intermédiaire des proteines TRAFs (Deregibus et al., 2003). TRAF6 est
considérée comme une protéine potentielle de liaison entre p85 et LMP1, car elle est déja
connue pour conduire a I’activation d’Akt, via le complexe CD40/p85 (Deregibus et al.,
2003). TRAF6 interagit par ailleurs avec CTARZ2, par l'intermédiaire de différents adaptateurs
TRAF2, TRADD, RIP ou BS69) (Schultheiss et al., 2001), cependant, CTAR2 n’est pas
indispensable a I’activation de la voie PI3K/AKT(Mainou et al., 2005). TRAF6 a pu étre co-
immunoprcipité avec une molécule chimére CD40-CTARL1 (contenant les acides aminés 187-
241 de CTAR1 fusionnés a CD40) chez les lymphocytes B, suggérant que TRAF6 peut
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¢galement s’associer a LMP1 par l’intermédiaire d’une autre région que CTAR2, en
I’occurrence CTAR1 (Arcipowski et al., 2011).

Il est important d'identifier les protéines de liaison potentielles en amont de p85, mais
également de rechercher les cibles que peut influencer LMP1 en aval. Une analyse bio-
informatique basés sur la technique IPA ingenuity (Interactive Pathway Analysis), a permis
d’identifier différentes protéines associés a p85 et impliquées dans différents effets associés a
LMPI. 1l s’agit d’ Akt, mais également d’EGFR, de CDC2 et de JAKS.

L'activation d'Akt en aval de p85 est absolument requise pour la transformation des
fibroblastes de rongeur par ’EBV. Cependant, I'inhibition de la voie ERK empéche ce
processus, sans bloquer l'activation d'Akt. Cette derniére est donc indispensable a la
transformation médiée par LMP1, mais ne suffit pas a elle seule (Meckes et al., 2010). Par
ailleurs, seul un nombre limité de cibles d’Akt a actuellement été décrit chez les cellules
exprimant LMP1, dont CDC42 (permettant la polymérisation de I’actine et impliquée dans la
régulation du cycle, la migration cellulaire,...) et GSK3R (Glycogen Synhtase Kinase 3 B,
kinase impliquée en particulier dans la regulation de la prolifération) (Dawson et al., 2003).
L’identification d’autres cibles d’Akt et de facteurs activés par CTARL est important pour
comprendre la tumorigénese associée a I’EBV. Il a ét¢ montré que I’inhibition de I’activité
Pi3K par traitement chimique conduit a [D’inactivation de cette derniére chez les
fibroblastes(Hawkins et al., 1995), les cellules épithéliales (Nakagawa et al., 2001) et les
neutrophiles (Benard et al., 1999). CDC42 régule positivement la polymérisation de 1’actine et
conduit a la formation de fibres de stress chez les cellules en latence I1I de I’EBV (Dawson et
al. 2003). De plus une kinase spécifique de ’EBV BGLF4 induit la condensation et le
réarrangement des filaments d’actine et des fibres de stress. La modification de la structure du
cytosquelette d’actine via I’activation de la voie PI3K peut ainsi affecter de nombreux
processus cellulaires : motilité, adhésion, endocytose, transport vésiculaire intracellularie,

trafic sécrétoire, exocytose.

1.7.2.1.1.3 La voie des MAP kinases
Les MAP kinases (MAPKSs, Mitogen-Activated Protein Kinases) sont des kinases
sérine/thréonine spécifiques qui participent a la régulation de nombreuses réponses cellulaires,
suite a des stimulations comme celles induites par les facteurs de croissance ou le stress. Cette
cascade permet d’activer les kinases ERK1/2, p38, et INK. ERK1/2 répond a des stimuli tel
que les facteurs de croissance et permet de réguler la croissance et la différenciation
cellulaires. JNK et p38 sont activés par les facteurs de stress et sont impliqués dans I'apoptose
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et la différenciation. L’altération de la voie des MAPK est fréquemment associée au
développement de cancers.

La voie des MAPK est constituée d’une cascade de kinases a trois niveaux dans laquelle une
MAPK est phosphorylée et activée par une MAPKK (protéine kinase kinase), elle-méme
activée par une MAPKKK (protéine kinase kinase kinase) (Figure 10). A ce jour, six groupes
de MAPK ont été caractérises chez les mammiferes : ERK1/2, ERK3/4, ERK5, ERKT7/8,
JNK1/2/3 (Jun N-terminal Kinase) et p38a/B/y(ERK®6)/5.

Growth factors, Cytokines, Stress,
Stimulus mitogens ? stress serum ?
{ v v v v :
MAPKKK Ratf, Tpl2 ? Tpl2, MEKK, MLK, TAK, ASK, TAO ? ?
v v | Voo ! |
MAPKK MEK1,2 MEK5S MEK?7 | | MEK4 | | MEK3,6 ? ?
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TEY TEY TPY TGY, SE TEY

3| Exfl B2 ke

Figure 10 : Cascade d’activation des voies des MAPKinases.
Modifié d’apres (Dhillon et al., 2007)

Dans notre cas, nous nous intéresserons aux MAPK JNK et p38, généralement associées aux
processus apoptotiques, et non a celles de la famille ERK, impliquées dans les processus de
prolifération.

1.7.2.1.1.3.1 Les MAP kinases JNK

La famille des JNK est codée par trois génes JNK1 (SAPK-y), INK2 (SAPK-a) et
JNK3 (SAPK-£). JNK1 et 2 sont exprimés d’une fagon ubiquitaire, alors que 1’expression de
JNKS est restreinte au cerveau, au ceeur et aux testicules. L'épissage alternatif de ces génes
crée un total de dix isoformes de JNK. L’épissage donne des protéines de 46 KDa, ou de
54/55 KDa et a lieu a deux niveaux : au niveau de I'extension C-terminale pour tous les génes,
et sur l’exon du domaine kinase pour JNK1 et JNK2. (Barr and Bogoyevitch,
2001)L’activation des JNK exige une double phosphorylation sur des résidus tyrosine et
thréonine présents sur des motifs TPY distincts. Cette phosphorylation est catalysée par la
MEK4 (nommé aussi SEK1, MAPKK4, INKK1, SKK1) de 42 KDa (Dérijard et al., 1995a) et
par MEK7 (nommeé aussi MAPKK?7, INKK2, SKK4) de 47 kDa (Tournier et al., 1997). Il
semble que MEK7 phosphoryle préférentiellement la thréonine alors que MEK4 phosphoryle
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principalement les résidus tyrosines. MEK4 et MEK7 sont elles-mémes phosphorylées et
activées par plusieurs MAPKKKSs, dont MEKK1-4, YTpl-2, DLK, TAO1 et 2, TAKL et
ASK1 et 2. L’activation de JNK est également régulée par des protéines telles que JIP, B-
arrestine et JSAP1 ( Whitmarsh et al., 1998; Ito et al., 1999; McDonald et al., 2000). Aprés
son activation, JNK est transloqué du cytoplasme vers le noyau. Son substrat principal est le
facteur de transcription c-Jun.

JNK joue un réle important dans la régulation transcriptionnelle d’un grand nombre de génes
pro-apoptotiques. La phosphoryaltion de JNK par les MAP kinases permet sa translocation au
noyau puis la phosphorylation et la transactivation de c-Jun. Ce dernier, une fois phosphorylé
au niveau des serines 63 et 73 du domaine N-terminal de transactivation, active le facteur de
transcription AP-1(Adler et al., 1992). Le complexe AP-1/ADN peut étre impliqué dans la
transcription d'une grande variété de protéines. Certaines sont connues comme ayant un role
pro-apoptotique, tel que TNF-a, Fas-L ou Bak ( Fan and Chambers, 2001; Dhanasekaran and
Johnson, 2007; Raman et al., 2007). JNK permet également la phosphorylation d’un grand
nombre d’autres facteurs de transcription, dont JunD, ATF2, ATF3, Elk-1, EIk-3, p53, RXR,
RARa, AR, NFAT4, HSF-1, NF-ATC1, STAT3 ou c-Myc (Johnson and Nakamura, 2007).
Ainsi, l'activité nucléaire de JNK peut conduire a I’augmentation de 1'expression de geénes pro-

apoptotiques et/ou a la diminution de I'expression des génes de survie.

La voie JINK-c-Jun/Ap-1 medie I’expression d’un grand nombre de molécules pro-
apoptotiques. Le réle transcriptionnel de JNK est particuliérement important dans le cas des
neurones. L’apoptose des neurones de I’hippocampe, des neurones granuleux du cervelet (Mei
et al., 2008) ou des neurones en développement (Barone et al., 2008) exigent un mécanisme

impliquant I'activation de c-Jun par JNK.

1.7.2.1.1.3.2 Les MAP kinases P38

La seconde famille des MAPK impliquee dans I’apoptose est celle des MAP kinases
p38. Elle regroupe 4 membres : p38a, B, y et 8. P38a a été identifié en 1994 comme premier
membre de cette famille. Il s’agit d’une tyrosine kinase de 38 kDa pouvant étre phosphorylée
par réaction a des cytokines inflammatoires, telle que les endotoxines de type LPS
(lipopolysaccharide) (Han et al., 1994). Cette protéine est ubiquitaire et exprimée dans
I’ensemble des tissus, avec un niveau maximum dans le muscle squelettique. La kinase p38a
posséde un motif Thréonine-Glycine-Tyrosine (TGY) au sein de sa boucle d'activation et elle
est a son maximum d’activité lorsqu’elle est doublement phosphorylée au niveau des résidus
T (Thr180) et Y (Tyrl82). Des études biochimiques ont montré que p38a est 10 a 20 fois
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moins actif lorsqu’elle est seulement phosphorylée sur Thr180 et inactive si le seul site de
phosphorylation est Tyr 182 (Zhang et al., 2008). Il a été montré que la Thr180 est nécessaire
pour I’activité catalytique, alors que la Tyrl82 est nécessaire a 1’activité catalytique mais
également pour la reconnaissance du substrat (Askari et al., 2009).
P38 ou p38-2 est une protéine de 38 kDa présentant 74% d’homologie avec p38a. Elle
possede le motif de phosphorylation TGY et est exprimée de maniere ubiquitaire avec une
forte expression dans les tissus squelettique et cardiaque (Stein et al., 1997).
p38y, également appelée SAPK3 ou ERKG6 a été identifiée en 1996 (Li et al., 1996) Cette
protéine de 42-45 kDa possede une homologie de séquence avec p38a. et p3813 de 63% et 62%
respectivement, ainsi que le motif TGY. Son expression est limitée au muscle squelettique
(Z. Lietal. 1996).
La quatriéme kinase identifiée a ce jour est p385 (Jiang et al., 1997) ou SAPK4 (Kumar et al.,
1997). Cette protéine de 38-42 kDa présente une homologie de séquence avec p38a, p38M3 et
p38 vy, de 61%, 59% et 65% respectivement (Jiang et al., 1997). L'expression de p385 est
limitée aux poumons, aux reins et aux testicules (Hu et al., 1999). Sa boucle d'activation
contient le motif TGY et elle peut étre activée par des cytokines et des signaux de stress
environnementaux.
Deux modes d’activation de la kinase p38 on été decrites, le premier met en jeu les MAP3K et
MAPK2, et est appelé voie canonique. La seconde dite voie non canonique est indépendante
de ces derniéres.
IIs sont décrits ci-apres.

- Activation par les MAP3K/MAP2K (voie canonique) :
De méme que les JNK, la voie des MAPK p38 est constituée d’une cascade de kinases a trois
niveaux (MAPK p38, MAP2K et MAP3K)(Kyriakis and Avruch, 2001) (Figure 10). De
nombreux stimuli extracellulaires sont capables d'activer les MAPK p38, comme le choc
thermique, les irradiations, les cytokines (IL-1 par exemple) ou les conditions de stress.
Plusieurs MAP3K sont a ’origine de la voie d’activation de MAPK p38, comme ASK1
(Apoptosis Signal-Regulating Kinase 1), DLK1 (Dual Leucine-zipper-bearing Kinase 1),
TAK1 (TGF-p Activated Kinase 1), TPL2 (Tumoor Progression Locus 2), MLK3 (Mixed
Lineage Kinase 3) ou MEKK1/4 (Mitogen-activated protein kinase kinase 1/4). Il est
important de noter que certaines MAP3K qui déclenchent la voie JNK peuvent également
activer les MAPK p38. Ceci est le cas de MEKK1, TAK1 ou ASK1 dont la régulation de

I’activation a déja été discutée dans la partie concernant la voie JNK.
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Concernant les MAP2K, quatre molécules ont été decrites : MKK3, MKK4, MKK®6 et MKK?.
MKK4 (Dérijard et al., 1995) et MKK7 (Hu et al., 1999) sont actives in vitro et sont
également des activateurs de la voie JNK, alors que MKK3 et MKK®6 (Alonso et al., 2000)
(Jiang et al., 1997) sont hautement specifiques et les principales concernées dans les cellules.
Des analyses chez la souris ont montré que selon le stimulus de stress MKK6 et MKK7
présentent des différences fonctionnelles (Zhang et al., 2007) et contribuent & des degrés
divers a I’activation des différentes isoformes de p38 (Remy et al., 2010). MKKS3 est une
kinase de 39 kDa qui s’exprime dans de nombreux tissus, avec un niveau élevé dans le muscle
squelettigue. MKK6 fait 37 kDa, posséde 80% d’homologie avec MKK3 et s’exprime
seulement dans le muscle squelettique, le thymus, I’intestin gréle et le pancréas (Han et al.,
1996; Moriguchi et al., 1996; Raingeaud et al., 1996; Stein et al., 1996). Ces deux molécules
possedent une serine et une thréonine au sein de leur boucle d'activation, qui doivent étre
toute deux phosphorylées pour qu’elles puissent jouer leur réle de kinase.
Les MAP2K phosphorylent les différentes isoformes de p38. MKKS3 cible les isoformes a, y
et 9, tandis que MKKG®6 cible I’ensemble des quatre isoformes (Y. Jiang et al., 1997; Enslen et
al., 1998). La double phosphorylation a lieu au niveau d’un motif TGY. Les MAPK p38
activées ont de nombreuses cibles (protéines du cytosquelette et cytosoliques, facteurs de
transcripton, protéines kinases,....).

- Activation independante des MAPK/MAP2K (voie non canonique) :
Il existe 3 mécanismes d’activation de p38a (et probablement p38R), indépendants des
MAP3K et MAP2K.
Le premier mécanisme semble spécifique au TCR (T-Cell Receptor). Il conduit a la
phosphorylation de p38a sur la Tyr323 par ZAP70 (zeta chain associated protéine kinase de
70 kDa) associé a p56lck, ce qui conduit de plus a I'autophosphorylation de p38a au niveau de
sa boucle d'activation. P38 peut ainsi avoir une activité kinase envers ses substrats (Salvador
et al., 2005). GADD45a (Growth Arrest and Division Delay protein) semble agir comme un
inhibiteur endogéne de I’activation de la voie p38a dans les lymphocytes T en se liant & p38a
et en empéchant sa phosphorylation au niveau de la Tyr323 (Salvador et al., 2005).
L'importance de l'activation de la voie non canonique médiée par le TCR a été étudiée en
générant des souris knock-in, ou la Tyr323 de la p38a a été remplacée par la phénylalanine.
Ces souris sont viables et fertiles, ce qui suggére que cette voie est limitée et restreinte dans
I’activation de p38. Cependant, la stimulation du TCR ne permet pas 1’activation de p38a, ce
qui confirme que la voie alternative est bien basée sur la phosphorylation de la Tyr323
(Jirmanova et al., 2009).
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Le deuxiéeme meécanisme d'activation de p38a implique TABL1 (TAK1 binding protein), qui
peut se lier a p38a (contrairement aux autres membres de la famille des MAPK p38) et
induire une autophosphorylation de sa boucle d'activation (Ge et al., 2002).
Enfin, le dernier mécanisme a été decrit chez les cellules Hela et implique une diminution de
I’expression de la protéine kinase Cdc7, ce qui conduit au blocage du cycle cellulaire en phase
S et a I’apoptose. Mais le mécanisme d’activation sous-jacent n’est pas connu (Im and Lee,
2008).
1.7.2.1.1.3.3 MAP kinases INK/p38 et EBV

L’EBV permet d’activer les MAPkinases p38 et JNK (figure 11 + Figure 13). Nous
décrivons successivement I’implication de ’EBV dans I’activation de JNK puis dans celle de
P38.

- EBVetJNK:
Les régions cytosoliques C-terminale CTARL et CTRA2 de LMP1 sont impliquées dans le
déclenchement de la voie JNK, bien que CTAR2 soit considéré comme le principal domaine
concerné. CTARL et CTAR2 sont connus pour permettre le recrutement des protéines
adaptatrices TRAFs (TRAF1, 2, 3 et 5 pour CTAR1 et TRAF2 et 6 pour CTAR?2), a la base

du déclenchement des voies de signalisation.

La signalisation de JNK est généralement considérée pour étre médiée par le domaine CTAR2
(Eliopoulos and Young, 1998). Les acides aminés situés entre la Proline 379 et la Tyrosine
384 de la souche sauvage B95.8 (B95.8-LMP1) sont essentiels pour ’activation de JNK1
(Kieser et al., 1999). Cette séquence chevauche avec celle de la liaison de LMP1 a TRADD.
D’autres variantes de LMP1, tels que CAO-LMP1 (caractérisé par 1’addition de 10 acide
aminés et des points de mutation additionnels) permettent également 1’engagement de la voie
JNK/AP-1, suggérant I’importance de cette voie de signalisation associée a LMP1(Blake et
al., 2001). TRAF6 joue un role important dans la voie JNK, son absence conduisant a
I’abolition de la voie JNKI1 (Wan et al., 2004). L’activation et I’autophosphorylation de
TRAF6 par K63 (chaine de polyubiquitine engageant les résidus lysine63) permet sa liaison a
TAB2 qui va medier le recrutement et 1’activation de la MAP3 kinase TAKI1 (Xia et al.,
2009). Une fois activee TAK1 phosphoryle MKKG6 qui va déclencher a son tour la voie JNK.
(Shkoda et al., 2012)

Par ailleurs, ASK1 (mitogen-activated protein kinase kinase kinase 5, MAP3K5), également

un membre de la famille des MAP3 kinase, est surexprime chez les cellules infectées par
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I’EBV. Elle interagit fortement avec TRAF6, permettant ’activation de JNK par LMP1(Song,
2012).

Des hypotheses ont été émises concernant le role de TRADD comme médiateur du
recrutement de  TRAF2 et l'activation de JNK1 au niveau de CTAR2. Eliopoulos et al ont
proposé que I’activation de JNK1 par LMPI ait lieu via une coopération entre TRADD et
TRAF2 (Eliopoulos et al., 1999), car la co-surexpression de LMP1 et de TRADD a un effet
synergique sur D’activation de JNK tandis qu’un dominant négatif de TRAF2 régule
négativement cette voie. L’inactivation partielle de JNK suggére par ailleurs le role
complémentaire d’une autre voie (en ’occurrence celle mettant en jeu TRAF6). Par contre,
des travaux réalisés en 2004 ont montré a 1’aide d’approches génétiques permettant
d’interférer avec 1’expression TRADD et TRAF2 que la signalisation de JNK1 par LMP1
semble indépendante de ces deux molécules (Xie et al., 2004) (Figure 11).
TRAF3 joue également un réle essentiel dans la voie JNK (Xie et al., 2004), mais le
mécanisme moléculaire d’interaction entre TRAF3, TRAF6, le complexe de signalisation et
CTAR2 demeure encore inconnu.
TRAF1 est considéré comme un régulateur critique de la signalisation de JNK via le domaine
C-terminal CTARL1 de LMP1. TRAF1 interagit physiquement avec diverses kinases de la
famille des MAPK kinase (MAPKKK), tel que NIK, ASK1 et MEKK1, sans parvenir a les
activer. Cependant, TRAF1 peut fonctionner comme un modulateur des signaux transduits par
d’autres TRAFs, comme TRAF2, TRAF5 et TRAF6, qui interagissent avec ces MAPKKKS et
favorisent leur activation (Eliopoulos et al., 2003)
La protéine LMP2A joue aussi un role dans 1’activation de la voie JNK. Par I’intermédiaire de
la kinase ERK, LMP2A augmente la stabilité de c-jun, qui est le substrat de JNK (Chen et al.,
2002) .

- EBVetP38:
La protéine LMP1 est a I’origine de I’activation de la MAPK p38. Cette activation implique le
motif PXQXT de CTARL et la Tyrosine 384 de CTAR2. Une mutation de la séquence PxQXxT
en AXAXA conduit a une diminution de I’activation de la MAPK p38 d’environ de 50%, et
une mutation de Tyr 384 aboli presque complétement 1’induction de cette voie (Eliopoulos et
al., 1999; Schultheiss et al., 2001). TRAF6 est indispensable a I’induction de la voie p38 par
LMP1 (Schultheiss et al., 2001). IRAK1, un partenaire d'interaction directe de TRAF6, est un

autre composant essentiel (Song et al., 2006).
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TRAF2 semble également impliqué. LMP1 peut induire I'activation de p38 et conduire a la
phosphorylation du facteur de transcription ATF-2 (cible de p38) dans les cellules HEK 293
et les cellules Rat-1. Il a été montré que ce processus est médié a la fois par les domaines
CTARL et CTAR2 de LMP1 et par TRAF2. In vitro, La délétion de la partie N-terminale de
TRAF2 empéche 1’activation de p38 par LMP1 (Figure 11).

11 existe de plus une boucle d’autorégulation entre LMP1 et p38 : LMP1 active la voie P38, et
’activation de p38 permet la surexpression de LMP1 chez les cellules lymphoblastoides. Ceci
est d0 a un renforcement de la fixation des facteurs de transcription CREB/ATF1 (C-AMP
Response Element-binding protein) sur 1’élément de réponse CRE (C-AMP Response

Element) présent sur le promoteur de LMP1 (Johansson et al., 2010).

Membrane

[INK || P3smaPK |

Figure 11 : Implication de la protéine LMP1 dans I’induction de la voie des JNK et P38 MAPkinase.

1.7.2.1.1.4 Autres voies induite par LMP1, les voies
STATs

D’autres voies de signalisation que celles classiquement associées a LMP1 sont
également activées, comme la voie des JAK/STATs (Janus Kinase/Signal Transducer ans

Activator of Transcription)
LMP1 médie la transcription d’EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor), qui est un
membre de la famille des récepteurs des tyrosines kinases ErbB (W. E. Miller et al., 1995).
EGFR est le récepteur d’un facteur de croissance, I’EGF, qui permet d’activer différentes

voies de signalisation associées notamment a la croissance et a la prolifération cellulaire. Ce
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récepteur est surexprimé ou muté dans la plupart des cancers (dont les NPC), ce qui met en
évidence son rdle dans les processus de cancérisation (X. Zheng et al., 1994).

L’expression de ’EGFR peut étre régulée par des facteurs oncogéniques viraux dont, v-ErbB
(Avian Erythroblastosis Virus), E5 (de ’'HPV, Human Papilloma Virus), HBVx (Hepatitis B
Virus) ou LMP1 (EBV) (W. E. Miller et al., 1995). LMP1 induit I'expression de Bcl-3 (proto-
oncogéne) suite a I’activation par phosphorylation sur la tyrosine 705 et la sérine 727 du
facteur de transcription STATS3, ce qui permet sa fixation sur le promoteur de Bcl-3 (Kung
and Raab-Traub, 2008). Le complexe p50/Bcl3 régule ensuite I’expression de ’EGFR. EGFR
a été la premiére protéine décrite pour étre induite uniquement par CTARL. STAT3 est en
effet activé par cette région de LMP1.

L’activation de STAT3 a été rapportée dans des NPC et un lymphome provenant de souris
transgéniques exprimant LMP1 (Buettner et al., 2006; Shair et al., 2007). Par ailleurs,
I’inhibition de STAT3, empéche la croissance des cellules cancéreuses in vitro (Buettner et
al., 2006), d’ou son rdle évident dans les processus de cancérisation. PKCd (Protein Kinase C
de type d) est la kinase responsable de 1’activation de STAT3 par phosphorylation sur sa
sérine (Meckes et al., 2010). Elle semble de plus étre impliquée dans les processus de
transformation induits par LMP1 dans les cellules de Rat- 1, via son influence sur la voie
ERK (Extracellular signal Regulated Kinase). PKCé joue donc un rdle clé dans la
signalisation de LMP1, cependant la maniere dont LMP1 I’active demeure inconnue. Une
hypothése peut toutefois étre émise. Nous avons vu précédemment qu’il existait un complexe
LMP1/vimentine/TRAF3 (TRAF3 étant associé & CTARL) et il a été montré que PKCS
s’associe a la vimentine (Owen et al., 1996). Par conséquent, le complexe de signalisation
PKC3-LMP1 pourrait se former par association a la vimentine.

LMP1 active de plus STATI, un facteur de transcription associé a I’expression des molécules
d’interféron (IFN). Cette activation a lieu de maniére indirecte (Zhang et al., 2004; Najjar et
al., 2005a). LMP1 induit ’expression et la sécrétion autocrine d’IFNa et d’IFNy via les
domaines CTARL et CTAR2 et la voie NF-xkB. L’IFNa et I’'I[FNy en se fixant a leurs
récepteurs (IFNAR1/2, IFNa Receptor 1/2 ; IFNGR1/2, IFNy Receptor 1/2) induisent alors
I’activation de STAT1 (Figure 12).
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Figure 12 : Activation de STAT1 par la protéine de latence LMP1.
IFNR: interferon receptor. NF«B: nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells. D’apres (Najjar

et al., 2005)
LMP1 agit sur une multitude de voies cellulaires qui contribuent vraisemblablement aux
maladies associées a I'EBV. Cependant, une meilleure compréhension des mécanismes de

signalisation et de cancérisation médiés par LMP1, en particulier dans le cas de la

lymphomagénése, demande encore de nombreuses explorations.
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1.7.2.2 LMP2A et LMP2B

LMP2A et LMP2B ont pour origine le méme géne de transcription. Par contre, ils
different par leur premier exon qui code pour un domaine N-terminal cytoplasmique de 119
acides aminés dans le cas de LMP2A et qui est non codant pour LMP2B. Ces deux génes sont
transcrits a partir de promoteurs différents situés proche de la région de fusion des extrémités
du génome lorsqu’il est sous forme linéaire (Laux et al., 1988). Leur localisation explique que
les protéines issues de ces génes portent également le nom de protéines terminales TR1 et
TR2.

LMP2A et LMP2B sont des protéines membranaires (de 54 et 40 kDa respectivement),
possédant un domaine N-terminal (qui est délété de 119 acides aminés dans le cas de
LMP2B), un domaine carboxy-terminal de 27 acides aminés et 12 domaines
transmembranaires (contre 6 pour LMP1). Ces protéines s’associent sous forme d’agrégats, au
sein de la membrane plasmique des lymphocytes B infectés par ’EBV.

La région signalisatrice importante de LMP2A est I’extrémité N-terminale, qui posseéde une
variété de motifs permettant des interactions protéine-protéine (Figure 14). Cette région
comprend 8 résidus tyrosine, dont 2 (Tyr 74 et Tyr 85) forment un motif ITAM
(Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif) (Young et al.,, 2000). Ce motif est
également retrouvé chez le BCR (B Cell Receptor) et le TCR. Il joue un role pivot dans la
prolifération et la différenciation lymphocytaire. Dans les cellules B, la phosphorylation de ce
motif conduit au recrutement et a I’activation des membres de la famille des SRC kinases
(telle que Fyn ou Lyn) et de Syk, un membre de la famille de ZAP-70. Syk est ainsi
constitutivement associé a LMP2A (Fruehling and Longnecker, 1997). La kinase Lyn peut par
ailleurs se fixer au résidu Tyr 112 (Fruehling et al., 1998). L’association de LMP2A avec Syk
et Lyn conduit au blocage de la voie d’activation du BCR. LMP2A agit comme un dominant
négatif de ce dernier en recrutant les mémes molécules de signalisation (C. L. Miller et al.,
1995). Il permet aux cellules B de survire indépendamment de la signalisation de BCR dans la
mesure ou il active des voies de signalisation mimant 1’engagement de ce dernier. Dans les
cellules B transformées par ’EBV, LMP2A est constitutivement dans les rafts lipidiques
(Dykstra et al., 2001), y empéchant la relocalisation et la signalisation du BCR.

LMP2A possede aussi dans son domaine N-terminal cytoplasmique deux régions riches en
proline (domaines PY) qui interagissent avec Nedd4 et I’E3 ubiquitine ligase. Ceci conduit a

I’ubiquitination de la partie N-terminale de molécules impliquées dans sa signalisation (lkeda
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et al., 2003) et a leur dégradation via le protéasome. LMP2A assure ainsi un rétrocontrole
négatif de sa propre signalisation. (Lawrence S. Young and Rickinson 2004)

Par son domaine N-terminal, LMP2A active les MAP kinases ERK et JNK, par
I’intermédiaire d’une MAP kinase d’ordre 3 (MAPKKK) encore non identifiée (Chen et al.,
2002b). ERK et JNK sont impliquées dans les processus d’invasion cellulaire. LMP2A active
également de maniere constitutive les voies Pi3K/Akt et Pi3K/Ras associés a la survie
cellulaire. La voie de signalisation Pi3K/Akt contribue a inhiber 1’apoptose induite par TGF-3
(Fukuda and Longnecker, 2007) (Figure 14)

JNK

NEDD4 ) = Ubiquitylation of LMP2A and
LMP2A-associated proteins

Figure 14 : Principales voies de signalisation induite par la protéine de latence LMP2a.

Modifié d’apres (Young and Rickinson, 2004).

LMP2A conduit également a la surexpression de différentes molécules impliquées dans les
processus de cancérisation. Elle potentialise notamment les capacités métastasiques des
cellules NPC par la surexpression de I’intégrine alpha-6 (ITGalpha-6) (Pegtel et al., 2005)
Cette derniére augmente ’expression de la B-cathénine, principale composante de la voie
Whnt, qui est impliquée dans 90 % des cancers du colon (Morrison et al., 2003).

LMP2A interagit par ailleurs physiquement avec WOX1 par ses domaines riches en proline,
ce qui conduit a I’activation d’ERK1/2 et a la surexpression de MM9 (Matrix
Metalloprotease), favorisant les processus d’invasion cellulaire. L’activation de la voie Pi3K
conduit de plus a I’expression d’IL10, une cytokine favorisant la prolifération cellulaire
(Incrocci et al., 2013; Lan et al., 2013).

Les fonctions de LMP2B dans I’immortalisation par ’EBV ainsi que ses interactions avec la

signalisation de LMP2A ne sont pas bien définies. LMP2B semble toutefois inhiber la
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phosphorylation de LMP2A, et restaurer ainsi la signalisation du BCR (Rovedo and
Longnecker, 2007).

Malgreé les nombreuses voies de signalisation induite par LMP2A et LMP2B, ces deux
protéines ne sont pas essentielles dans les processus de transformation et d’immortalisation
des lymphocytes B (Longnecker, 2000). Par contre, LMP2A permet le maintien de I'épisome
viral et prévient la réactivation des cellules infectées par ’EBV par blocage de la réponse au
cross-link des immunoglobulines de surface, en agissant comme un dominant négatif des
tyrosine kinases Lyn et Syk (Cohen, 2000; Saha and Robertson, 2011)

1.8 Réponse immune anti-EBV

I.8.1 L’infection par PEBYV in vivo : infection primaire

et infection latente

La primo-infection par ’EBV survient généralement durant I’enfance, de maniére
asymptomatique. Le virus est transmis par la salive et il semble que les lymphocytes B soient
infectés indirectement par I’intermédiaire des cellules épithéliales oropharyngées qui sont la
premiére ligne de défense contre les infections microbiennes (Figure 15). Les lymphocytes B
infectés (cellule B naive ou cellule B mémoire selon les modeles) proliférent et produisent des
virions qui infectent d’autres cellules (Young and Rickinson, 2004). Certaines cellules
infectées entrent ensuite en latence Il1. Lorsque le virus est en phase de latence, les cellules
expriment les protéines EBNAs et LMPs, contre lesquelles une réponse immunitaire humorale
est dirigée. De plus, il se met en place une réponse primaire T anti-EBV vigoureuse, dirigée
vers les antigénes de latence. Elle contribue au contréle de la prolifération cellulaire par
élimination de la plupart des cellules en phase de latence 111 (Falk et al., 1992). Les cellules
ayant échappé a la réponse immunitaire peuvent survivre par induction des latences I/11 (avec
baisse de I’expression de certains antigénes viraux) puis vont se retrouver dans le réservoir
lymphocytaire B mémoire. Ces cellules en latence 0, n’expriment aucune protéine de latence,
ce qui leur permet de passer inapercu au systeme immunitaire. Elles vont donc persister tout
au long de la vie de I’individu, malgré les réponses immunitaires humorales et cellulaires

spécifiques des composants viraux et des cellules infectées.
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a Primary infection

Latency Il

Figure 15 : Les différentes étapes de I’infection primaire par ’EBV.
D’apres : (Young and Rickinson, 2004)

Les cellules B infectées peuvent répondrent au contrdle physiologique associé aux cellules B
mémoires assurant leur migration et leur différenciation. Cependant, occasionnellement,
certaines d’entre elles peuvent étre recrutées au niveau des centres germinatifs, ou les
programmes de latence I/l peuvent étre activés (Figure 16). Elles peuvent a nouveau entrer
dans le réservoir B mémoire, mais elles peuvent également aller au niveau de 1’oropharynx ou
peut avoir lieu la réactivation virale et entrée des cellules en latence 11l qui se trouvent alors

sous le contrle de la réponse immunitaire T mémoire.

b Persistent infection

Lytic
Latency 0 Latency 1111 Latency I replication

Epithelium

Nature Reviews | Cancer

Figure 16 : Réactivation et infection latente par ’EBV.
D’aprés : (Young and Rickinson, 2004)

Les protéines virales possédent des mécanismes transcriptionnels et transformants qui
rendent ce virus potentiellement oncogénique (Cohen et al., 1991; Bain et al., 1996). Chez les
sujets immunodéprimés, suite a un traitement médicamenteux ou a une infection par le HIV

(Human immunodeficiency virus), il existe une augmentation de 1’incidence des lymphomes
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B avec expression des antigenes de latence Ill, identiques aux cellules B infectées in vitro
(lignées lymphoblastoides ou LCLs) (Thomas et al., 1991). Ces observations indiquent qu’il
existe in vivo des mécanismes actifs qui empéchent I'expansion des cellules B infectées par
I’EBV.

1.8.2 Immunité a médiation cellulaire

Les cellules NK sont impliquées dans le contréle de I’infection et peuvent entrainer la
lyse des cellules infectées sans qu’il y ait besoin de reconnaissance spécifique d’antigénes.
Elles peuvent limiter 1’infection par ’EBV grace au relargage d’TFNy qui inhibe la réplication
virale (Strowig et al., 2008). Des souris transgéniques exprimant LMP1 ne développent pas de

tumeurs gréce a la surveillance des cellules NK (Zhang et al., 2012).

Chez les sujets immunocompétents, le contréle de la croissance des lymphocytes B infectés
par ’EBV est toutefois majoritairement médiée par le CMH de classe | (Figure 17). Les
lymphocytes T CD8+ cytotoxiques reconnaissent les épitopes des protéines de latence telles
qu’EBNA2, EBNA3A, EBNA3B, EBNA3C, LMP1 et LMP2 (Khanna et al., 1995; Rickinson
and Moss, 1997). Par contre, EBNA-1 est invisible aux lymphocytes TCD8+, grace a son
domaine de répétition Gly/Ala, qui empéche le processus de présentation aux molécules du
CMH de classe | (J Levitskaya et al., 1995). Les lymphopcytes T CD8+ reconnaissent

également les antigenes lytiques ainsi que les antigénes structuraux.

Phase aigué

Incubation Convalescence Porteurs sains Immunosuppression

Cellules EBV positives
dans le sang

Réponse des CD8+ contre les
antigénes lytiques

Réponse des CD8+ contre les
antigénes latents

Réponse des CD4+ contre les
antigénes lytiques et latents

|  Seesssseeeeseeeerereerene, |

Figure 17 : Réponse des cellules TCD8+ et TCD4+ au cours de I’infection par I’EBV.
Infection primaire et phase lytique (incubation, convalescence), infection latente (porteurs sains) et sujets
immunodéprimés. D’apreés : (Hislop et al., 2007).
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Les cellules CD4+ sont capables de reconnaitre certaines protéines de latence telles
qu’EBNA1, EBNA2 et ENBA3C. Cette reconnaissance existe mais est plus faible pour les
protéines EBNA3A et LMPs. Les CD4+ répondent egalement de maniére spécifique aux
antigenes lytiques tels que BZLF1 (Adhikary et al., 2006), a la protéine précoce BHRF1
(Landais et al., 2004) et a deux glycoproteines virales gp350 et 110 (Adhikary et al., 2006).

Les cellules T CD4+ sont plus actives lors de la phase lytique (Figure 17).

Les lymphocytes T CD8+ ou CD4+ peuvent également limiter la croissance des cellules en
latence III grace a I’interaction CD95 de la cellule B infectée par I’EBV/CD95 ligand des
cellules T (Le Clorennec et al., 2006). L’importance de I’interaction entre le CD95 et son
ligand (CD95L) dans I’homéostasie immunitaire a été soulignée par des études faites chez la
souris. Les souches de souris ayant des mutations au niveau du CD95 ou du CD95L
présentent une forte incidence des tumeurs lymphoides et des maladies lymphoprolifératives
auto-immunes (Nagata and Suda, 1995). Le CD95L est principalement associée aux cellules
de type Th1, qui sont les T auxiliaires activant et stimulant les lymphocytes T cytotoxiques et
les macrophages dans la réponse immununitaire cellulaire de défense contre les bactéries et
les virus (Ramsdell et al., 1994; Suda et al., 1995; Yagita et al., 1995). Une évolution vers un
phénotype Th2 est associée a une diminution de la mort médiée par CD95. Ces cellules ont en
effet un réle dans la réponse aux allergénes et aux parasites et la balance Th1/Th2 oriente la
réponse immunitaire. Dans le cas de I’EBV, ceci pourrait expliquer pourquoi les nourrissons,
chez qui le systéeme immunitaire est orienté Th2, développent rarement une mononucléose
infectieuse contrairement aux adultes lors de D’infection primaire. La mononucléose
infectieuse est caractérisée par un nombre élevé de cellules B infectées par ’'EBV dans la
circulation (Anagnostopoulos et al., 1995) qui a leur tour stimulent une expansion excessive
de des lymphocytes T CD8+, dont certaines sont spécifiques des protéines de latence de
I’EBV et des peptides antigeniques précoces (Callan et al., 1996; Steven et al., 1996) Les
cellules T CD4+ exprimant CD95L pourraient ainsi influencer ces événements en limitant la
croissance des cellules B infectées par ’EBV et en régulant négativement la réponse T
CD8+.

Les cellules T CD4+ contribuent également a I’immunosurveillance et au contrdle des
lymphoproliférations par la voie perforine/granzyme. Suite a la reconnaissance du CMH de
classe II des lymphocytes B, ce systéme permet la lyse des cellules infectées par ’EBV. La
cellule T CD4+ libére par exocytose des granules portant la perforine, qui va ensuite former
des pores au niveau de la membrane de la cellule cible. Ces pores permettent 1’entrée des
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granzymes (sérine protéases) libérées par les cellules T CD4+ dans les cellules B, ce qui va
induire 1’activation des caspases, la fragmentation de I’ADN et la mort des cellules B en
latence 111 de ’EBYV par apoptose.

Certaines cellules T CD4+ n’expriment pas la perforine, mais utilisent un autre moyen de
défense permettant de lyser les cellules B infectées par ’EBV. Ces cellules libérent par
exocytose des granules contenant la granulysine. Cette derniere est une molécule cytolytique
et pro inflammatoire, généralement coexprimée avec la perforine et possédant des effets
antimicrobiens, contre les cellules infectées par les virus et contre certaines tumeurs. La
granulysine agit au niveau de la cellule cible en endommageant les membranes cellulaires et
en perturbant le potentiel transmembranaire mitochondrial ce qui conduit & une apoptose de

type intrinseque.

1.9 EBV et lymphomes B associés

L’EBV a été défini par 'OMS (Organisation Mondiale de la Santé) comme «agent
cancérigene» en 1997. Son r6le primordial dans la lymphomagenése chez les patients
immunodéprimés (latence de type I11) est bien établi. Son rdle oncogénique chez les patients
immunocompétents est trés vraissemblable, au moins comme co-facteur.

L’EBV est associ¢ a différentes maladies auto-immunes (polyarthrite rhumatoide, sclérose en
plaque, syndrome de Sjorgen ou lupus érythémateux), ainsi qu’a de nombreux cancers de type
hématopoiétique (lymphomes B, T ou NK) ou non (cancer du rhinopharynx). Nous nous

intéresserons aux lymphomes hématopoiétipes de type B, associés a ’EBV.

1.9.1 EBV et lymphomes des immunodéprimés

Les individus atteints d’une déficience congenitale, acquise (individus HIV positifs en
particulier) ou suite a un traitement médicamenteux sont sujets aux lymphomes associes a
I’EBV (Tableau 2).
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Lymphoma EBV frequency Latency Program
Post-transplantation LPD, B-cell >00% Type 3
Post-transplantation LPD, NK/T-cell >70% Type 3

Burkitt's lymphoma (HIV) 25-35% Type 1
Hodgkin's lymphoma (HIV) >80% Type 2

Primary effusion lymphoma >80% Type 1
Plasmablastic lymphoma ~70% Type 1or Type 2
Plasmablastic lymphoma, oral type (HIV) 100% Type 1

Primary CNS lymphoma (HIV) 100% Type 3

NHLs with primary immune disorders  >90% Type 3
Iatrogenic immunodeficiency lymphoma 40-50% Type 3

Tableau 2 : Lymphomes associés a I’EB chez les sujets immuno-déprimés
D’aprés : (Roschewski and Wilson, 2012)

Les maladies lymphoprolifératives post-transplantations (PTLD, Post Transplantation
Lymphoproliferative Disorders), sont associées dans 60 a 70 % des cas a une réactivation de
I’EBV, et vont d’hyperplasiec bénigne a des lymphomes agressifs (Evens et al., 2010). Le
risque pour les individus séro-négatifs est la greffe d’un organe provenant d’un individu séro-
positif (Paya et al., 1999). Ces pathologies ont généralement pour origine les cellules B et
peuvent étre physiologiquement subdivisée en monomorphe, polymorphe, plasmocytaire ou
comme variant du lymphome de Hodgkin (Draoua et al., 2004). Elles résultent de la
transformation des cellules B par I’EBV associée a une détérioration de la réponse
immunitaire anti-EBV.

Les lymphomes primaires du systeme nerveux central (PCNSL, Primary Central Nervous
System Lymphoma) sont particuliérement agressifs, peuvent se développer chez les patients
HIV positifs ou suite a une transplantation et sont caractérisés par 1’expression de LMP1 et
d’EBNA2 (Camilleri-Broét et al., 1995). L’infection par ’EBV chez les patients atteints du
HIV est corrélée au risque de développer un PCNLS au cours du développement de la maladie

(Cingolani et al., 2000).

Les lymphomes primitifs des séreuses (PEL, Primary Effusion Lymphoma) sont des
lymphomes a grandes cellules B qui interviennent genéralement chez les patients HIV positifs
(Fassone et al., 2000). Le role oncogénique exact de ’EBV n’est cependant pas clair. Il s’agit
d’une latence de type I (expression ’EBNAL et absence d’expression de LMP1 et ’EBNA2)
(Fassone et al., 2000).
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Les lymphomes a plasmablastes (PBL, Plasmablastic Lymphoma) constituent un groupe
hétérogene de lymphomes B tres agressifs survenant le plus souvent chez les patients
immunodéprimés atteints du HIV et dont le nombre de CD4 est extrémement faible (Colomo
et al., 2004). LMP1 et EBNAZ2 sont rarement exprimés (latence de type ).

Les lymphomes de Hodgkin associés au HIV (HIV-HL, HIV-related Hodgkin’s lymphoma)
ne sont pas considérés comme une pathologie permettant de définir un syndrome
d’immunodéficience acquise, mais leur fréquence est plus élevée chez ces patients que pour
I’ensemble de la population (Mounier et al., 2010). Contrairement aux HL classiques, plus de
50% des idividus montrent une atteinte de la moelle osseuse et les cellules de Reed Stenberg
(caracteéristiques de HL) tendent a étre plus nombreuses (Dolcetti et al., 2001). L’oncogéne
LMP1 est normalement toujours exprimé, contrairement au CD40 ligand (Dolcetti et al.,
2001). Malgré la nature plus agressive des HIV-HL, la plupart des patients sont traités de la

méme maniere que pour les patients qui ne sont pas atteints d’immunodéficience.

Les patients atteints de maladies auto-immunes traités par des immunodépresseurs présentent

¢galement un risque élevé d’étre atteints de lymphomes associés a I’EBV (Baecklund et al.,
2003).

1.10.2 EBV et lymphomes de burkitt

Le Lymphome de Burkitt (BL) est un lymphome tres agressif associé a la
surexpression de I’oncogéne c-Myc. Cette surexpression est due a une translocation entre le
chromosome 8 et I'un des genes d'immunoglobulines situé sur les chromosomes 2 (chaine
légere kappa), 14 (chaine lourde), ou 22 (chaine légere lambda). Il s’agit en général d’une
translocation t (8 ;14). Le BL est subdivisé en trois variantes cliniques : BL endémique, BL
sporadique et BL associés aux immunodeficiences. Ces trois variants difféerent dans leur
épidemiologie, leur manifestation clinique et par leur biologie. Le BL endémique, est retrouve
dans les pays en développement comme I'Afrique équatoriale et la Nouvelle-Guinée et associé
dans 100 % des cas a ’EBV (Gulley et al., 1992). Par contre, I'EBV n'est retrouvé que dans
20 a 30 % des cas de BL sporadiques (Thorley-Lawson and Gross, 2004).

Dans les BL, L’EBV est en latence 1. EBNAL et les EBER seuls sont exprimes (Saha and
Robertson, 2011). Des études ont mis en évidence le role oncogénique joué par ’EBV, en
montrant que des lignées cellulaires BL dépourvues de ’EBV n’induisent pas de tumeurs
chez les souris, alors que leur infection par ’EBV y conduit (Shimizu et al., 1994). Dans les

BL endémiques, ’EBV protége de I’apoptose les cellules B surexprimant c-Myc. Il contribue
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également a un dysfonctionnement des télomeres et a une instabilité génomique (Kelly et al.,
2006; Kamranvar et al., 2007).

Le traitement des BL, associés ou non a ’EBV, est trés efficace et de courte durée. La
chimiothérapie peut étre associée ou non au rituximab (anticorps thérapeutique monoclonal
anti-CD20). Ce traitement aboutit & une rémission chez 85 % des patients, avec une toxicité
myélosuppressive significative (Magrath et al., 1996). La présence de ’EBV dans les BL n’a

pas d’influence sur le pronostic, ni sur le traitement.

1.10.3 EBV et lymphome de Hodgkin

Le lymphome de Hodgkin (HL) représente 30 % de I’ensemble des lymphomes, et les
2/3 sont associés a ’EBV. Ce type de lymphome est divisé en 2 grands groupes : le HL
classique et le HL nodulaire. L’EBYV est associé avec le type classique. Les patients ayant des
antécédents de mononucléose infectieuse ont un risque 4 fois plus élevé de développer un HL
et les patients présentant des taux seérologiques élevés d'EBV ont un risque accru de
développer un HL au cours de leur vie (Mufioz et al., 1978). La cellule maligne du HL, cellule
de Reed-Sternberg (RS), est une cellule EBV positive dans 40 % des cas (Weiss et al., 1989).
Il s’agit de cellules en latence II qui expriment les EBER, les BARTS, la protéine nucléaire
EBNAL et les protéines membranaires LMP1 et LMP2. Compte-tenu de 1’expression de
LMP1, les voies classique et alternative de NF-xB sont constitutivement activées chez ces
cellules (Weiss et al., 1989).
La thérapie pour les HL est actuellement identique, qu’il y ait infection ou non par ’EBV ;
elle se traduit par des rémissions a long terme. Cependant, chez la plupart des patients atteints
de HL/EBV+ il et observé des rechutes suite au traitement. Le pronostic est donc moins bon
et des thérapies ciblant les voies de signalisation NF-kB ou I’utilisation de cellules T

cytotoxiques spécifiques a I'EBV pourraient fournir de nouvelles pistes thérapeutiques.

1.10.4 EBV et DLBCL
Le lymphome B diffus a grandes cellules (DLBCL) est le lymphome le plus fréquent.

L’infection par ’EBV est associée aux DLBCL chez 10 % des patients immunocompétents.
Cependant, dans des situations cliniques spécifiques les DLBCL peuvent y étre beaucoup plus
fréquemment associées.

Les DLBCL/EBV+ des sujets agés constituent une pathologie trés agressive qui survient chez
des patients sans véritable immunodéficience (Thorley-Lawson and Gross, 2004). LMP-1
peut étre detectée dans la majorité des cas, alors qu’EBNA-2 n’est retrouvé que dans 25 a
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35% des cas (Oyama et al., 2003). Morphologiquement, le nombre de cellules géantes est
variable et elles ressemblent & des cellules RS (cellules de Reed-Sternberg de lymphomes de
Hodgkin ou HL), ce qui peut conduire a une erreur de diagnostic entre un DLBCL/EBV+ et
un HL/EBV+. Les DLBCL/EBV+ des sujets agés sont cependant en général caractérisées par
un plus grand nombre de cellules de grande taille, positives pour les marqueurs B de surface
CD20 et CD79a. Chez les personnes agées, le pronostic d’un DLBCL/EBV+ est moins bon
que celui d’un DLBCL/EBV-. Compte-tenu que la plupart des personnes qui en sont atteintes
sont des personnes ageées, souvent incapables de tolérer une chimiothérapie agressive, le
développement de nouvelles stratégies thérapeutiques, ainsi que d’une immunothérapie

adaptée dirigée contre les protéines de latence de ’EBV, est trés prometteur
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Il Molécule de la famille B7 associé aux cancers : B7-
Hil

Apreés avoir resitué le contexte immunologique, nous décrivons les molécules de la famille B7

et B7-H1 en particulier.

1.1 Immunité innée, immunité adaptative

L’immunité innée est la premiére barriere de défense contre les agents pathogeénes.
Elle assure également une surveillance vis-a-vis de I’apparition de tumeurs. Il s’agit d’une
réponse immunitaire immédiate assurée en grande partie par les cellules phagocytaires
(monocytes et macrophages) et les lymphocytes NK (Natural Killer).
Suite a la réponse innée, il y a activation de la réponse immunitaire adaptative, qui permet
d’amplifier la réponse immunitaire et met en place une réponse particuliérement adaptée,
spécifique d’un antigéne donné. Elle se met en place par I’intermédiaire de cellules
présentatrices de I’antigéne (CPA), en particulier les cellules dendritiques (DC), les

lymphocytes B ou les macrophages (Figure 18).
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Figure 18 . Acteurs de I’'immunité innée et adaptative

Modifié d’apres : http://acces.ens-lyon.fr/acces/ressources/immunite-et-vaccination/reponse-
immunitaire/comprendre/immuniteinnee/photos-immunite-inne/Connexioll_IA.jpg/image_view_fullscreen

On distingue I’immunité adaptative a médiation humorale, assurée par les lymphocytes B
(production d’anticorps), de celle a médiation cellulaire mettant en jeu les lymphocytes T, qui
est celle concernant B7-H1. Les lymphocytes T sont dits naifs s’ils n’ont pas encore rencontré

leur antigéne spécifique. Ils sont dits activés/effecteurs lorsqu’ils ont été activés par leur
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antigene spécifique presenté par les CPA et sont entrés dans le processus d’élimination des
cellules cibles, suite & leur multiplication clonale. Enfin, Une fois I’infection endiguée, les T
cytotoxiques effecteurs meurent généralement par apoptose, tandis qu’un petit nombre
deviennent des cellules mémoires. Lors d’une nouvelle infection ces dernicres proliféreront

plus rapidement, conduisant a une réponse immunitaire plus efficace (Figure 19).
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Figure 19 : Processus de transformation des cellules T naives en cellules T activées
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Les lymphocytes T cytotoxiques CD8+ sont un sous-groupe des lymphocytes T intervenant
lors de la réponse adaptative. Ils sont capables d’induire la mort par apoptose de cellules
infectées ou cancéreuses. Les T cytotoxiques CD8+ naifs sont ainsi tout d’abord activés suite
a la reconnaissance (grace a leur TCR), du complexe peptide/CMH de la CPA (Figure 20). Le
peptide provient d’un antigéne spécifique issu du trafic intracellulaire d’une protéine virale,
bactérienne ou spécifique de cellules cancéreuses. L’interaction est stabilisée grace au CDS.
Une fois activés, les T cytotoxiques proliferent, ce qui permet d’amplifier la réponse
immunitaire spécifique dirigée contre cet antigéne. Lors de la reconnaissance de la cellule
cible portant 1’antigéne (également présentée au niveau d’un complexe TCR/peptide-CMH)
les T cytotoxiques activés 1’éliminent, en provoquant sa mort par lyse ou par apoptose. Ce

processus peut €tre associé a 1’effet apoptotique de la voie de signalisation Fas/Fas ligand
(Figure 20)
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Figure 20 : Mécanismes d’interaction entre une cellule T CD8" cytotoxique et sa cellule cible.

D’aprés: http://users.ren.com/jkimball.ma.ultranet/BiologyPages/H/HL A html#class_II.

Dans le cas des lymphocytes B immortalisés par I’EBV, ces derniers jouent simultanément le
réle de CPA (fonction assurée par les lymphocytes B, les macrophages et les cellules
dendritiques) et de cellule cible (cellule cancéreuse).

Lors de D’infection primaire par I’EBV, une réponse immunitaire innée et adaptative
vigoureuse se met en place. Par la suite, le virus persiste de maniére latente tout au long de la
vie de I’individu au sein du compartiment B mémoire avec des phases de réactivation. Le
contrdle de 1I’émergence de cellules immortalisées en latence 11T de I’EBV est alors placé sous

le contrdle des lymphocytes T cytotoxiques anti-EBV, dans un équilibre hote/virus.

11.2 Synapse immunologique

Lors de la mise en place de la réponse immunitaire adaptative il existe des zones de
contact entre la cellule T cytotoxique CD8+ effectrice et la CPA ou la cellule cible
(lymphocytes B immortalisés en latence IIT de ’EBV en particulier). 1l s’agit d’une zone
d’interaction directe et de dialogue appelée synapse immunologique, faisant notamment
intervenir le complexe TCR/peptide-CMH (Dustin et al., 2010)

La synapse immunologique est une structure hautement organisée (Figure 21+Figure 22).
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Figure 21 : Structure de la synapse immunologique.
Modifié d’aprés (Angus and Griffiths, 2013)

Elle comporte au niveau central la zone c-SMAC (central supramolecular cluster) avec
comme acteur principal le TCR, portant la spécificité de reconnaissance de 1’antigéne présenté
par le CMH). Le complexe peptide-CMH/TCR constitue le « premier signal ».

Proche du complexe peptide-CMH/TCR, et toujours dans la zone c-SMAC, se trouvent les
molécules dites de co-stimulation qui jouent un réle majeur dans la modulation de la réponse
T. Il s’agit du «second signal ». Cette interaction transmet des signaux activateurs ou
inhibiteurs a la cellule T, en fonction du couple ligand (présent sur la CPA ou la cellule
cible)/récepteur (de la cellule T) formé. Par exemple, les ligands B7-1/CD80 ou B7-2/CD86
de la cellule cible conduisent a des effets co-activateurs par interaction avec le récepteur
CD28 et co-inhibiteurs avec le récepteur CTLA-4. Lors de I’interaction de la cellule T avec
une cellule cancéreuse cible, une prédominance de signaux positifs va activer dans la cellule T
des programmes de transcription induisant la sécrétion de cytokines et de granules
cytolytiques qui seront relarguées au niveau de la zone d’interaction, de maniere a tuer la
cellule cible sans endommager les cellules environnantes. A I’inverse, une prédominance de
signaux de type négatifs (comme en fin de réponse immunitaire) va conduire les cellules T a
I’apoptose. Les molécules de co-stimulation peuvent ainsi étre considérées comme les
régulateurs de la réponse T. Cette derniére peut étre modulée de maniere fine et dynamique en
réponse a des modifications physiologiques, voire pathologiques (Greenwald et al., 2005). Les

cellules cancéreuses ou infectées par des virus ou des bactéries peuvent présenter a leur
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surface une surexpression des molécules de co-stimulation intervenant dans 1’inhibition de la
réponse T, ce qui peut aboutir a leur échappement au systeme immunitaire.

De maniére plus périphérique & la synapse immunologique se trouve la zone p-SMAC
(peripheral-SMAC), avec les molécules d’adhésion, indispensables a la stabilisation de
I’interaction. Il s’agit pour la cellule T d’intégrines, tel que LFA-1 (Leucocyte Function-
associated Antigen-1) dont le partenaire sur la cellule cible est ICAM-1 (Intercellular
Adhesion Molecule-1, CD54).

Les molécules de grosse taille ou glycosylées (telle que CD43 ou CDA45) sont repoussées dans
la zone la plus externe appelée d-SMAC (distal SMAC) (Figure 22)
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Figure 22 : Synapse immunologique.
(A) La synapse immunologique et les molécules la composant, (ligands de la cellule présentatrice de I’antigéne
(APC) et récepteurs de la cellule T (vue de profil). (B) Vue de face. D’apres (Huppa and Davis, 2003)

11.3 Les membres de la famille B7

Les molécules de co-stimulation présentes au niveau des CPA et des cellules cibles
appartiennent a la famille B7. Elles sont considérées comme des ligands. Les récepteurs se
trouvent sur la cellule T et appartiennent a la famille CD28. Les molécules de type B7 ont des
effets immunologiques régulateurs de la réponse T en fournissant comme nous 1’avons vu des

signaux de co-stimulation de type co-activateur ou co-inhibiteur. Le méme ligand peut de plus
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avoir des effets co-activateurs ou co-inhibiteurs, selon le récepteur avec lequel il va interagir
sur la cellule T (Tableau 3).

Gronpe Molécules/ ou lisands de la famille BT Récepteur correspondant ou réceptenrde la famille CD28 Fonction
B7.1(CD80) CD-28 Stimmulat
CTLA-4 Inhibition
I
B7-2(CDB86) CD-18 Stimulation
CTLA-4 Inhibition
7_HI (CD275. L
B7-HI (CD173 LICOS) 1008 -
B7.HI (PDLLCDITY) ED-L Inhibition
I B7.1 Tolérznce callulsie
B7-DC [PD-L2/CD273) FD-1 Inhibition
B7-H3 (CO278) Non identifie Inhibition
I TLT2
B7-H4 [VTCN1) Non identifis Inhibition
B7-H7 [HHLAZ)
BT-HE Non idantifié Inhibition
Membrasnon classifies (DIsH Stimulstion
B7-HE NEp3d Stimulation

Tableau 3 : Les différents membres de la famille B7.
Classification, récepteurs correspondants sur la cellule T (famille CD28) et fonction dans réponse immunitaire

D’un point de vue structural, ces molécules sont des protéines transmembranaires. Elles
comportent un domaine extra membranaire, un domaine transmembranaire et un domaine
intracellulaire. La partie extracellulaire est constituée d’un domaine constant (IgC) et d’un

domaine variable (IgV) des immunoglobulines (Carreno et al., 2005) (Figure 23)
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Figure 23 : Structure de la famille de B7 et de leurs récepteurs d’interaction.

B7.1 (CD 80), B7-2 (CD 86), B7-H2 (CD275, L-ICOS), B7-H1 (PD-L1/CD274), B7-DC (PD-L2/CD273), B7-H3 (CD276),
B7-H4 (VTCN1), B7-H7 (HHLAZ).

La famille B7 est classiquement divisée en 3 groupes, qui sont fonction des molécules

réceptrices présentes sur le lymphocyte T.

phylogénétique (Flajnik et al.,

s’ajoutent a ces 3 groupes.

Ils sont identifiables par classification

2012; Hansen et al.

, 2009) (Figure 24). B7.H5 et B7

.H6
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Figure 24 : Arbre phylogénétique des molécules de la famille B7.
D’aprées (Flajnik et al., 2012)

11.3.1 Groupe | : B7-1/CD80, B7-2/CD86 et B7-H2/CD275

Les molécules B7-1 et B7-2 sont exprimées au niveau des CPA, tels que les
lymphocytes B, les macrophages ou les cellules dendritiques. Elles se lient a leurs récepteurs
co-activateurs, le CD28 ou co-inhibiteur, le CTLA4. La fixation de B7-1 ou de B7-2 sur le
CD28 des lymphocytes T fournit des signaux stimulateurs qui sont nécessaires a l'activation
des cellules T. Cela a pu étre montré lors d’études indiquant que la réponse des cellules T est
fortement inhibée chez des souris CD28 knock-out (KO) (Borriello et al., 1997; Schweitzer
and Sharpe, 1998). L'interaction de CTLA-4 avec ces mémes ligands agit comme un
régulateur négatif de I’activation des lymphocytes T dépendant de CD28 (Sharpe and
Freeman, 2002; Chen et al., 2004). La perte de CTLA-4 peut aboutir a une grave prolifération
des cellules cibles (apparition de lymphoproliférations en particulier) et a une destruction
multiviscérale mortelle suite une réponse auto-immune (Waterhouse et al., 1995). La voie B7-
1/B7-2-CD28/CTLA-4 représente un signal co-stimulateur ou co-inhibiteur dans la

modulation de la réponse des cellules T selon le récepteur impliqué
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B7-H2 (ou ICOSL, Inducible Costimulator Ligand) est quant a lui exprimé par les
lymphocytes B, les macrophages et par des cellules de type non lymphoides (cellules du
trophoblaste, cellules épithéliales,...). Il induit un signal de co-activation en se fixant sur un
autre membre de la famille CD28, ICOS (Hutloff et al., 1999; Mak et al., 2003). L’étude de
souris déficientes en B7-H2 ou en ICOS montre que cette voie est nécessaire a I’activation des
cellules T de type CD4 et la mise en place de leurs fonctions effectrices (Dong et al., 2001;
Nurieva et al., 2003).

11.3.2 Groupe Il : B7-H1 (PD-L1/CD274) et B7-DC
(PDL2/CD273)

Au niveau ARNm, B7-H1 est exprimée de maniére abondante et constitutive par de
nombreux types cellulaires (hématopoiétiques ou non), mais peu d’entre eux expriment cette
protéine immuno-inhibibitrice a leur surface. Sa sur-expession membranaire a par contre été
reportée dans de nombreux types de cancers. Les données concernant B7-H1 seront
développées ultérieurement.

B7-DC est structurellement similaire a B7-H1, mais contrairement & cette derniére, son
expression est plus restreinte. Elle est constitutivement trouvée au niveau cellules B
péritonéales quiescentes. Elle peut de plus étre induite a la surface des cellules dendritiques,
des macrophages et des mastocytes de la moelle osseuse.

B7-H1 et B7-DC ont un récepteur commun, PD-1 (Dong et al., 1999; Latchman et al., 2001),
qui est exprimé a la surface des lymphocytes T activés (Agata et al., 1996; Nishimura et al.,
2000), et leur confére un rdle co-inhibiteur. L'interaction de B7-H1 et B7-DC avec PD-1
contréle en particulier I'induction et la maintenance de la tolérance immunitaire périphérique
(Carter et al., 2002). 1l a également été démontré que ’interaction de B7-H1 avec B7-1/CD80
est nécessaire pour I’induction et le maintien des fonctions de tolérance des cellules T, au
niveau périphérique (Park et al., 2010). Le rdle clé de B7-H1 dans la médiation de la tolérance
immunitaire est souligné par le fait que les souris qui sont dépourvues de B7-H1 développent
lentement des maladies auto-immunes (Keir et al., 2006). Ce type d'interaction est également
responsable de la déficience fonctionnelle de la réponse T CD8+ spécifique, au cours des
infections virales chroniques et des transformations malignes (H. Dong et al., 1999 ;
Latchman et al., 2001 ; Keir et al., 2006). Les données concernant les interactions de B7-H1 et
de son recepteur PD-1 seront développées ultérieurement.

Bien que B7-H1 et B7-DC jouent un réle majeur dans I’inhibition de la réponse T par

interaction avec PD-1, il s'avere que d'autres récepteurs, encore non identifiés, jouent a
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I’inverse le réle de médiateurs dans une régulation positive de la réponse T (Butte et al.,
2008). Ceci est notamment le cas lors des processus d’activation des cellules T naives par les
CPA, que ce soit pour B7H1 (Tamura et al., 2003) ou B7-DC (Tseng et al., 2001). En absence
de I’expression du récepteur PD-1, B7-H1 peut également augmenter la réponse cytotoxique
des lymphocytes T (Saudemont et al., 2005), ce qui peut étre inhibée a 1’aide d’anticorps
bloquant B7-H1. Ceci a été montré dans un modéle murin d’inflammation intestinal chronique
(Kanai et al., 2003) et indique des interactions possibles avec un récepteur de type activateur.
La fonction activatrice de B7-DC dans la réponse T cytotoxique a également été montrée in
vivo (Shin et al., 2005).

En condition physiologique, on peut dire que ces récepteurs ont un rdle de co-stimulation
positive en présence des CPA (récepteur inconnu), et négative en présence des cellules cibles
infectées ou cancéreuses (avec comme récepteur PD-1, en conduisant les cellules T a
I’anergie ou a I’apoptose).

La voie (B7-H1/B7-DC)-(PD-1/récepteur X), pourrait fonctionner sur un modele similaire a la
voie (B7-1/B7-2)-(CD28/CTLA-4), qui induit un signal co-stimulateur ou co-inhibiteur dans

la modulation de la réponse des cellules T, selon le récepteur mis en jeu.

11.3.3 Groupe IIl: B7-H3/CD276, B7-H4/VTCN1 et B7-
H7/HHLA2

L'expression des ARNm et des protéines de B7-H3 et B7-H4 a été identifiée dans des
cellules de type lymphoide ou non, ainsi que dans différents organes périphériques (Chapoval
et al., 2001). Ces molécules sont fortement exprimees lors de I’activation des cellules
dendritiques par les lipopolysaccharides LPS (Sun et al., 2002). Bien que la transcription de
B7-H4 soit tres active dans les tissus periphériques et dans les cellules stromales ou
hématopoiétique, la protéine est absente dans la plupart des tissus somatiques et seulement
détectée au niveau des cellules épithéliales du rein, du poumon et du pancréas. B7-H3 et B7-
H4 sont classiqguement associés a des fonctions co-inhibitrices, mais les récepteurs
correspondants n'ont pas encore été identifies, ce qui rend difficile les analyses fonctionnelles
et I’é¢tude de leur role dans la régulation des cellules T. B7-H3 permet I’inhibition des
réponses induites par les CD4" et la lyse médiée par les NK. B7-H4 conduit au blocage de la
prolifération des lymphocytes T CD4" et de la production de cytokines (Prasad et al., 2003).
Un récepteur a activité co-activatrice, le TREM-like transcript 2 (Triggering receptor
expressed on myeloid cells) a également été décrit pour B7-H3 (Hashiguchi et al., 2008) B7-
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H3 peut permettre de stimuler la prolifération des cellules T, la sécrétion de cytokines et
I'activité cytolytique (Suh et al., 2003).

Deux autres membres de la famille B7 ont été décrits récemment : B7-H5 et B7-H6. B7-H5
(PD-L3/VISTA) est phylogénétiqguement dérivé d’un précurseur différent de 1’ensemble des
autres membres de la famillle B7 (Flajnik et al., 2012). Cette molécule, constitutivement
exprimée chez les macrophages et inductible chez les cellules dendritiques, a initialement été
décrite comme possédant des fonctions co-inhibitrices (Wang et al., 2011). Cependant, un
récepteur de co-activation vient trés récemment d’étre découvert (CD28H, CD28 homologue)
(Zhu et al., 2013). Il permet I’activation des cellules T et la production de cytokines par
I’intermédiaire d’une cascade Akt dépendante.

B7-H6 est 1’'un des premiers précurseurs de la famille B7 (Flajnik et al., 2012). Cette
molécule, indétectable dans les tissus normaux est exprimée par les cellules cancéreuses
(Brandt et al., 2009). Elle se lie a NKp30, un récepteur d’activation des cellules NK, ce qui
permet leur élimination (Baratin and Vivier, 2010).

B7-H7 a été decouverte réecemment. Sa séquence est tres proche de B7-H4. Il a été identifié
chez ’homme dans différentes tissus (colon, rein, poumon) ainsi que chez les lymphocytes.
Sa fonction reste a définir (Flajnik et al., 2012).

De part leur réle co-activateur ou co-inhibiteur au niveau des synapses immunologiques, les
molécules de la famille B7 sont des acteurs clés de la régulation de la réponse immunitaire.
B7-H1 est particulierement étudiée car elle a frequemment été montrée comme jouant un réle
inhibiteur de la réponse T cytotoxique, suite a sa surexpression a la surface de cellules cibles

infectées par des virus, des bactéries ou de cellules cancéreuses.

11.4 La molécule B7-H1
11.4.1 B7-H1

Comme indiqué précédement, la protéine B7-H1 appartient au groupe 1l de la famille
B7. Elle est codée chez I’homme par le géne CD274 situé sur le bras court du chromosome 9
(9p24.1). Le géne comprend 7 exons dont le premier est non codant et comprend la partie
5’UTR. Les trois exons suivants codent pour la séquence signal, le domaine extracellulaire
IgV et IgC-like. Les exons 5 et 6 codent pour les domaines transmembranaire et
intracellulaire. Le dernier exon comprend la séquence 3’UTR et la partie terminale du

domaine intracellulaire (Keir et al., 2008).
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Au niveau transcriptomique, B7-H1 est exprimé par une large gamme de cellules de type
hématopoiétique dont les APC (lymphocytes B, macrophages, DC), les lymphocytes T, les
monocytes, les NK, ainsi que par de nombreux types de cellules non-hématopoiétiques
(cellules épithéliales, endothéliales, cardiaques, pulmonaires,...). Cinq variants d’épissage ont
été recensés, mais pour trois d’entre eux, aucun produit protéique n’a été identifié
(http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000120217;r=9:5450503-

5470566). La protéine B7-H1 (PD-L1, Programmed Death 1 Ligand ou CD274) est une

protéine transmembranaire de type | de 290 acides aminés (40kDa). Elle comporte une

séquence signal de 18 aa, un domaine extracellulaire comprenant les séquences Ig-V like et
Ig-C like de 221 aa, un domaine transmambranaire de 21 aa et un domaine intracellulaire de
30 aa (Figure 25).
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Figure 25 : Représentation schématique de la structure du géne codant B7-H1 et de la protéine B7-H1.

Cyt: domaine cytosolique. TM: domaine transmembranaire.

B7-H1 est un ligand d’immunosuppression majeur de PD-1, important pour la modulation de
la réponse T (Bour-Jordan et al., 2011). Bien qu’étant retrouvé au niveau transcriptionnel dans
de nombreux types cellulaires, peu d’entre eux I’expriment au niveau protéique en conditions
physiologiques normales. B7-H1 est exprimée de maniére constitutive a la surface des
macrophages (Dong and Chen, 2006). Elle peut également étre exprimée a la membrane des
cellules de tissus lymphoides ou non lymphoides de type périphérique, apres activation
(notamment pour contribuer a D’arrét de la réponse immunitaire). Une surexpression
membranaire aberrante a par contre été fréqguemment rapportée lors de situations
pathologiques. Ceci est le cas de nombreux cancers (mélanomes, myélomes,
lymphoproliférations, cancers du sein, du poumon, des ovaires, du colon,...) ( Dong et al.,
2002; Wang and Chen, 2011; ) ou lors d’infections virales chroniques, comme pour le HIV,
de I’hépatite C ou d’une infection par le rhinovirus (Dong et al., 2002; Wang and Chen,

2011). De méme, I’expression de B7-H1 est fortement augmentée a la surface des cellules B
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infectées par ’EBV et en programme de prolifération (latence 111) (Y. S. Kim et al., 2008). La
signalisation PD-1/B7-H1 est considérée comme contribuant a 1’échappement au systéme
immunitaire des cellules tumorales ou lors d’infections chroniques.

Chez I’homme, il existe un seul variant, qui ne comprend pas le domaine IgV like codé par
I’exon 3 (délétion des acides aminés 17 a 130). Il est décrit comme étant localisé au niveau
des membranes intracellulaire et incapable de se lier au récepteur PD-1 (X. He et al., 2005). Il
a par contre été décrit récemment une forme soluble de B7-H1 (sB7-H1), produite par des
cellules cancéreuses et pour laquelle le domaine de fixation au récepteur est maintenu. Elle est
capable de jouer un role dans I’inhibition de la réponse T in vivo (par induction de signaux
pro-apoptotiques), avec une valeur pronostic défavorable (Frigola et al., 2011). Cette forme
soluble est également produite par les DC matures actives suite a la réponse immunitaire
innée (et non par les DC immatures, les macrophages, les monocytes ou les cellules T). Elle a
un effet pro-apoptotique sur les cellules CD8+ (Frigola et al., 2012)

Par ailleurs, la protéine B7-H1 ne semble pas activer de voie de signalisation que ce soit in
vitro ou in vivo. Cependant, il a été suggéré que dans des conditions particulieres, elle puisse
le faire en induisant des processus pro-apoptotiques chez les cellules cibles lors de sa fixation
sur PD-1. En effet, il a été montré que des cellules infectées par I’EBV et surexprimant B7-H1
peuvent entrer en apoptose, avec perte de leur potentiel transmembranaire mitochondrial, suite
a leur incubation avec un anticorps anti-B7-H1 spécifique. Ces cellules surexpriment de plus
le Fas-ligand, ce qui les sensibilise a ’apoptose via la voie Fas/Fas ligand (Y. S. Kim et al.,
2008). L’ensemble de ces données suggerent que 1’immunobiologie de B7-H1 est sans doute
tres complexe, avec des effets activateurs ou inhibiteurs selon le(s) récepteur(s) mis en jeu, en
fonction des situations physiologiques ou pathologiques. Il est probable que cette protéine
joue un réle majeur encore non pris en compte lors des traitements anti-cancéreux. Il est donc
important d’étudier son mode de régulation notament dans le cas de cellules B en latence 111
de ’EBV.

11.4.2 PD-1/CD279, récepteur de B7-H1

Il est important de tenir compte des interactions B7-H1/PD-1 et de leur consequence
sur la réponse T dans la mesure ou ce sont-elles qui vont définir le rdle de B7-H1 dans le
processus de tumorigenése et d’échappement des cellules tumorales au systéme immunitaire.
PD-1 est exprimé par les lymphocytes T cytotoxiques. Il est le récepteur des ligands du
groupe Il de la famille B7 comprenant B7-H1 et B7-DC, présents sur les CPA d’une part et

sur les cellules cibles d’autre part. 11 s’agit d’un régulateur négatif majeur de la réponse T.
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PD-1 est une protéine de 55 kDa appartenant a la superfamille des immunoglobulines. Cette
protéine est composee d'un domaine extracellulaire 1gV, d’un domaine transmembranaire et
d’un domaine intracellulaire avec des motifs a tyrosine impliqués dans sa signalisation
(Figure 26)

CPA Cellule T

PD-L1 PD1

ITIM
ITSM

Figure 26 : Structure du récepteur PD-1 avec les motifs ITIM et ITSM.
ITIM: Immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif. ITSM: Immunoreceptor tyrosine-based switch motif.

PD-1 est exprimé de maniere constitutive et a un faible niveau sur les lymphocytes T naifs,
afin de moduler les signaux d'activation qui pourraient étre a 1’origine de phénomeénes d’auto-
réactivité (Fife and Bluestone, 2008). Lors de I’interaction CPA/T naifs, PD-1 interagit
préférentiellement avec B7-DC, mais si les CPA sont peu actives et peu nombreuses, comme
dans le cas d’une infection chronique, PD-1 interagit également avec B7-H1, ce qui va induire
une augmentation de I’expression de PD-1. Cette surexpression va conduire a une
signalisation inhibitrice au niveau des lymphocytes T, contribuant au maintien de 1’infection
chronique (Pentcheva-Hoang et al., 2007). Toutefois, comme déja indiqué, durant
I’interaction CPA/T naif, les ligands B7-H1 et B7-DC des CPA interagissent plus
particulierement avec un récepteur autre que PD-1, encore non identifié, impliqué dans un

signal co-activateur.

L’activation des cellules T naives conduit & une expression plus importante de PD-1 & leur
surface. Par ailleurs, PD-1 est retrouvé en particulier a proximité de la membrane plasmique,
de I'appareil de Golgi et du trans-Golgi, impliqués dans les processus de sécrétion (Pentcheva-
Hoang et al., 2007).
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Lorsque des cellules cibles exprimant a leur surface les ligands inhibiteurs B7-H1 et/ou B7-
DC (cellules infectées ou cancéreuses) interagissent avec les T cytotoxiques activés il s’en
suit une réponse inhibitrice, conduisant les cellules T a I’anergie ou a 1’apoptose. D’un point
de vue moléculaire (Figure 27), I’interaction PD-1/B7-H1 (ou PD-1/B7-DC) conduit a la
phosphorylation des motifs a tyrosine ITIM « Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibitory
Motifs » et ITSM « Immunoreceptor Tyrosine-based Switch Motifs » situés au niveau de la
queue cytoplasmique. Ceci conduit au recrutement de la phosphatase Shp2 (Src homology 2-
containing tyrosine phosphatase) qui va déphosphoryler la phosphatidylinositol 3-kinase
(PI3K). Cette derniere devient alors incapable d'activer Akt, (protéine Kkinase a
sérine/thréonine) responsable de [l'activation, de la prolifération et de la survie des
lymphocytes T (New et al., 2007). Akt sous sa forme phosphorylée est en effet responsable de
I’activation de NF-kB et de C-myc, qui sont des facteurs promoteurs de la prolifération et de
la survie cellulaire et répresseurs de 1’apoptose (Jones et al., 2005). L’activation d’Akt
favorise également la production d’IL-2 (molécule stimulant la prolifération cellulaire). La
signalisation de PD-1 conduit de plus a I’abolition de la signalisation du TCR en bloquant la
phosphorylation de CD3, de ZAP70 et de PKC6 (Sheppard et al., 2004).
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Figure 27 : Voie de signalisation du récepteur PD-1 activé par B7-H1 (PD-L1) ou B7-DC (PD-L2).

PDL1/2: Programmed cell death 1 ligand %. PD-1: Programmed cell death 1 . PIP3: Phosphatidylinositol (3,4,5)-
triphosphate. PI3K: Phosphoinositide 3-Kinase. ZAP70: Zeta-chain-associated protein kinase 70. LCK:
lymphocyte-specific protein tyrosine kinase. MHC: major histocompatibility complex. TCR: T cell receptor.
CD3: cluster of differentiation 3. IL-2: Interleukine 2. Modifié d’aprés (Li et al., 2013)

L’expression de PD-1 a la surface des T activés est également impliquée dans la limitation de
la durée et de I’ampleur de la réponse immunitaire adaptative. Elle permet, grace a sa fonction
inhibitrice d’éteindre la réponse immunitaire lorsque 1’infection est endiguée ou les cellules
tumorales éliminées.

Lorsque I’expression de PD-1 est importante a la surface des lymphocytes T CD8+, de méme

que celle de B7-H1 sur les cellules cibles, et que les interactions sont prolongées il se met en
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place ce que I’on appelle un épuisement lymphocytaire T. Ce phénotype est défini par une
perte des fonctions effectrices et une persistance d’expression des récepteurs inhibiteurs
(Wherry, 2011). Les lymphocytes T épuisés perdent peu a peu leurs fonctions effectrices, y
compris leur capacité a proliférer et a exprimer certaines cytokines. Elles perdent également
I'expression de molécules cytotoxiques effectrices telles que la perforine, pour finalement
entrer en apoptose (Wherry, 2011). Les mécanismes moléculaires impliqués ne sont pas
totalement élucidés. Dans certaines situations pathologiques, la surexpression de PD-1 peut
conduire a I’anergie ou a la mort par apoptose des cellules T cytotoxiques, et perturber la
réponse immunitaire adaptative. Des lymphocytes T CD8 + sur-exprimant a leur surface PD-1
ont été identifiés parmi les lymphocytes infiltrant les tumeurs (TIL) dans le cas de cancers ou
d’infections virales chroniques (Wherry, 2011).

11.4.3 Fonctions physiologiques et pathologiques des
interactions PD-1/B7-H1

Un intérét particulier a été porté récemment aux interactions entre B7-H1 et PD-1,
compte-tenu de leur role dans de nombreux processus pathologiques, tels que les maladies
auto-immunes, les néoplasies, ou les infections virales chroniques HIV ou HCV (hepatitis C
virus).

11.4.3.1 Fonction physiologique

D’un point de vue physiologique, la voie PD-1/B7-H1 est importante dans différents
processus, en particulier dans le développement de la tolérance centrale (sélection des cellules
T non auto-réactives) et périphérique (intervenant dans la finalisation des réponses non
autoréactives ou la tolérance de certains antigenes exogénes). Elle intervient également pour
limiter durée et I’ampleur de la réponse immunitaire adaptative.

Le développement de la tolérance centrale des cellules T a lieu dans le thymus. Au cours de la
différenciation thymique, les cellules se différencient tout d’abord en lymphocytes T
exprimant CD4, CD8 et le récepteur T a I’antigéne mature (TCR). Il y a ensuite une selection
positive au niveau du cortex thymique ou ils entrent en contact avec les antigénes peptidiques
présentés par les molécules du CMH des cellules épithéliales. Ceux se liant avec forte affinité
vont survivre et perdre le marqueur CD4 s’il s’agit du CMH de classe I (T CD8+) ou le
marqueur CD8 s’il s’agit du CMH de classe Il (T CD4+) (Figure 8). En résumé, les
lymphocytes T qui reconnaissent le CMH du soi présentant un peptide sont gardés, les autres

meurent par apoptose. Ces cellules CD4+ ou CD8+ migrent ensuite au niveau de la médulla
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thymique ou elles sont a nouveau mises en contact avec des peptides du soi (auto-antigenes)
présentés par les cellules dendritiques ou épithéliales médullaire, complexés avec les
molécules du CMH. Celles formant une interaction vont alors étre activees et mourir par
apoptose (sélection dite négative). On élimine ainsi les lymphocytes auto-réactifs

reconnaissant les peptides du soi.
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Figure 28 : Différenciation de lymphocytes T lors du développement de la tolérance centrale.
DN: double négatif, DP: double positif, SP: simple positif. CMH: major d’histocompatibility complex. TCR: T
cell receptor. D’aprés (Bosselut, 2004)

Méme si de nombreux points restent a élucider, différents éléments suggerent que les
interactions PD-1/B7-H1 sont importantes pour le développement des cellules T. PD-1 et B7-
H1 sont exprimés par les cellules T (Nishimura et al., 1996; Keir et al., 2005). PD-1 est
également surexprimé sur les cellules du thymus impliquées dans la sélection des
lymphocytes T (Keir et al. 2005). De plus, L’absence de PD-1 au niveau des cellules du
thymus conduit a I'émergence accrue de cellules T double négatifs pour CD4 et CD8 (Blank
et al., 2003). Il semble donc que les interactions PD1/B7-contribuent a sélectionner les
cellules se liant avec le plus d’affinité lors de la sélection positive.

Le réle crucial des interactions PD-1/B7-H1 a été clairement établi dans le developpement de
la tolérance periphérique (contrle des réactions auto-immunes résiduelles et tolérance
d’antigénes exogénes). La qualité des interactions PD-1/B7-H1 contribue a éviter les réactions
auto-réactives des T péripheriques. Chez I'hnomme, les polymorphismes de PD-1 ont été

épidémiologiquement liés a des maladies auto-immunes comme le lupus érythémateux
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systémique (Nielsen et al., 2004), la polyarthrite rhumatoide (Prokunina et al., 2004), la
sclérose en plaques (Kroner et al., 2005) ou le diabete de type | (Nielsen et al., 2003). Par
ailleurs, une carence génétique de PD-1 peut entrainer des maladies auto-immunes spontanées
comme la cardiomyopathie (Nishimura et al., 2001) De plus, I’administration d’anticorps
bloquant PD-1 ou B7-H1 conduisent a 1’aggravation de différentes maladies auto-immunes
chez des modeles murins, tels que le diabéte de type I, les encéphalomyélites allergiques ou
les entérites auto-immunes (Ansari et al., 2003; Salama et al., 2003; Reynoso et al., 2009).
Les interactions PD-1/B7-H1 contribuent également a la suppression des réponses
inflammatoires aux antigenes exogénes (Usui et al., 2008), en particulier au niveau du
systeme nerveux central (ce compartiment est isolé du systéme hématopoiétique ce qui rend
difficile la mise en place d’une tolérance centrale suffisante) ou du placenta (tolérance du
feetus).
De plus, afin de limiter la réponse immunitaire adaptative, I'activation des cellules T, des
cellules B, des monocytes et des DC induit I'expression de PD-1 a leur surface, tandis que B7-
H1 devient positivement régulé a la surface des T activés. Ceci conduit a I’inhibition de la
réponse T et permet de limiter ’ampleur et la durée de la réponse immunitaire adaptative
(Keir et al., 2008).

11.4.3.2 Fonctions pathologiques

D’un point de vue pathologique, les fonctions de la voie PD-1/B7-H1 sont
fréguemment altérées, comme il est souvent observé dans les cancers, les infections
chroniques ou les maladies auto-immunes (Keir et al., 2008).
La sur-expression de B7-H1 est reconnue comme un des mécanismes interférant avec
I’'immunité anti-tumorale dans un nombre croissant de tumeurs solides et hématopoiétique
(Zhang and Strome, 2004; Thompson et al., 2007). Les cellules cancéreuses sur-expriment
B7-H1 a leur surface, ce qui provoque I’anergie des cellules T effectrices par liaison a leur
récepteur PD-1 et empéche leur élimination. Dans le cas de nombreuses tumeurs, 1’expression
de B7-H1 est corrélé avec un mauvais pronostic ( Thompson et al., 2007; Keir et al., 2008).
Une dérégulation de la voie PD-1/B7-H1 est également fréguemment retrouvée lors
d’infections bactériennes ou virales chroniques. Le fait d’interférer avec cette voie inhibitrice
permet alors d’améliorer le contrdle de I'agent infectieux par les lymphocytes T. PD-1 est par
exemple fortement exprimé sur les lymphocytes T de patients atteints de tuberculose
mycobactérienne (infection chronique par Mycobacterium tuberculosis) et [’utilisation

d’anticorps bloquants dirigés contre PD-1, B7-H1, ou ces deux molécules, permet de restaurer
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I’activité antibactérienne des lymphocytes T cytotoxiques CD8 + (Jurado et al., 2008). La
surexpression de PD-1 est également observée dans différentes infections chroniques
associées a des virus comme le HTLV (Human T-cell Lymphotrophic Virus), le LCMV
(Lymphocytic Choriomeningitis Virus), ’'HCV (Hépatite C Virus), ou le HIV (Barber et al.,
2006 ; Day et al., 2006; Golden-Mason et al., 2007).

Des défauts de la voie PD-1/B7-H1 ont été observés dans de nombreuses pathologies auto-
immunes. Des souris déficientes dans cette voie présentent un phénotype auto réactif au
niveau des tissus périphériques. Par ailleurs, des souris knock out (KO) pour PD-1,
développent des pathologies auto-immunes (arthrite du lupus, glomérulonéphrite,
cardiomyopathie,...). Par contre, une absence de B7-H1 conduit seulement a une
accumulation de lymphocytes T CD8+ non fonctionnels dans les organes périphériques sans
manifestation auto-immune (Greenwald et al., 2005; Keir et al., 2008). Cela est possiblement
dd au fait que PD-1 possede un second ligand inhibiteur, B7-DC, qui peut se substituer a B7-
H1.

Les fonctions de la voie PD/B7-H1 sont perturbées dans de nombreuses affections
néoplasiques, infectieuses ou auto-immunes. Les études relatives a cette voie et la
comprehension de son fonctionnement ont déja permis d’en tenir compte dans de nombreuses

applications cliniques.

11.4.4 B7-H1 et cancer

11.4.4.1 Expression de B7-H1 par les cellules tumorales

L’expression des membres de la famille B7 tels que B7-H1, B7-H3 ou B7H4 est
retrouvée chez un grand nombre de tumeurs malignes de type hématopoiétique ou solide
(Tableau 4). La sur-expression de I’immuno-inhibiteur B7-H1 a en particulier été identifiée
pour de nombreuses hémopathies malignes (leucémies, tumeurs thymiques, myélomes
multiples,...) ou pour différents cancers solides (sein, célon, cesophage, estomac, rein, foie,
poumon, ovaire, pancréas, cancer urothélial, glioblastome, melanome,...) (Tamura et al.,
2005; Boorjian et al., 2008). Une expression aberrante de B7-H1 a également été observée
lors de différentes infections virales chroniques (HIV, hépatite C, rhinovirus, EBV) (Dong et
al., 2002 ; Kim et al.,2008 ; Wang and Chen, 2011). Il est a noter que B7-H1 peut ne pas étre
exprimé ou I’étre a de faibles niveaux chez certaines lignées tumorales murines ou humaines
correspondant a ces différents types cellulaires, probablement compte-tenu de la modification

du microenvironnement cellulaire.
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Molecule Cancer type Specimen Samples Frequency Clinical association Refs
analyzed analyzed (n) (%)
B7-H1 Acute myeloid Blood 58 2.8 Poor survival [34]
leukemia (AML)
Bladder urothelial Lesions 65 100 High frequency of relapse and poor survival [61]
carcinoma Lesions 280 36.1 Grading and infiltration with mononuclear cells [38]
Breast cancer Lesions 69 60 High risk grading, K;-67 expression [371
Lesions 44 50 Grading and hormone receptors [99]
TIL 44 34 Tumor size, grading, HER-2/neu (ERBB2) status
NSCLC Lesions 52 100 Not associated with metastasis, focal expression, reciprocal [48]
correlation with TIL
Pancreatic cancer Lesions 40 38.2 Associated with poor tumor differentiation, advanced tumor [41]
stage
RCC Lesions 306 239 Disease progression, increased overall mortality [100,101]
Lesions 298 235 Increased risk of death [102]
Lesions 196 37.2 Threefold increased risk of death [103]
TIL 267 56.6 Advanced disease, increased risk of death [58]
Vasculature 259 18.2 Threefold increased risk of death [62]
B7-H3 Gastric carcinoma Lesions 102 85.8 Tissue infiltration depth and survival time [60]
NSCLC Lesions 70 37 High levels of expression associated with metastasis, reduced [51]
numbers of TlLs associated with lymph node metastasis
Prostate cancer Lesions 823 a3 Metastatic spread, increased risk of recurrence and death, poor [52]
outcome
Lesions 338 100 Disease progression and clinical outcome, variable staining [50]
pattern associated with Gleason score
B7-H4 Breast Primary 173 95.4 Increased staining intensity in invasive carcinomas associated [104]
Metastases 246 97.6 with negative hormone receptor status, independent of tumor
grade and stage
NSCLC Lesions 70 43 Reduced number of TlLs associated with lymph node [51]
metastasis
Endometrioid Lesions =10} 100 Inverse correlation with the number of tumor-associated [108]
adenocarcinomas lymphocytes
Ovwarian cancer Cells 12 ] - [771
Macrophages 12 70
Primary Serous 32 100 Poor pregnostic factor for survival, potential diagnostic marker [106]
endometrioid Endometrioid 12 100
Metastases 30 100
Pancreatic cancer Lesions 51 275 Poor survival, inversely associated with TILs [107]
Lesions 36 92 None
Prostate cancer Lesions 823 99 Metastatic spread, increased risk of recurrence and death, poor [52]
outcome
RCC Vasculature 259 59.1° Threefold increase in risk of death [62]
81.5°
6.5°
Serum 101 53 Correlation with advanced tumor stage [108]

Tableau 4 : Expression de B7-H1, B7-H3 et B7-H4 dans différents types de cancer et conséquences cliniques.
D’aprés (Seliger et al., 2008).

L’expression de B7-H1 peut étre augmentée a la surface de nombreux types cellulaires suite a
un traitement par 1’interféron gamma (IFNy), comme c’est le cas pour les lymphocytes T, les
cellules NK, les macrophages, les cellules dendritiques myéloides, les lymphocytes B, les
cellules épithéliales ou les cellules endothéliales vasculaires (Flies and Chen, 2007). Cette
cytokine est un puissant régulateur positif de I’expression de B7-H1 pathologique (Greenwald
et al., 2005; Keir et al., 2008) .D’une maniére générale, I’expression de B7-H1 est inductible
par les interférons de type 1 (IFN-a et IFN-B) ou 2 (IFN-y) (Schreiner et al., 2004; Muhlbauer
et al., 2006). L’étude du promoteur de B7-H1 a montré qu’il existe deux sites de fixation pour
IRF-1 (Interferon Response Factor 1) et qu’ils sont responsables de 1’expression constitutive
et inductible de cette molécule par les interférons, en particulier I’'IFN-y (Freeman et al.,
2000)

Lors de la réponse immunitaire, les lymphoytes T auxiliaires CD4+ sont actives, et participent
indirectement a la réponse immune cellulaire (Figure 29) ; ils se différencient en cellules de
type Thl ou Th2 qui sont caractérisées par les cytokines qu’elles produisent. Les Thl

sécretent des cytokines pro-inflammatoires, dont 1I’IFN-y. Ajouté a celui produit par les
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cellules NK lors de la réponse immunitaire innée et par les lymphocytes CD8+ activés, il

contribue a I’activation et a I’expansion des T cytotoxiques.

IL-12
IFN

a2 BE Immunité

Th1
_’ Th o e — cellulaire

-4
"""’l T IL-10
Cellule IL-4 ”
Immunité
précurseur CD4 — B —5—

IL-13 humorale
IL-4
m Th2

IL-6

Figure 29 : Différenciation des lymphocytes en type Thl ou Th2.

Implication dans la sécrétion de I’IFNy au cours de la réponse immunitaire

Modifié d’apres :
http://www.google.fr/imgres?start=131&biw=1366&bih=628&tbm=isch&tbnid=qxkHvZOW7ZHfYM:&imgrefurl=http://www.longecity.org/f
orum/topic/23454-missminnis-regimen-for-curing-eczema/page__st_ 30&docid=V1

En condition physiologique, L’IFN-y produit permet de plus I’expression d’acteurs co-
inhibiteurs, tel que B7-H1, ce qui permet entre autre de contenir la réponse immunitaire. En
conditions pathologiques, la surexpression de B7-H1, suite a la production d’IFN-y dans le
microenvironnement tumoral, peut contribuer a réprimer la réponse immunitaire anti-
tumorale. La persistance de faibles niveaux d'IFNy dans des conditions inflammatoires
chroniques peut également entrainer une surexpression de B7H1, et favoriser le
développement de tumeurs (Curiel et al., 2003). Dans le cas des cellules B infectées par
I’EBV, I’activation constitutive de NF-kB est a I’origine de la sécrétion d’IFN- y qui conduit a
I’activation de STAT1 et de IRF-1, qui sont deux médiateurs de 1’expression des geénes
inductible par I’'IFN- vy, tel que B7-H1 (Figure 30) (Najjar et al., 2005)
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Figure 30 : Signalisation d’IFN 7 et expression de B7-H1.

La fixation d’IFN-y sur son récepteur (IFGR1 et IFGR2) va induire sa dimérisation. La voie JAK va ensuite
s’activer, ce qui va permettre la phosphorylation de Statl, qui a son tour va se dimériser et se transloquer au
niveau du noyau, se fixer sur le domaine GAS/GRR et permet la transcription du facteur de transcription IRF1.
IRF1 & son tour se fixe au nivau du domaine IRF-E et va induire par la suite I’expression des différents génes,
dont B7-H1. D’apres (Connett et al., 2003)

D’autres médiateurs inflammatoires, tels que le facteur de la nécrose tumorale o (TNF-a)) ou
le VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), ont également été caractérisés comme des

régulateurs positifs de I'expression de B7-H1.
11.4.4.2 B7-H1 et micro-environnement tumoral

La présence de I'IFNy comme médiateur pro-inflammatoire dans le
microenvironnement tumoral conduit a I’expression de B7-H1 par les cellules cancéreuses,
mais également chez d’autres cellules associées a la tumeur. Cette molécule joue ainsi un réle
général dans la répression de I'immunité tumorale. Dans le cas des tumeurs myéloides, B7-H1
est par exemple exprimée a la surface des cellules infiltrant la tumeur tels que les lymphocytes
T infiltrants (TILs), les macrophages, les fibroblastes ou les cellules dendritiques
environnantes (Curiel et al., 2003).

L’expression de B7-H1 par les cellules cibles aboutit a I’anergie ou a I’apoptose des
lymphocytes T CD8+ effecteurs, par interaction avec PD-1. De plus, I’expression de B7-H1
par les cellules NK et les macrophages contribue également a 1’inhibition de 1’activité
antitumorale (Thompson et al., 2007). Son expression par les lymphocytes infiltrant les
tumeurs (TILs) est généralement associée a un mauvais pronostic. Les interactions PD-1/B7-

H1 conduisent globalement a la diminution de la production d’IL-2 et 1L-12, deux cytokines
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clés de I’activité antitumorale a médiation cellulaire (Figure 29). Elle induit aussi une
augmentation de la production d’IL-10 qui est un répresseur de cette derniére (Figure 29). Il a
été montré que I’utilisation d’anticorps bloquant B7-H1 conduit a une augmentation de la
production des cytokines antitumorales IL-2 et IL-12 et a une baisse de la production d’IL10 (
Brown et al., 2003; Blank et al., 2006).
L’expression de B7-H1 a la surface des cellules tumorales, des CPA, ainsi que sur des cellules
du micro-environnement de la tumeur, en particulier du stroma, constitue une base
d'interactions dynamiques entre les tumeurs et le systeme immunitaire de I'hote. Associée aux
autres molécules de la famille B7 (générant des signaux co-activateurs et co-inhibiteurs), elle
contribue & orchestrer la réponse immunitaire.
11.4.4.3 Relevance de I’expression de B7-H1 dans les tumeurs

Différentes molécules de la famille B7, telle que B7-H1, B7-H3 ou B7-H4 ont une
activité immunosuppressive. Leur ’expression aberrante peut interférer négativement avec la
réponse immunitaire de I'h6te par inhibition de la réponse T et conduire a la progression de la
maladie. Leur expression est souvent associée a un mauvais pronostic et a des tumeurs de type
agressif.
B7-H1 a été identifié pour la premiere fois dans le carcinome de 1’ovaire. Cette molécule en
se liant au PD-1 des cellules T activées, favorise la suppression immunitaire, ce qui maintient
la croissance tumorale (Freeman et al., 2000). Dans le cas du cancer du sein, I’expression de
B7-H1 est associée a des formes évolutives et de haut grade avec expression du marqueur de
prolifération Ki-67 (Ghebeh et al., 2007). Le taux de survie des patients atteints d’un
carcinome rénal est beaucoup plus faible lorsque la tumeur exprime B7-H1 que lorsqu’elle ne
I’exprime pas (42% et 83%, respectivement) (Thompson et al., 2007). Des résultats similaires
ont été rapportés dans le cas des cancers de la vessie, de I'cesophage, des carcinomes
gastriques et pancréatiques (Boorjian et al., 2008; Loos et al., 2008; Nomi et al., 2007).
L’expression de B7-H1 est associée a un stade avancé des tumeurs et a un risque augmenté de
rechute. Elle peut étre employée comme un marqueur pronostic pour identifier les patients a
haut risque, qui peuvent ensuite bénéficier d'un traitement initial plus agressif.
Pour les carcinomes rénaux, 1’expression combinée de B7-H1 et de B7-H4 a pu étre associée
a une survie réduite des patients par rapport a ceux dont les tumeurs sont négatives pour les
deux protéines ou expriment seulement I’une des deux (Krambeck et al., 2006). B7-H1 et B7-

H4 représentent des composantes suppressives du microenvironnement tumorales. Cependant,
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la signification clinique de la co-expression de B7-H1 avec d'autres molécules de la famille
B7 n’a pu étre établie.

Par ailleurs, un ensemble de résultats trés récents ont montré que les molécules de la famille
B7, en particulier B7-H1, étaient largement liées au développement des leucémies et des
lymphomes ( Li et al., 2012; Greaves and Gribben, 2013). 1l a pu étre mis en évidence un lien
entre I’expression de B7-H1 et les myélomes multiples (Liu et al., 2007), ainsi qu’avec de
nombreux lymphomes non hodgkiniens, tels que les lymphomes du manteau (L. Wang et al.,
2013), les lymphomes anaplasiques a grandes cellules (ALCL) (Andorsky et al., 2011), les
lymphomes B diffus a grandes cellules ou DLBCL (augmentation dans le sérum des patients
de la forme soluble de B7-H1, sB7-H1) (Wilcox and Frigola Baro, 2010) ou encore les
lymphomes T périphériques (Zou and Chen, 2008).

Les interactions PD-1/B7-H1 semblent jouer un r6le majeur dans le développement des
lymphomes de Hodgkin (YYamamoto et al., 2008), en particulier dans les cas EBV positifs
(70 000 cas diagnostiqués par an, dont la moitié¢ environ est associée a ’EBV). PD-1 a été
identifié comme surexprimé a la surface des cellules T CD8+ anti-EBV (Greenough et al.,
2010). Par ailleurs, il a ét¢ montré une augmentation de I’expression de B7-H1 liée a
’activation constitutive du facteur de transcription AP-1 par les cellules de Reed-Sternberg
(cellules malignes caractéristiques des lymphomes de Hodgkin), ainsi que par ’EBV (suite a
I’activation constitutive de la voie JNK/AP-1 par LMP1) (Green et al., 2012). L’activation de
la voie JAK/STAT par LMP1 conduit également a une augmentation de 1I’expression de B7-
H1 (Dong et al., 2002 ; Green et al., 2012).Toute pathologie associant une augmentation de
I’expression d’AP1, ou une infection par ’EBV (en particulier les lymphomes non
hodgkiniens de Burkitt associés a I’EBV), est donc susceptible de mettre en jeu une inhibition
de la réponse immunitaire T par expression de B7-H1.

Il est clairement établi que la surexpression de B7-H1 est associée a 1’état tumoral et aux
tumeurs de mauvais pronostic. La surexpression de cette proteine a la surface des cellules est
donc susceptible de favoriser leur échappement a la surveillance du systeme immunitaire et de
permettre 1’émergence d’une tumeur, en particulier chez les sujets immuo déprimés, mais
aussi éventuellement chez des sujets immunocompétents. L’EBV en favorisant 1’expression
de B7-H1 a la surface des cellules B en latence III est de méme susceptible d’intervenir dans
les processus de lymphomageneése et de developpement des tumeurs lymphocytes B associes

au virus.
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11.45 PD-1 et B7-H1, des molécules cibles de la

thérapie anticancéreuse

Les approches actuelles visent a la surexpression de molécules co-activatrices de la
réponse immunitaire anti-tumorale, ou au blocage de molécules co-inhibitrices, qu’elles soient
présentes au niveau des cellules tumorales, des lymphocytes T ou d’autres cellules de
I’immunité. Ces tests sont en cours d'évaluation dans des modéles murins, et font également
I’objet d’essais cliniques.

Les cellules cancéreuses expriment des antigenes spécifiques telles que des ligands inhibiteurs
de la réponse T cytotoxiques, il est donc possible d’utiliser des immunothérapies ciblées a
I’aide d'anticorps monoclonaux permettant de bloguer les récepteurs des cellules effectrices
ou les ligands des CPA et des cellules tumorales.

Une voie particulierement explorée est la voie PD1/B7-H1. De multiples études ont montré
que B7-H1 est positivement régulé dans le cas de nombreuses tumeurs, et qu’il permet
d’inhiber localement la réponse T anti-tumorale (Zou and Chen, 2008). 1l a été montré d’autre
part que PD-1 est surexprimé par les lymphocytes infiltrant des tumeurs ( Ahmadzadeh et al.,
2009; Sfanos et al., 2009). Les interactions PD-1/B7-H1 constituent ainsi un mécanisme
majeur de la réponse immune suppressive au sein du microenvironnement tumoral.

La validité de D’effet d’un traitement par immunothérapie, par utilisation d’anticorps
bloquants dirigés contre B7-H1 ou PD-1, a déja été démontrée a plusieurs reprises sur des
cultures cellulaires in vitro, des modéles murins ( Blank et al., 2004; Iwai et al., 2002), ou plus
récemment lors d’essais cliniques sur différents types de cancers (Flies et al., 2011; Sznol and
Chen, 2013).

Il existe actuellement en test clinique trois anticorps monoclonaux dirigés contre PD-1
(BMS-936558/MDX-1106/ON0O-4538, CT-011, MK-3475), ainsi qu’une proteine de fusion
recombinante B7-DC/IgG1, I’AMP-224 (B7-DC étant également un ligand co-inhibiteur de
PD-1).

Les meilleurs résultats ont été obtenus avec le BMS-936558 (nivolumab) actuellement en
phase II d’essai clinique. Il a particulierement été employé dans le cas de tumeurs solides. Cet
anticorps est d’isotype 1gG4 (afin d’éviter la cytotoxicité a médiation cellulaire dépendante
des anticorps ou ADCC, ainsi que celle médiée par le complément ou CDC. Il est de haute
affinité pour PD-1 et possede une durée de vie importante (effet au-dela de 12-20 jours). Il a
été montré au cours de la phase | d’essai clinique des régressions tumorales partielles ou

totales chez environ un tiers des patients atteints de melanomes, de carcinome rénal, de cancer
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colorectal ou de cancer du poumon «non a petites cellules » (non-small cell lung cancer,
NSCLC). Les résultats dans le cas du cancer du poumon sont particuliérement intéressants car
il est trés difficile d’obtenir pour ce type de tumeurs des résultats par immunothérapie.

Le MK-3475 (isotype 1gG4) est récemment entré en phase I d’évaluation clinique.
Contrairement au MDX-1106 il s’agit d’un anticorps humanisé.

Le CT-011 est également un anticorps humanisé mais de classe 1gG1 (ce qui peut également
lui permettre de coordonner I’immunité antitumorale innée). Il a en particulier été employé
dans le cas de tumeurs hématologiques. Des tests ont été menés sur 17 patients atteints de
tumeurs malignes avancées (Berger et al., 2008). Une personne atteinte d’un lymphome
folliculaire B a répondu de maniére plus remarquable au traitement, tandis qu’une autre
atteinte d’AML (Acute Myeloid Leukemia) a mal répondu. D’autres essais sont en cours et
doivent étre également poursuivis sur différents types de tumeurs solides. Le CT-011 a
également donné des résultats ecourageants chez des patients atteints de lymphoe B diffus a
grandes cellules (DLBCL) (Cultrera and Dalia, 2012). Des études in vitro ont monté que CT-
011 peut activer les cellules NK dans le cas du myélome multiple, ce qui suggere son
intervention au niveau du systéme immunitaire inné (Benson et al., 2010).

Des essais cliniques de phase | ont commencé en 2011 avec I'AMP-224 chez des patients
atteints des cancers métastatiques. Ils semblent prometteurs.

Les monothérapies visant PD-1 ont donné des résultats certains. Cependant, différents tests
(sur modeles murin ou cliniques) indiquent que des thérapies combinatoires pourraient avoir
un meilleur impact. Par exemple, dans le cas du mélanome, il a été montré une régression
tumorale plus importante lorsque le BMS-936558 est employé en combinaison avec un
anticorps monoclonal (ipilimumab, MTX-010) dirigé vers un autre inhibiteur de la réponse
immunitaire, le CTLA4 (récepteur de B7-1 et B7-2). L’ipilimumab est déja employ¢ dans le
traitement des mélanomes et le BMS-936558 en phase II d’essai clinique, aussi, suite a des
tests réalises sur des modéles murins (Korman et al., 2007), cette combinaison d’anticorps a
été employée chez des patients atteints de mélanomes (Jedd et al., 2013). Ce test est
actuellement en phase I d’essai clinique.

Par ailleurs, plusieurs essais cliniques sont déja prévues ou en cours, en combinant des
anticorps monoclonaux anti-PD-1 avec d’autres traitements (Melero et al., 2013). Des tests
sont réalisés en combinaison avec des vaccins contre le cancer dans le cas du mélanome, du
cancer de la prostate, du cancer du rein, et des AML ; I’anti PD1 CT-011 est actuellement en
phase II d’essai clinique dans le traitement des lymphomes folliculaires, en combinaison

I’anti CD20 (rituximab, molécule visant I’élimination des lymphocytes B) (Westin et al.,
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2010). Des tests sont également en cours en combinaison avec des chimiothérapies (cancer
du pancréas, NSCLC). Ces stratégies de traitement synergiques doivent fournir une nouvelle
d’investigation pour les essais cliniques a venir.

De plus, I'utilisation de récepteurs solubles partenaires des ligands de la famille B7, peut
permettre de bloquer leur fonction inhibitrice en empéchant la liaison récepteur/ligand.
L’inhibition de B7-H1 peut par exemple étre médiée a 1’aide du récepteur soluble PD-1 (sPD-
1). Ceci a permis de réduire la progression tumorale dans un modele murin de cancer du foie
(L. He et al., 2005)

Les anticorps visant a neutraliser B7-H1 sont moins développé que ceux bloquant PD-1.
Méme si B7-H1 semble une cible privilégiée dans les traitements anticancéreux, il est
possible que la réponse ne soit pas optimale dans la mesure ou PD-1 posséde également
comme ligand immuno-inhibiteur (B7-DC). Concernant les anticorps monoclonaux visant a
neutraliser le ligand B7-H1, on peut citer le MDX-1105/BMS-936559 (isotype IgG4). Il est
actuellement en phase | d'essais cliniques et testé chez des patients atteints de tumeurs solides
avancées. Des études préliminaires ont montré une activité sur les mélanomes, le cancer du
rein et le NSCLC.

De plus, il est actuellement envisagé d’employer des anticorps permettant de bloquer
simultanément B7-H1 et B7-H4. Ces molécules sont fréqguemment co-exprimées dans le cas
de tumeurs agressives, en comparaison avec des tumeurs n’exprimant qu’une seule ou aucune
de ces deux molécules, en particulier dans le cas du carcinome rénal (Krambeck et al., 2006)
D’autres pistes sont également a 1’étude. Les études les plus récentes s’intéressent aux
interactions PD-1/B7-H1 mises en place non seulement entre la cellule cible et les
lymphocytes T cytotoxiques, mais également par I’ensemble des cellules du
microenvironnement tumoral, dans ’espoir d’identifier de nouveaux biomarqueurs et de
mieux controler I’ensemble des interactions co-activitrices et co-inhibitrices mises en jeu.
Nous avons vu que certaines molécules de la famille B7 ont également une activité co-
activatrice, comme B7-H3. 1l est envisagé d’en augmenter 1’expression pour le traitement des
cancers. L’expression transgénique de B7-H3 a permis d’obtenir une réponse antitumorale
importante dans un modele murin de carcinome du foie (Ma et al., 2007). Bien que B7-H1
puisse dans certaines conditions avoir un effet positif sur la réponse T, aucun traitement de ce
genre n’est envisage, sa fonction au niveau des cellules cibles tumorales étant de nature co-
inhibitrice.A I’heure actuelle le fait que la tumeur soit EBV négative ou EBV positive n’est

pas prise en compte.

82



111 Apoptose et voies des MAP Kinase

Dans cette partie nous décrivons les processus d’apoptose, en particulier 1’apoptose
intrinseque entiére au niveau mitochondriale. Notre travail portant sur la résistance a
I’apoptose de cellules mutées pour p53 ainsi que la sensibilisation par I’interméediaire des
différentes voies de signalisation telles que les MAPKinase, nous précisons également le role

de p53 et des voies des MAPKinases dans ce processus.

111.1 Généralités

Le mot «apoptose» dérive du mot grec "andéntwoig" et signifie la chute des feuilles en
automne. Ce mot décrit la mort cellulaire provoquée lors de stimulations physiologiques ou
pathologiques. Les phénoménes d'apoptose ont été décrits dés 1842 par Vogt et ce terme a été
utilisé dés 1972 par le groupe de Kerr concernant la mort cellulaire au sein de tissus.
L’apoptose, aussi connue sous le nom de mort cellulaire programmée (PCD), est un processus
essentiel au fonctionnement normal d’un organisme. Chaque jour, des millions de cellules
vont proliférer et d’autres mourir. La mort par apoptose est essentielle dans la régulation de la
croissance et dans la maintenance de I'homeéostasie tissulaire des organismes. Un déséquilibre
entre la mort cellulaire et la prolifération peut étre a I’origine de nombreuses pathologies
aigués (accident vasculaire cérébral, crise cardiaque, insuffisance hépatique), de cancers, de
syndromes neurodégénératifs....

On distingue les processus d’apoptose n’impliquant pas les caspases (apoptose caspase-
indépendante) de ceux les mettant en jeu (apoptose caspase-dépendante). Pour 1’apoptose
caspase-dépendante, on discrimine par ailleurs les processus initiés par la voie des récepteurs
(voie dite extrinseque) de ceux initiés au niveau mitochondrial (voie dite intrinséque).

Aprés une bréve description de 1’apoptose caspase indépendante et de 1’apoptose dépendante
des caspases associée a la voie des récepteurs, nous décrirons plus longuement les processus
d’apoptose caspase-dépendant mettant en jeu la mitochondrie. Nous parlerons ensuite des
caspases, qui sont les effecteurs majeurs communs a 1’apoptose extrinseéque et intrinseque.
Nous terminerons ce chapitre en présentant la protéine p53 en tant que facteur pro-
apoptotique.
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111.2 Apoptose indépendante des caspases

Les mécanismes moléculaires impliqués ne sont pas clairement identifiés. Le facteur
principal semble étre I’augmentation de la production de ROS (Reactive Oxygen Species). Le
granzyme A, des radiations UV ou une infection bactérienne peuvent induire des dommages
mitochondriaux et la production de ROS, qui vont permettre la translocation au noyau du
complexe SET associé au réticulum endoplasmique. Ce complexe comprend 1’oncoprotéine
SET, la protéine de liaison a I’ADN HMG-2, I’endonucléase Apel et la protéine suppresseur
de tumeur pp32. Il conduit au clivage de I’ADN simple brin et contribue ainsi a une apoptose
caspase indépendante (Martinvalet et al., 2005). Il a également été montré que la protéine
mitochondriale AIF (Apoptosis Inducing Factor) peut déclencher I’apoptose indépendamment
des caspases. Les ROS permettent 1’activation de PARP-1 (Poly(ADP-ribose) polymerase 1)
qui initie un signal nucléaire conduisant a la libération par la mitochondrie de la protéine AlF.
Cette derniere est transloquée au noyau ou elle induit le clivage de I’ADN et une mort
cellulaire par apoptose caspase indépendante (Kang et al., 2004). Le GSH (glutathion) et le
NO (oxyde nitrique), dont I’interaction peut étre a I’origine de la production de ROS, peuvent
également jouer un réle dans ce méme processus (Figure 31).

D’autres signaux moléculaires peuvent également agir comme facteurs apoptogénes
impliquant une voie indépendante des caspases. Ils peuvent avoir pour origine la
perméabilisation de la membrane lysosomale, certaines protéines virales ou certains

médicaments.
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Figure 31 : Voie apoptotique caspase-indépendante.
PARP-1: Poly [ADP-ribose] polymerase 1.ER: reticulum endoplasmique. ROS: reactive oxygen species, AlF:
Apoptosis inducing factor. D’aprés (Hongmei, 2012)
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111.3 Apoptose dépendante des caspases
111.3.1 Apoptose extrinseque

L’apoptose extrinseque est initiée par la liaison de ligands spécifiques
comme le TNFa (Tumor Necrosis Factor), le FasL (Fas ligand) et le TRAIL (Tumor necrosis
factor Related Apoptosis Inducing Ligand) a leurs récepteurs correspondants (TNFR, Fas,
DR4/DR5, respectivement), appelés «récepteurs de mort» ou DR (Death Receptor)
(Mahmood and Shukla, 2010). Les DR font partie de la superfamille des récepteurs au TNF et
possedent un domaine de mort cytosolique conservé ou DD (Death Domain)(Mc Guire et al.,
2011). lls sont divisés en deux groupes, en fonction des protéines adaptatrices cytosoliques
recrutées et des complexes intracellulaires formés (Mahmood and Shukla, 2010 ; French and
Tschopp, 2003 ; Wajant, 2003).

Le premier groupe comprend le Fas/CD95, le DR4/TRAIL-R1 et le DR5/TRAIL-R2, qui
permettent le recrutement au niveau intracellulaire du DISC (Death Inducing Signaling
Complex), composé de la protéine adaptatrice FADD (Fas Associated Death Domain) et des
procaspases initiatrices 8 et 10 (Kischkel et al., 1995) (Figure 32). La protéine FADD se lie
par son domaine DD au domaine DD du récepteur et par son domaine DED au domaine DED
des procaspase 8 et 10. Le DISC permet le clivage auto-protéolytique des procaspases 8 et 10,
ce qui leur confére leur activité enzymatique et permet leur libération dans le cytoplasme
(Tourneur and Chiocchia, 2010). Une fois activées les caspases 8 et 10 peuvent activer a leur
tour par protéolyse les caspases effectrices 3, 6 et 7. Ces dernieres clivent différents substrats
intracellulaires tels que la lamine A, la PARP (poly (ADP-ribose) polymérase) ou I’ICAD
(Inhibitor of Caspase-Activated DNase), conduisant entre autre a la diminution de taille des
cellules, la fragmentation de I’ADN nucléaire et finalement a la mort par apoptose (Mahmood
and Shukla, 2010).

Les evenements décrits ci-dessus sont suffisants pour induire la mort des cellules dites de type
| (lymphocytes, thymocytes,...) mais sont insuffisants pour les cellules de type Il
(hépatocytes, cellules pancréatiques B,...), pour lesquelles il existe un faible recrutement du
DISC (Scaffidi et al., 1998 ; Yin et al., 1999 ; Ozoren and EI-Deiry, 2002 ; Barnhart et al.,
2003). Les cellules de type Il nécessitent une voie d’amplification dépendante des
mitochondries. La caspase-8 activee conduit au clivage de la protéine pro-apoptotique BID,
génerant tBid (truncated Bid), qui se lie aux protéines pro-apoptotiques

mitochondiales Bax et Bak et conduit a une apoptose de type intrinséque (décrite par la suite).
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Le second groupe des récepteurs de mort comprend le TNFR, le DR3, le DR6, et EDAR
(EctoDysplasin Al Receptor). Ces récepteurs recrutent la protéine adaptatrice TRADD (TNF
Receptor Associated Death Domain). Cette derniére peut s’associer a FADD et induire la voie
d’activation des caspases 8 et 10 comme décrit pour Fas. TRADD fait également le lien avec
les protéines TRAF2 et TRAF5 (TNF Receptor Associated Factors), la kinase RIP1 (ou
RIPK1, Receptor-Interacting Protein Kinase 1) et les inhibiteurs cellulaires de 1’apoptose
(clAPs), formant ainsi un autre complexe de signalisation appelé le complexe I (Mahmood
and Shukla 2010; Lavrik et al., 2005).

Apreés la liaison du récepteur de mort avec son ligand spécifique, le complexe | s’assemble a
proximité de la membrane plasmique, induit la voie des MAP kinases JNK impliquées
notamment dans l'apoptose (Symons et al., 2006; Varfolomeev and Ashkenazi, 2004). Ce
complexe stimule de plus le facteur de transciption (NF-xB), facilitant la survie des cellules
(Wilson et al., 2009).

Récepteurs de mort
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= Deth domain
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TRAIL TNF-related apoptosis-inducing ligand

Q 7 A ' TRADD TNF-receptorassocated death domain
Active ’ £3% FADD Fas-associated death domain
i - cspase-8 TRAF  TNFR-assocated factor
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tetramer

Figure 32 : Récepteurs de mort.

Apres activation par les ligands spécifiques, les récepteurs de morts se trimérisent, et permettent la formation du
DISC au niveau intracellulaire, qui lui-méme est formé de la procaspasse 8 et de la protéine adaptatrice FADD
(pour FAS, TRAIL1et2), et de la protéine adaptatrice FADD et TRADD (pour TNFR, DR6, DR3, et EDAR).
Modifié d’apres http://www.abdserotec.com/cell-membrane-antibodies.html

111.3.2 Apoptose intrinseque mitochondriale

Un trés grand nombre de facteurs de stress, physique ou chimique, peuvent initier la
Vvoie apoptotique intrinseque, tels que les rayons UV, un choc thermique, un choc osmotique,
un stress oxydatif ou une hypoxie. L’apoptose intrinséque peut également étre initiée, en

modifiant 1'expression d’oncogénes cellulaires ou de genes suppresseurs de tumeurs (c-Myc,
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c-Fos, p53,...), en perturbant les structures du cytosquelette, en provoquant des lésions de
I'ADN (a I’aide d’agents mutagénes ou cytostatiques, d’antimétabolites,...), en privant les
cellules de cytokines, de facteurs de croissance, de nucléotides (ATP en particulier), ou
encore par accumulation de protéines mal repliées.

D’un point de vue moléculaire, il existe un grand nombre d’initiateurs d’apoptose
mitochondriale. Par exemple, les dommages a I’ADN provoquent une augmentation du niveau
d’expression de la protéine pro-apoptotique Bax et/ou la diminution de celui de la protéine
anti-apoptotiqe Bcl-2. lls peuvent également conduire a I'activation de caspase-2 initiatrice
(Guo et al., 2002).

111.3.2.1 Les protéines de la famille Bcl2

L’éveénement central de I’apoptose intrinséque est la perméabilisation de la membrane
externe mitochondriale. Les principaux acteurs sont les protéines de la famille Bcl2. Chez les
mammiferes, cette famille est composée d’une vingtaine de membres et chaque membre
comprend un ou plusieurs domaines BH (Bcl2 Homology domain 3) qui sont BH-1, BH-2,
BH-3 et BH4 (Figure 33). Ces domaines possédent entre eux des séquences homologues
importantes pour les interactions hétérodimériques entre les différents membres. Des études
de mutagenése dirigée ont en particulier montré que les trois domaines BH-1, BH-2 et BH-3,
influencent fortement les processus d’homo et d’hétéro-dimérisation. Les membres de cette
famille sont divisés en deux sous classes selon leur fonction anti-apoptotique ou pro-
apoptotique.
Les protéines anti-apoptotiques sont Bcl2, Bcl-w, Bcl-x., Al (aussi connue sous le nom de
Bcl-2A1) et Mcl-1. Elles possédent les 4 domaines BH, un domaine transmembranaire et un
domaine C-terminal hydrophobe. Ce dernier est responsable de leur localisation au niveau de
la membrane externe mitochondriale. Leur localisation initiale est toutefois différente, Bcl2
est présente niveau de la membrane mitochondriale de maniére permanente, tandis que les
autres protéines sont cytoplasmiques et ne se positionnent au niveau de la mitochondrie
qu’apres leur activation, suite a un stimulus apoptotique.
Les protéines pro-apoptotiques sont sous-divisées en deux sous-groupes. Celles de type
Bax/Bak sont dites effectrices et responsables de la perméabilisation de la membrane externe
mitochondriale (Bax, Bak, Bcl-xs, Bok). Ces proteines possedent les 4 domaines BH, excepté
Bcl-xs qui ne comporte que les domaines BH3 et BH4. L’expression de Bax et de Bak est
ubiquitaire, alors que Bok n’est retrouvée que dans les tissus reproducteurs (S. Y. Hsu et al.,

1997). Le second sous-groupe de protéines pro-apoptotiques est celui des protéines ne
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possédant que le domaine BH3 : Bid, Bim, Bad, Bik, Bmf, Noxa, Puma/Bbc3 et Hrk/DP5.
Ces protéines interviennent dans I’initiation de phénomeéne apoptotique ; leur réle est de relier
le signal apoptotique aux protéines effectrices (Bax et Bak en particulier).

Des observations réalisées a partir de tumeurs humaines ainsi que des études menées sur des
souris genétiquement modifiés (transgéniques ou knock-out) ont montré que l'oncogenese
peut étre associée a un gain de fonction des protéines anti-apoptotiques (surexpression de Bcl-
2 par exemple) ou a une perte de fonction des activateurs de la mort cellulaire par apoptose
(perte de Bim par exemple). Dans le cas des lymphomes folliculaires, Bcl2 est surexprimé
chez les lymphocytes B, suite a une translocation chromosomique t(14; 18) (Tsujimoto et al.,
1984; Tsujimoto et al., 1985). Des niveaux élevés de Bcl-2 sont également détectés dans les
LLC (leucémie lymphoide chronique) (Kitada et al., 1998). Ces taux €levés sont aussi
retrouvés dans le cas de certaines tumeurs solides (cerveau, sein, poumon) (Castle et al.,
1993). La surexpression de Bcl-2 dans la LLC ainsi que pour de nombreux cancers a été
attribuée a I'hypo-méthylation du promoteur du géne (Kitada et al., 1998) ou a une perte des
micro-ARN 15-a et 16-1, qui sont des régulateurs négatifs de son expression (Cimmino et al.,
2005). D’autres protéines anti-apoptotiques ont également été retrouvées comme étant sur-
rexprimées dans différents types de cancer, comme Bcl-x. et Mcl-1 dans le myélome

multiple, ou Mcl-1 dans la leucémie myéloide aigue.
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Figure 33 : Structure des molécules de la famille Bcl2.
BH: Bcl2 Homology domain. TM: domaine transmembranaire. Modifié d’apres (Kelly and Strasser, 2011).
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111.3.2.2 Bax, Bak et perméabilisation mitochondriale
La perméabilisation de la membrane externe mitochondriale met en jeu des
interactions entre protéines de type pro-apoptotique. A 1’opposé, les interactions entre
protéines anti-apoptotiques ou entre protéines anti et pro-apoptotiques (tel que le dimere
Bcl2/Bax) empéchent la permeabilisation de la membrane externe mitochondriale.
L'activation des protéines pro apoptotiques de la famille de Bcl-2 a domaine BH3 (Bcl2
Homology domain 3), telles que Bax (Bcl-2- associated X protein) ou Bak (Bcl-2 antagonist
or killer) joue un rdle essentiel. En I’absence de ces deux protéines, 1’apoptose ne peut avoir
lieu, quel que soit le stimulus (Wei et al., 2001). Aprés activation, les protéines Bax et Bak
subissent d’importants changements conformationnels, conduisant a leur oligomérisation au
niveau de la membrane mitochondriale ( Y. T. Hsu et al., 1997; Eskes et al., 2000; Wei et al.,
2000). Cette oligomérisation est considérée comme I’étape clé de la perméabilisation
membranaire mitochondriale. Des mutations sur ces proteéines empéchent la formation
d’oligoméres et cette perméabilisation (George et al., 2007; Dewson et al., 2008).
Il a été montré que les protéines effectrices Bax et Bak peuvent étre activées par des protéines
pro-apoptotiques de la famille Bcl2 (a domaine BH3), telles que Bim (Bcl-2-Interacting
Mediator of cell death) ou Bid. Bim et Bid peuvent elles-méme étre activées en amont par la
voie JNK (phosphorylation de Bim ou clivage de Bid). Des études basées sur la technique de
FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer) ont montré que Bax interagit avec la
protéine Bid tronquée et que cette interaction précéde son insertion a la membrane
mitochondriale (Lovell et al., 2008). Bax interagit également avec le domaine BH3 de Bim.
Une mutation au niveau de ce site empéche les interactions Bim/Bax et attenue la
perméabilisation mitochondriale induite par Bax, ce qui montre 1’importance de cette
interaction.
Le mécanisme d’oligomérisation des protéines Bax et Bak activées au sein de la membrane
mitochondriale est connu. Ces protéines sont inserées au sein de la mitochondrie. Leur
activation conduit a I'exposition de leur domaine BH3. Ce dernier va alors s’insérer dans la
poche hydrophobe d’une molécule de Bax ou de Bak adjacente. Ces interactions étant
réciproques entre deux monomeres, il y a formation de dimeéres (Bax/Bax, Bak/Bak ou
Bax/Bak), puis d’oligomeéres. Deux meécanismes on été decrits (Figure 34). Le premier
considere que les molécules vont s’associer pour former des dimeres symétriques. Le second
considere qu’ils vont s’associer les uns a la suite des autres pour former des dimeéres

asymetriques.
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Le nombre exact de dimeres qui déclenche le processus de perméabilisation n’est pas encore
défini. Une étude a montré que 4 molécules de Bax sont suffisantes pour déclencher la
perméabilisation sur la membrane artificielle. Par contre, une autre étude a montré que la
perméabilisation nécessite la présence d’un nombre plus imporatnt d’oligoméres de Bax que
d’oligomeéres de BaK (Saito et al., 2000 ; Nechushtan et al., 2001).
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Figure 34 : Assemblage des diméres de Bak au sein de la membrane externe mitochondriale.

Les protéines Bax et Bak présentent des similitudes structurelles avec des toxines
bactériennes capables de former des pores membranaires. Ceci a conduit a I'hypothése selon
laquelle Bax et Bak sont directement a I’origine de la formation de pores dans la membrane
mitochondriale externe (Suzuki et al., 2000). Il a été montré par la technique de patch clamp
que les dimeres de Bax ou de Bak forment tout d’abord des pores de petite taille qui
s’associent avec d’autres dimeres, pour aboutir a la formation de canaux de grande taille. Ces
derniers sont nécessaires a la sortie du cytochrome ¢ de I’espace inter-membranaire.
L’inhibition de la formation de canaux de grande taille bloque le processus d’apoptose.

Le détail de I’organisation des diméres de Bax ou Bak pour la formation de pores lipidiques
(appelées micelles inversées) permettant la sortie de protéines de la mitochondrie est décrit
dans la (Figure 35) (Basariez et al., 2002)
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Figure 35 : Formation des pores lipidiques dans la membrane mitochondriale par association de Bax et bak.
D’aprés (Tait and Green, 2010)

Il a été suggéré que le processus de perméabilisation de la membrane mitochondriale soit
modulé par les pores de transition PTPC (permeability transition pore complex) qui sont des
complexes protéiques constituant un site de contact entre la membrane interne et la membrane
externe. Mais une étude a montré que les cellules dépourvues de cyclophiline D, une protéine
essentielle des PTPC, ne sont pas affectée dans le processus d’apoptose, semble exclure leur
réle (Baines et al., 2005).
Il a également été suggéré que Bax et Bak agissent par I’intermédiaire des canaux ioniques
voltages dépendant (VDAC, Voltage Dependent Anion Channel). Toutefois 1’absence des
trois isoformes de VDAC n’empéche pas la perméabilisation de la membrane mitochondriale
(Baines et al., 2007). De plus, il a ét¢ montré que I’interaction de VDAC2 avec Bax le
maintien sous forme inactive, et joue un réle anti-apoptotique, ce qui semble également
exclure leur role.
111.3.2.3 Apoptosome et activation de la procaspase 9

Suite a I’oligomérisation de Bax et de Bak, la perméabilisation de la membrane
externe mitochondriale conduit a la libération du cytochrome ¢ (Willis and Adams, 2005;
Johnstone et al., 2008). Le cytochrome c libéré s’associe dans le cytoplasme a la protéine
adaptatrice Apaf-1, en présence d’ATP ou de dATP (Kim et al., 2005) . L’hydrolyse de
I’ATP/dATP en ADP/JADP et 1’association au cytochrome c conduit au changement
conformationnel et a 1’oligomérisation d’Apaf-1 aboutissant a la formation d’un complexe
heptamérique (en forme de roue), I’apoptosome (Figure 36). Ce dernier recrute la procaspase

9 et I’active par dimérisation. La caspase 9 activée va a son tour activer les caspase 3, 6 et 7
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(Mahmood and Shukla, 2010). SMAC/DIABLO est également libéré de la mitochondrie et
facilite I'apoptose en inhibant les 1APs (Inhibitor of Apoptosis Protein) (Du et al., 2000).
L'AIF (Apoptosis Inducing Factor), qui conduit & la condensation de la chromatine et a la
dégradation de I’ADN, ainsi que I’endonucléase G (DNase associée a 1’apoptose) sont
également libérés de la mitochondrie (Du et al. 2000; Li et al., 2001).

Différents facteurs sont connus pour jouer un réle négatif sur la formation ou I’activité de
I’apotosome. Des nucléotides physiologiques, tels que certains ARNt, sont capables d’inhiber
I’apoptose par interaction directe avec le cytochrome c, empéchant son interaction avec
I’Apaf-1 et la formation de I’apoptosome (Mei et al., 2010). Par ailleurs, le niveau normal en
potassium intracellulaire inhibe 1’assemblage de 1’apoptosome, cette inhibition pouvant étre
annulée par des taux élevés en cytochrome c. La concentration classique en calcium
intracellulaire inhibe également 1’activité de 1’apoptosome en bloquant 1’hydrolyse de d’ATP
associé a I’Apaf-1 et la formation de 1’apoptosome (Bao et al., 2007). Les protéines Hsp70 et
Hsp90 (Heat Shock Protein), régulatrices du stress di a la chaleur et aux produits chimiques
toxiques, sont aussi connues pour influencer négativement la formation de I’apoptosome et le
recrutement de la pro-caspase 9 (Beere et al., 2000; Pandey et al., 2000) .

A ’opposé, certains facteurs favorisent la mise en place de I’apoptosome et I’activation de la
caspase 9. La protéine PHAPI (Putatif HLADR-Associated Protein I, également connu sous
le nom pp32) empéche dans un premier temps l'agrégation d’Apaf-1, favorisant le processus
d’échange de I’ATP/dATP en dADP/dADP (H.-E. Kim et al., 2008). Une baisse d’expression
de PHAPI confere aux cellules une résistance a I'apoptose et peut contribuer a la tumorigénese
(Hoffarth et al., 2008).

Le niveau d’expression et la phosphorylation de la caspase 9 sont également des facteurs
importants dans la fonctionnalit¢ de 1’apoptosome. Différentes kinases conduisent a la
phosphorylation de la pro-caspase 9, ce qui inhibe son activité enzymatique et empéche son
activation par dimérisation au sein de I’apoptosome (Allan and Clarke, 2009). La Thréonine
125 est le principal site de phosphorylation inhibiteur de la caspase 9 humaine. Cette
phosphorylation peut mettre en jeu des kinases impliquées dans la survie et la prolifération,
telles que Erkl (également connu sous le nom MAPKS3 ou Mitogen Activated Protein Kinase
3) et Erk2/MAPK1, ou dans la progression du cycle cellulaire, comme CDK1 (cyclin-
dépendent kinase 1) (Allan et al., 2003; Allan and Clarke, 2007). A 1’opposé, la PCID1 (PCI
domain-containing protein 1), également connue sous le nom de tango7 ou Eif3m (Eukaryotic

translation initiation factor 3, subunit M), régule positivement le niveau d’expression de la
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procaspase 9, ce qui contribue a augmenter le niveau d’expression de la caspase 9 activée et

par la suite le processus d’apoptose.
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Figure 36 : Formation d’apoptosome.
CDK1: Cyclin-dependent kinase 1. ATP: L'adénosine-5'"-triphosphate. ADP: adénosine diphosphate. PHAP1:
Putatif HLADR-Associated Protein 1. PCID1: PCI domain-containing protein 1. D’aprés (Tait and Green, 2010)

111.3.2.4 Contribution du RE a I’apoptose intrinséque

Bax et Bak jouent un role essentiel dans I’initiation de I’apoptose mitochondriale. Ces
molécules peuvent également se localiser au niveau du réticulum endoplasmique (RE). La
réponse au stress du RE induit des changements conformationnels de Bax et Bak et leur
oligomérisation, ce qui conduit a la perméabilisation de la membrane du RE et la libération de
calcium. L’augmentation de la concentration calcique cytoplasmique induit une absorption
accrue de Ca2+ par la mitochondrie (Scorrano et al., 2003; Zong et al., 2003). Ceci stimule la
production de ROS, et conduit a I'ouverture des pores de transition mitochondriaux (MPT,
Mitochondrial Pore Transition). La diminution dramatique du potentiel de la membrane
interne mitochondriale (A¥Ym) conduit a un gonflement de la matrice intermembranaire, et a
la libération des médiateurs pro-apoptotiques (Brookes et al., 2004; Petrosillo et al., 2004)
Le stress du RE joue un rdle central dans la transmission de certains stimuli pro-apoptotiques.
Il peut-étre un événement important dans différentes pathologies, telles que les accidents
vasculaires cérébraux ou les troubles neurodégénératifs (Rao and Bredesen, 2004 ;
Verkhratsky and Toescu, 2003). Ces maladies présentent des phénomeénes de perte
d’homéostasie du réticulum endoplasmique associés a une augmentation du niveau de calcium
intracellulaire et des ROS, ainsi qu’au dysfonctionnement mitochondrial pouvant conduire a
une apoptose intrinséque. Il est de plus observé la libération d’AlF, sa translocation vers le

noyau et une apoptose indépendante des caspases.
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I11.4 Les caspases, effectrices majeurs de I’apoptose

Les caspases initiatrices 8 et 10 interviennent dans le cas de I’apoptose extrinseque et
les caspases initiatrices 2 et 9 dans le cas de I’apoptose intrinséque. Les caspases effectrices 3,
6 et 7 interviennent dans les deux types d’apoptose. Nous présenterons dans ce paragraphe
I’ensemble des protéines de la famille des protéines de type caspase, ainsi que les mécanismes
moléculaires permettant leur activation.
Les caspases sont des cystéines protéases qui clivent leurs substrat apres le résidu aspartate
(Caspase: capaciteé a cliver apres I’acide aspartique). Ces molécules jouent un réle important
dans Dinitiation et [’exécution du processus d’apoptose, ainsi que dans celui de
I’inflammmation. Des anomalies dans 1’activité des caspases peuvent étre a 1’origine du
développement de tumeurs ou du déclenchement des maladies auto-immunes (Ghavami et
al., 2009; Green et al., 2009)
Chez les mammiféres, il existe 14 caspases différentes, classées en trois groupes, selon leur
fonction (Tableau 5). Le groupe I, dit initiateur de 1’apoptose, comporte les caspases 2, 8, 9, et
10. Le groupe II, dit groupe effecteur de 1’apoptose, comporte les caspases 3, 6 et 7. Le
dernier groupe est impliqué dans I’activation des cytokines, et comporte les caspases
inflammatoires 1, 4, 5, 11, 12, 13 et 14. Excepté la caspase 14, ces derniéres induisent
toutefois la pyroptosis, qui est une forme de mort programmée due a une activation massive
des cellules inflammatoires (Labbé and Saleh, 2008) associée a une réponse antimicrobienne.
Elles peuvent donc également étre considérées comme ayant des effets de type apoptotique.
La seule caspase sans aucun effet apoptotique est la caspase 14, qui intervient par ailleurs

dans la différenciation kératinocytaire (Denecker et al., 2007).

Cysteinyl aspartic acid-protease (caspase)
Type hame synonyms
Caspase-2 ICH1, Nedd2
Caspase-8 FLICE, MACH1, MCHS, FADD-like Ice
Initiator (or Apical) Caspase-9 MCHS6, ICELAP6
Caspase-10 FLICE2, MCH4
Caspase-3 CPP32, YAMA

Effectors (or executioner) Caspase-6 MCH2
Caspase-7 MCH3, CMH, ICELAP3
Caspase-1 ICE

Caspase-4 ICH2, TX, ICETll
Caspase-5 ICErlll, TY
Inflammatory Caspase-11 -
Caspase-12 -
Caspase-13 ERICE
Caspase-14 MICE

Tableau 5 : Les trois groupes des caspases initiatrices, effectrices et inflammatoires.
D’apreés (P. Rastogi and P. Sinha, 2009)
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Les études structurales des différentes caspases ont montré qu’elles possédent un prodomaine
N-terminal qui précede le domaine fonctionnel, lui-méme composé d’une grande sous unité
de 17-21 kDa suivi d’une petite sous unité de 10-13 kDa (Tait and Green, 2008; Nicholson,
1999) (Figure 37). La grande sous-unité contient une paire (dyade) de résidus catalytiques
Cystéine et Histidine, tandis que la petite sous-unité possede différents résidus permettant aux
caspases de se fixer a leur substrat. Les régions non structurées qui relient le prodomaine au
domaine catalytique ou les deux sous-unités du domaine fonctionnel, font souvent I'objet
d’une auto-protéolyse au cours de la maturation de la protéine et contiennent des résidus

aspartate (Figure 37)

Pro-domain linker Inter-subunit linker

\\ :' ‘\ "
| Pro. L/ - R— -
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Figure 37 : Structure générale des caspases.

Asp: aspargine. Pro: prodomaine. D’aprés (Pop and Salvesen, 2009)

Les caspases effectrices possedent un court prodomaine, tandis que les caspases initiatrices
possedent un long prodomaine. Ces derniéres possedent de plus un motif qui leur permet
d’interagir physiquement avec les protéines adaptatrices, telles que FADD pour I’apoptose
extrinseque et Apaf-1 pour I’apoptose intrinséque. On peut citer le motif DED (Death effector
Domain) pour les caspases 8 et 10 et le motif CARD (caspase recruitement domain) pour les
caspases 1, 2, 4, et 9. Le role principal des caspases initiatrices est d’activer les caspases
effectrices qui se trouvent en aval du processus apoptotique. Les caspases initiatrices sont
inactives lorsqu’elles sont sous forme monomeériques, et leur dimérisation conduit a leur
autoactivation. Par contre, les caspases effectrices se dimérisent dans un premier temps avant
d’étre activées par les caspases initiatrices qui agissent en clivant les liaisons entre les

différentes sous unités (Figure 32).
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Figure 38 : Principe de I’activation des caspases initiatrices et effectrices.
D’apres (Pop and Salvesen, 2009)

L’activité de certaines caspases peut étre inhibée par les protéines appartenant a la famille des
IAPs (Inhibitor Apoptosis Protein). Cette famille comprend notamment clAP-1, clAP-2, ILP-
2, XIAP et les survivines. Les IAPs sont connues pour inhiber la fonction des caspases 9, 3 et
7 (Deveraux et al., 1998; Sun et al., 1999 ; Kasof and Gomes, 2001). Par contre, plusieurs
caspases initiatrice ou effectrices y sont résistantes, telles que les caspases 1, 2, 6, 8, et 10. La
caspase 8 est en particulier inhibée par la protéine Flip qui empéche son autoactivation par

compétition au niveau du DISC.

I11.5 Apoptose et facteur de transcription P53

La proteine P53, en tant qu’elle agit comme suppresseur de tumeur joue un réle

important dans 1’induction de I’apoptose méme si certaines apoptoses sont P53 indépendantes.

111.5.1 Apoptose P53 dépendante
La protéine p53, identifiée en 1979 (Lane and Crawford, 1979; Linzer and Levine,

1979) comme un suppresseur de tumeurs, est codé par le gene TP53, localisé sur le
chromosome 17. Cette protéine possede plusieurs domaines: un domaine de fixation a
I’ADN, un domaine de transactivation, un domaine d’oligomérisation, un domaine riche en
proline, et un domaine régulateur C-terminal (Martinez-Rivera and Siddik, 2012). P53 par sa
fonction transcriptionnelle, intervient dans différentes fonctions, telles que la réparation de
I’ADN, la sénescence ou I’arrét du cycle cellulaire. P53 a également été identifiée en 1989

comme une protéine inductrice de D’apoptose. Elle peut agir comme un facteur de
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transcription en permettant 1’expression de geénes impliqués dans 1’induction de ’apoptose.
Elle peut également interagir directement et physiquement avec des protéines pro-
apoptotiques et les activer, ou avec des protéines anti-apoptotiques, de maniere a les inhiber.

P53, en tant que facteur de transcription (Figure 39), induit I’expression de plusieurs genes
impliqués directement ou indirectement dans 1’apoptose. Elle permet notamment Ila
surexpression de la protéine Pidd a I’origine de I’activation de la caspase 2 initiatrice, par
I’intermédiaire de la protéine RAIID. RAIID joue le role d’adaptateur en interagissant d’une
part avec le domaine CARD (CAspase Recruitment Domain) de la caspase 2 et d’autre part
avec le domaine DD (Death Domain) de la protéine Pidd. (Tinel and Tschopp, 2004). P53
induit également ’expression de la proteine Pig (p53 inducing genes), conduisant a la
production de ROS et a des dommages mitochondriaux. Elle induit 1’expression d’autres
protéines impliquées dans 1’induction de I’apoptose tels que la scotine (localisée dans le
réticulum endoplasmique et associée a I’apoptose intrinséque) (Bourdon et al., 2002) et Perp
(protéine membranaire de la famille PMP-22 associée a I’apoptose extrinseque (Attardi et al.,
2000). La FDXR (ferredoxin reductase), protéine sensibilisant les cellules a 1’apoptose induite
par le stress oxydatif est aussi positivement régulée par p53 (Liu and Chen, 2002), de méme
que de nombreuses protéines impliquées dans la voie apoptotique intrinséque de la famille
Bcl2, telles que Bax, Bok (Yakovlev et al., 2004) Puma (Nakano and Vousden, 2001) ou
Noxa. P53 conduit de plus a la sur-expression de la protéine p53AIP qui se localise au niveau
de la mitochondrie et conduit a la perte du potentiel membranaire de 1’organite, ce qui
favorise la libération du cytochrome ¢ et par la suite I’activation des caspases (Schuler et al.,

2000)

A T’opposé, P53 réprime 1’expression des protéines anti apoptotiques Bcl2 (Miyashita et al.,
1994), Bcl-x. et survivine, (une protéine de la famille des IAP, Inhibitor of Apoptosis Protein)
(Hoffman et al., 2002).

La protéine p53 ne se localise pas seulement au niveau du noyau, ou elle joue le réle de
facteur de transcription, mais elle se positionne également au niveau de la membrane externe
mitochondriale. Ceci peut lui permettre d’interagir avec les protéines pro-apoptotique Bak et
Bax, de les activer et d’induire 1’apoptose mitochondriale (Chipuk et al., 2004; Leu et al.,
2004). 1l a egalement été proposé dans un autre modele que p53 peut ainsi interagir au niveau
de la membrane mitochondriale avec les protéines anti apoptotiques Bcl-2, et libérer les
protéines pro-apoptotiques Bak pour qu’elles puissent interagir et conduire a la

perméabilisation de la membrane externe mitochondriale (Mihara et al., 2003). P53 interagit
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aussi avec la protéine anti-apoptotique Mcl-1 via ses domaines DBD (DNA Binding Domain,
acides aminés 94-312) et TAD (TransActivation Domain, acides aminés 1-73), ce qui permet
la dissociation du complexe Mcl-1/Bim et la libération de la protéine pro-apoptotique Bim. Il
a été montrée que p53 interagit avec BCL-x. via ces deux mémes domaines. Toutefois,
I’interaction est forte avec le domaine DBD et faible avec le domaine TAD pour BCL-xI,
alors que les forces de liaisons sont inversées pour Mcl-1 (Yao et al., 2013) (Figure 39).
L’ensemble des ¢éléments précédents montre que pS3 est un acteur majeur de ’activation de
I’apoptose mitochondriale, et qu’elle intervient par différents mécanismes. Par ailleurs, cette
protéine favorise I’apoptose extrinseque en régulant positivement I’expression des récepteurs
de mort Fas, DR4 et DRS, ainsi que du ligand FasL, ainsiqu’en favorisant le transport de Fas
du réticulum endoplasmique vers la surface membranaire. P53 joue un r6le majeur dans
I’induction de I’apoptose. Sa mutation entraine des résistances a 1’apoptose dans de nombreux

modeles biologiques.
111.5.2 Mutation P53 et apoptose

Des anomalies du géne TP53 (qui code pour la protéine p53) ont été retrouvées dans
plus de la moitié des cancers humains. La protéine p53 est impliquée dans les processus
d'apoptose et dans le contréle du cycle cellulaire. Son inactivation altére le contr6le du cycle
cellulaire, ce qui augmente le risque de cancers. Si le gene p53 ne fonctionne pas
correctement, les cellules possedant un ADN endommagé vont continuer a croitre et a se

diviser, ce qui peut conduire dans le temps a I’émergence de cancers.

Généralement, les lignées cellulaires provenant de tumeurs de patients ayant une mutation
pour p53 sont plus résistantes aux drogues, telles que les poisons du fuseau mitotique, par
comparaison avec les cellules possédant le statut p53 sauvage (Lai et al., 2012). Les défauts
de p53 ont été associés a plus de 60% des cancers primaires chez I'homme. Les mutations
acquises pour ce gene sont retrouvees dans de nombreux types de cancers solides, tel que le
cancer du poumon, du colon ou du sein. Ces mutations sont également retrouvees dans les
cancers hématologiques et les leucémies. lls représentent dans ce cadre une incidence
relativement faible (<20%) car il s’agit d’événements géniques secondaires, mais les études
épidemiologiques montrent que le pronostic de ces patients est généralement défavorable,
avec une résistance a la chimiothérapie (Cheung et al., 2009). Il est ainsi important de trouver
des traitements autres permettant de sensibiliser ces cellules a I’apoptose.

Des études cellulaires et cliniques ont montré que le statut de p53 est associé aux cellules

cancéreuses ainsi qu’a la sensibilitt du patient dans sa réponse a divers agents
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chimiothérapeutiques (Bertheau et al., 2008; Lu and El-Deiry, 2009). Les lignées cellulaires
cancéreuses humaines pour lesquelles p53 est muté sont plus résistantes aux traitements par
une grande variété de médicaments chimiothérapeutiques employés en clinique (Huang et al.,
2011; O’Connor et al., 1997). L’inactivation de p53 est responsable de la diminution de
I’expression de nombreux génes proapoptotiques et conduit a une résistance aux médicaments
( Sax and El-Deiry, 2003; Chipuk and Green, 2006).

Cependant, des études précliniques et cliniques suggérent également que la contribution
relative du statut de p53 a la réponse aux médicaments varie selon le contexte cellulaire et la
classe de médicaments anticancéreux utilisés. Les cellules altérées pour p53 sont
généralement résistantes aux agents geénotoxiques (fludarabine, cisplatin, doxorubucine)
comme dans le cas des LLC avec une délétion du chromosome p17 conduisant a la perte de
p53 et a une resistance a la fludarabine (Turgut et al., 2007). Vasey et Jones (Vasey et al.,
1996) ont montré que l'inactivation de p53 est associée a une diminution de la sensibilité des
cellules cancéreuses de I'ovaire au cisplatine, ce qui n’est pas le cas pour le paclitaxel qui est
un poison du fuseau mitotique. Par ailleurs, les cellules cancéreuses colorectales p53+/- sont
résistantes a I'anti- métabolite 5 -FU, mais sensibles a la doxorubicine (Bunz et al., 1999). Le
mécanisme moléculaire sous-jacent du role de p53 dans la réponse des différents types de
cellules tumorales a divers médicaments chimiothérapeutiques n'est toutefois pas entierement
compris. Des études suggérent que I’implication de p53 dans I'arrét du cycle cellulaire et dans
I’apoptose, en réponse a différents médicaments, peuvent contribuer a cette variabilité. Par
exemple, p53 déclenche généralement la cascade apoptotique plutdt que l'arrét du cycle
cellulaire en réponse a I’anthracycline, ce qui entraine une régression tumorale aprés un
traitement médicamental. Par ailleurs, p53 peut induire l'arrét du cycle cellulaire dans les
cancers de l'ovaire ou 1’apoptose dans les autres types de cancers, apres traitement par le
paclitaxel. Par conséquent, le role de p53 dans la médiation a la réponse chimiothérapeutique
est complexe et dépend a la fois du contexte cellulaire et de la classe des agents

chimiothérapeutiques employés.

La protéine p53 est particulierement intéressante pour le développement de nouvelles
thérapies contre le cancer, dans la mesure ou elle est frequemment mutée. Pour cela plusieurs
approches ont été réalisées dans le but de rétablir la fonction de p53 dans les tumeurs p53
muté. En principe, l'activité fonctionnelle des mutants de p53 pourrait étre restaurée par
I'introduction d'une copie du géne p53 de type sauvage par un vecteur viral adapté. Les

principales stratégies pour la restauration de la fonction de p53 par des manieres
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thérapeutiques exogenes ont été largement étudiées a la fois in vivo et in vitro, en particulier
pour le traitement du carcinome hépatocellulaire (HCC) ou des vecteurs viraux contenant p53
ont été utilisés dans plusieurs essais cliniques (Tian et al., 2009). Néanmoins, la thérapie
génique est actuellement limitée a lI'administration locale, car les méthodes efficaces pour
I'administration ciblée systémique de vecteurs viraux aux cellules tumorales ne sont pas
encore au point. De plus, une amélioration significative de I'efficacité du transfert de génes
est souhaitable pour en améliorer 1’application.

Compte-tenu de ces limitations, il peut également étre important de s’intéresser a des
traitements capables de potentialiser 1’apoptose chez des cellules dont p53 est muté en

induisant des voies de signalisation de remplacement.
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Figure 39 : Implication de la protéine p53 dans I’apoptose

111.6 INK, p38 et apoptose

La conversion des signaux extracellulaires en réponses intracellulaires conduit
nottament a la mort par apoptose. Il s’agit d’un processus complexe impliquant souvent
I'activité des MAPK (Mitogen Activated Protein kinases)

111.6.1 INK et apoptose

L’activation de JNK est généralement associée aux processus d’apoptose. Les JNK
kinases ont ét¢ initialement identifiées comme des protéines kinases activées lors d’exposition
aux UV. JNK peut également étre activé par plusieurs stimuli, y compris les facteurs de

croissance (Hibi et al., 1993), les facteurs de stress, les cytokines (Westwick et al., 1994) ou
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les réactifs cytotoxiques et génotoxiques. Ces types d’activation déclenchent les voies
apoptotiques (Sluss et al., 1994; Cano and Mahadevan, 1995) . Il a de plus a été montré que la
privation en facteur de croissance (NGF) provogue une activation continu de JNK et induit
I’apoptose chez les cellules de PC12 (Xia et al., 1995). Les études montrant I’induction de
I'apoptose par les radiations y ont mis en évidence une implication de JNK1 (Chen et al.,
1996). Les radiations y stimulent une activation tardive mais persistante de JNK1 chez les
cellules Jurkat, et ce de maniere concomitante avec une augmentation de la fragmentation de
I'ADN (indicateur d’apoptose tardive). D’autres études ont clairement établi le réle de INK
dans l'apoptose induite par TNF-a, Fas-ligand, les rayons X et UV (Verheij et al., 1996;
Wilson et al., 1996; Zanke et al., 1996).

11 a ainsi été observé que JNK joue un rdle central dans les processus d’apoptose. Il peut étre
activé par la voie dite « extrinséque », initiée par les récepteurs de mort tels que TNFa,
TRAIL ou Fas. Il peut également I’étre par la voie dite « intrinseque », initié par des
événements mitochondriaux, suite a un stress génotoxique. Ce dernier concerne 1’exposition
aux radiations ionisantes et aux UV, les agents oxydants (H.O,), des médicaments
anticancéreux tels que 1’étoposide (VP-16) ou la camptothécine (CPT) (Seimiya et al., 1997),
ou les poisons du fuseau mitotique (Matson and Stukenberg, 2011). Les voies apoptotiques
intrinséque et extrinséque mettant en jeu JNK peuvent étre activées toutes deux de maniére
indépendante chez certains types cellulaires, en fonction du stimulus appliqué : chez les
lymphocytes T humains 1’activation de JNK peut étre induite par un stress génotoxique (voie
intrinseque) mais également par Fas (voie extrinséque) (Latinis and Koretzky, 1996; Wilson
et al. 1996). JNK agit, soit en régulant positivement les génes pro-apoptotiques via la
transactivation de facteurs de transcription spécifiques comprenant c-Jun, soit en modulant
directement les activités des protéines pro- et anti-apoptotiques mitochondriales par
I’intermédiaire d’événements de phosphorylation.

L’implication de JNK dans les processus d’apoptose a pu étre mise en évidence en faisant
varier I’expression de molécules de sa voie de signalisation. La surexpression de la protéine
ASK1 (apoptose signal régulation kinase-1, MAPKKK activant MEK4 et MEK7) induit
I’apoptose de cellules embryonnaires rénales humaines, des cellules du carcinome
épidermique et des cellules jurkat T (Ichijo et al., 1997). A 1’opposé, la surexpression in vitro
du dominant négatif de MEK4, in vitro peut bloquer l'induction de la mort des cellules
induites par irradiation, par des médicaments anticancereux génotoxiques (cisplatine,
adriamycine et étoposide), ou par le peroxyde et la céramide (Cuvillier et al., 1996; Verheij et
al., 1996; Zanke et al., 1996). Par ailleurs, la surexpression de la forme inactive de c-Jun ou
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du dominant négatif de MEKK21 empéche l'induction de la mort cellulaire par irradiation, la
ceramide, ou par un choc thermique, chez les cellules U937 et BAE (Verheij et al., 1996)

L’apoptose en lien avec les voies d’activation de JNK, a également été largement étudiée a
partir de modéles animaux souris. Les cellules spléniques CD4+ ou les thymocytes déficients
pour JNK1 présentent une résistance a 1’apoptose lors de la stimulation par le CD3
(Sabapathy et al., 2001). Il en est de méme pour les thymocytes déficients pour JNK2
(Sabapathy et al., 1999). Ces résultats montrent le role de JNK1 et JNK2 dans I’apoptose
lymphocytaire. Les fibroblastes embryonnaires de souris knockout pour la INK1 et JNK2 sont
¢galement plus résistants a I’apoptose par comparaison avec des cellules normales (Tournier
et al., 2000). Un phénotype similaire a été retrouvé chez les souris c-Jun A63/73, dont c-Jun
porte des mutations dans les sites de phosphorylation (Behrens et al., 1999) Des études faites
sur des fibroblastes embryonnaires prélevés a partir de souris JNK1-/-JNK2-/- ont de plus
montré leur résistance a l'apoptose, en réponse a une irradiation UV, au méthyl
méthanesulfate (agent alkylant de 'ADN) et a ’anisomycine (inhibiteur de la traduction)
(Tournier et al., 2000). 11 a été suggéré que le défaut d’apoptose peut étre corrélé a l'absence
de dépolarisation mitochondriale, de libération du cytochrome c, et d’activation des caspases.
Le role de JNK3 dans l'apoptose a été étudié par Yang et al en 1997, a I’aide de souris KO
pour JNK3 (JNK3 KO). Il est connu que les agents cytotoxiques comme la kainite ou le
glutamate induisent lI'apoptose des neurones de I'hippocampe chez les souris de type sauvage.
Ces auteurs ont observé que les neurones de I'hippocampe de souris JINK3 KO présentent une
tres forte résistance a 1’apoptose. Par ailleurs, I’inhibition de la phosphorylation de c-Jun chez
des souris sauvages conduit a une résistance a I’apoptose similaire a celle des souris JNK3
KO. Ceci suggere le rdle essentiel de JINK3 et de la phosphorylation de c-Jun dans la mort

cellulaire par apoptose (Yang et al., 1997).

111.6.1.2 INK : acteur principal de ’apoptose intrinséque
En 2000, Tournier et al ont montré I’'importance de JNK dans la libération du
cytochrome c, sans identifier le lien direct avec 1’activation de JNK (Tournier et al., 2000). Il
a par la suite été montre que 1’activation de JNK provoque la libération du cytochrome c et de
SMAC/Diablo (molécule potentialisant 1’apoptose) a partir de mitochondries isolées
(Chauhan et al., 2003).
JNK est actuellement reconnu pour jouer un role essentiel dans la modulation des fonctions

des proteines pro-et anti-apoptotiques présentes au niveau mitochondrial. Il permet d’activer
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le clivage de Bid. Une fois clivé, Bid est relocalisé a la membrane mitochondriale, ce qui
permet le déclenchement de 1’apoptose (Madesh et al., 2002)

Il a également été observé que JNK peut moduler I’activité d'autres protéines pro-
apoptotiques a domaine BH3, telles que Bim et Bmf (Lei and Davis, 2003). Aprés avoir été
activées par phosphorylation, Bim et Bmf activent a leur tour Bax et Bak, permettant d’initier
I’apoptose intrinséque. Bim et Bmf contribuent également au processus d’apoptose en
neutralisant par phosphorylation les protéines anti-apoptotiques Bcl2 et Bcl-xL (Puthalakath
et al., 1999; Puthalakath and Strasser, 2002). L’étude de la phosphorylation de Bim par JNK a
montré qu’elle a lieu sur trois sites (serl00, Thrll2 et Ser114), ce qui contribue a sa stabilite,
a sa redistribution au niveau de membrane mitochondriale et & une meilleure interaction avec
Bcl2 et Bel-xI (Geissler et al., 2013)

Par ailleurs, JNK phosphoryle la protéine Bad au niveau de la sérine 128 (Donovan et al.,
2002), ce qui favorise son effet apoptotique, comme démontré dans les neurones granulaires
du cervelet primaires de rat. Les protéines kinases de pro-survies (Akt-1, PAK-1, PKA,...)
inhibent généralement 1’effet pro-apototique de Bad en le phosphorylant au niveau des sérines
112 et 136. Cette double phophorylation conduit a sa séquestration par les protéines de la
famille 14-3-3 (Gross et al., 1999). JNK agit a deux niveaux pour empécher I’interaction entre
Bad et les protéines 14-3-3: par la phosphorylation de Bad sur la sérine 128 et par
phosphorylation de la protéine 14-3-3( au niveau de la sérine 184 (Tsuruta et al., 2004). Bad
ainsi libéré peut s’associer a des molécules anti-apoptotiques telles que Bcl2 ou Bcl-XL et
promouvoir 1’apoptose (Wang et al., 2007).

JNK agit de plus de manicre positive sur I’apoptose, par phosphorylation de Bax et de ses
protéines de séquestration de la famille 14-3-3. D’une part, JNK phosphoryle la Ser184 de la
protéine 14-3-3( et la Ser186 de la protéine 14-3-3c, conduisant a la dissociation du complexe
Bax /protéine 14-3-3. D’autre part, la phosphorylation de Bax conduit a son changement de
conformation, ce qui lui permet de passer d’une forme inactive a une forme active et sa
relocalisation au niveau de la membrane mitochondriale. Bax peut ainsi contribuer au
relargage du cytochrome c. ( Kim et al., 2006; Tsuruta et al., 2004)

En plus de son implication dans ’activation des protéines pro apoptotiques, JNK promeut
I'apoptose en inhibant par phosphorylation la molécule anti-apoptotique Bcl2 (directement ou
via Bim et Bmf). La phosphorylation de JNK permettant d’inactiver Bcl2 a lieu sur la sérine
70 (‘Yamamoto et al., 1999; Srivastava et al., 1999) (Figure 40).

103



il

Death Receptor

~ @ Activation of Caspase Cascade
2P

Nuclear
Translocation

Transactivation of TFs

'

Expression of
Pro-apoptotic Genes
(IT'NF-a, Fas-L, Bak)

Figure 40 : Différents mécanismes induits par JNK kinase dans I’induction de 1’apoptose (intrinséque).
Modifié d’aprés (Dhanasekaran and Reddy, 2008)

JNK intervient également dans le processus d’apoptose en régulant la phosphorylation de
facteurs de transcription de la famille p53 (Fuchs et al., 1998). La phosphorylation de p53 sur
la Ser6 inhibe sa dégradation ubiquitaire par le protéasome et conduit a la stabilisation de son
niveau d’expression. Il a été montré que la phosphorylation de p53 sur le résidu Ser6 par
JNK2 est nécessaire au processus d’apoptose (Oleinik et al., 2007). Il est ainsi probable que la
voie apoptotique activée par JNK implique une surexpression des génes pro-apoptotiques
médiés par p53 comme Bax ou PUMA. JNK est également impliqué dans la régulation de
I'apoptose par I’intermédiaire d’un autre facteur de la famille de p53 ; p73 (Jones et al., 2007)
JNK permet la phosphorylation d’un résidu thréonine et d’un résidu sérine de p73, ce qui
conduit a sa stabilisation et a sa protection contre la dégradation protéosomale. De méme que
p53, p73 induit I'apoptose en augmentant I'expression de genes pro-apoptotiques, y compris
Bax et PUMA.

111.6.2 P38 et apoptose

Les MAPK p38 peuvent jouer un rdle pro ou anti apoptotique, en fonction du type
cellulaire et du stimulus appliqué. La surexpression de 1’activateur de p38 MKKS6, protége par
exemple les myocytes cardiaques de 1’apoptose induite par les récepteurs B-adrénergique
(Zechner et al., 1998) alors que p38 peut étre un médiateur important de I'apoptose pour les
neurones (De Zutter and Davis, 2001) ou les cellules cardiaques (Saurin et al., 2000). Dans

notre cas nous nous intéresserons a 1’activité pro-apoptotique de p38. Chez de nombreux
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types cellulaires, p38 active I'apoptose lors de la stimulation par le TNFa (Valladares et al.,
2000), le TGF B31 (transforming growth factor-B31) ou en réponse au stress oxydatif (Zhuang
et al., 2000). Les kinases p38 peuvent induire 1’apoptose par différents mécanismes : en
augmentant 1’expression de protéines pro-apoptotiques ou en modulant leur activité.

La voie des MAPK p38 conduisant a I’apoptose peut €tre activée par les ROS. Le récepteur de
mort TRAIL peut induire l'apoptose médiée par les ROS en activant les p38 dans les cellules
HelLa (Lee et al., 2002). Lors du traitement par I'acide bétulinique, les cellules de mélanomes
peuvent entrer en apoptose suite a la production de ROS et a I’activation des p38 (Tan et al.,
2003). L’acide salvianolique B peut également induire I’apoptose chez les cellules de
glioblastomes U87 via la génération des ROS et I’activation de la voie p38 (Z.-S. Wang et al.,
2013)

Les MAPK p38 peuvent de plus déclencher les voies pro-apoptotiques en régulant
I’expression et/ou l'activité de différents membres de la famille Bcl-2, telles que Bax, Bim ou
Bcl2. Chez les cellules dérivées de cardiomyocytes, p38 induit sa surexpression de Bax aux
niveaux transcriptionnel et protéique, ce qui les sensibilise a l'apoptose induite par différents
stimuli (Porras et al., 2004). De plus, chez les cardiomyocytes néonataux primaires, p38 (a/fB)
induit la phosphorylation de Bax et sa translocation a la mitochondrie lors d'ischémie simulée
(Capano and Crompton, 2006). Une translocation due a la phosphorylation de Bax par p38
(o/B) a également été observée chez une lignée d'hépatome humain (HepG2) aprés traitement
par différents stimuli pro-apoptotiques (Kim et al., 2006), de méme que chez les neurones
traités par la cyanide ou 1’oxyde nitrique (Shou et al., 2003). 1l existe cependant des études
contradictoires. Il a par exemple été montré que p38 pouvait s’associer a Bax et le sequestrer
dans le cytoplasme empéchant sa relocalisation a la membrane mitochondriale (Garibal et al.,
2010)

p38a régule positivement 1’expression (Cai and Xia, 2008), et I’activité (B. Cai et al., 2006)
de Bim (moléecule activatrice de Bax et Bak), ce qui contribue a I’induction de 1'apoptose.
Dans les cellules PC12 traitées par l'arsenite de sodium, il a été montré que p38a stimule la
transcription de Bim en induisant la translocation du facteur de transcription FOXO3
(Forhead-box O3) au noyau, conduisant également a une augmentation du niveau
d’expression protéique de BImEL (une des 3 isoformes de Bim) (B. Cai and Xia 2008). P38a
contribue de plus a I’activation par phosphorylation au niveau de la Ser65 (B. Cai et al.,
2006).

P38a peut également phosphoryler la protéine Bcl-2, ce qui conduit a I'inhibition de son
activité anti-apoptotique et a la libération du cytochrome-c mitochondrial (Torcia et al., 2001).

105



Une étude par spectrométrie de masse a montré que Bcl2 peut étre phosphorylé par p38 au
niveau de la Ser87 et de la Thr56 chez les B mémoires (De Chiara et al., 2006). Chez les
myocytes cardiaques de rats adultes, un stress oxydatif par H,O, conduit également a la
phosphorylation de la protéine Bcl-2 suite a ’activation de p38a, contribuant a I'apoptose
(Markou et al., 2009).

Outre la régulation des membres de la famille Bcl2, p38a est également impliqué dans la
régulation de I'expression du récepteur pro-apoptotique Fas et de son ligand FasL. Les
fibroblastes et les cardiomyocytes déficients en p38 sont plus résistants a I’apoptose, en
corrélation avec une diminution de 1’expression de Fas (Porras et al., 2004). Il a été montré
par ailleurs que p38 participe a la surexpression de Fas et de FasL suite a une activation par
I’anti-CD3 (Hsu et al., 1999). Chez les myocytes cardiaques exposés a une
ischémie/reperfusion, p38a augmente également I'expression de Fas par phosphorylation du
facteur de transcription STAT1 (une cible de NF-kB) sur la Ser-727 (Stephanou et al., 2001).
P38a peut de plus médier directement 1’activation de la caspase 8 initiatrice, recrutée par les
récepteurs pro-apoptotiques, tel que Fas. La présence de la molécule c-FLIP (Cellular FLICE-
like inhibitory Protein) au niveau du DISC (forme non phosphorylée) empéche ’activation de
la caspase 8 (la caspase 8 en se combinant a c-FLIP a la place d’une autre caspase 8 ne peut
s’autoactiver). P38 en phosphorylant c-FLIP provoque son départ du DISC (Tourian et al.,
2004), ce qui permet I’activation de la caspase 8 et ’entrée des cellules en apoptose.

La protéine suppresseur de tumeur p53 est également une cible importante de p38a. Cette
derniére peut phosphoryler et/ou activer p53, en réponse a différents médicaments
chimiothérapiques tels que la cisplatine et conduire les cellules a I'apoptose (Bragado et al.,
2007). P38a peut également induire I'apoptose via p53 en réponse a d'autres stimuli, tel que
I’infection par le HIV-1 (Perfettini et al., 2005). Outre son role de régulateur direct de p53,
p38a peut également intervenir de maniére indirecte par phosphorylation et stabilisation de
pl8hamlet, un coactivateur de p53(Cuadrado et al., 2007). En réponse aux dommages de
I'ADN, p18Hamlet phosphorylé s’accumule dans la cellule, et favorise le recrutement de p53
au niveau du promoteur de différents génes impliqués dans 1’apoptose intrinséque, tels que
Noxa, Bax ou Bim (Zuluaga et al., 2007)

Des mécanismes associés a la progression des cellules dans le cycle ou a leur survie, peuvent
également étre negativement régulés par p38a. Par exemple, la phosphorylation de 1’histone
H2AX par p38a conduit a la forme y-H2AX lors de la privation de sérum. y-H2AX intervient

dans I’arrét des cellules dans le cycle (en particulier lors des processus de réparation d’ADN)

106



et a leur apoptose si la forme phosphorylée est maintenue (Lu et al., 2008). P38a est
également un régulateur négatif des deux voies de survie : PI3K/Akt et ERK. Chez les
cellules dérivées de cardiomyocytes, ou les MEF (Mouse Embryonic Fibroblast) dont p38a
est déficient, les deux voies ERK et PI3K/AKt sont actives, ce qui contribue a leur survie
(Porras et al., 2004 ; Zuluaga et al. 2007)

Des résultats obtenus sur des modeles physiologiques murins par invalidation de p38
montrent les fonctions antiprolifératives et suppresseur de tumeur de cette molécule,
suggerant son réle apoptotique. L’inactivation de p38a conduit a une prolifération accrue de
différents types cellulaires (cardiomyocytes, hépatocytes, cellules hématopoiétiques en
particulier) (Engel et al., 2005), Des souris déficientes en p38a et exprimant le transgene K-
RasG12V développent des tumeurs au niveau des poumons (Ventura et al., 2007) ou du foie
(Hui et al. 2007; Sakurai et al., 2008), ce qui montre la fonction de suppresseur de tumeur de
p38a in vivo. Par ailleurs, des souris déficientes en p386 présentent une sensibilité réduite a
I’induction de cancers de la peau (Schindler et al., 2009) (Figure 41)

Chemotherapeutical agents
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caspase 9 >
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Figure 41 : Les mécanismes impliqués dans I'apoptose induite par p38a.
D’aprés (http://atlasgeneticsoncology.org/Deep/MAPK 14-p38ainCancerlD20089.html)
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CHAPITRE 2 : OBJECTIFS

109



110



Mes travaux de thése avaient pour objectif I’étude du role paradoxal de I’EBV dans
I’équilibre survie/apoptose des lymphocytes B en programme de latence Ill. lls ont été
réalisés en continuit¢ de ceux déja menés au laboratoire sur 1’é¢tude des cibles non
conventionnelles du virus, qui ont mis en évidence son role dans les processus d’apoptose,

bien que le programme de latence 11 soit considéré comme un programme de prolifération.

Deux aspects en lien avec le réle modulateur de I’EBV sur la réponse des cellules B a
I’apoptose ont été abordés. Ils concernent d’une part le role immuno-modulateur de I’EBV et

d’autre part son role pharmaco-modulateur.

La premiére partiec de mes travaux a porté sur I’immuno-inhibiteur B7-H1, connu pour étre
surexprimé a la surface des lymphocytes B infectés par I’EBV. Elle avait pour objectif de
définir si ce déterminant immunogeénique de la synapse immunologique pouvait jouer un réle
inhibiteur de la réponse T anti-EBV. Ceci en vue d’appréhender sa fonction dans 1’inhibition
de I’entrée en apoptose des lymphocytes B en latence III et leur échappement éventuel a la
surveillance du systeme immunitaire et les processus de lymphomagénése. Cette étude avait
en particulier pour but de définir le réle de NF-kB et c-Myc (les deux facteurs de transcription
majeurs activés lors de 1’infection), sur 1’expression transcriptionnelle et sur I’expression
protéique a la membrane de B7-H1, ainsi que les mécanismes moléculaires sous-jacents. Les

résultats obtenus font I’objet de la partie « Publication 1 ».

La seconde partie de mes travaux a été réalisée en collaboration avec le laboratoire BioCIS de
chimie thérapeutique de la Faculté de Pharmacie de Chatenay-Malabry (UMR CNRS 8076),
qui s’intéresse aux combretastatines, une nouvelle famille des poisons du fuseau mitotique, et
en particulier a I’iSONH,CA-4. Elle avait pour objectif d’étudier 1’efficacité de cette dernicre
sur les cellules de type lymphome, infectées ou non par ’EBV et mutées ou non par p53, de
maniére a évaluer le r6le pharmaco-modulateur éventuel de ’EBV lors du traitement des
cellules cancéreuses par les poisons du fuseau, sachant que ce virus conduit aussi bien a
I’activation des voies de prolifération cellulaire que des voies associées a I’apoptose. Les

résultats obtenus font 1’objet de la partie « Publication 2 ».
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CHAPITRE 3 : RESULTATS, CONCLUSIONS
DISCUSSIONS & PERSPECTIVES
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Publication 1
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I.1Introduction

Le virus d’Epstein-Barr est un virus appartenant a la famille des gamma-herpes virus
(Crough and Khanna, 2009), infectant plus que 90 % de la population mondiale. La primo-
infection a lieu durant I’enfance, généralement de maniére asymptomatique. Cela conduit a la
prolifération des lymphocytes B infectés par I’EBV. Cette prolifération est contrdlée par une
réponse immune T et NK. Cette réponse aboutit & un équilibre hote/virus, tel que le virus
persiste dans 1’organisme durant toute la vie de I’individu infecté. A I’état latent, ce virus
persiste dans les cellules B mémoires d’une fagon silencieuse. Il peut étre réactivé suite a une
immunodéficience et il est associé a différents cancers tels que le lymphome de Hodgkin, le
lymphome de Burkitt ou le carcinome du rhinopharynx (Young and Rickinson, 2004). Chez
les individus immunocompétents le virus demeure de continuellement actif, bien que ce soit a
des niveaux trés faibles, ce qui permet la production continue de virions.

Lors de I’infection latente, 1’équilibre hote/virus est assuré par le systéme immunitaire, en
particulier par la mise en place d’une réponse T anti-EBV. Cette derniére vise a contrdler les
cellules B en programme de prolifération de ’EBV. L’interaction entre les cellules T
cytotoxiques et les lymphocytes B infectés se fait par l’intermédiaire de la synapse
immunologique. Au niveau de cette zone de contact, la réponse immune fait intervenir deux
signaux. Le premier est délivré par I’interaction peptide-CMH/TCR et induit une réponse
spécifique (Dustin et al., 2010). Par contre, les cellules présentatrices de 1’antigéne (telles que
les lymphocytes B immortalisés par I’EBV) sont responsables d’un second signal dit de co-
activation. Ce dernier est indépendant de I’antigéne et peut €tre activateur ou inhibiteur de la
réponse T. Les signaux activateurs permettent I’expansion clonale de la cellule T, la sécrétion
de cytokines et la mise en place de ses fonctions effectrices. Ce signal peut étre contrecarré
par des signaux inhibiteurs qui ont comme r6le principal le maintien de la tolérance
immunologique et la neutralisation des réactions d’auto-immunité. Les signaux co-
stimulateurs et co-inhibiteurs sont délivrés par des molécules appartenant a la famille B7.
Cette famille comporte 10 molécules dont les fonctions différent en fonction de leur
interaction avec leur récepteur correspondant sur le lymphocyte T. Certaines possedent des
fonctions co-activatrices, d’autres des fonction co-inhibitrices (Flajnik et al., 2012)

B7-H1 (PD-L1, Programme Death Ligand 1) est une molécule appartenant a la famille B7.
L’interaction avec son récepteur, le PDI, délivre des signaux co-inhibiteurs. Au niveau
d’ARNm, B7-H1 est exprimé de maniéere abondante et constitutive par de nombreux types

cellulaires (hématopoiétiques ou non) (Dong et al., 1999), mais peu d’entre eux expriment la
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protéine a leur surface. Sa sur-expression a par contre été rapportée dans de nombreux cancers
(mélanomes, myélomes, lymphoproliférations, cancers du sein, du poumon, des ovaires, du
colon,...) (Dong et al., 2002; Wang and Chen, 2011) ou lors d’infections virales chroniques,
comme dans le cas du HIV, de I’hépatite C ou d’une infection par le rhinovirus (Dong et al.,
2002; Wang and Chen, 2011). Cette surexpression permet aux cellules tumorales d’innhiber la
réponse T cytotoxique et d’échapper a la surveillance du systeme immunitaire. De méme,
I’expression de B7-H1 est fortement augmentée a la surface des cellules B infectées par
I’EBV et en programme de prolifération (latence IIT) (Y. S. Kim et al., 2008).

Les cellules B en latence III de ’EBV sont caractérisées par une forte activation des deux
facteurs de transcription C-myc et NF-xB (Faumont et al., 2009). c-Myc peut contribuer a
I’échappement au systéeme immunitaire des cellules B tumorales en diminuant les réponses
NF-xB et aux interférons (Schlee et al., 2007) Ainsi, d’un point de vue immunologique, ces
deux facteurs majeurs de transcription peuvent jouer des réles opposes, c-Myc ayant pour

fonction de diminuer I’expression de molécules de surface induite par 1’activation de NF-kB.

L’objectif principal de ce travail est de définir le réle que peuvent jouer NF-kB et c-Myc dans
la régulation de I’expression a la surface cellulaire de la molécule immuno-inhibitrice B7-H1
chez les cellules B en programme de prolifération de I’EBV, ainsi que d’étudier les
mécanismes moléculaires mis en jeu. Ceci en vue d’appréhender le role de B7-H1 dans la
réponse immunitaire T anti-EBV et dans 1’échappement éventuel a la surveillance du systeme

immunitaire.
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1.2 Article

“B7-H1, which represses EBV-immortalized B cell killing
by autologous T and NK cells, is oppositely regulated by c-
Myc and EBV latency Il program at both mRNA and

secretory lysosome levels”

Durand-Panteix S, Farhat M, Youlyouz-Marfak I, Rouaud P, Ouk-Martin C, David A,
Faumont N, Feuillard J, Jayat-Vignoles C.
Journal of Immunology Journal of Immunology 2012; 189:181-190
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1.3 Conclusion et discussion

Nous avons pu montrer dans un premier temps que l’expression de I’immuno-
inhibiteur B7-H1 est augmentée a la surface des cellules B en latence III de I’EBV, ce qui
permet de réprimer la réponse T/NK anti-EBV. Cette inhibition, réalisée en bloguant la liaison
B7-H1/PDI a I’aide d’un anticorps bloquant (anti-B7-H1), suggére que cette molécule peut
jouer un r6le in vivo dans la réponse T/NK anti-EBV et contribuer a 1’échappement au
systétme immunitaire des cellules B en latence III de I’EBV, ainsi qu’a des processus de

lymphomagéneése.

Nous avons également montré que les cellules B infectées par ’EBV présentent une
surexpression de B7-H1 au niveau transcriptionnel. Cette derniere est faiblement induite par
NF«B (ce qui suggere qu’il existe au moins une autre acteur impliqué dans la transcription de
B7-H1) et fortement réprimé par c-myc.

Nous avons également observé une augmentation de 1’expression protéique de B7-H1 a la
surface des cellules infectées par ’EBV. De méme que pour 1’expression transcriptionnelle,
NF-kB n’assure pas la régulation de ce processus, mais c-Myc I’inhibe fortement.

L’étude de la séquence en acides aminées de B7H1 a montré qu’il existe dans la séquence
signal un motif YWHL (Tyrosine-Tryptophane-Histidine-Leucine), qui est présent chez les
molécules associées au compartiment lysosomal. Des études de co-localisation entre B7-H1
et les lysosomes (colocalisation avec une molécule constitutive de leur membrane : LAMP1 et
une enzyme intravésiculaire : cathepsine D) ont montré la colocalisation entre B7-H1 et le
compartiment lysosomale. Les lysosomes représentent majoritairement un compartiment de
dégradation des protéines chez les cellules eucaryotes. Cependant, certains types cellulaires
possedent également des lysosomes dits sécrétoires. Ces derniers sont apparentés aux
lysosomes de dégradation et possédent des enzymes de dégradation, mais ils jouent également
le r6le de granules sécrétoires (Stinchcombe et al., 2004). Ce type de lysosomes est retrouvé
en particulier dans les cellules hématopoietiques comme les lymphocytes T cytotoxiques
(CTL), les plaquettes, les mastocytes, les cellules dendritiques et les cellules B. Chez les
cellules T, la stimulation du TCR aboutit a la dégranulation des lysosomes sécrétoires, qui
liberent des composés bioactifs comme les granzymes et la perforine permettant I’¢limination
des cellules cibles (Gilfillan and Tkaczyk, 2006; Radoja et al., 2006; van der Sluijs et al.,
2008) Chez les basophiles, la libération des histamines stockées dans les lysosomes
sécrétoires permettent d’initier la réponse inflammatoire (Holt et al., 2006). Ce type de

lysosomes est particulierement associé au stockage (pour une mobilisation rapide) et au
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transport des protéines vers les compartiments membranaires et extra-cellulaires. Les
protéines transportées par les lysosomes secrétoires sont protégées des enzymes de
dégradation, soit parce qu’elles forment un corps dense au sein de la vésicule (pour celles qui
seront sécrétées), soit par des N-glycosylations pour les protéines qui seront exprimées a la
surface de la membrane cellulaire suite a la fusion de la vésicule avec la membrane
plasmique, ce qui est le cas de B7-H1. Ces vésicules possedent un marqueur vésiculaire
propre, Rab27 permettant d’assurer a ces vésicules un trafic intracellulaire correct. Afin de
savoir si B7-H1 est associé aux lysosomes sécrétoires, nous avons réalisé un co-marquage
Rab27a/B7-H1. Nos résultats ont montré la colocalisation de ces protéines, suggérant la
présence de B7-H1 au niveau de la membrane de ces organites. Nous avons également montré
que la quantité de lysosomes sécrétoires est augmentée chez les lymphocytes B en latence |11
de PEBV. Des analyses par cytométrie en flux ont de plus montré un niveau de fusion
augmenté entre ces vésicules et la membrane plasmique (présence significativement
augmentée de Rab27a a la surface des cellules infectées a I’EBV). L’ensemble de ces résultats
peut expliquer I’augmentation du niveau d’expression de B7-H1 a la surface des cellules

infectées.

Pour étre exporté a la membrane, les lysosomes sécrétoires nécessitent un réseau de transport
au sein de la cellule. Ce r6le est assuré par le cytosquelette, en particulier les micro-filaments
d’actine. Ces derniers assurent les transports courts au sein des cellules (entre le RE et le golgi
en particulier) ou au niveau péri-membranaire ainsi que les fonctions d’exocytose. De
nombreuses études ont mis en €vidence I’implication des microfilaments d’actine dans les
processus de transport vésiculaire, en particulier par 1’utilisation de toxines empéchant sa
polymérisation. Par exemple, le transport de VSVG (vesicular stomatitis virus G protein) est
inhibé lorsque les cellules sont traitées a la cytochalasine B (Hirschberg et al., 1998). Une
autre étude, a montré que la latrunculine B et le botulinum C2 bloquent le transport entre
I’appareil de golgi et le réticulum endoplasmique (Valderrama et al., 2001). La régulation de
la dynamique de polymérisation de ce réseau est en grande partie assurée par les Rho
GTPases. Cette famille de petites molécules comporte 23 membres dont 16 interviennent dans
le processus de polymérisation (RhoA, Cdc42 et Racl en particulier).

Le programme de I’EBV dans sa globalité et C-Myc peuvent agir sur la polymérisation de
I’actine, soit directement, soit en agissant sur les protéines G a fonctions GTPases (Rho
GTPases). Concernant ’EBV, L'expression de LMP1 dans les NPC est toujours associée a

une augmentation de la propagation métastasique. L’expression de LMP1 conduit egalement a
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une augmentation de la motilité cellulaire des cellules épithéliales ainsi qu’a leur capacité
invasive (Horikawa et al., 2001) .La voie PI3K, activée via le domaine CTARL de LMP1, est
associée a I’activation de nombreux processus cellulaires (croissance cellulaire, motilité,
adhesion, survie..) (Vivanco and Sawyers, 2002) Elle est responsable de I'activation de la
kinase Akt, qui favorise la survie cellulaire et la régulation de Rho GTPases jouant le réle de
régulateurs positifs de la polymérisation du cytosquelette d’actine. We et Zheng et al. (Y.
Zheng et al., 1994) ont constaté par la technique de chromatographie sur colonne que la sous
unité régulatrice (p85) et catalytique (P110) de la PI3K, se lient a Racl et Cdc42. Il a de plus
été montré que l'activité de la PI3K est renforcée par leur liaison a Racl et Cdc42 (Y. Zheng
et al., 1994). Par ailleurs, I'inhibition de Il'activité PI3K par la wortmanine ou I’inhibiteur
chimique LY?294002 inhibe I’activation de ces deux Rho GTPases chez les fibroblastes
(Hawkins et al., 1995), les cellules épithéliales (Nakagawa et al., 2001) ou les neutrophiles
(Benard et al., 1999b), indiquant qu’il existe une boucle de rétrocontréle positive entre la
PI3K et les Rho Gtpases. Chez les cellules épithéliales, la formation des fibres de stress est
médiée par I’activation de la MAP kinase ERK, elle-méme activée par I’expression de
LMP1(Dawson et al., 2008). Ainsi, I’EBV, via LMP1 et les voies de signalisation activées par
cette protéine de latence, induit la polymérisation de I’actine et la formation des fibres de
stress. Il existe également une kinase spécifique de I’EBV, impliquée dans la polymérisation
de I’actine : BGLF4. Cette derniére est la seule kinase Ser/Thr identifiée pour ’EBV et
retrouvée chez tous les virus de type Herpés. BGLF4 peut phosphoryler EBNA-2, EBNA-LP,
et BZLF1 ( Kato et al., 2003; Yue et al., 2005; Asai et al., 2006). Elle est co-localisée avec le
compartiment de réplication de I'ADN viral et est emballé dans le virion mir comme une
protéine du tégument ( Wang et al., 2005; Asai et al.,, 2006) . Cette kinase induit la
condensation et le réarrangement des fibres de stress et des filaments d’actine.

Le facteur de transcription c-Myc régule également la polymérisation de 1’actine. Des études
de proteomiques ont montré que que c-Myc régule l'activité de voies dependantes de RhoA en
baissant les niveaux d’expression de RhoA, de Cdc42 ou de rock, ainsi que d’un ensemble de
protéines liées au cytosquelette (Shiio et al., 2002). La surexpression de c-Myc dans les
lignées surexprimant RhoA conduit a la rupture de fibres de stress induite par RhoA. La
formation de fibres de stress par RhoA est regulée par Rock (Amano et al., 1997; Riento and
Ridley, 2003), qui a en particulier comme cibles la chaine legere de la myosine (MLC) et la
sous-unité de liaison de la myosine phosphatase MLC (MYPT1). RhoA active ces deux
protéines par phosphorylation. C-myc affecte la voie de RhoA en inhibant la voie Rock et en
empéchant leur phosphorylation. Par ailleurs, la surexpression de c-Myc déclenche la
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transition des cellules épithéliales vers des cellules possédant des propriétés migratoires et
invasives via une inactivation de la voie RhoA/Rock et une dépolymérisation du cytoskelette
d’actine (Shi et al.,, 2013) C-myc peut également réguler au niveau transcriptionnel
I’expression de RhoA (Chan et al., 2010)

Ces données montrent le réle majeur du programme global de I’EBV, via LMPL1, et c-Myc
dans la régulation de la polymérisation du réseau d’actine : activateur pour le premier et
inhibiteur pour le second. Sachant que cet élément du cytosquelette est également associé au
transport vésiculaire, nous avons fait I’hypothése que le programme de I’EBV et c-Myc
étaient les régulateurs de 1’expression de B7-H1 a la surface des cellules, via les lysosomes

sécrétoires.

Des marquages a 1’aide la phalloidine, permettant de détecter 1’actine sous sa forme
polymérisée filamenteuse (F-actine), ont été réalisés chez des cellules infectées ou non par
I’EBV et surexprimant ou non c-Myc. Nos résultats ont montré que les cellules infectées par
I’EBV et sur-exprimant B7-H1 a leur surface possedent plus de F-actine. Au contraire, la
surexpression de c-Myc conduit a une diminution de la quantité de F-actine et de 1’expression
de B7-H1 a la surface cellulaire. C-Myc apparait donc comme un régulateur négatif de
I’expression membranaire de molécules associées aux lysosomes sécrétoires, dont le

programme global de ’EBV favorise la fusion avec 1a membrane plasmique.

Ces roles opposés de I’EBV et de c-Myc sur la polymérisation de I’actine, permettent de créer
une boucle de régulation et d’équilibre dans 1’expression de B7-H1, contribuant probablement
a éviter 1’échappement des cellules en latence III de ’EBV a la réponse immunitaire
(maintien d’un niveau suffisamment bas) et les réactions d’auto-immunité avec une réponse T
excessive (par un niveau d’expression suffisamment élevé). Il est probable que ces deux
types de régulation aboutissent a un équilibre de la réponse immunitaire envers les cellules B
en latence Il de ’EBV.

En jouant sur le niveau de polymérisation de I’actine et en diminuant ’activité d’export des
lysosomes secrétoires, c-Myc pourrait jouer le role de régulateur de I’immunogénicité des
cellules B transformées par I’EBV. Il pourrait controler le niveau d’expression de B7-H1,
mais ¢également d’autres molécules de la synapse immunologique transportées via les
lysosomes sécrétoires. Ces modifications de sécrétions, en jouant sur le niveau d’expression
des protéines membranaires des cellules infectées pourraient contribuer a controler et a

moduler la réponse immune T anti-EBV. Une derégulation de ce systeme (un niveau
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d’expression augmenté en B7-H1 en particulier) pourrait contribuer a 1’échappement du
systéme immunitaire des cellules B en latence III de ’EBV et a I’initiation de processus de

lyphomagénese.
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1.4 Perspectives

In vitro, ’EBV infecte et transforme les cellules B, conduisant a leur prolifération et a
I’obtention de lignées cellulaires lymphoblastoides ou LCLs (latence Il1). In vivo, certains
désordres lymphoprolifératifs de type B sont étroitement associes au programme de latence 11
de I’EBV, comme certains PTLD (post transplant lymphoproliferative disorder), la
granulomatose lymphomatoide, les lymphomes associés au pyothorax ou certaines
lymphoproliférations du sujet agé (Rezk and Weiss, 2007). Ceci pose la question de
I’immunogénicité des lymphocytes B infectés par PEBV et des mécanismes moléculaires
sous-jacents pouvant conduire a I’apparition de ces tumeurs.

Le cytosquelette cellulaire, en association avec les processus d’exocytose, est susceptible de
jouer un rdle majeur dans ’immunogénicité des cellules B et d’avoir un impact sur les
processus de lymphomagénese.

La tubuline et ’actine sont les éléments du cytosquelette associés aux processus sécrétoires.
Les filaments de tubuline permettent aux vésicules sécrétoires, associées a des protéines
motrices (dynéine et kinésines) assurant leur mouvement sur ce dernier, de circuler sur de
longues distances au sein de la cellule. Les filaments d’actine, de plus faible diamétre et plus
modulables, prennent ensuite le relais (avec comme protéines moteurs des myosines) pour
assurer les mouvements péri membranaires de courte distance, ainsi que les processus
d’exocytose (ils assurent également en parallélent les déplacements courts au sein des cellules
comme ceux entre le golgi et le réticulum endoplasmique). L’organisation et la dynamique de
polymérisation de la tubuline et de ’actine sont directement associées a la sécrétion et a
I’expression des protéines membranaires. Toute modification intervenant chez une cellule
proliférante est susceptible d’avoir pour conséquence une modification de son
immunogénicité et d’entrainer des modifications dans la réponse T anti-tumorale (anti-EBV
en particulier).

Il est connu que 'infection d’une cellule par un virus peut avoir des conséquences sur
I’expression des molécules d’actine et de tubuline et/ou 1’organisation de son cytosquelette ,
comme dans le cas du virus de ’hépatite C (Tsao et al., 2006) ou du HHV3 (Varicella zoster

virus, qui est de méme que I’EBV un Herpésvirus) ( Kuhn et al., 2005).

Le programme de latence III de ’EBV dans sa globalité a été décrit comme pouvant induire la
polymérisation de 1’actine chez les cellules B humaines (Melamed et al., 1994). Cette derniére
a également été montrée comme pouvant étre associée a une ré-organisation du réseau

d’actine chez les cellules de type épithélial ou fibrobastique (suite a I’activation de la voie de
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signalisation cellulaire Pi3K/Akt via I’oncoprotéine virale LMP1) (Dawson et al., 2003c) .
LMP1 permet également d’activer chez les fibroblastes une Rho GTPase impliquée dans la
polymérisation de 1’actine, Cdc42 (Puls et al., 1999). Nous avons par ailleurs montré que c-
Myc (un des facteurs de transcription majeur activé lors de I’infection par ’EBV avec NF-B)
est un régulateur négatif de la polymérisation de 1’actine chez les lymphocytes B (Durand-
Panteix et al., 2012), et la perturbation du réseau d’actine peut induire 1’activation du facteur
de transcription NF-kB (Kustermans et al., 2005), lui-méme susceptible de réguler
I’expression de protéines associées a la sécrétion vésiculaire. La dynamique du cytosquelette
d’actine semble donc pouvoir étre largement régulée (positivement et négativement) par le
programme de latence III de ’EBV et susceptible de moduler les processus de sécrétion

associés a I’'immunogénicité cellulaire, et par voie de conséquence a la lymphomagéneése.

Il n’a pas été décrit de modification quantitative (expression identique par western blot chez
les cellules infectées ou non par ’EBV) ou de réorganisation lors de 1’infection des cellules B
par ’EBV pour le réseau de tubuline. Toutefois, les interférons de type o ou B peuvent activer
sa transcription, comme décrit dans un modeéle lymphoblastoide (précurseurs des
lymphocytes) (Fellous et al., 1982). Les cellules en latence III de I’EBV sécrétant de maniére
constitutive de I’interféron a. Il est possible que le réseau de tubuline en soit affecté dans
certains cas (méme s’il n’y a pas de différence au niveau quantitatif il peut y en avoir une en
terme de polymérisation). Par ailleurs, il est important d’étudier I’activation de c-Myc en lien
avec le réseau de tubuline, dans la mesure ou ce facteur intervient dans la dépolymerisation de
I’actine. C-Myc est en effet séquestré dans le cytoplasme par association aux filaments de
tubuline par son domaine N terminal (Alexandrova et al., 1995), et son hyperphosphorylation
conduit a sa libération et a sa relocalisation nucléaire ou il peut jouer son rdle de facteur de
transcription (comme c’est le cas lors de la mitose ou pour certains lymphomes de Burkitt

mutés pour c-Myc) (Niklinski et al., 2000).

Pour donner suite aux travaux sur B7-H1, il est intéressant de préciser le role du programme
de latence I1I de ’EBV (programmes majeurs de transcription NF-xB et c-Myc en particulier)
sur I’organisation et I’expression des protéines du cytosquelette impliquées dans le trafic
sécretoire (actine et tubuline), ainsi que les mécanismes moléculaires sous-jacents. Ceci en
vue d’étudier D’influence du cytosquelette sur la modulation de I’immunogénicité

lymphocytaire B et les processus de lymphomagénése associés.
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Compte-tenu des éléments apportés dans 1’introduction bibliographique, une hypothése des

voies de signalisation impliquées est la suivante :
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Controéle de I’'exocytose — Expression protéines membranaire et sécrétion
(lysosomes sécrétoires) /Immunogénicité

B7-H1, CMHII, + ?
(Echappement a la réponse T anti-EBV et lymphomagéneéese)

Les deux programmes de transcription majeurs activés par I’EBV (c-myc et NF-xB) sont
susceptibles de contréler, via le cytosquelette (tubuline et actine), la régulation des processus
de sécrétion vésiculaire et I’immunogénicité cellulaire dans un équilibre d’activation et
d’inhibition : activation lorsque ’actine est polymérisée (Filament, F) et inhibition lorsqu’elle
est sous forme dépolymérisée (globulaire, G), comme présenté dans le schéma ci-dessus.
Differents acteurs moléculaires candidats sont de plus identifiés (la voie Pi3K, RhoA ou
RhoE). Il est ainsi possible que le cytosquelette, en contrdlant la fusion des vésicules
(lysosomes sécrétoires en particulier) avec la membrane, permette de définir quelles protéines
seront exprimées a la surface cellulaire (B7-H1, CMHIL,...) et/ou seront sécrétées. La cellule
tumorale, en contrélant ce processus, est ainsi susceptible d’échapper a la surveillance du

systeme immuitaire de continuer a proliférer.

Nous avons pu montrer lors de nos travaux précédents qu’en programme de latence III, la
polymérisation de I’actine et les fonctions sécrétrices étaient favorisées. Le virus pourrait,

selon des situations physiologiques particuliéres, modifier ses interactions avec le systéeme
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immunitaire de 1’hote et favoriser la réponse anti-EBV (phase d’infection par exemple) ou

I’inhiber (phase de latence par exemple).

Il est important de noter que I’inhibition ou I’activation de de la sécrétion vésiculaire, peuvent
toute deux mettre en jeu des molécules conduisant a la lymphomagénése (en favorisant
I’expression de molécules immunoinhibitrices a la surface cellulaire, ou en empéchant celle
de molécules immunoactivatrices). Ceci peut étre le cas de cancers dont la prolifération est

contrélée soit par le programme NF-kB seul, soit par le programme c-Myc.

Les résultats des travaux précédemment réalisés montrent que le cytosquelette est un élément
intervenant dans la régulation de I’immunogénicité des cellules B infectées par ’EBV en
régulant I’activité sécrétoire des cellules. Il s’agit d’un facteur pouvant jouer un role important

dans les processus de lymphomagénése associés au virus.

Il sera intéressant de préciser dans un premier temps le rdle du cytosquelette et les acteurs
moléculaires impliqués dans les processus de sécrétion des cellules B en latence 11l de ’EBV.
Une étude plus précise des molécules associees au trafic sécrétoire et impliquées dans
I’immunogénicité et les processus de lymphomagénése pourra étre réalisée par la suite

(molécules membranaires de la synapse immunologique ou sécrétées).

Une partie des travaux portera sur le réseau de tubuline et la forme activée de c-Myc,
(Phospho-Myc), par comparaison de lignées EBV négatives (BL2 et BL41) et de leur contre-
partie EBV positive (BL2B958 et BL41.B95.8), disponibles au laboratoire. Apres une analyse
du contenu cellulaire en tubuline (par cytométrie en flux et western blot) ainsi que la
réorganisation éventuelle du réseau (par microscopie confocale et imagerie en flux) sera
importante. Les formes activées ou non de c-Myc (par immunofluorescence et cytométrie en
flux), sont ensuite étudiés d’une maniére quantitative dans le but d’évaluer I’impact de la
forme phosphorylée sur la dépolymérisation de I’actine. Il sera possible d’employer des
inhibiteurs chimiques de la polymérisation (colchicine, nocodazole, vinblastine....) ou de la
dépolymérisation (taxol) pour étudier I’'impact de la dynamique des microtubules sur la

sécrétion cellulaire.

La seconde partie des travaux sera consacrée au réseau d’actine et aux acteurs moléculaires
impliqués dans son équilibre polymérisation/dépolymérisation. Nous analyserons le contenu
cellulaire en actine totale, et en actine F polymérisée (par cytométrie en flux et western blot,)

ainsi que la réorganisation éventuelle du réseau (par microscopie confocale et imagerie en
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flux), par comparaison de lignées EBV négatives et de leur contre-partie EBV positive,
disponibles au laboratoire. Nous rechercherons par la suite les molécules susceptibles d’étre
impliquées dans la dynamique du systtme en utilisant comme marqueur de [’actine
polymérisé la phalloidine couplée a une molécule fluorescente, et comme contréle
physiologique du processus de sécrétion les marquages intracellulaire et membranaire en

immunfluoorescence de B7-H1 ou du CMHII.

Les données bibliographiques permettent de cibler comme molécules candidates jouant sur la
polymérisation, des acteurs de la voie de signalisation de LMP1: NF-xB (RhoA en
particulier) et Pi3K/Akt. Il sera possible de réaliser des activations et des inhibitions a 1’aide
d’agents chimiques pour étudier leur rdle. Les protéines identifiées seront par la suite

analysees au niveau transcriptionnel par Q-PCR.

Pour I’étude de la dépolymérisation nous utiliserons un modele cellulaire disponible au
laboratoire (P493-6) pour lequel il est possible d’induire ou non 1’expression de c-Myc, nous
utiliserons également comme témoin un agent chimique dépolymérisant, la latrunculine. Deux
molécules candidates peuvent étre ciblées: RhoA et RhoE (inhibiteur de RhoA). Nous
attendons une diminution de I’expression de RhoA et une augmentation de celle de RhoE.
Ceci sera vérifié par western blot et des analyses transcriptionnelles seront également
réalisées. La dépolymérisation de 1’actine a été décrite comme pouvant induire 1’activation de
NF-x B, nous vérifierons également si 1’activité totale de NF-k B est en partie diminuée lors

de la dépolymérisation de 1’actine.

Nous pourrons également suivre I’effet de I’IFN-a, sur la dépolymeérisation de la tubuline, son
impact sur la dépolymérisation de 1’actine et par voie de conséquence de I’activité sécrétoire

de la cellule.

Parallélement au suivi des processus de sécretion liés au cytosquelette nous réaliserons une
étude sur données bibliographiques permettant de cibler des molécules membranaires de la
synapse immunologique ou sécrétées, empruntant les voies de sécrétion vésiculaires et
associées a I’immunogénicité. Nous porterons une attention particuliere aux molécules

pouvant étre associées au processus de lymphomagénese.

Le but a plus long terme est de vérifier I’expression de ces molécules a la surface de
lymphocytes B tumoraux, en particulier dans le cas de cellules B en latence I1I de ’EBV, et

de vérifier leur réle physiologique dans des modeles d’interaction avec des cellules T
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cytotoxiques, normalement destinées a les détruire par apoptose. Pour ce travail, nous nous
proposons de mettre au point un modele d’étude rapide et standardisé ou les lymphocytes T
cytotoxiques autologues (prélevés et isolés a partir de I’individu duquel proviennent les
cellules B transformées par I’EBV) seront remplacés par une lignée T cytotoxique ne
présentant pas de restriction de CMH (lignée TALL104, déja acquise par le laboratoire mais

pour laquelle nous devons optimiser les conditions de croissance).

Le cytosquelette, par son influence sur de nombreuses fonctions cellulaires (phénotype,
prolifération, invasion, trafic sécrétoire,...) est incontestablement un facteur majeur de la
lymphomagénése. En permettant de réguler les processus sécrétoires directement responsables
de I’expression des protéines membranaires et des protéines sécrétées par la cellule, c’est
toute I’immunogénicité de cette derniére qu’il est susceptible de contrdler. Par conséquent, il
est fort probable que le cytosquelette puisse étre impliqué dans la subversion de la réponse
immune T anti-tumorale, en particulier T anti-EBV, et dans 1’apparition de lymphomes.
L’¢étude des mécanismes moléculaires associant le cytosquelette a I’immunogénicité est une
ouverture sur la compréhension des mécanismes de lymphomagénése, notamment dans le cas

des lymphomes B associés a ’EBV.
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I1.1Introduction

Le cancer est caractérisé par une multiplication anarchique des cellules, due a une
dérégulation de leur prolifération ou a leur incapacité a entrer en apoptose. Le traitement de
ces pathologies est généralement basé sur la destruction de ces cellules par apoptose, ce qui
permet leur élimination par les cellules phagocytaires (aprés leur dissociation en corps
apoptotiques), sans effet inflammatoire.

Il existe diverses molécules anticancéreuses utilisées en clinique. Ces molécules different
entre elles par leur mécanisme d’action et par leurs cibles cellulaires. Elles peuvent étre
employées en monothérapie ou en polychimiothapie. Certaines agissent comme des
inhibiteurs des tyrosines kinases (comme 1’imatinib), d’autres possédent des effets
génotoxiques (tel que la doxorubicine). Il existe également un ensemble de composés
antimitotiques appelés poisons du fuseau mitotique. Ils agissent sur la dynamique de
polymérisation des micrototubules de tubuline, ce qui induit un stress cellulaire conduisant

généralement les cellules a la mort par apopotose intrinséque.

Les microtubules sont un constituant majeur du cytosquelette et du fuseau mitotique. Ils sont
composes de tubuline a et de tubuline B. Lors de la polymérisation, des hétérodimeéres d’a-
tubuline-GTP/B-tubuline-GTP s’associent pour former un protofilament par hydrolyse du
GTP de la B-tubuline (Figure 42). Les protofilaments s’associent ensuite pour former le
microtubule qui va s’allonger par addition d’hétérodimeéres supplémentaires. Les agents anti-
mitotiques perturbent la dynamique de polymérisation/dépolymérisation de la tubuline et
empéchent les processus de division cellulaire. 1ls sont classés en fonction de leur mode
d’action : certains ont un rdle de stabilisation, alors que d’autres provoquent la
dépolymérisation des microtubules. Ceux provoquant la dépolymérisation sont de plus classés
en fonction de leur site de liaison a la tubuline (site de liaison de la colchicine ou site de

liaison de type vinca).
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Figure 42 : Schéma représentatif de la polymérisation des microtubules de la tubuline.
D’aprés http://www.facbio.com/content/index.php?option=com_content&task=view&id=29&Itemid=47

Les agents stabilisants sont des molécules qui vont bloquer la mitose en inhibant la

dissociation des microtubules. Le taxol (paclitaxel) en est un représentant de référence (Schiff

et al.,, 1979) (Figure 43). Plusieurs de ces molécules sont employées pour des traitements

anticancéreux (Tableau 6). Elles ont un site d’interaction commun dit le site taxane (premier

composé naturel de ce type extrait de Taxus brevifolia) qui se situe au niveau de la tubuline

(Figure 44).
Domaine de Molécule Usage thérapeutique Développement
fixation en cancérologie clinique
Paclitaxel Cancers de I’ovaire, Utilisation clinique :
(Taxol) du sein et du poumon. | 207 phases I-111
Sarcome de Kaposi
Docetaxel Tumeurs de la 8 essais en phases I-111
Site Taxane (Taxotere) prostate, du cerveau et
du poumon
Epothilon Tumeurs résistantes au | Phases I-111
Paclitaxel
Discodermolide - Phase |

Tableau 6 : Principaux agents stabilisants de la tubuline, utilisation therapeutique et developpement clinique.

D’aprés (Jordan and Wilson, 2004; Kuppens, 2006).
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(a)

Colchicine

(c) Vinblastine ; Ry = Me, R; = OMe, Rz = OAc
(d) Vincristine ; Ry =CHO, R, =OMe, R; = OAc

Figure 43 : Structure chimique des agents stabilisants.
Paclitaxel (a), colchicine (b), vinblastine (C) vincristine (D)
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Figure 44 : Position relative des agents stabilisants et destabilisants sur un hétérodimere de tubuline.
Colchicine (en violet), paclitaxel (en orange) et vinblastine (en vert). D’aprés (Checchi et al., 2003)

D’autre part les agents dépolymérisant la tubuline, constituent une classe importante de
molécules poisons du fuseau mitotique. lls sont classés en deux groupes, en fonction de leur
site d’interaction avec la tubuline : ceux se fixant au domaine de la colchicine et ceux se
fixant dans le domaine des vinca-alcaloides (domaine vinca). Plusieurs sont deja employés
pour le traitement des cancers (Tableau 7). La colchicine est une molécule de référence, il

s’agit d’un alcaloide extrait a partir de I’espéce végétale Colchicum autumnale (Figure 43).
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Cette molécule et ses analogues ont été largement étudiés pour le traitement des cancers, mais
ils manquent d’efficacité in vivo a la dose maximale tolérée. Malgré son manque d’intérét
clinique, la colchicine a toutefois été largement étudiée en ce qui concerne son mode
d’interaction avec la tubuline. De méme que I’ensemble des molécules du méme groupe, elle
se lie au monomere B de I’hétérodimeére o/f, composant de base de la tubuline. Son site de
fixation est situé proche de la région située entre les deux monomeéres (Figure 44). Le
complexe tubuline/colchicine contribue a la polymérsation de I’extrémité terminale des
microtubules mais sa conformation affaiblit les liaisons latérales entre les sous-unités de
tubuline. L’instabilité¢ de la structure provoque une dissociation des microtubules lors de la

métaphase (Correia and Lobert, 2001).

Domaine de Molécule Usage thérapeutique Développement
fixation en cancérologie clinique
Colchicine Pathologies non Essais non concluants,
Domaine tumorales forte toicité
colchicine Combretastatines Anti-angiogénique Phase |
2-Méthoxy-Estradiol | - Phase |
E7010 Tumeurs solides Phases |, Il
Vinblastine Maladie de Hodgkin Utilisation clinique
Cancer des testicules 22 combinaisons
Vincristine Leucémies, Utilisation  clinique :
lymphomes 108 combinaisons
Vinorelbine Tumeurs solides, | utilisation clinique : 29
lymphomes, cancer du | phases I-11l (seul ou
poumon combinaisons)
Vinflunine Cancers de la vessie, | Phase Il
Domaine vinca cancer du poumon non
a petite cellules, cancer
du sein
Cryptophycine 52 Tumeurs solides Phase |11 terminée
Halichondrins - Phase |
Dolastatines Anti-angiogénique Phases | et Il terminées
Hemiasterlines - Phase |

Tableau 7 : Principaux inhibiteurs de la polymérisation de la tubuline, utilisation thérapeutique et
développement clinique.
D’aprés (Jordan and Wilson, 2004; Kuppens, 2006)

Les vinca-alcaloides interagissent également avec la B-tubuline mais sur un site distinct de
celui de la colchicine (Figure 44). Ces composés ont une fixation rapide et réversible. Ils sont
extraits a partir de la plante Catharanthus roseus aussi appelée Vinca rosea Linn. Les
premiers a étre identifiés et qui sont restées des molécules de référence sont la vinblastine
(Chou et al., 1998) et la vincristine (Giannakakou et al., 2000) qui ne diférent que par la
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présence d’un groupe formyle pour la vincristine et méthyle pour la vinblastine (Figure 43).
Des dérivés semi-synthétiques ont été développés a partir de ces molécules (vinorelbine,
vinflunine). Les différences de structure ne modifient pas le mécanisme d’action des
molécules mais leur spectre clinique et leur cytotoxicité. Les vinca-alcaloides sont
géneralement employés lors de polychimiothérapies de type CHOP (cyclophosphamides,
adriamycine, vincristine, prednisone). lls sont utilisés dans le traitement de nombreux cancers
(cancers de I’ovaire, de la vessie, du rein, du sein, des testicules, sarcomes de Kaposi,

lymphome de Burkitt, lymphomes malins non hodgkiniens, lymphome de Hodgkin,...).

Les poisons du fuseau mitotique actuellement employés dans le traitement des cancers
présentent toutefois différents inconvénients : ils sont souvent difficiles & synthétiser, ont
généralement des effets secondaires (fatigue, vomissement, crampes abdominales,
neurotoxixcité) (Freilich et al., 1996) et il existe de nombreuses résistances aux
polychimiothérapies actuellement employées (multi drogue résistance) (Fojo and Menefee,

2005). Par conséquent, la recherche de nouvelles molécules est toujours d’actualité.

Le laboratoire BioCIS de chimie thérapeutique de la Faculté de Pharmacie de Chatenay-
Malabry (UMR CNRS 8076), avec lequel nous avons collaboré dans le cadre de ce travail,
s’intéresse aux molécules de la nouvelle famille des combretastatines. Il s’agit de molécules
d’origine naturelle isolées d’un arbre d’Afrique du Sud (Combretum caffrum), conduisant a la

dépolymérisation de la tubuline et ayant pour site de fixation le domaine colchicine.

L’inhibition de la croissance cellulaire a été testée in vitro pour les combrétastatines A 1-6 sur
60 lignées cellulaires tumorales humaines (Pettit et al., 1995). La combrétastatine A-4 (CA-4)
s’est montrée la plus efficace, avec un effet inhibiteur de I’assemblage de la tubuline
particulierement important. Par ailleurs, la CA-4 permet d’inhiber la croissance des
différentes lignées a des concentrations de 1’ordre du nanomolaire, y compris chez les lignées
cancéreuses multi-résistantes (Pettit et al., 2005). Cependant, sa faible solubilit¢ dans 1’eau
limite son efficacité in vivo. Plusieurs dérivés ont été étudiés afin d’améliorer sa solubilité et
sa pharmacocinétique. Ceci a conduit au développement d’un analogue du CA-4, la phosphate
dissodique combretastatine A-4 (CA-4P). Une pro-drogue plus soluble de la CA-4P a par la
suite été développée pour les études chez I’homme (Siemann et al., 2009). CA-4P, de méme
que son dérivé sytnhétique AVE-8062 (Ohsumi et al., 1998) ont été identifiés comme
présentant des effets anti-angiogéniques in vivo (Tozer et al., 2002) (Figure 45). La CA-4P a
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été employée dans le cadre de plusieurs essais cliniques en monothérapie ou en traitement
combiné de ’AMD (Age-related Macular Degeneration) (Siemann et al., 2009) ou du cancer
de la thyroide anaplasique (Lippert, 2007). Malgré leur activité anticancéreuse remarquable,
ces composés sont sujets a une isomeérisation de la double liaison (Aprile et al., 2007) et les

isomeres E présentent une baisse trés importante de leur effet anticancéreux (Cushman et al.,

1991) (Figure 46).
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Figure 45 : Structure chimique des combretastatines, Isocombretastatines et de leurs isomeres.

(a) Structure chimique des combretastatines A1 a A6 (CA-1 a CA-6) et de la combretastatine A 4 phosphate
(CA-4P) et de AVE 8062 (Ombrabuline). (b) Structure chimique des iso combretastatines Al a A4 (isoCA-1 a
iSOCA-4) de I’isoAminoCA-4 (isoNH2 CA-4) et de I’iso FCA-4.

Des études basées sur la relation structure-activité de ces molécules ont montré que pour les
combrétastatines le groupe 3,4,5-triméthxyphényl (TMP) ainsi que 1’orientation cis des deux

cycles aromatiques sont des éléments majeurs pour que I’activité biologique soit importante
(Tron et al., 2006).
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Figure 46 : Isomérisation de la Z-CA4 en E-CA4 par I’action de la température et de la lumiere.
La forme E est 100 fois moins active.

Il a ainsi été synthétisé des dérives ou des analogues des combretastatines, plus solubles et
présentant une conformation plus stable. L’isoCA-4, de méme que 23 dérivés de cette
molécule, ont été synthétises et leur effet a été testé sur des lignées humaines cancéreuses du
colon HCT-116. Parmi ces molécules, 1’isoCA-4, 1’isoFCA-4 et I’isoNH,CA-4 ont montré des
effets cytotoxique et inhibiteur de la polymérisation de la tubuline, ainsi que des effets anti-
angiogeniques plus puissants que les autres dérivés (Hamze et al., 2009) (Figure 45).

L’arrét des cellules en mitose induit par les poisons du fuseau mitotique peut les conduire a
une apoptose ou un arrét dans le cycle dépendant de p53 (Lanni and Jacks, 1998; Quignon et
al., 2006 ; Dalton et al., 2007). P53 est considérée comme une protéine suppresseur des
tumeurs, gardienne du génome. Il s’agit d’un facteur de transcription activé lors de processus
de stress, dont ’expression augmente suite a 1’arrét des cellules dans le cycle cellulaire.
Lorsque les dommages sont trop importants, p53 conduit les cellules a leur mort par apoptose.
Cet effet est recherché lors du traitement des cellules par les poisons du fuseau mitotique.
Cependant, p53 est freguemment muté chez les cellules cancéreuses, ce qui conduit a des
défauts d’apoptose. Ceci est le cas dans plus de 60% des tumeurs et dans 10 a 20% des

cancers de type hématologique.

Un moyen d’induire I’apoptose par les poisons du fuseau mitotique est de potentialiser ce
processus par une autre voie de signalisation que celle de p53. Un grand nombre de voies de
signalisation est détournée chez les lymphocytes B en latence III de ’EBV. LMP1, qui est
I’oncogene majeur de I’EBV, joue un rdle dans la survie et la prolifération cellulaire par
induction des voies NF-kB et Pi3K/Akt, mais il conduit également a I’activation de voies des
MAP kinases p38 et JNK impliquées dans les processus d’apoptose. Par ailleurs LMP2A

active ¢galement les voies Pi3K/Akt et JNK. L’EBV par son comportement ambivalent dans
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les processus de mort et de survie cellulaire est ainsi susceptible de jouer un réle pharmaco-

modulateur lors de traitements par les anti-tumoraux, tels que les poisons du fuseau mitotique.

Dans ce travail nous nous sommes en particulier intéressés au pouvoir antimitotique de la
molécule nouvellement synthétisée d’iSONH,CA-4, dans la mesure ou aucune étude n’avait
été réalisée jusqu’a présent sur des cellules de type lymphome. Nous avons utilisé des lignées
de lymphome de Burkitt (BL) mutées ou non pour p53 et infectées ou non par I’EBV.
L’objectif est d’étudier le role de ’EBV en tant que pharmaco-modulateur éventuel lors du
traitement par les poisons du fuseau mitotique de cellules p53 mutées, sachant qu’il active
aussi bien des voies de signalisations associées a la survie et la prolifération cellulaire que des
voies associées a I’apoptose. Nous avons employé¢ comme molécules de référence la
colchicine et le CA4. Nous avons également élargi notre étude a des poisons du fuseau
mitotique déstabilisant la tubuline de type Vinca (vincristine et vinblastine) et a un poison du
fuseau stabilisant la tubuline et classiquement employé lors des traitements anticancéreux, le

taxol
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11.2 Article 2

“Apoptosis can be induced with mitotic spindle poisons in
P53 mutated Burkitt Lymphoma cells through potentiation
of the MAPK pathway by EBYV latency III program”

Mona Farhat, Amanda Poissonier, Abdallah Hamze, Catherine Ouk, Jean-Daniel Brion,
Mouad Alami, Jean Feuillard, Chantal Jayat-Vignoles

Soumis a Cell Death and Differenciation
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11.3 Conclusion et discussion

Dans La seconde partie de notre travail nous avons pu mettre en évidence 1’effet
sensibilisant a I’apoptose du programme de latence III de ’EBV, suite a ’activation des voies
JNK et p38 MAP kinases, bien que le programme global du virus conduise a la survie et a la

prolifération cellulaire.

Comme indiqué dans I’introduction, 1’objectif initial de cette étude était de déterminer 1’effet
d’un poison du fuseau mitotique nouvellement synthétisé de la famille des combretastatines,
1’isoONH,CA-4, sur des lignées de lymphomes de burkitt disponibles au laboratoire. Il s’agit de
lignées possédant un statut sauvage pour p53 (BL2) ou muté (BL41) et de leur contre-parties
infectées par ’EBV (BL2B95.8 et BL41B95.8).

Nous avons pu déterminer 1’ICsq de prolifération (concentration permettant 50% d’inhibition)
avec 1’isoNH,CA-4, en comparaison avec deux autres molécules de référence déstabilisant la
tubuline et se fixant sur le site colchicine : la colchicine et la CA-4. Nos résultats ont montré
que 1’isoNH,CA-4 est plus efficace et que I’ICsp plus faible que pour les autres drogues. De
plus, les cellules infectées par I’EBV posseédent une ICso deux fois plus faibles que celles non
infectée, montrant leur plus forte sensibilité aux poisons du fuseau. D’autres études ont
montré que des cellules en latence Il de ’EBV pouvaient étre plus resistantes a 1’apoptose
induite par p53 (Renouf et al., 2009; Pujals et al., 2011) Cette contradiction peut toutefois
s’expliquer par le fait que les traitements employés sont differents et ne s’adressent pas aux

mémes cibles cellulaires.

D’un point de vue pharmacologique, compte-tenu de sa faible cytotoxicité (en particulier au
niveau hépatique) (Messaoudi et al., 2009) et de la plus faible concentration nécessaire pour
inhiber la prolifération cellulaire, 1’iSONH,CA-4, peut présenter des avantages lors de

polychimiothérapie de longue durée associant des poisons du fuseau mitotique.

Afin d’étudier le mécanisme cellulaire conduisant a I’inhibition de prolifération, nous avons
réalisé un test d’identification du processus d’apoptose (marquage par 1’annexin-V). Nous
avons mis en évidence que les trois poisons du fuseau mitotique induisent 1’apoptose, a

I’exception des BL41 mutées pour p53 et non infectées par ’EBV.

Afin de savoir si le processus d’apoptose observé est bien la conséquence de 1’arrét des
cellules en mitose, en particulier pour le nouveau derivé de la famille des combretastatines,

I’isoNH,CA-4, nous avons étudié la répartition des cellules dans les différentes phases du
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cycle cellulaire (par analyse du contenu total en ADN par cytométrie en flux) aprés traitement
par les poisons du fuseau. Nous avons également réalisé des observations par microscopie en
fluorescence pour confirmer I’arrét en mitose, la cytométrie en flux ne permettant pas de
discriminer les cellules en G2 et M dont le contenu total en ADN est identique). Dés 8h de
traitement, nous observons bien un arrét des cellules en mitose (arrét des cellules en G2M par
cytométrie en flux et image de cellules en métaphase par microscopie), quelle que soit la
lignée et la drogue employée. Par contre, pour la lignée BL41 cet arrét en mitose n’est pas
suivi de ’entrée des cellules en apoptose, comme pour les autres lignées chez qui on observe
aprés 24h de traitement 1’apparition d’un pic sub-G1 par cytométrie en flux (traduisant la
fragmentation de la chromatine caractéristique de la phase terminale de 1’apoptose) ou la
fragmentation nucléaire lors des observations en microscopie de fluorescence. L’apoptose
observée, en particulier chez les cellules BL41B95.8 mutées pour p53 mais infectées par

I’EBV, fait donc bien suite a I’arrét des cellules en mitose, notamment pour I’iSONH,CA-4.

Nous avons montré que 1’apoptose induite conduisait a 1’activation des caspases 3, 8 et 9 avec
une perte de I’intégrité mitochondriale, associée a la relocalisation de Bax a la mitochondrie.
La caspase 8 est généralement considérée comme initiatrice de 1’apoptose extrinséque et
comme pouvant induire secondairement la perméabilisation de la membrane mitochondriale
et I’activation des caspases 9. Cependant, des analyses cinétiques complémentaires ont montré
que les caspases 8 et 9 sont activées simultanément, ce qui suggere qu’il s’agit d’une
activation de la caspase 8 indépendante des récepteurs et faisant suite a la perméabilisation de
la membrane mitochondriale. Ceci a déja décrit dans la littérature pour les antimitotiques
(Jones et al., 2001). Différentes hypothéses sont avancées mais ce processus reste encore
flou ; il est proposé un systeme de type apoptosome spécifique de la caspase 8 ou une
activation induite directement par le cytochrome c.

Nos résultats montrent que I’infection par ’EBV de la lignée BL41 mutée pour p53 (lignée
BL41B95.8) lui permet d’entrer en apoptose lors du traitement par les poisons du fuseau

mitotique (apoptose intrinséque), ceci de fagon indépendante de p53.

Le contournement de la résistance a I’apoptose de cellules mutées pour p53 a déja pu étre
observé, en particulier lors de 1’utilisation des poisons du fuseau mitotique. Par exemple, une
étude a montre que des CLL mutées pour p53 et résistantes a de nombreux traitements,
comme les agents alkylants, la fludarabine, les irradiations de type y, étaient sensibles a la
vincristine (poison du fuseau) et la doxorubicine (agent génotoxique), cette sensibilisation

étant due a une activation d’un programme de mort cellulaire indépendant de P53 (Sturm et
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al., 2003) D’autres études suggerent de plus que la voie des MAP kinase de stress (JNK et
p38) puisse étre impliquées. En effet, la réactivation de p53 lors de traitements par la
molécule PRIMA-1 induit I’apoptose via la voie JNK (Li et al., 2005). La surexpression de la
protéine PUMA (un substrat de JNK) peut conduire les cellules a 1’apoptose en absence de
p53 (Yu and Zhang, 2008) ou le fenretinide (qui conduit a I’augmentation du niveau
intracellulaire en céramide et est un inducteur des voies p38 et JNK) peut induire 1’apoptose

intrinséque chez des cellules mutées pour p53 (Corazzari et al., 2005).

La relocalisation de Bax a la mitochondrie lors de I’apoptose intrinséque nécessite sa
phosphorylation et son changement de conformation (Kim et al., 2006). Or nous avons vu que
Bax n’est pas relocalis¢ a la mitochondrie chez les cellules BL41. Sachant que Bax est
positivement régulé par p53 (Schuler and Green, 2001) et qu’il s’agit également d’un substrat
des kinases p38 et JNK (Tsuruta et al., 2004; Kim et al., 2006), le processus mis en place par
I’EBV pour contrecarrer la résistance a 1’apoptose peut étre une activation de la voie des MAP

kinases de stress.

Afin de vérifier si les voies p38 et JNK étaient impliquées dans 1’apoptose induite par ’EBV
chez les cellules p53 mutée traitées par les poisons du fuseau mitotique, les cellules
BL41B95.8 ont été prétraitées par 1’inhibiteur SB203580 de p38, I’inhibiteur SP600125 de
JNK ou les deux inhibiteurs simultanément. Il a été observé une baisse du pourcentage de
cellules en apoptose, avec un effet cumulatif pour les deux drogues. Une observation
identique a ¢été faite pour les BL2B95.8. La diminution de 1’apoptose est associée a une
augmentation du nombre de cellules possédant des mitochondries intactes, ce qui indique une
protection des cellules contre I’apoptose intrinséque. Les voies p38 et JNK apparaissent donc

impliquées dans I’apoptose induite par ’EBV.

De maniére a confirmer ce résultat, les cellules BL41 ont été prétraitées par la
dihydrosphingosine (molécule chimique activatrice des MAP kinases p38 et JNK), avant leur
traitement par I’iSONH,CA-4. Ce prétraitement permet d’induire 1’apoptose chez ces cellules
mutées pour p53 et non infectées par I’EBV, ce qui suggere que ces deux voies sont bien
celles activées par ’EBV pour induire une apoptose indépendante de p53. Les bases
sphyngoides peuvent également inhiber faiblement la voie de survie Pi3K/Akt (Ahn and
Schroeder, 2006). Afin de vérifier que I’apoptose observée est bien spécifique de p38 et INK

nous avons réalisé un prétraitement par les inhibiteurs chimiques de ces deux voies. Ce
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traitement permet bien d’empécher le processus d’apoptose, montrant I’implication spécifique

de p38 et INK.

Nous avons essayé de genéraliser nos résultats aux différentes classes de poisons du fuseau
mitotiques (stabilisants ou destabilisants). Nous avons pu mettre en évidence que, quel que
soit le poison du fuseau employé, les cellules BL41 mutées pour p53 sont résistantes a
I’apoptose, et que leur infection par I’EBV permet de contourner cette résistance. Nous avons
¢galement montré qu’il était possible de baisser le pourcentage de cellules en apoptose par un
traitement par les inhibiteurs de p38 et de JNK et que cela s’accompagnait d’une baisse du
pourcentage de cellules dont les mitochondries sont non intégres. Ces résultats suggérent qu’il
est possible de contourner la résistance a 1’apoptose des cellules mutées pour p53 par
induction des voies p38 et JNK lors d’un traitement par les poisons du fuseau, quelle que soit

la classe de ce dernier.

Au total, nous avons pu montrer que 1’iSONH,CA-4 présente un mode d’action comparable

aux autres poisons du fuseau mitotique.

Nous avons aussi mis en évidence que I’EBV peut sensibiliser les cellules au traitement par
les poisons du fuseau et contourner la résistance a 1’apoptose chez les cellules p53 mutées,
grace a I’induction des voies des MAP kinases p38 et JNK et I’initiation d’une apoptose
I’intrinseéque. Nous avons €également pu montrer que 1’induction des voies p38 et INK peut
étre réalisée a I’aide d’un inducteur chimique, la D-erythro-dihydrosphingosine. Un agent
chimique induisant les voies p38 et JNK, telle que la D-erythro-dihydrosphingosine, peut
donc étre proposé dans le cadre de nouvelles combinaison thérapeutiques dans le cas ou p53

n’est pas fonctionnel.
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11.4 Perspectives

Afin de finaliser 1’exploration du mécanisme moléculaire mis en jeu lors de
I’induction de I’apoptose chez les cellules mutées pour p53 et infectées par ’EBV, il serait
intéressant de voir si I’apoptose intrinséque met en jeu de manicre directe la mitochondrie ou
si le reticulum endoplasmique (RE) est impliqué en amont. Il existe un stress du RE chez les
cellules infectées par ’EBV (Lee and Sugden, 2008) et I’activation des MAP kinases p38 et
JNK peut conduire a la libération de calcium par le RE, pouvant conduire a 1’ouverture des
pores mitochondriaux et déclencher 1’apoptose. Pour ce faire, il est possible d’utiliser un
inhibiteur du stress du RE, le salibrinal. L’utilisation de la N-acetylcystéine, un chélateur des
ROS, et de BAPTA, un chélateur de Ca?* peut permettre d’étudier I’implication des ROS.

Par ailleurs, les cellules BL constituent un modéle cellulaire particulier avec surexpression de
c-Myec. Il est nécessaire de vérifier dans d’autres modéles de lignées cellulaires humaines
qu’il est possible de contre carrer la résistance a 1’apoptose de cellules non fonctionnelles
pour p53 lors du traitement par les poisons du fuseau, par induction chimiques des voies p38
et JINK. Cela pourrait étre fait a I’aide de la lignée Jurkat (modéle d’étude des leucémies
aigues de type T) qui est mutée pour p53 ou de lignées leucémiques n’exprimant pas la
protéine p53, telles que les lignées HL60 (cellules promyélocytaires), K562 (cellules
my¢éloide particulierement résistantes a 1’apoptose, ou U937 (cellules monocytaires). Les
poisons du fuseau peuvent étre de type stabilisant de la tubuline (taxol) ou déstabilisant a site
de fixation colchicine (colchicine, isoONH,CA-4, CA-4) ou vinca (vinblastine, vincristine). Le
traitement des cellules par la D-erythro-dihydrosphingosine peut étre employé comme
inducteur des voies p38 et JNK et I’apoptose peut €tre suivi par cytométrie en flux a ’aide
d’un test annexine-V/iodure de propidium. La spécificité d’activation des voies p38 et INK
comme inducteur de I’apoptose peut par la suite étre vérifié en pré-traitant les cellules par des

inhibiteurs chimiques de ces MAP kinases avant le traitement par les poisons du fuseau.

Il est également possible de mener une étude sur des échantillons cliniques pour vérifier si
I’infection par ’EBV (dans le cas de pathologies associées a des latences de type II ou III, ou
LMP1 et LMP2A sont exprimées) peut étre un indicateur thérapeutique d’une meilleure
réponse au traitement, en particulier dans le cas d’une mutation de p53, lors de
polychimiothérapies incluant des poisons du fuseau mitotique. Il est possible de compléter
cette étude en évaluant les niveaux d’expression de JNK et de p38 activés (Phospho JNK et
phospho p38), qui sont les molécules que nous avons identifiées comme étant impliquées dans
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la potentialisation de 1’apoptose par les poisons du fuseau. Cette étude peut par exemple

porter sur les lymphomes de Hodgkin qui sont associés a la latence II de ’EBV.
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CHAPITRE 4 : CONCLUSION GENERALE
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I.1 Conclusion générale et faits marquants

Mes travaux de these ont permis de confirmer le role paradoxal de I’EBV dans les
lymphocytes B en programme de latence Il1lI. Ce programme de latence est caractérisé par
I’expression de I’ensemble des protéines de latence (dont 1’oncoprotéine majeur LMP1) et est
considéré comme un programme de prolifération. Cependant, différentes etudes, menées
notamment au laboratoire, montrent qu’il est associ¢ a la survie et a la prolifération mais

également a la mort des cellules par apoptose.

LMP1 induit comme programme de transcription majeur NF-kB, généralement associé a la
transformation et a la prolifération cellulaire. LMP1 conduit également a la surexpression de
molécules anti-apoptotiques (telles que Bcl-2 ou Mcll). Cependant, des travaux menés au
laboratoire ont pu montrer que le programme de latence Il de ’EBV permet également la
surexpression du récepteur pro-apoptotique Fas, suite a I’activation des facteurs de
transcription NF-xB, STAT1 et p53. Les cellules immortalisées par le virus peuvent ainsi étre
sensibilisées a 1’apoptose médiée par Fas et étre éliminées par la réponse T anti-EBV,
contribuant a la mise en place de 1’équilibre hote/virus lors de D’infection latente (Le
Clorennec et al., 2006). De plus, il a été montré que chez les cellules exprimant le plus
fortement LMP1, la surexpression du récepteur Fas conduit a son agrégation et a la mort des
cellules par apoptose (Le Clorennec et al., 2008), permettant de réguler 1’homéostasie du
compartiment B en latence III de P’EBV. L’EBV peut ainsi conduire a 1’élimination des

cellules B infectées.

La premicre partie de mes travaux de thése s’est également intéressee aux deéterminants
immunogéniques des lymphocytes B en latence III de ’EBV (Durand-Panteix et al., 2012,
publicationl). Des données bibliographique ont montré la surexpression d’une molécule de la
synapse immunologique, B7-H1, qui a I’inverse de Fas, est connue pour jouer un role
immuno-inhibiteur de la réponse T cytotoxique. J’ai pu mettre en évidence que B7-H1
réprime la réponse T/NK contre les cellules B infectées par ’EBV. J’ai également pu montrer
que NF-kB est un faible inducteur de 1’expression transcriptionnelle de B7-H1, alors que c-
Myc (le second facteur de transcription majeur activé en latence Il1), en est un puissant
répresseur. Par ailleurs, j’ai pu définir les mécanismes moléculaires conduisant a la
surexpression de la protéine B7-H1 a la surface des cellules : la molécule est stockée dans les
lysosomes sécrétoires dont le nombre et la fusion a la membrane plasmique sont augmentes

par le programme de latence I1l, alors que c-Myc, en empéchant le trafic vésiculaire sécrétoire
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par dépolymérisation des filaments d’actine, régule négativement son expression
membranaire. c-Myc, via B7-H1, est susceptible de réguler I’immunogénicité des lymhocytes
B infectés par ’EBV et de contribuer a I’inhibition de la réponse T anti-EBV ainsi qu’aux

processus de lymphomagénese.

Les résultats obtenus mettent en évidence que I’EBV peut jouer un réle immunomodulateur
ambivalent lors de la réponse T cytotoxique anti-EBV. Les molécules de la synapse
immunologique B7-H1 et Fas, peuvent jouer des r6les opposés : en faveur de la survie pour la
premiere et de la mort par apoptose pour la seconde.

Par ailleurs, les proteines de latence virales exprimées lors du programme de latence IlI
conduisent a I’activation constitutive de voies de signalisation impliquées aussi bien dans la
transformation, la survie et la prolifération cellulaire (NF-xB, Pi3K/Akt, ERK) que dans les
processus d’apoptose (p38, JNK). Le virus est donc susceptible de jouer un role pharmaco-
modulateur lors du traitement de lymphomes associés a I’EBV, tels que le lymphome de

Burkitt ou le lymphome de Hodgkin.

Dans la seconde partie de mon travail, je me suis intéressée au role de I’EBV dans le cas du
traitement de cellules de lymphome de Burkitt par les poisons du fuseau mitotique (Farhat et
al, publication 2). L’étude a porté en particulier sur un nouveau dérivé de la famille des
combretastatines, 1’iISONH,CA-4 qui est peu toxique et présente un effet inhibiteur important
sur la prolifération cellulaire. J’ai pu mettre en évidence que le virus sensibilise les cellules a
I’apoptose et qu’il permet de plus de contourner la résistance a 1’apoptose de cellules mutées
pour p53, par activation des voies des MAP kinases p38 et JNK et le déclenchement de
I’apoptose intrinseéque. L’étude a porté sur les poisons mitotiques des différentes classes :
agent stabilisant les microflilaments de tubuline ou les déstabilisants en se fixant sur les sites
de type colchicine (tel que isoNH,CA-4) ou Vinca. Les données obtenues gréace a la biologie
de ’EBV m’ont également permis de montrer que la résistance a 1’apoptose des cellules
mutées pour p53 peut étre induite par un agent chimique tel que la D-erythro-
dihydrosphingosine, qui est un activateur des voies des voies p38 et JNK. Ces résultats
permettent d’imaginer des nouvelles stratégies thérapeutiques pour le traitement des cellules

mutées pour p53.

D’une maniére générale, on peut dire que la biologie de ’EBV est trés complexe dans son
réle sur la balance survie/apoptose des lymphocytes B en latence III. L’ensemble de mes

résultats a permis de confirmer le role ambivalent du virus dans les processus d’apoptose. IIs
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peuvent étre inhibés (comme dans le cas de la réponse immune T anti-EBV, par expression de
I’immuno-inhibiteur B7-H1) ou activés (comme lors du traitement des cellules infectées par
les poisons du fuseu mitotique). Ces résultats sont illustrés dans le schéma ci-apres.

. LeClorennee,
J Imunal, 2008
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Résumé

L’EBV est le premier virus transformant identifié chez 1’homme. Il infecte environ 95% de la
population adulte et persiste dans le compartiment B mémoire durant toute la vie de 1’individu. Lors
de phases de réactivation, les cellules B infectées peuvent entrer en prolifération (latence I11). Le virus
exprime alors ses propres genes. Les protéines de latence exprimées conduisent a I’activation de voies
de signalisation cellulaires impliquées dans des processus de transformation, de survie et de
prolifération mais également d’ apoptose. Compte-tenu de de 1’ambivalence de voies de signalisation
activées, le virus peut jouer sur 1’équilibre survie/apoptose de la cellule.

Mon travail de thése a porté sur deux aspects en lien avec le role modulateur de I’EBV sur la réponse
des cellules B a I’apoptose : un réle immuno-modulateur et un réle pharmaco-modulateur.

Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés a la molécule immuno-inhibitrice de la synapse
immunologique surexprimée chez les lymphocytes B en latence III de I’EBV, B7-H1. Nous avons pu
montrer qu’elle réprime la réponse T/NK et que son expression transcriptionnelle est fortement
réprimée par c-Myc (programme de transcription activé par I’EBV). Nous avons également mis en
évidence que B7-H1 est stockée dans les lysosomes sécrétoires, dont le nombre et la fusion avec la
membrane plasmiques sont augmentés par le programme de latence III de ’EBV, tandis que c-Myc
réprime le trafic vésiculaire par dépolymérisation des filaments d’actine et empéche son expression
membranaire. La surexpression membranaire de B7-H1 peut contribuer a I’inhibition de la réponse
apoptotique T anti-EBV et aux processus de lymphomagénese.

Dans la seconde partie du travail, nous nous sommes intéressés au traitement par les poisons du fuseau
mitotique, en particulier du nouveau dérivé de la famille des combretastatines, 1’isONH,CA-4. Nous
avons pu montrer que I’infection par ’EBV permet de contourner la résistance a 1’apoptose de cellules
B de lymphome de Burkitt mutées pour p53, lors du traitement par les poisons du fuseau. L’induction
de I’apoptose intrinséqtue est due a I’activation par ’EBV des voies MAP kinases p38 et JNK. Un
inducteur chimique de ces voies, la sphingosine, conduit au méme résultat, ce qui permet d’envisager
de nouvelles stratégies thérapeutiques pour le traitement des cellules mutées pour p53.

L’ensemble de mon travail contribue a montrer le role complexe et ambivalent de ’EBV sur la

balance survie/apoptose des cellules B en programme de latence I1I.

Mots clés : EBV, Apoptose, B7-H1, immuno-modulation, antimitotiques, MAP kinases, pharmaco-

modulation
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