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Résumeé

La leucémie lymphoide chronique (LLC) est caractérisée par une accumulation anormale de
lymphocytes B matures. Les thérapies actuelles reposent sur I'utilisation d'inhibiteurs ciblant
les kinases impliquées dans la voie du récepteur des cellules B (BCR), mais elles sont
limitées par le niveau élevé de résistance a I'apoptose des cellules leucémiques. En effet,
celles-ci échouent a éradiquer les cellules résistantes a l'apoptose, il est donc essentiel
d'identifier d'autres voies de survie comme nouvelles cibles pour les thérapies
anticancéreuses. La surexpression des récepteurs de surface couplés aux protéines G
(RCPGs) entraine une transformation cellulaire et joue ainsi un réle essentiel dans les
tumeurs malignes. Dans cette étude, nous montrons que le récepteur de la neurotensine de
type 2 (NTSR2), un récepteur couplé aux protéines G, est un acteur essentiel dans les
mécanismes de résistance a I'apoptose dans les cellules leucémiques. Le récepteur NTSR2
est surexprimé et constitutivement actif dans les cellules leucémiques, son activation dépend
de son interaction avec le récepteur TrkB ( Tropomyosin-related kinase B) et du recrutement
des protéines Gi, a la place de son interaction avec son ligand naturel, la neurotensine
(NTS). L'interaction NTSR2-TrkB agit comme un oncogéne conditionnel nécessitant le BDNF
(Brain-Derived Neurotrophic Factor), le ligand de TrkB, qui est fortement exprimé dans les
cellules B leucémiques, contrairement a son ligand naturel la NTS. L'interaction NTSR2-TrkB
active les voies de signalisation de survie, y compris les voies de Src et Akt, ainsi que
I'expression des protéines anti-apoptotiques Bcl-2 (B-cell lymphoma-2) et Bcl-xL (B-cell
lymphoma-extra large). Néanmoins le récepteur TrkB seul ne protege pas les cellules B
leucémiques d'une diminution drastique de la viabilité par apoptose lorsque NTSR2 est
inactivé. L’ensemble de ces résultats suggérent que l'interaction NTSR2-TrKB et I'activation
soutenue des voies de signalisation dépendante de cette interaction constituent un
mécanisme essentiel d’échappement a I'apoptose des cellules B leucémiques. Le ciblage du
récepteur NTSR2 représente une stratégie prometteuse pour le traitement de cette
pathologie.

Mots-clés : Lymphocytes B leucémiques, RCPG, NTSR2, TrkB, apoptose.
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Abstract

Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is characterized by the abnormal accumulation of
mature B lymphocytes. Current therapies for CLL rely on using kinase inhibitors targeting B-
cell receptor (BCR) pathways, but they are limited by the high level of apoptosis-resistant B-
CLL cells, which results in a high frequency of patient relapse. Because current therapies fail
to eradicate these apoptosis-resistant cells, it is essential to identify alternative survival
pathways as novel targets for anticancer therapies. Overexpression of cell-surface G protein-
coupled receptors (GPCRs) drives cell transformation, and thus plays a critical role in
malignancies. In this study, we show that neurotensin receptor 2 (NTSR2), a G-protein-
coupled receptor, is an essential driver of apoptosis resistance in B-CLL. NTSR2 was highly
expressed and constitutively active in B-CLL cells, and its activation depended on its
interaction with the tropomyosin-related kinase B receptor (TrkB) and the recruitment of Gi,
proteins, instead of its interaction with its natural ligand, neurotensin (NTS). The NTSR2-
TrkB interaction acted as a conditional oncogenic driver requiring the TrkB ligand BDNF
(Brain-Derived Neurotrophic Factor), which is highly expressed in B-CLL cells, unlike its
natural ligand NTS. The NTSR2-TrkB interaction activates survival signaling pathways,
including the Src and AKT kinase pathways, as well as expression of the anti-apoptotic
proteins Bcl-2 (B-cell lymphoma-2) and Bcl-xL (B-cell lymphoma-extra large). TrkB failed to
protect B-CLL cells from a drastic decrease in viability via typical apoptotic cell death when
NTSR2 was down-regulated. Taken together, the results suggest that the NTSR2-TrKB
interaction and the sustained activation of signaling pathways reliant on this interaction
constitute an essential driving force for apoptosis evasion of B-CLL cells. Targeting NTSR2
could represent a promising strategy for treating B-CLL malignancy.

Keywords: B-CLL, GPCR, NTSR2, TrkB, apoptosis.
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Introduction et objectifs

La leucémie lymphoide chronique (LLC) est la leucémie la plus fréquente des
adultes. Cette hémopathie maligne est caractérisée par une prolifération/accumulation
monoclonale de lymphocytes B matures CD5"/CD23" résistants a I'apoptose (Chiorazzi et al.,
2005; Ghamlouch et al., 2017; Kitada et al., 2002). Les thérapies actuelles utilisées contre
les cellules leucémiques restent limitées, comme en témoignent la fréquence des récidives
chez les patients. Par conséquent, l'identification de mécanismes encore inconnus impliqués
dans les voies de survie des cellules leucémiques pourrait fournir de nouvelles cibles pour
les thérapies anticancéreuses. La surexpression de récepteurs de surface, en particulier les
récepteurs couplés aux protéines G (RCPGs), a été décrite dans la transformation cellulaire
maligne et joue ainsi un role essentiel dans plusieurs types de cancers (Liu et al., 2016).

De nombreux travaux ont montré I'implication des RCPGs dans la transduction du
signal impliqué dans le contrdle de 'homéostasie, et notamment dans I'équilibre entre la
mort et la prolifération cellulaire (Liu et al., 2016). Dans les lymphocytes, les RCPGs couplés
aux protéines G hétérotrimériques, notamment les Gis, régulent de multiples fonctions
immunitaires et interagissent avec d'autres voies de signalisation, conduisant a une
activation constitutive des voies MAPKs (Mitogen-Activated Protein Kinases), ERK
(Extracellular-signal-Regulated Kinase), JNK (c-Jun N-terminal Kinase) et des protéines anti-
apoptotiques Bcl-2 (B-cell lymphoma-2) et Bcl-xL (B-cell lymphoma-extra large) (Barragan et
al., 2002; Cuni et al., 2004; Kehrl, 1998, 2016). Ces observations suggérent que les cellules
malignes peuvent détourner la fonction physiologique des RCPGs pour leur survie. En
conséquent, I'activation des RCPGs peut étre associée a la pathogenese de la LLC (Dorsam
and Gutkind, 2007).

Les travaux précédemment réalisés par notre équipe ont permis de caractériser deux
récepteurs de la famille des RCPGs dans les cellules B normales et malignes (Saada et al.,
2012). En effet, il a été montré, que la neurotensine (NTS), un neuropeptide de 13 acides
aminés ainsi que ses deux récepteurs RCPGs de haute et de faible affinité, NTSR1 et
NTSR2 respectivement, sont exprimés dans les lymphocytes B humains. De plus, ces
travaux ont montré que le stress cellulaire induit par la privation sérique favorise I'expression
membranaire de NTSR1 et d’'un autre récepteur de la NTS, le récepteur NTSR3/sortiline, un
récepteur de la famille Vps10p (Vacuolar protein sorting 10 protein) avec un seul domaine
transmembranaire, préalablement caractérisé dans différentes lignées lymphocytaires B
humaines ainsi que dans les lymphocytes normaux circulants (Fauchais et al., 2008).
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La NTS, a été initialement identifiée dans le systéme nerveux ou elle se comporte
comme un neurotransmetteur ou comme un neuromodulateur, elle est également présente
en périphérie agissant comme hormone, en majorité dans le systeme digestif (Carraway and
Leeman, 1976). Elle est impliquée dans plusieurs mécanismes comme le contrle de la
douleur, la thermorégulation ainsi que la régulation de la glycémie (Bozzola et al., 1998;
Iguchi et al., 1984; Remaury et al.,, 2002; Rosell et al., 1980). Tel que mentionné
précédemment, la NTS induit ses effets biologiques via trois sous-types de récepteurs,
NTSR1, NTSR2 et NTSR3/sortiline, impliqués entre autres, dans la prolifération, la survie, la
migration et I'invasion cellulaire. Ces signalisations ont été décrites dans différents types de
cancers solides notamment pour I'axe NTS/NTSR1 (Alifano et al., 2010; Dupouy et al., 2011;
Kamimae et al., 2015; Somai et al., 2002a; Swift et al., 2010). En revanche, I'implication de
la NTS et de ses récepteurs dans 'oncogenése B n’a été montrée que par des travaux de
notre équipe ayant précédemment montré la fonction de NTSR3/sortiline dans les lignées
lymphocytaires B (Fauchais et al., 2008) et la caractérisation de I'expression de la NTS et de
ses deux récepteurs NTSR1 et NTSR2 dans les lignées cellulaires B humaines, les cellules
B de patients atteints de la LLC et dans les cellules B provenant de donneurs sains (Saada
et al., 2012).

Une boucle autocrine de régulation de la survie lymphocytaire B a été mise en
évidence dans des lignées de cellules B a différents stades de différenciation et a montré
une double fonction de NTSR3/sortiline dans ces cellules. En effet, dans des conditions de
stress sérique et/ou d’activation apoptotique par la voie Fas/FasL, la survie cellulaire dépend
de la sécretion autocrine du BDNF (Brain-Derived Neurotrophic Factor), un membre de la
famille des neurotrophines (NTs) et de I'expression membranaire de son récepteur a tyrosine
kinase, TrkB (Tropomyosin-related kinase B) (Fauchais et al., 2008). Ainsi, NTSR3/sortiline
peut soit transporter le BDNF qui conduit a une boucle autocrine de survie dans les cellules
B par I'activation de son récepteur TrkB, soit servir de corécepteur pour p75""™* (Neurotrophin
receptor p75[NTR]) dans la liaison de la forme immature pro-apoptotique de BDNF
(Bellanger et al., 2011; Fauchais et al., 2008).

La famille des NTs regroupent plusieurs facteurs de croissance initialement
découverts dans le systéeme nerveux. lls sont impligués dans la différenciation, la
prolifération, la survie, I'apoptose ainsi que dans la croissance axonale et la plasticité
synaptique des cellules neuronales et astrocytaires (Cowen and Gavazzi, 1998). Les NTs
sont également retrouvées dans de nombreux autres tissus tels que le foie, le pancréas, le

tube digestif, les tissus synoviaux, et le systéme immunitaire. Chez ’homme, cette famille est
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constituée de 4 membres : le NGF (Nerve Growth Factor), le BDNF, la NT-3 (Neurotrophin-3)
et la NT-4/5 (Neurotrophin-4/5) (Cassiman et al., 2001; Kerschensteiner et al., 1999; Sternini
et al.,, 1996). Les NTs exercent leurs effets physiologiques par leur interaction avec des
récepteurs de haute affinité nommés Trks (Tropomyosin related kinases) mais aussi avec un
récepteur de faible affinité, le récepteur p75™'". En revanche, ce dernier posséde une forte
affinité pour les formes immatures des NTs, les pro-neurotrophines (pro-NTs) (Arévalo and
Wu, 2006; Chao, 2003a). Chaque NT interagit avec son récepteur Trk de haute affinité :
TrkA avec le NGF, TrkB avec le BDNF et la NT-4/5, et TrkC avec la NT-3 et induit une
signalisation de survie en conditions de stress cellulaire (Bergman et al., 2000; Chao,
2003a). Il a également été montré que les pro-NTs peuvent activer les récepteurs Trks et
p75N"" via le récepteur NTSR3/sortiline, favorisant ainsi une signalisation de mort cellulaire
(Casaccia-Bonnefil et al., 1999a, 1999b; Jansen et al., 2007; Nykjaer and Willnow, 2012).
Dans les lignées lymphocytaires B le complexe p75"""/NTSR3 (Sortiline) induit la mort
cellulaire en présence du pro-BDNF (Fauchais et al., 2008).

Basé sur les précédentes observations montrant I'expression différentielle des
récepteurs a la NTS (NTSRs) dans les lymphocytes B humains, leur résistance a I'apoptose
induite par le stress cellulaire, et la surexpression de NTSR2 dans les lymphocytes B de
patients atteints de la LLC, nous avons émis I'hypothése d’une implication du récepteur
NTSR2 de la famille des RCPGs dans la résistance a I'apoptose des cellules B leucémiques.
La fonction de NTSR2 n’ayant jusqu’alors jamais été étudiée dans la LLC et étant tres peu
étudiée dans d’autres cancers, nos objectifs étaient /) de comparer I'expression de NTSR1 et
NTSR2 au niveau transcriptionnel et protéique entre les lymphocytes B de patients atteints
de la LLC et de sujets sains ii) de déterminer si la régulation négative de NTSR2 pouvait
sensibiliser les lymphocytes B leucémiques a I'apoptose iii) de préciser la fonction de NTSR2
dans la signalisation de survie et la résistance a I'apoptose des cellules leucémiques de
patients ainsi que dans les lignées cellulaires surexprimant le récepteur iv) de rechercher si
des interactions potentielles existent entre les voies de survie induites par le BDNF et la NTS
dans les cellules leucémiques et les lignées cellulaires et enfin v) de déterminer les

mécanismes responsables de I'activation du récepteur NTSR2 dans ces cellules.
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Chapitre I. La leucémie lymphoide chronique-B (LLC-B)
I.1. Définition

La LLC-B est une hémopathie maligne, caractérisée par une accumulation lente et
progressive de petits lymphocytes-B CD5" néoplasiques d’aspect matures dans le sang
périphérique, la moelle osseuse et les tissus lymphoides secondaires (ganglions
lymphatiques, rate) (Dighiero and Hamblin, 2008; Kipps et al., 2017; Rozman and
Montserrat, 1995). Ces cellules sont d’origine monoclonale et présentent un phénotype
particulier. En effet, les lymphocytes monotypiques de la LLC expriment des marqueurs B
(CD19 et CD20), présentent de faibles taux d'immunoglobulines de membrane et de CD79b,
co-expriment CD5 et CD23, et n’expriment pas FMC7 (Hallek et al., 2008; Matutes et al.,
1994). C’est la plus fréquente des leucémies de l'adulte dans les pays occidentaux et
représente environ 30% de toutes les leucémies. Elle touche plus souvent les personnes
agées (age moyen au diagnostic : 70 ans), avec une prédominance masculine (2/3 des cas).
L’évolution clinique de la LLC est extrémement variable : certains patients présentent une
maladie indolente non progressive, avec une espérance de vie quasi identique aux individus
du méme age. D'autres patients, au contraire, connaissent une maladie agressive qui
nécessite un traitement précoce et deviennent rapidement résistants au traitement. Ces
patients sont caractérisés souvent par un mauvais pronostic et risquent de développer un
syndrome de Richter (RS), qui correspond au stade final de I'évolution de la maladie (Hallek,
2015; Rossi and Gaidano, 2016; Tsimberidou and Keating, 2005).

I.2. Les facteurs de risque et formes familiales

L’apparition de la LLC n’est pas due a des facteurs environnementaux connus. En
effet, elle reste la seule leucémie pour laquelle il n’a jamais été mis en évidence de
corrélation avec I'exposition a des rayonnements ionisants ou a des composés chimiques.
De plus, la LLC n’est pas plus fréquente chez les personnes immunodéficientes (Ghia et al.,
2007; Rozman and Montserrat, 1995). En revanche, une prédisposition génétique et familiale
semble jouer un role dans la pathogénése de la maladie. Tout d’abord, il a été démontré que
I'incidence varie selon les pays. En effet, la LLC est trés rare en Chine, en Corée et
pratiquement absente au Japon. Ce faible taux d'incidence est maintenu chez les
populations migrantes et chez leur descendance, excluant ainsi les facteurs
environnementaux d'une telle prédisposition génétique (Boggs et al., 1987; Weiss, 1979). De
plus, des études épidémiologiques ont montré que dans 5 a 10% des cas, il existe une

prédisposition familiale a la LLC ainsi qu'a d'autres tumeurs lymphoides malignes (Linet et
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al., 1989; Yuille et al., 2000), avec 2 personnes ou plus affectées dans la méme famille. Le
risque de développer de telles maladies notamment la LLC, est 2 a 7 fois plus élevé dans
ces formes familiales comparé a la population générale (Capalbo et al., 2000). Cette
prédisposition familiale s'accompagne du phénomene d'anticipation (Wiernik et al., 2001;
Yuille et al., 2000), qui est une apparition précoce de la maladie avec une évolution plus
sévere chez les descendants de patients atteints de la LLC. Malgré ses différentes
caractéristiques, la LLC familiale est en termes clinique, moléculaire et biologique, trés
similaire aux cas sporadiques (Ghia et al., 2007). Ces rares formes familiales ne justifient
pas en pratigue de consultation d’oncogénétique. Les polymorphismes génomiques
pourraient également intervenir comme facteurs de susceptibilité a la LLC. En effet, plus de
20 polymorphismes au total ont été identifiés et expliqueraient prés de 50% du risque familial

(Berndt et al., 2013; Speedy et al., 2014) sans qu’aucune mutation initiatrice n’ait été décrite.
1.3. L’épidémiologie

La LLC est la leucémie la plus fréquente dans les pays occidentaux, le plus souvent
en Europe, en Amérique du Nord et en Australie et est beaucoup moins fréquente en Asie
(Herishanu and Polliack, 2005). Elle représente 40% de toutes les leucémies chez les
personnes agées de plus de 65 ans (Herishanu and Polliack, 2005) avec une incidence
estimée de 4 a 5 cas pour 100000 individus/an (Visentin et al., 2016). Plus de 15000
nouveaux cas diagnostiqués et environ 4500 déceés estimés par an (Hallek, 2015).
L’incidence augmente avec I'age avec plus de 70% des patients agés de plus de 65 ans au
moment du diagnostic. Bien que I'age médian au diagnostic soit de 72 ans, au cours des
derniéres décennies, la LLC est plus souvent diagnostiquée chez les plus jeunes, avec prés
de 15% des patients de moins de 55 ans (Scarfo et al., 2016) et dans la plupart des cas, les
hommes sont plus touchés que les femmes (Rozman and Montserrat, 1995). L’évolution de
la maladie est variable, en effet, certains patients atteints de la LLC peuvent survivre
normalement, tandis que d'autres décedent dans les cing années suivant le diagnostic
(Rozman and Montserrat, 1995). La prévalence de la LLC indiquant que le nombre de
personnes vivantes atteintes, reste autour de 30 a 50 individus pour 100000 (0,03 - 0,05%)
(Ghia et al., 2007). En France, selon une étude de linstitut de veille sanitaire (InVS), on
estime a 4464 le nombre de nouveaux cas en 2012. La prévalence est de 60% chez les
hommes contre 40% chez les femmes. L’incidence standardisée sur la population mondiale
est de 4,4 et 2.2 pour 100000 individus/an chez 'homme et la femme respectivement, soit un

rapport hommes/femmes de 2 (Tableau 1).
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Tableau 1 : Principaux indicateurs en 2012.

Taux
Sexe Taux brut standardisés standardisés Nombre de
Europe cas
Incidence Homme 8.7 6.7 2696
Femme 54 3.3 1768

(d’aprés I'InVS, incidence des cancers en France entre 1980 et 2012)

Cette incidence augmente avec I'age, passant chez 'homme de 1,2 pour 100000

entre 40 et 44 ans a 52,5 entre 90 et 94 ans. Chez la femme elle passe de 0,5 pour 100000

a 22,6 (Figure 1). Cette maladie touche donc les personnes agées avec un age median de

71 ans chez 'homme et de 74 ans chez la femme au moment du diagnostic. Plus de 44%

des cas sont observés chez les plus de 75 ans (40% chez 'homme, 49% chez la femme). La

méme étude a révélé que l'incidence a peu varié entre 1980 et 2012, le taux annuel moyen

d’évolution du taux d’incidence est de 0,9% chez 'homme et de 1,1% chez la femme sur

'ensemble de la période avec cependant une tendance a la diminution sur la période 2005-

2012 (taux annuel moyen d’évolution de -1,3% et -2,4%, respectivement chez 'homme et la

femme).

nnes-
30

Taux pour 100000 perso

10

20 30 40 50 60 70

Ageen 2012

o = IncidenceHomme & —— Incidence Femme

Figure 1 : Incidence par 4ge de la LLC en 2012.
(d’aprés I'InVS, incidence des cancers en France entre 1980 et 2012)

l.4. La physiopathologie de la LLC

1.4.1. L’origine cellulaire de la LLC

L'origine cellulaire de la LLC reste inconnue (Chiorazzi and Ferrarini, 2011) mais il

existe quelques hypotheses :
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1.4.1.1. La lymphocytose B monoclonale isolée (MBL)

La MBL se définit par la persistance de lymphocytes B monoclonaux (< a 5000
lymphocytes/mm?®), I'absence d’atteinte ganglionnaire, de cytopénie ou de maladie auto-
immune associée (D’Arena and Musto, 2014). Ces cellules ont des caractéristiques proches
des cellules de la LLC dans 75% des cas. De plus, parmi les patients atteints d’'une MBL, 1 a
2% par an évoluent vers une LLC. Aujourd’hui, il est communément admis que toute LLC est
précédée d’'une MBL. Il est intéressant de noter que malgré la faible lymphocytose, la MBL
peut présenter des anomalies cytogénétiques caractéristiques de la LLC (Rossi et al., 2009).
Au niveau biologique, la MBL ne difféere pas de la LLC stade Rai 0 (stade précoce de la
maladie) qu’au regard du statut mutationnel IgVH (Immunoglobulin Heavy Chain), ce dernier
étant plus souvent retrouvé non muté chez les patients Rai 0 comparés aux patients atteints
de MBL (Morabito et al., 2013).

1.4.1.2. Les cellules souches de la LLC

Des études précédentes ont montré que les cellules souches hématopoiétiques sont
impliquées dans le développement de la LLC (Kikushige et al., 2011). En effet, suite a la
stimulation du récepteur des cellules B (BCR), ces cellules génerent des cellules pro-B
polyclonales, capables de produire des cellules B exprimant fréquemment le CD5 et le
CD23, caractéristiques du clone leucémique. Dans I'étude de Kikushige et al., 2011, les
cellules CD34*, CD38’, prélevées a partir de la moelle osseuse de patients atteints de la

LLC, générent chez la souris immunodéficiente une MBL, mais pas de LLC.

Processes recapitulated in the xenograft mode!
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Figure 2 : Présentation schématique du développement de la LLC chez 'homme basée sur un
modeéle de xénogreffe murine.
(extrait de Kikushige et al., 2011)
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Suite a cette étude, ils ont émis I'hypothése qu’une cellule souche hématopoiétique
de la LLC génére un grand nombre de clones B polyclonaux, qui sont ensuite sélectionnés et
amplifiés par activation de la signalisation de leur BCR conduisant a I'apparition de la MBL.
Cette derniére évoluerait enfin vers une LLC suite a des événements oncogéniques non

définis (Figure 2).
1.4.1.3. Le role de la stimulation antigénique

D’autres auteurs proposent de diviser la leucémogénése de la LLC en deux groupes
sur la base du statut mutationnel IgVH (Chiorazzi et al., 2005) (Figure 3). Ainsi, les cellules B
naives peuvent étre entrainées dans une réponse immunitaire T-dépendante (avec
hypermutation des IgVH dans le centre germinatif) ou T-indépendante (sans hypermutation
des IgVH). Selon le type des réponses, la cellule se différencie en cellule B de la zone
marginale ou en cellule B mémoire. Sous l'effet d’'une stimulation antigénique chronique, la
cellule reste activée et acquiert avec le temps des altérations génétiques menant a la
survenue d'un clone phénotypiquement anormal (MBL), puis a la transformation

oncogénique (Gaidano et al., 2012).

T cell-dependent affinity maturation

Antigen-experienced MBL
memory B cells

Genetic lesions
BCR stimulation
Microenvironmental
interactions

Antigen-experienced
B cells

MBL U-CLL

T cell-independent immune response
(no somatic hypermutation)

Figure 3 : Un modele pour 'origine cellulaire de la LLC dépendant de la stimulation antigénique.

La LLC provenant de cellules B ayant subi une hypermutation somatique portent des génes IlgVH
mutés et sont définies comme M-CLL. A l'inverse, les LLC provenant de cellules B impliquées dans
des réactions immunitaires indépendantes des lymphocytes T portent des génes IgVH de la lignée
germinale et sont définis comme U-CLL (d’aprés Gaidano et al., 2012).
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1.4.2. La résistance a I’apoptose

L'inhibition de la mort cellulaire programmée (ou l'apoptose) et l'arrét du cycle
cellulaire définissent la biologie de la LLC comme une hémopathie maligne chronique et
incurable (Schriever and Huhn, 2003). Les cellules leucémiques ont une faible activité
proliférative, et les données appuient I'hypothése selon laquelle le défaut d'apoptose in vivo
explique I'accumulation de cellules B. Dans ces cellules, les translocations du géne BCL2
sont rares avec moins de 1% des cas (Dyer et al., 1994) malgré une expression élevée de la
protéine Bcl-2. Initialement cette surexpression était expliquée par une hypométhylation du
promoteur de BCL2 (Hanada et al., 1993), mais par la suite, il a été démontré que miR-15a
et miR-16-1 qui régulent négativement I'expression de BCL2 au niveau post-transcriptionnel,
sont délétés ou sous-exprimés dans la LLC. Cette dérégulation de la transcription de BCL2
conduit a une accumulation de cette protéine (Calin et al., 2005; Cimmino et al., 2005).

Le réle de Bcl-2 dans l'inhibition de I'apoptose n'est pas clair, car aucune corrélation
n'existe entre l'apoptose in vitro et le taux de son expression (Vrhovac et al., 1998).
Cependant, d'autres membres de la famille Bcl-2, tels que les protéines anti-apoptotiques
Bcl-xL et Mcl-1 (Myeloid cell leukemia-1), sont surexprimées alors que les protéines pro-
apoptotiques, telles que Bax (BCL2-associated X protein) et Bcl-xS (B-cell lymphoma-extra
small) sont sous-exprimées (Caligaris-Cappio and Hamblin, 1999). La variation individuelle
du rapport Bcl-2/Bax corréle avec I'apoptose et I'évolution clinique de la maladie. En effet,
plusieurs études ont mis en évidence qu'un rapport Bcl-2/Bax élevé était souvent corrélé
avec une maladie agressive ou une mauvaise réponse au traitement (Kitada et al., 1998;
Pepper et al., 1997; Saxena et al., 2004). D’autres études ont montré que les altérations de
la séquence dans le promoteur de BAX contribuent a diminuer I'expression de la protéine
dans quelques cas de LLC. Il a été également montré qu’'un polymorphisme hétérozygote
était présent dans 69% des LLC, tous stades confondus, et qu'il était lié a la progression
vers un stade clinique avancé et a un échec a obtenir la rémission compléte (Pepper et al.,
2001, 2002; Saxena et al., 2002). D’autres travaux ont rapporté un réle important dans la
LLC pour une autre protéine de la famille Bcl-2, Mcl-1, dont I'expression est corrélée a

I'échec de rémission apres chimiothérapie (Craig, 2002; Michels et al., 2004).

Contrairement aux résultats in vivo, I'apoptose des cellules de la LLC se produit
spontanément lorsqu’elles sont cultivées in vitro, cela indiquerait que le microenvironnement
peut jouer un réle important dans la survie de ces cellules (Caligaris-Cappio, 2003;
Lagneaux et al., 1993, 1998). Toutefois, il est important de considérer que d’autres
régulateurs classiques de I'apoptose tels que p53 et ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated)
sont aussi altérés dans les cellules leucémiques (Bouley et al., 2006; Trbusek et al., 2006).
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La modulation de I'apoptose, notamment de la voie Bcl-2, constitue une nouvelle
arme dans l'arsenal thérapeutique de la LLC. Le premier inhibiteur puissant qui a été évalué
dans des essais cliniqgues était le navitoclax, un BH3 mimétique capable de bloquer la
fonction de la protéine anti-apoptotique Bcl-2. Il est actif dans la LLC en rechute, avec des
réponses partielles observées chez 35% des patients (Kipps et al., 2015). Plus récemment,
un second et plus puissant inhibiteur de Bcl-2 appelé venetoclax a été testé dans les formes
réfractaires avec délétion 17p. Il induit une rémission dans 75% des cas (Stilgenbauer et al.,
2016). Cette molécule est également testée en phase 1 dans les formes réfractaires en
association avec le rituximab (Seymour et al., 2017).

1.4.3. La prolifération

L'accumulation cellulaire observée chez les patients atteints de la LLC a longtemps
été considérée comme étant une dérégulation du mécanisme apoptotique suite a un défaut
génétique. Cela été conforté par le fait que la grande majorité (> 98%) de cellules
périphériques leucémiques sont bloquées en phases précoces (G0/G1) du cycle cellulaire et
surexpriment la protéine anti-apoptotique Bcl-2 (Lanasa, 2010). L’hypothése retenue pour
expliquer ce phénomene serait que les génes contrblant ce cycle sont dérégulés. En effet,
dans ces cellules, la protéine p27XP! (p27), un inhibiteur de kinases dépendantes du cycle
cellulaire, est surexprimé ce qui expliquerait le blocage en phase G0/G1 (Vrhovac et al.,
1998).

Par la suite, d’'autres études ont montré qu’il existe une part proliférative dans ces
cellules. Cela a été démontré par Messmer et son équipe en 2005 qui ont mis en évidence la
prolifération significative des cellules de la LLC. En effet, en faisant ingérer a des patients de
l'eau lourde (eau deutérée, °H,O) quotidiennement pendant 84 jours, ils ont étudié
I'incorporation de ce radio isotope au sein des cellules leucémiques. Ces études ont révélé
que ces cellules sont plus dynamiques que ce qui avait été initialement décrit. En effet, le
taux de croissance compris entre 0,1 a plus de 1% du clone par jour, conduit a évaluer que
10° 4 10" nouvelles cellules leucémiques sont fabriquées par jour pour un patient qui a
approximativement 10'? cellules leucémiques (Messmer et al., 2005). De plus, ils ont
proposé qu'un taux de prolifération supérieur a 0,35% serait suffisant pour permettre
'apparition de nouveaux clones et la progression rapide de la maladie (Messmer et al.,
2005). Il a été également montré que la fraction cellulaire CD38" isolée a partir des patients
recevant de I'eau deutérée, est beaucoup plus proliférante que la fractions CD38" (Calissano
et al.,, 2009). De plus, ces cellules expriment de fagon significative des facteurs de
prolifération tels que ZAP-70 (Zeta-chain-associated protein kinase 70 kDa), Ki67 ou la
télomérase comparé aux cellules CD38 (Damle et al., 2007).
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L’expression des marqueurs d’activation cellulaire comme par exemple CD49d et
CD69, est retrouvée dans beaucoup de LLC. De plus, le statut non muté des IgVH suite a
une stimulation du BCR est associé a une capacité proliférative importante, indiquant un lien
entre la biologie cellulaire de la maladie et les pronostics (Lanasa, 2010). L’autre étude qui
apporte une preuve supplémentaire sur l'activité proliférative des cellules leucémiques, est
'analyse de la longueur des télomeres. En effet, il a été montré que les cellules leucémiques
ont des téloméres plus courts que les lymphocytes B normaux démontrant ainsi une
augmentation de leur prolifération (Rampazzo et al., 2012; Sellmann et al., 2011; Véronése
et al., 2013).

1.4.4. La voie de signalisation du BCR

1.4.4.1. La signalisation B

Le récepteur pour [lantigene des cellules B (BCR) est constitué dune
immunoglobuline membranaire (mlg) associée au CD79a et CD79b, contenant des motifs
ITAM (Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif) nécessaires a l'activation de sa
signalisation intracellulaire (Reth, 1989). Suite a la fixation de I'antigéne, I'activation du BCR
se traduit par une phosphorylation des motifs ITAM par la kinase Lyn (de la famille des Src)
(Figure 4). Cette phosphorylation permet la transduction du signal par le BCR, activé suite a
la phosphorylation de son domaine kinase, par le recrutement de la protéine kinase Syk
(Spleen Tyrosine Kinase) (Dal Porto et al., 2004). L’activation de Syk est une étape
importante dans la signalisation du BCR. En effet, elle permet la formation d’'un complexe
protéique de signalisation appelé « signalosome ». Ce dernier, implique la protéine Syk elle-
méme, la PLCy2 (Phospholipase Cy2), la PI3K (phosphoinositide 3-kinase), la BTK (Bruton's
Tyrosine Kinase), VAV1 (VAV guanine nucleotide exchange factor 1) et des molécules
adaptatrices, comme BLNK (B-cell Linker protein) (Kurosaki, 2002; Dal Porto et al., 2004;
Scharenberg et al., 2007) (Figure 4). Ce signalosome active ensuite différentes protéines
des voies de prolifération et de survie comme les MAPKs, NF-kB (Nuclear Factor kappa-
light-chain-enhancer of activated B cells) ou NFAT (Nuclear Factor of Activated T-cells)
(Avalos et al., 2014).
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Figure 4 : Représentation schématique des voies de signalisation intracellulaires activées par le BCR.

BCR: B-cell receptor; BLNK: B-cell linker protein; BTK: Bruton’s tyrosine kinase; DAG: Diacylglycerol,
GSK: Glycogen synthase kinase; |Ps: Inositol-1,4,5-trisphosphate; NFAT: Nuclear factor of activated T
cells; PIPs: Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate; PLCy2: Phospholipase-Cy2; SYK: Spleen tyrosine
kinase (d’aprés Dal Porto et al., 2004).

1.4.4.2. La signalisation du BCR dans la LLC

La voie de signalisation du BCR est essentielle a la survie, a la prolifération et aux
interactions avec le microenvironnement (Herishanu et al., 2011). La signalisation du BCR
en l'absence ou en présence de stimuli a été largement étudiée dans les cellules
leucémiques pendant les dernieres décennies. Les cellules B de la LLC présentent une
activation intrinséque plus élevée du BCR (signalisation tonique de BCR), comparées aux
cellules B normales. De plus, des études ont montré que la protéine ZAP-70, qui est absente
dans la voie de signalisation B normale est impliquée dans la LLC en stimulant la
signalisation du BCR via une augmentation des flux calciques et en activant diverses kinases
dont BTK (Chen et al.,, 2002). La plupart des cellules leucémiques montrent une
phosphorylation constitutive de Syk et NF-kB (Gobessi et al., 2009; Herishanu et al., 2011)
alors que la phosphorylation constitutive de ERK est présente dans pres de la moitié des cas
de LLC (Muzio et al., 2008).

La réactivitt de la stimulation par le BCR est également associée au statut
mutationnel IgVH. En effet, dans le cas d’'une LLC avec des génes IgVH non mutés et de
mauvais pronostic, les cellules affichent une plus grande réactivité a la stimulation du BCR
qui conduit de fagon prédominante a une activation et une prolifération, tandis que les
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cellules leucémiques avec des génes IgVH mutés dans le cas d’'une maladie indolente
présentent une réactivité du BCR plus faible et moins fréquente qui induit des réponses
anergiques et anti-apoptotiques (Lanasa, 2010; Stevenson et al., 2011). En outre, la
stimulation par I'lgM de surface des cellules leucémiques peut entrainer ou prévenir
I'apoptose tandis que la stimulation par I'lgD de surface empéche toujours I'apoptose (Bernal
et al.,, 2001; Zupo et al., 2000). Enfin, cette voie de signalisation fait I'objet de plusieurs
études notamment dans le développement de nouvelles thérapies ciblées, dans le but
d’'inhiber les protéines impliquées dans la signalisation comme par exemple l'ibrutinib et
I'idélalisib. Ces thérapies ciblant la BTK sont utilisées chez des patients en rechute et/ou
naifs. L’ibrutinib, un inhibiteur de BTK de premiére génération, a démontré une activité
significative chez les patients atteints de la LLC en rechute ainsi que chez les patients naifs;
son utilisation est cependant limitée par I'importance des effets indésirables. L’acalabrutinib,
inhibiteur de BTK de seconde génération, est efficace dans la LLC en rechute (taux de
réponse de 95%) et semble avoir un meilleur profil de tolérance (Byrd et al., 2016).

1.4.5. Le microenvironnement

La résistance a l'apoptose in vivo, qui caractérise la maladie, et a linverse
laugmentation de Il'apoptose spontanée lorsque les cellules sont cultivées ex vivo,
impliquent le role important que joue le microenvironnement dans ces mécanismes. Ce
dernier, contient principalement des MSCs (Mesenchymal Stromal Cells) dans les niches
vasculaires de la moelle osseuse, des NLCs (Nurse Like Cells), des lymphocytes T et des
cellules dendritiques folliculaires dans les organes lymphoides secondaires (Lanasa, 2010).
Les MSCs qui sont retrouvées dans les tissus lymphoides secondaires sécrétent
systématiquement des chimiokines qui recrutent les cellules leucémiques (Choi et al., 2016).
Il a été démontré que le contact direct des MSCs avec les cellules leucémiques, ne permet
pas seulement la survie et la prolifération des cellules leucémiques, mais ils favorisent
également un changement métabolique des cellules leucémiques en augmentant la
synthése du glutathion et la glycolyse a travers 'axe NOTCH1-c-Myc, qui a son tour, affecte
la survie cellulaire et la résistance aux traitements (Jitschin et al., 2015; Purroy et al., 2015)
(Figure 5).
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Dans les niches lymphoides, les cellules B de la LLC interagissent avec de multiples partenaires, tels
que les NLCs, les MSCs et les lymphocytes T (d’apres Arruga and Deaglio, 2017).

En outre, plusieurs études mettent l'accent sur la voie de pro-survie Wnt5a/ROR1
(Receptor tyrosine kinase-like Orphan Receptor 1) et montrent que les niveaux d’expression
élevés de Wntba et ROR1 sur les MSCs et les cellules leucémiques respectivement, sont
fréquemment associés a une progression rapide de la maladie (Cui et al., 2016; Fukuda et
al., 2008). Les NLCs qui sont semblables aux macrophages associés aux tumeurs (TAMs),
sont retrouvées dans les ganglions lymphatiques et la moelle osseuse des patients atteints
de la LLC (Filip et al., 2013). Les NLCs soutiennent les cellules leucémiques a travers les
molécules d'adhésion et sécrétent des chimiokines et des cytokines, incluant BAFF (B-cell
Activating Factor) et APRIL (A PRoliferation-Inducing Ligand) (Figure 5). Cette interaction
permet la régulation positive des génes anti-apoptotiques tels que BCL2, SURVIVIN,
BCL2A1 (BCL2 Related Protein A1) et XIAP (X-Linked Inhibitor Of Apoptosis) qui permet
'échappement a ['apoptose spontanée induite en favorisant la survie des cellules
leucémiques (Arruga and Deaglio, 2017). Ces dérniéres sont également en contact avec les
lymphocytes T dans les niches lymphoides. Ces lymphocytes T interviennent via I'axe
CD40/CD40L qui protége les cellules leucémiques de I'apoptose en augmentant
positivement les facteurs de pro-survie et anti-apoptotiques (Audrito et al., 2013; Gricks et
al., 2004).

D’autres études ont montré un réle important de I'axe PD-1/PD-L1 (Programmed cell
Death-1/Programed cell Death-Ligand 1) dans la survie et I'expansion de la LLC (Brusa et
al., 2013). En effet, I'interaction entre PD-1, exprimée par les lymphocytes CD4" et CD8", et
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PD-L1 exprimé sur les cellules leucémiques (Figure 5) conduit & une cytotoxicité altérée qui
contribue a la génération d'un microenvironnement immunosuppressif favorisant d’avantage
la survie et I'expansion des cellules leucémiques (Arruga and Deaglio, 2017). Ces
interactions entre les cellules leucémiques et I'ensemble de ces éléments favorisent
I'établissement progressif d'un environnement anormal qui soutient la prolifération et la
survie des cellules leucémiques et en les protégeant de la chimiothérapie, maintient un stock
de cellules pouvant accumuler de nouvelles lésions génétiques a partir desquelles une

rechute de la maladie peut se produire (Audrito et al., 2013)

I.5. Les signes cliniques

La plupart des patients atteints de la LLC sont complétement asymptomatiques et
ignorent le diagnostic. Dans la majorité des cas, la LLC est découverte de maniére fortuite,
lors d’'un hémogramme de routine et est confirmée trois mois plus tard (Ghia et al., 2007).
Chez une minorité de patients symptomatiques, les caractéristiques cliniques comprennent
la fatigue, les sueurs nocturnes, la perte de poids, la fievre, des infections fréquentes, des
saignements, des adénopathies, une hépato-splénomégalie. Chez quelques rares patients,
les cellules leucémiques peuvent induire une réaction auto-immune contre les hématies et
les plaquettes entrainant la destruction de celles-ci et générer un tableau associé de purpura
thrombopénique immunologique ou d’anémie hémolytique auto-immune (Munir, 2015). De
rares cas d’érythroblastopénies auto-immunes ont également été décrits en association a la
LLC.

1.6. Le diagnostic

Selon I''WCLL (International Workshop on Chronic Lymphocytic Leukemia), le
diagnostic de la LLC est établie par une numération formule sanguine (NFS) montrant une
lymphocytose B = 5000 lymphocytes/uL persistant au moins 3 mois, un frottis sanguin avec
de petits lymphocytes morphologiquement matures et un immunophénotypage caractérisé
par la co-expression de I'antigéne CD5 et les marqueurs de surface des cellules B CD19,
CD20 et CD23, ainsi que l'expression des chaines légéres d'immunoglobuline kappa ou
lambda (Cramer et al., 2016; Hallek et al., 2008). Ainsi 95% des LLC sont diagnostiquées
comme étant de type B (LLC-B), tandis que les LLC a lymphocytes T représentent moins de
5% des LLC (Schriever and Huhn, 2003). Dans la majorité des cas, 'hémogramme et

limmunophénotypage suffisent au diagnostic de la LLC.
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1.6.1. La numération formule sanguine (NFS)

Au niveau de I'hnémogramme, une lymphocytose B = 5000/uL sans anémie ni
thrombopénie associée sera le plus souvent retrouvée. Cette hémopathie est le plus souvent
découverte au cours d'un examen systématique chez un patient sans symptémes apparents
(Kikushige et al., 2011). Les cellules leucémiques observées sur les frottis sanguins ont les
caractéristiques morphologiques de petits lymphocytes matures avec peu de cytoplasme et
un noyau dense, sans nucléole, ayant une chromatine partiellement agrégée. (Figure 6). La
présence de cellules lysées et réduites a une « ombre nucléaire » ou ombre de Gumprecht,
correspondant a un artefact survenant lors de la réalisation des frottis de sang, est
caractéristique de la LLC (Hallek et al., 2008).

Petits lymphocytes
% 4« typiques arapport
nucléo-cytoplasmique
élové ,
&
P
Ombres de
Gimprecht

Figure 6 : Lymphocytes leucémiques sur un frottis sanguin.
(d’apres Evrard et al., 2005)

1.6.2. L'immunophénotypage

L'immunophénotypage est déterminé a partir des lymphocytes sanguins, par
cytométrie en flux. Les cellules leucémiques sont caractérisées par la co-expression de
I'antigéne CD5 des cellules T, des antigénes de surface CD19, CD20, CD23 des
lymphocytes B, ainsi que par I'expression de chaines légéres d’immunoglobulines kappa ou
lambda démontrant ainsi le caractére clonal de la LLC (Cramer et al., 2016). Ces cellules
sont caractérisées par une expression positive de CD19, CD20, CD24, CD23 et CD5, une
faible expression des chaines légéres d’immunoglobulines de surface (kappa ou lambda)
ainsi que le CD79b et par une absence d’expression de FMC7. L’'expression de CD23

permet de différencier la LLC d’autres syndromes lympho-prolifératifs B.

Le score de Matutes est basé sur la détermination des cing marqueurs : CD5, CD23,
CD79b ou CD22, FMC7 et une immunoglobuline membranaire (Matutes et al., 1994). Ce

ABBACI Amazigh | These de doctorat | Université de Limoges | 2017 51



score varie de 0 a 5 selon I'expression des différents antigénes (Tableau 2). Un score de 4
ou 5 est en faveur du diagnostic de la LLC et élimine les autres causes
d’hyperlymphocytose. Un score a 3 correspond généralement a une «LLC atypique». Les
scores < 3 permettent de caractériser les autres syndromes lymphoprolifératifs chroniques B.
Un score inférieur a 3 exclut formellement le diagnostic de la LLC (Matutes et al., 1994;
Moreau et al., 1997).

Tableau 2 : Le score de Matutes pour le diagnostic de la LLC.

Antigene 1 point 0 point

Ig de surface monotypique Expression Faible Expression Forte
CD5 Positif Négatif

CD23 Positif Négatif

FMC7 Négatif Positif

CD22 ou CD 79b Expression faible Expression forte

(d’aprés Herishanu and Polliack, 2005)

l.7. L’évolution de la maladie

Dans la plupart des cas, il s’agit d'une maladie indolente sur de nombreuses années
d’évolution lente et progressive. Toutefois, il existe une hétérogénéité dans I'évolution, et un
certain nombre de patients vont avoir une évolution fatale plus rapide. Outre la progression
de la masse tumorale, I'évolution peut étre émaillée par plusieurs types de complications.
Les complications les plus fréquemment observées sont les infections (premiére cause de
mortalité dans la maladie), une aggravation de l'insuffisance médullaire, les complications
auto-immunes, I'évolution en syndrome de Richter (5%) qui correspond a la survenue d’'un

lymphome de haut grade, et une augmentation de l'incidence des tumeurs solides.
1.7.1. Les complications infectieuses

Ce sont les complications les plus fréquentes qui représentent la premiére cause de
morbidité et de mortalité des patients atteints de la LLC. Ces derniers, présentent un risque
majeur d'infection en raison dune immunodépression secondaire liée a une
hypogammaglobulinémie, une neutropénie, un défaut d’optionisation et un
dysfonctionnement des Ilymphocytes T et/ou aux conséquences de la thérapie
immunosuppressive (Molica, 1994; Morrison, 2010; Young, 2011). Les infections
bactériennes a germes encapsulés sont les plus fréquentes, mais les infections fongiques et
herpétiques tendent a augmenter avec I'utilisation des traitements comme par exemple, les

analogues de la purine, les biothérapies ciblant le CD52 ou le CD20 (respectivement
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alemtuzumab et rituximab), les agents alkylants ou les combinaisons de ces médicaments.
Un risque majeur d'infection bactérienne et de réactivation virale a été démontré jusqu'a 2
ans aprées des combinaisons d'immunochimiothérapie intensive comme la FCR (fludarabine
[F], cyclophosphamide [C], et rituximab [R]) (Hallek et al., 2008).

1.7.2. Les complications auto-immunes

L’évolution de la LLC est fréquemment compliquée par des cytopénies auto-
immunes. La plus fréquente est I'anémie hémolytique auto-immune (AIHA), suivie par le
purpura thrombopénique immunologique, (Strati and Caligaris-Cappio, 2011). Ces deux
syndromes peuvent étre présents séparément, séquentiellement chez le méme patient ou en
association comme dans le cas du syndrome d'Evans. Il peut également exister une
érythroblastopénie (PRCA, Pure Red-Cell Aplasia) et plus rarement une granulocytopénie
auto-immune (AIG, Autoimmune Granulocytopaenia) qui peuvent étre présentes seules ou
en association avec d’autres cytopénies auto-immunes. La PRCA se présente comme une
anémie non hémolytique arégénérative par destruction des cellules progénitrices
hématopoiétiques. L'AIG est similaire a la PRCA dans laquelle les précurseurs myéloides
sont détruits conduisant au développement d’infections chez les patients (Strati and
Caligaris-Cappio, 2011). Selon des études récentes, le risque global de complications auto-
immunes est de 5-10% chez les patients atteints de LLC (Zent and Kay, 2010).

1.7.3. Les transformations

La LLC est généralement stable durant des mois ou des années, mais dans une
faible proportion des cas elle peut se transformer en formes plus agressives. Ces
transformations incluent le lymphome diffus (Syndrome de Richter, RS), la transformation
prolymphocytaire, et plus rarement la leucémie aigué lymphoblastique (LAL) (Foon and Gale,
1988). Le RS survient dans environ 5% des LLC (Tsimberidou and Keating, 2005) et est
confirmé par une biopsie ostéo-médulaire ou par une biopsie-exérése ganglionnaire. La
présentation clinique associe une fievre hectigue non infectieuse, des adénopathies
rapidement progressives et une augmentation du taux de I'actate déshydrogénase (LDH). Le
temps médian entre le diagnostic de la LLC et I'apparition d'un RS est de I'ordre de 3,7 ans
(de 0,2 a 6,7 ans) (Rossi et al., 2012). Le pronostic est sombre, en particulier chez les
patients ayant un RS classique. Les options thérapeutiques sont limitées et incluent les
traitements chimiothérapeutiques développés pour le DLBCL (Diffuse Large B-cell
Lymphoma) de novo ou la LAL. La plupart des patients atteints de RS ne répondent pas a la
chimiothérapie intensive ou aux nouveaux traitements utilisés dans la LLC ou le NHL (Non-
Hodgkin Lymphoma), et la médiane de survie varie de 5 a 8 mois (Tsimberidou et al., 2002).
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1.7.4. Les cancers solides associés

Les patients atteints de la LLC ont un risque plus élevé de développer d'autres
cancers comparé aux sujets témoins du méme age et du méme sexe (Scarfo et al., 2016).
Ces cancers sont retrouvés souvent chez les hommes plus agés. Des études ont rapporté
que les cancers associés les plus fréquents étaient les cancers de la peau, de la prostate, le
cancer du sein, le mélanome, le lymphome, les cancers gastro-intestinaux et pulmonaires
(Scarfo et al., 2016). Plusieurs mécanismes ont été discutés pour Il'association entre les
deuxiemes cancers et la LLC, notamment le réle de I'immunosuppression liée a la maladie et
aux traitements (Molica, 2005; Morton et al., 2010).

1.8. Les facteurs pronostiques

Compte tenu de I'évolution clinique trés variable de la LLC d’un patient a l'autre, de
multiples facteurs pronostiques ont été recherchés depuis des décennies. Ces derniers, ont
permis de classifier les patients en différents groupes pour un meilleur suivi et une

optimisation de la réponse thérapeutique.

1.8.1. Les facteurs pronostiques classiques

1.8.1.1. Les classifications clinico-biologiques

La LLC est actuellement classée selon des groupes pronostiques, basés sur des
systemes de classifications cliniques, développés par Rai et Binet en 1975 et 1981
respectivement (Binet et al., 1981; Rai et al., 1975). Les deux s’appuient sur des parametres
cliniques tels que I'étendue des adénopathies, I'hépatosplénomégalie, I'anémie et la

thrombocytopénie. (Arruga and Deaglio, 2017).
1.8.1.1.1. La classification de RAI

La classification de Rai est trés utilisée aux Etats-Unis depuis 1975. Elle consiste &
une classification pronostique en cinq stades (Stade 0 a 1V) (Tableau 3) basée sur la survie
globale (SG) médiane la plus courte (Rai et al., 1975; Scarfo et al., 2016). Par la suite, cette
derniére a été modifiée pour réduire le nombre de groupes pronostiques de 5 a 3, regroupant
3 catégories de risques (Tableau 4) (Hallek, 2015; Scarfo et al., 2016).
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Tableau 3 : Classification de Rai.

Stades | Caractéristiques Survie médiane (mois)
0 Lymphocytose sanguine et médullaire isolée > 150

I Lymphocytose et adénopathies 101

Il Lymphocytose et splénomégalie et ou hépatomégalie | 71

1 Lymphocytose et anémie (Hb < 11g/dL) 19

v Lymphocytose et thrombopénie (PIt < 100 000/mm®) 19

Tableau 4 : Modification de la classification de Rai.

Risques Caractéristiques

Faible Lymphocytose sanguine et médullaire isolée (Stade 0)

Intermédiaire | Lymphocytose et adénopathies (Stade 1) et/ou hépatosplénomégalie (Stade II)
Elevé Lymphocytose et anémie (Stade 1ll) et/ou thrombopénie (Stade 1V)

(d’apres Scarfo et al., 2016)

Selon ce systeme révisé, les patients atteints de lymphocytose avec des cellules
leucémiques dans le sang et/ou la moelle (cellules lymphoides > 30%) (Stade Rai 0),
présentent une maladie a faible risque. Les patients avec une lymphocytose, des
adénopathies et une splénomégalie associées ou non a une hépatomégalie, sont définis
comme ayant une maladie a risque intermédiaire (stade Rai | ou Rail ). Les patients & haut
risque sont atteints d’'une anémie (taux d'hémoglobine (Hb) < 11 g/dL) (stade Rai lll) ou
d’une thrombocytopénie (nombre de plaquette (Plt) < 100000/mm?®) (stade Rai 1V) (Hallek,
2015).

1.8.1.1.2. La classification de Binet

La classification de Binet est largement utilisée en Europe depuis 1981. Elle consiste
a une classification pronostique en 3 stades (stade A, B, et C) (Tableau 5) et elle est basée
sur le nombre d’aires ganglionnaires atteintes au moment de I'examen physique (aires
cervicales, axillaires et inguinales, hépatomégalie, splénomégalie) (Figure 7) et les valeurs
de I'hnémogramme (Scarfo et al., 2016).

Tableau 5 : Classification de Binet.

(d’apres l'institut national du cancer)

Stades | Caractéristiques

A Pas d’anémie (Hb > 10 g/dl) ni de thrombopénie (PIt > 100 000/mm®), aires ganglionnaires
atteintes <3

B Pas d’anémie (Hb > 10 g/dl) ni de thrombopénie (PIt > 100 000/mm®), aires ganglionnaires
atteintes >3

C Anémie (Hb < 10 g/dl) et/ou thrombopénie (PIt < 100 000/mm®), quelques soit le nombre

d’aires ganglionnaires atteintes
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Figure 7 : Les aires ganglionnaires palpables.

Dans cette classification, la notion d'aire ganglionnaire est bilatérale : par exemple des adénopathies
axillaires droite et gauche constituent une aire ganglionnaire atteinte (d’aprés la Société Francaise
d'Hématologie).

Ces deux systemes ont permis de distinguer trois grands groupes de patients ayant
des pronostics distincts : des stades précoces (Rai 0 et Binet A), intermédiaires (Rai I/,
Binet B) et avancés (Rai Ill/IV, Binet C) avec une moyenne de survie (Figure 8) estimée
respectivement a : supérieure a 10 ans, de 5 a 7 ans et entre 2 a 4 ans. (Binet et al., 1981;
Montserrat, 2006; Rai and Montserrat, 1987; Rai et al., 1975). Cependant ces classifications
ne permettent pas d'identifier, parmi les patients de stade précoce avec un bon pronostic,
ceux qui auront une évolution rapide. A l'inverse, pour les patients avec une maladie plus
avanceée, ces systemes ne distinguent pas les patients qui resteront stables. De plus, il a été
montré qu’au cours de I'évolution de la maladie, environ 27% de patients en stade A
décedent de causes liées a la LLC, que 40% des patients en stade A progressent aux stades
B et C, et que 50% ont besoin de traitements (Dighiero et al., 1998). Malgré leurs hautes
valeurs pronostiques, ces classifications clinico-biologiques ne tiennent pas compte des
caractéristiques biologiques et moléculaires connues des cellules de la LLC qui pourraient
également prédire la survie et la réponse au traitement (Cramer and Hallek, 2011; Kay et al.,
2007). En effet, plusieurs marqueurs pronostiques sont utilisés en pratique clinique pour
ameliorer la classification des patients et suivre leur évolution afin d’envisager une

thérapeutique adaptée.
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Figure 8 : Survie globale (SG) des patients atteints de la LLC selon la classification de Rai
(histogramme de droite) et de Binet (histogramme de gauche).
(d’apres Montserrat, 2006)

1.8.1.2. Le temps de doublement lymphocytaire (TDL)

Le TDL est définit comme la durée nécessaire pour que le nombre absolu de
lymphocytes observé au moment du diagnostic soit multiplié par deux reflétant ainsi I'activité
de la maladie. En effet, un TDL de moins de 12 mois est associé a un pronostic défavorable
avec une survie sans progression (PFS) considérablement réduite et une SG diminuée. Par
contre, une augmentation du nombre de lymphocyte de plus de 50% en moins de 2 mois ou
un TDL de moins de 6 mois indique une progression rapide de la maladie qui nécessite un
traitement. Il faut souligner que I'utilisation du TDL comme critére pour le début du traitement
ou pour le pronostic est recommandé uniquement lorsque le nombre de lymphocytes est >
30000 lymphocytes/uL. L'évaluation du TDL, simple et peu colteuse est un odutil fiable pour
I'évaluation de l'activité de la maladie chez les patients en stade précoce. (Cramer and
Hallek, 2011).

1.8.1.3. Les marqueurs sériques

Plusieurs études ont révélé que trois marqueurs sériques, la B2-microglobuline (B2-
m), la thymidine kinase (TK) et le CD23 soluble peuvent prédire la SG ou la PFS (Cramer
and Hallek, 2011; Hallek et al., 2008). Contrairement a d'autres néoplasies lymphoides, le
taux LDH sérique s'est révélé moins important chez les patients atteints de la LLC. En
pratique clinique, seuls les LDH et la f2-m sont couramment dosés.

La B2-m est une protéine extracellulaire appartenant au complexe majeur
d'histocompatibilité de classe | (CMH-I). Sa forme soluble est détectable dans le sérum et
constitue un facteur pronostique indépendant (Hallek et al., 1999). Un taux élevé de p2-m
chez les patients présentant une LLC est corrélé avec un stade avancé de la maladie, une
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masse tumorale élevée et une infiltration ganglionnaire et médullaire. Une augmentation de
sa concentration est généralement associée a une survie sans traitement courte et une
mauvaise réponse a la chimiothérapie. (Delgado et al., 2009; Gentile et al., 2009; Montillo et
al., 2005). De plus, les taux de B2-m sont corrélés avec I'expression des marqueurs CD38 et
ZAP-70, deux autres facteurs pronostiques défavorables (Heintel et al., 2001; Schroers et
al., 2005). Méme si la B2-m reste un bon facteur pronostique, il faut prendre certaines
précautions. En effet, son élimination rénale dépend du débit de filtration glomérulaire (DFG)
et par conséquent, elle peut étre augmentée artificiellement lors d’une insuffisance rénale.
Ainsi, la valeur prédictive de ce facteur pronostique serait améliorée si on ajustait la f2-m au
DFG (Cramer and Hallek, 2011).

1.8.1.3.1. La thymidine kinase (TK)

La TK est une enzyme impliquée dans le contréle de la synthése de 'ADN. Sa forme
prédominante, est retrouvée en particulier dans les cellules en division, ce qui en fait un
marqueur de l'activité proliférative. Ainsi, dans la LLC, un taux sérique élevé de la TK est de
mauvais pronostic, corrélé avec a une progression rapide et aux stades avancés de la
maladie (Cramer and Hallek, 2011; Hallek et al., 1999; Montillo et al., 2005). Une
concentration plasmatique élevée peut également étre un facteur prédictif de la mauvaise
réponse au traitement (Di Raimondo et al., 2001). Chez certains patients stade A de Binet,
des taux élevés de la TK sont corrélés a d’autres marqueurs pronostiques tels que le TDL,
'expression lymphocytaire de CD38 et de ZAP-70, le CD23 soluble, les anomalies
cytogénétiques et le statut IgVH (Matthews et al., 2006). Il faut noter également que
l'utilisation de ce facteur pronostique reste limitée car sa spécificité n’est pas parfaite. En
effet, l'activité de la TK peut étre augmentée lors d’'une carence en vitamine B12 ou

d’infections virales. (Hallek et al., 1992).
1.8.1.3.2. Le CD23 soluble

Le CD23 est un récepteur a faible affinité pour les IgE. Il est exprimé sur les cellules
B matures, les cellules présentatrices d'antigenes (CPA) et les plaquettes, mais aussi, sur
les cellules B leucémiques. Sa forme soluble se comporte comme un facteur de croissance,
induisant la prolifération des lymphocytes B normaux et leucémiques (Molica et al., 1996;
Sarfati et al., 1996). Son expression sérique est en corrélation avec linfiltration médullaire
diffuse, la masse tumorale et un TDL court et est associée a une progression de la maladie
aux stades précoces ainsi qu'a une survie réduite (Cramer and Hallek, 2011). Son dosage
pourrait également permettre le diagnostic précoce de la LLC (Kaaks et al., 2015). Le temps
de doublement du taux sérique de CD23 (CD23-DT) a également été rapporté comme un
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parameétre supplémentaire important dans la prédiction de la progression de la maladie et de
la SG (Meuleman et al., 2008; Schwarzmeier et al., 2002).

Le principal avantage de ces différents marqueurs pronostiques sériques est la
simplicité du prélévement sanguin et la fiabilité de leur évaluation, cependant, les valeurs
limites peuvent varier selon les laboratoires. Une autre limitation de ces marqueurs est que

leurs niveaux sont influencés par des facteurs non liés a la LLC. (Cramer and Hallek, 2011).

1.8.2. Les autres facteurs pronostiques
1.8.2.1. Les anomalies cytogénétiques

Les anomalies cytogénétiques récurrentes observées dans la LLC sont fréquentes et
impliquent par ordre décroissant les régions chromosomiques 13q, 11q, 12q, 17p et 6g. Ces
anomalies peuvent étre isolées ou associées entre elles et peuvent apparaitre au cours de la
maladie. Certaines d’entre elles, comme les délétions 11q et 17p, ont une valeur pronostique
et sont prises en compte dans les choix thérapeutiques (Nguyen-Khac, 2010). L’analyse par
hybridation in situ en fluorescence (FISH), permet de détecter des séquences d'ADN
spécifiques sur les chromosomes, non seulement sur les chromosomes de la métaphase,
mais aussi sur les noyaux des cellules interphasiques. Cette technique est actuellement
I'approche standard pour I'analyse des anomalies cytogénétiques dans la LLC et permet
d’identifier des anomalies dans plus de 80% des cas (Amaya-Chanaga and Rassenti, 2016;
Déhner et al., 1997). A partir d’'une série de 325 patients, Déhner et son équipe ont établi un

modele pronostique hiérarchique permettant d’identifier cinqg groupes (Déhner et al., 2000) :
1.8.2.1.1. La délétion 13q14

La délétion impliquant la bande 13q14 est présente dans 55 a 63% des cas, selon les
études, ce qui en fait 'anomalie cytogénétique la plus fréquente (Ddhner et al., 2000). Elle
peut résulter d’'une translocation chromosomique impliquant la bande 13q14. Dans I'étude
par FISH interphasique de Déhner et al., les patients avec une délétion 13g14 isolée (sans
autres anomalies retrouvées par FISH ont la meilleure SG (133 mois) et la plus longue

médiane de l'intervalle sans traitement (92 mois) (Nguyen-Khac, 2010).
1.8.2.1.2. La délétion 11g22-23

La délétion de tout ou d’une partie du bras long du chromosome 11, présente dans
environ 15 a 20% des cas, est classiquement associée a de volumineuses adénopathies
(Dbéhner et al., 1997). Le géne ATM localisé dans la région minimale de délétion en 11g22-
23 code pour une protéine qui agit en amont de p53 dans la voie de réponse aux dommages
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a 'ADN. On détecte une mutation sur l'autre copie du géne dans environ 40% des cas de
LLC avec délétion du gene ATM (Schaffner et al., 1999; Stankovic et al., 1999). Cette
délétion est associée a un mauvais pronostic, avec une progression rapide de la maladie et
une SG diminuée (Déhner et al., 2000).

1.8.2.1.3. La trisomie 12

On observe la trisomie 12 dans 11 a 25% des cas (Déhner et al., 2000; Juliusson et
al., 1990). Il semblerait que les patients avec une trisomie 12 isolée présentent une
progression rapide de la maladie, mais la SG n’est pas diminuée (Déhner et al., 2000). La
trisomie 12 serait plus fréquente dans les LLC « atypiques » sur le plan cytologique, ou sur le
plan immunophénotypique (Matutes et al., 1996). L'observation de rares duplications
partielles du chromosome 12 a permis de définir une zone minimale de duplication en
12913-q15 (Gahrton et al., 1982).

1.8.2.1.4. La délétion 17p13 et mutation de p53

La délétion entiére ou d’'une partie du bras court du chromosome 17 est observée
dans 6 a 10% des cas et est responsable de la perte du gene suppresseur de tumeur TP53
(Tumor Protein p53), localisé en 17p13 (Déhner et al., 2000; Juliusson et al., 1990). La
délétion du gene TP53 est associée a un mauvais pronostic, avec une SG courte, et a une
résistance a certaines thérapeutiques comme la fludarabine (Déhner et al., 2000; Zenz et al.,
2009). Le gene TP53 code pour une protéine qui joue un rble essentiel en induisant
'apoptose ou l'arrét du cycle cellulaire aprés un dommage de 'ADN. Dans plus de 90% des
LLC avec délétion du gene TP53, l'autre copie du géene est mutée (Fenaux et al., 1992;
Malcikova et al., 2009).

1.8.2.1.5. La délétion 6g21-23

Les délétions 6q sont observées dans 6 a 10% des LLC et leurs valeurs pronostiques
sont discutées (Cuneo et al., 2004; Déhner et al., 2000). Une zone minimale de délétion a
été etablie en 6g21-23 (Stilgenbauer et al., 1999; Zhang et al., 2000) et aucun géne localisé
dans cette région ne semble jouer un rble majeur dans le développement de la LLC
(Nguyen-Khac, 2010).

1.8.2.1.6. Les translocations impliquant les génes des immunoglobulines : IGH (14q32), IGK
(2p13) et IGL (22q11)

Une translocation impliquant les génes des immmunoglobulines est retrouvée dans
moins de 5% des cas de LLC (Zhang et al.,, 2000). La translocation t(11;14)(q13;932)
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juxtapose le géne des chaines lourdes IGH (14932) au locus BCL1 (11913), entrainant
I'activation constitutive du gene CCND1 (Cyclin D1), la surexpression de la cycline D1 et une
stimulation du cycle cellulaire (Harris et al., 1999) Cette translocation observée dans plus de
95% des lymphomes du manteau (Harris et al., 1999), est détectée dans 20% des myélomes
(Avet-Loiseau et al., 1998). Malgré son existence dans la LLC, elle reste extrémement rare.

Il est décrit par ailleurs des délétions interstitielles du bras long du chromosome 14,
del(14)(g24932), emportant la partie 3’ IGH (Nagel et al., 2009; Pospisilova et al., 2007).
Enfin, on peut observer des délétions 5’ IGH, correspondant a la région variable du géne et
reflétant trés probablement des événements de recombinaison somatique physiologiques
(Wlodarska et al., 2007). Les LLC typiques avec t(11;14) sont trés rares. Certaines de ces
LLC pouvant rester stables (hyperlymphocytose isolée) durant plusieurs années. La
translocation 1(14;18)(932;g21) juxtapose les génes des chaines lourdes des
immunoglobulines (IgH) (14932) au géne BCL2 (BCL2, apoptosis regulator) (18921), avec
pour conséquence moléculaire I'expression constitutive d’une protéine anti-apoptotique Bcl-2

normale.

Cette anomalie est associée au lymphome folliculaire dans environ 90% des cas.
L’évolution des LLC avec t(14;18) ou variantes ne semble pas étre différente des LLC
classiques (Put et al., 2009). La translocation t(14;19) (q32;q13) juxtapose les génes IGH au
géne BCL3 (B-cell CLL/lymphoma 3) (19q13), qui code pour un co-activateur de la
transcription, de la famille des facteurs I-kB. Les LLC avec t(14;19) pourraient étre associées
a des formes agressives (Chapiro et al., 2008). Cette translocation s’observe essentiellement
dans les LLC et peut donc étre considérée comme spécifique. Elle est parfois observée
comme anomalie isolée, mais s’accompagne le plus souvent d’autres anomalies, en
particulier d’'une trisomie 12 (McKeithan et al., 1997; Michaux et al., 1996). La translocation
t(2;14)(p13;934) implique les genes IGH et BCL11A (2p13). Cette anomalie est rare mais
récurrente décrite dans des LLC et des immunocytomes. Ces LLC avec translocation
t(2;14)(p13;934) sont rapidement progressives (Satterwhite et al., 2001; Yoffe et al., 1990).

Les aberrations chromosomiques, telles que les délétions 8p, 14q et 15q,
I'amplification 8q, le gain 2p, et les trisomies 18 et 19, sont également retrouvées dans la
LLC (Edelmann et al., 2012). Cependant, ces aberrations présentent une faible incidence et
manquent de valeur pronostique indépendante. Le gain du chromosome 2p est néanmoins
associé avec une surexpression du gene XPOT (Exportine 1), une progression de la maladie
et une résistance aux traitements (Chapiro et al., 2010; Cosson et al., 2017). La duplication
du chromosome 2p se produit chez 5% des patients atteints de la LLC a un stade précoce
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(Chapiro et al., 2010), bien que cette frequence augmente a 28% dans les derniers stades
de la maladie. Les deux régions les plus souvent dupliquées incluent les génes REL,
BCL11A (B-cell CLL/lymphoma 11A), XPO1 et MYCN (Chapiro et al., 2010; Pfeifer et al.,
2007). D'autres régions ciblées par les changements récurrents du nombre de copies a faible
incidence incluent les duplications 8924, les délétions 15q15.1 (4% des cas) et 3p21 (3%
des cas) avec c-MYC, MGA (MGA, MAX dimerization protein) et SETD2 (SET domain
containing 2) comme genes associés respectivement (Edelmann et al., 2012; Parker and
Strefford, 2016). Les anomalies chromosomiques récurrentes dans la LLC sont résumées
dans le tableau 6.

Tableau 6 : Anomalies chromosomiques récurrentes dans la LLC.

Anomalies Fréquences (%) Geénes associés Processus cellulaires Pronostic
affectés
dél(13q14) 50 miR15A/miR16-1, | Régulation de Bon
DLEUZ, RB1, 'expression de Bcl-2,
DLEU7 control du cycle
cellulaire, signalisation
NF-kB
Trisomie 12 20 Inconnu Inconnu Bon/Intermédiaire
dél(11922-23) 6-20 ATM, BIRC3 Réparation de 'AND, Mauvais
signalisation NF-«kB
dél(17p13) 5-10 TP53 Perte des suppresseurs = Mauvais
de tumeurs
deél(6g21) 5-7 ZNF292 Régulation Inonnu
transcriptionnelle
Gain 2p 5-28 XPO1, REL, Fabrication de 'ARN, Mauvais

BCL11A, MYCN signalisation NF-kB,
prolifération

amp(8g24.21) 5 MYC Prolifération, apoptose Mauvais

dél(8p) 5 TRAIL-R Apoptose Mauvais

deél(15q15.1) 4 MGA Régulation Aucun
transcriptionnelle

deél(2g37) 2 SP140/SP110 Régulation Aucun
transcriptionnelle

dél(3p21) 2 SMARCC1/SETD2 | Epissage de I'ARN et Mauvais
réparation de 'ADN

dél(10g24) 2 NFKB2 Signalisation NF-kB Inconnu

(d’'apres Ghamlouch et al., 2017)
1.8.2.2. Le statut mutationnel IgvVH

Le statut mutationnel des genes des IgVH était le premier marqueur biologique a
prédire de maniére significative le pronostic clinique au moment du diagnostic. L'expression
des genes IGVH mutés est corrélée avec une médiane de survie plus longue, comparé aux
cas exprimant des /GVH non mutés (Hamblin et al., 1999; Hayat et al., 2006; Kréber et al.,
2002; Oscier et al., 2002). Le statut IgVH permet de prédire le pronostic au moment du
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diagnostic initial, indépendamment de la masse tumorale réelle. Alors que les modifications
du caryotype s'effectuent tout au long de la maladie (Stilgenbauer et al., 2007; Zenz et al.,
2008), le statut IgVH reste constant dans le temps (Krdber et al., 2002; Oscier et al., 2002).
Etant donné que le statut mutationnel IgVH est I'un des facteurs pronostiques le plus utilisé
actuellement pour inclure ou classifier les patients atteints d’'une LLC dans les essais

cliniques, il est trés important d'effectuer cette analyse d’'une fagon standardisée.

Les patients atteints d’'une leucémie exprimant des IGVH avec des mutations
somatiques sont susceptibles d'avoir un stade A de Binet et une dél(13q), ce qui est associé
a un pronostic favorable (Kréber et al., 2002; Oscier et al., 2002). En revanche, les patients
exprimant des IgVH non mutés ont tendance a avoir des stades plus avancés et une forme
plus agressive de la maladie avec une rémission et une PFS plus courtes, ainsi qu'une
tendance a l'acquisition d'anomalies cytogénétiques a haut risque (Krober et al., 2002;
Stilgenbauer et al., 2007). En outre, la survie des patients avec des IGVH non mutés est
nettement plus courte quel que soit le stade de la maladie (Jelinek et al., 2001; Kréber et al.,
2002). Le réarrangement d'un géne IGVH spécifique codé par le réarrangement du gene
IgVH3-21 représente une exception; les patients avec des cellules B exprimant le gene
IgVH3-21 ont un pronostic défavorable indépendamment de leur statut mutationnel IgVH
(Ghia et al., 2008; Tobin et al., 2003). La détection du statut mutationnel IgVH est colteuse
et nécessite une certaine expertise dans l'analyse. Par conséquent, d’autres marqueurs tels
que I'expression cellulaire de CD38 et de ZAP-70 en corrélation avec le statut mutationnel
IgVH ont été recherchés (Damle et al., 1999; Orchard et al., 2004).

1.8.2.3. L’expression de CD38

Le CD38 est une glycoprotéine transmembranaire qui est régulée par le
microenvironnement tumoral et peut fonctionner comme un récepteur ou une enzyme
(Damle et al., 1999; Orchard et al., 2004). Dans la LLC, I'expression élevée de CD38 est
associée a plusieurs facteurs de pronostiques défavorables, généralement un stade avancé
de la maladie, une incidence plus élevée de lymphadénopathies et d’hépatomégalie, une
cytogénétique a haut risque, un taux élevé de B2-m, un temps court pour linitiation du
premier traitement, une mauvaise réponse au traitement et une survie sans progression et
globale plus courte (Oscier et al., 2013; Rassenti et al., 2008; Wang et al., 2011).
L'expression de CD38 a été proposée comme marqueur de substitution pour le statut
mutationnel IgVH, car les cellules leucémiques présentant des génes /IGVH non mutés
expriment fortement le CD38 (Damle et al., 1999; Ghia et al., 2003). Cependant, l'association
entre I'expression de CD38 et le statut mutationnel IgVH n'est pas absolue (Jelinek et al.,
2001) et I'expression de CD38 peut varier au cours de la maladie (Ghia et al., 2003; Ibrahim
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et al.,, 2001). Par conséquent, I'expression de CD38 peut ne pas étre un marqueur de
substitution adéquat pour le statut mutationnel IgVH, mais reste néanmoins un trés bon
facteur de pronostic largement utilisé.

1.8.2.4. L’expression de ZAP-70

La protéine de signalisation du complexe TCR/ZAP-70, est exprimée sur les cellules
leucémiques mais pas sur les lymphocytes B normaux (Chen et al., 2002). L'expression de
ZAP-70 semble étre constante au cours de la maladie (Crespo et al., 2003; Oscier et al.,
2013) et est un facteur prédictif de la survie sans traitement, de la PFS et de la SG (Orchard
et al., 2004; Rassenti et al., 2008). En outre, I'expression de ZAP-70 semble étre meilleure
dans la prédiction du temps du traitement initial par rapport a I'expression de CD38 et le
statut mutationnel IgVH, méme chez les patients présentant une maladie asymptomatique en
phase précoce (Rassenti et al., 2004, 2008). Dans certains cas, I'expression du géne IgVH3-
21 est associée a I'expression positive de ZAP-70 ou a des IGVH mutés. En revanche, dans
d’autres cas la dél(11q) ou la dél(17p) est associée a une expression presque négatif de
ZAP-70 ou a des IGVH non mutés (Kréber et al., 2006). Les expressions de CD38 et ZAP-70
sont des facteurs pronostiques significatifs et peuvent étre plus adaptées a I'analyse en
routine par cytométrie de flux que I'analyse plus colteuse et techniquement exigeante du
statut mutationnel IgVH.

1.8.3. Les nouvelles mutations

1.8.3.1. NOTCH1

NOTCH1 est muté de facon récurrente chez 10 a 15% de patients atteints de la LLC;
le géne code pour une protéine transmembranaire de classe | agissant comme facteur de
transcription activé par le ligand. Il est impliqué dans la différenciation cellulaire, la
prolifération et I'apoptose (Scarfo et al., 2016). Plus de 90% des mutations NOTCH1 sont
situées dans I'exon 34 provoquant une perturbation du domaine PEST (riche en proline [P],
acide glutamique [E], sérine [S] et thréonine [T]) et sont fréquemment associées a la trisomie
12, au géne IGVH non muté, a I'évolution clinique agressive et a un haut risque de
transformation en un lymphome diffus a grandes cellules B (RS) (Mansouri et al., 2013; Del
Poeta et al., 2013; Rossi et al., 2012).

1.8.3.2. SF3B1

Les mutations SF3B1 (Splicing Factor 3b Subunit 1) peuvent étre trouvées chez
environ 10% des patients atteints de LLC au moment du diagnostic et chez 17% des patients
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atteints d'une maladie réfractaire a la fludarabine. Une étude suggére que seulement 6% des
patients atteints d’'un syndrome de Richter présentent des mutations SF3B7 qui jouent un
r6le mineur dans l'agressivité de la maladie (Rossi et al., 2011). La présence des mutations
SF3B1 conduit a un épissage anormal de 'ARN messager et a une rétention d'intron qui
modifie les transcrits spécifiques impliqués dans des processus liés au cancer, comme le
contréle du cycle cellulaire, I'angiogenése et I'apoptose (Wang et al., 2011). Certains auteurs
suggerent que les mutations SF3B1 sont un facteur indépendant de mauvais pronostic dans
la LLC et sont présentes chez les patients indépendamment d'autres marqueurs de mauvais
pronostic (statut mutationnel IgVH ou I'expression de ZAP-70) (Rassenti et al., 2008). Des
analyses réetrospectives ont montré que les patients atteints de la LLC avec des mutations de
SF3B1 avaient une PFS et une survie sans traitement plus longues par rapport aux patients
non mutés. Cependant, les mutations SF3B1 n'ont pas été associées a une diminution de la
SG (Hallek et al., 2010).

1.8.3.3. ATM

Les mutations ATM sont présentes chez 25% des patients atteints de la LLC au
moment du diagnostic et sont associées aux /GVH non mutés, a I'expression de ZAP-70 et a
la dél(11q). Les premiéres études de génétique moléculaire de la LLC ont révélé que les
délétions 11922-g23 sont des déterminants majeurs de la LLC réfractaire (Amaya-Chanaga
and Rassenti, 2016). En outre, ces délétions incluent presque toujours le gene ATM (Rossi
et al., 2012). Les mutations du géne ATM se trouvent dans 30% a 40% des patients portant
la dél(11q). Cependant, l'incidence de la dél(11q) chez les patients porteurs des mutations
ATM varie de 22% a 75% (Guarini et al., 2012). Austen et al, ont proposé une classification
des patients atteints de la LLC avec des mutations ATM en 4 catégories. Cette classification
a pris en compte la présence de la délétion 11q, les délétions associées a des mutations
ATM dans l'alléle restant et la mutation ATM hétérozygote ou homozygote. Les 4 catégories
ont démontré que le pronostic est défavorable pour les patients présentant des dél(11q) et
des mutations ATM comparé aux patients avec la dél(11q) seule, et aussi avec une SG
diminuée par rapport aux patients sans dél(11q) (Austen et al., 2007).

1.8.3.4. MYD88

Les mutations dans le gene MYDB88 (Myeloid Differentiation primary response 88) ont
été trouvées dans 3% a 5% des LLC. Contrairement aux patients atteints de mutations
NOCTH1, SF3B1, TP53 et ATM, les patients présentant des mutations MYD88 ont des
pronostics favorables. Les mutations MYD88 sont associées aux IGVH muté, aux faibles

niveaux d’expression de ZAP-70, CD38 et a des niveaux normaux de 2-m. On les retrouve
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plus frequemment chez les patients plus jeunes (dge médian de 47 ans) indépendamment
de leur stade clinique (Amaya-Chanaga and Rassenti, 2016). Ces patients ont une SG
proche de celle de la population générale. De plus, le temps pour le prochain traitement
(mesuré a partir de la premiere réponse) est significativement plus long chez les patients
présentant des mutations MYD88 (Martinez-Trillos et al., 2014).

1.9. Les traitements

Les traitements utilisés dans la LLC incluent les agents alkylants, les analogues de la
purine, les combinaisons chimiothérapeutiques, les anticorps monoclonaux, les inhibiteurs
de tyrosine-kinase et la transplantation (Gribben and O’Brien, 2011). Cependant, a
I'exception de la transplantation de la moelle osseuse, qui est rarement considérée comme
une option pour les patients agés, les traitements ne sont pas curatifs mais permettent
d’améliorer la survie (Cassaday et al.,, 2015; Dreger et al., 2013). Les décisions
thérapeutiques sont essentiellement fondées sur le stade de la maladie et la présence de
marqueurs cliniques, cellulaires et génétiques. Puisque la probabilité de progression est
variable d'un patient a l'autre, méme en présence de marqueurs de mauvais pronostic au
moment du diagnostic, une observation réguliere et attentive est nécessaire pour surveiller
l'évolution de la maladie (Arruga and Deaglio, 2017). De plus, le traitement des
complications infectieuses, hémorragiques ou immunologiques fait également partie de la

gestion thérapeutique de la maladie (Arruga and Deaglio, 2017).

Schématiquement, selon les recommandations de la Société Francaise
d’Hématologie, en premiére ligne de traitement, chez les patients sans comorbidité
significative, I'association FCR est le traitement de référence. Chez les patients atteints
d’'une LLC avec comorbidités (insuffisance rénale sévere et poly-pathologiques) non éligibles
au protocole standard FCR, le traitement par chlorambucil (Clb) en monothérapie était
historiguement considéré comme le traitement habituel de premiere ligne mais avec un taux
de réponse compléte faible (<10%). Les nouvelles voies thérapeutiques viennent modifier ce
schéma thérapeutique « historique ». (Hallek, 2013)

1.9.1. Les inhibiteurs de la voie de signalisation du BCR

La signalisation du BCR joue un r6le important dans la survie des cellules
leucémiques (Petlickovski et al., 2005; Stevenson et al., 2011). Différents éléments du BCR
ont été reconnus comme marqueurs pronostiques dans la pathologie, tels que la région
variable du gene des chaines lourdes des immunoglobulines (IgVH) ou la stéréotypie. La
signalisation du BCR continue ou répétitive appuie la survie des cellules leucémiques
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(Stevenson et al., 2011). Cela pourrait expliquer pourquoi l'inhibition de la signalisation du
BCR est une nouvelle stratégie potentielle pour traiter la LLC (Wiestner, 2012). La
signalisation du BCR dans les cellules leucémiques est soutenue par différentes tyrosines
kinases, telles que BTK, Syk, ZAP-70, les kinases de la famille Src (en patrticulier la kinase
Lyn) ainsi que PI3K (Wiestner, 2012) (Figure 9). Parmi ces inhibiteurs on retrouve :

1.9.1.1. Les inhibiteurs de BTK

L’ibrutinib (PCI-32765), un inhibiteur spécifique de BTK, peut perturber plusieurs
voies de signalisation impliquées dans les interactions du microenvironnement tumoral,
induit 'apoptose, inhibe la migration et 'adhésion des cellules B malignes (de Rooij et al.,
2012). L’analyse précoce de la phase 1b/2 de l'essai PCYC-1102 a montré que librutinib
était trés actif et tolérable chez les patients atteints de la LLC (Byrd et al., 2011). L’ibrutinib
est actuellement utilisé en thérapie de seconde ligne ou de premiére ligne en monothérapie,
pour le traitement des patients atteints de la LLC non précédemment traités, non éligibles a
un traitement a base de fludarabine a pleine dose ou chez les patients présentant une
délétion 17p ou P53 muté (Autorisation de mise sur le marché francaise). Le profil de
tolérance a court terme fait apparaitre un risque de survenue de complications
hémorragiques; la toxicité a long terme n'a pas encore été totalement déterminée
(Barrientos, 2016). Les nouveaux inhibiteurs de BTK sont actuellement en développement et
en essais cliniques, montrant des effets prometteurs étant donné que l'effet non spécifique
sur d'autres kinases de la famille Tec a été considérablement réduit (Byrd et al., 2016; Walter
et al., 2016).

1.9.1.2. Les inhibiteurs de la tyrosine kinase de la rate (Syk)

Syk est une protéine tyrosine kinase qui intervient dans la signalisation du BCR,
induisant I'activation et la migration des cellules. Dans la LLC, Syk pourrait étre activée par
des signaux externes du microenvironnement tissulaire. Le fostamatinib disodium (R788) est
le premier inhibiteur oral de Syk disponible en clinique, ayant mis en évidence une activité
clinique (étude de phase 1) chez des patients présentant une LLC réfractaire. In vitro, le
fostamatinib n’a qu’une action pro-apoptotique directe, suggérant que son activité clinique
passe avant tout par la modulation du signal du BCR ou des modifications du
microenvironnement (Friedberg et al., 2010; Hoellenriegel et al., 2012). D'autres inhibiteurs
de Syk tels que le R406 et deux inhibiteurs hautement sélectifs (PRT318 et P505-15) sont
capables de diminuer la survie des cellules leucémiques dans un modele de co-culture avec
des cellules NLCs. Ces deux inhibiteurs inhibent également la sécrétion BCR-dépendante
des chemokines CCL3 et CCL4 (C-C motif chemokine 3 et 4) par les cellules de la LLC,

ABBACI Amazigh | These de doctorat | Université de Limoges | 2017 67



interrompant ainsi les phénoménes de « homing cellulaire » (Hoellenriegel et al., 2012). Ces
molécules peuvent donc étre considérées comme une nouvelle approche thérapeutique pour
la LLC et d'autres hémopathies malignes B (Hoellenriegel et al., 2012; Quiroga et al., 2009).

1.9.1.3. Les inhibiteurs de la tyrosine-kinase (Lyn)

Le dasatinib un inhibiteur de la tyrosine kinase développé a l'origine en tant
qgu'inhibiteur de pan-Src, peut inhiber la kinase Lyn et conduire a une apoptose des cellules
leucémiques in vitro (Al-Ameri et al., 2010). Il a été utilisé en clinique dans quelques cas de
LLC réfractaire (Russwurm et al., 2010). Le bafetinib, un autre inhibiteur de la kinase Lyn, a
également montré une efficacité chez les patients en rechute ou réfractaires dans un essai
de phase 2 (Kadia et al., 2011).

1.9.1.4. Les inhibiteurs de la signalisation PI3K

Dans les lymphocytes, l'isoforme PI3K p1108 (PI3Kd) transmet des signaux
provenant des récepteurs de surface incluant le BCR. L’idelalisib (GS-1101, CAL-101), un
inhibiteur sélectif de I'isoforme PI3K® qui inhibe la signalisation PI3K, induit I'apoptose des
cellules leucémiques et diminue I'adhésion des cellules tumorales aux cellules endothéliales
ainsi qu’aux cellules stromales médullaires in vitro (Fiorcari et al., 2013). L'essai de phase | a
montré un taux de réponse primaire de 81% chez 54 patients présentant des LLC
réfractaires, caractérisées par des facteurs de résistance thérapeutique (80% de syndrome
tumoral hématopoiétique clinique, 91% IGHV non muté) (Brown et al., 2014). Quatre essais
cliniques en combinaison thérapeutiques sont actuellement listés dans clinical-trial
(Hoellenriegel et al., 2011). Des résultats préliminaires d'une étude de phase 1 de
SAR245408, un inhibiteur oral de pan-PI3K, suggerent qu’il est généralement bien toléré

dans le cas d’'une LLC récidivante/réfractaire fortement prétraité (Brown et al., 2015).
1.9.2. Les inhibiteurs de Bcl-2

Les protéines de la famille de Bcl-2 sont des régulateurs clés du processus
apoptotique (Chao and Korsmeyer, 1998). La famille Bcl-2 comprend des protéines pro- et
anti-apoptotiques. Le déséquilibre du processus apoptotique est un mécanisme établi par
lequel les cellules cancéreuses échappent a I'apoptose. Bcl-2, I'élément fondateur de cette
famille de protéines, est codé par le gene BCL2. La protéine Bcl-2 a été décrite par
Tsujimoto et al, dans le lymphome folliculaire. En étudiant les translocations impliquant les
chromosomes 14 et 18, ces auteurs ont mis en évidence le géne BCL2, au niveau 18922,

ses différents transcrits ainsi que leur produit protéique, Bcl-2 (Tsujimoto et al., 1984).
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Le navitoclax (ABT-263) est une petite molécule BH3 mimétique qui inhibe fortement
Bcl-2, Bel-xL, et Bel-w et est capable d'induire I'apoptose des cellules primaires leucémiques.
Le risque de thrombocytopénie peut limiter I'utilisation du navitoclax chez les patients
réfractaires fortement prétraités a la fludarabine (Roberts et al., 2012). La combinaison de
navitoclax avec le bendamustine et le rituximab (BR) est bien tolérée et posséde une activité
anti-tumorale, notamment chez les patients présentant une dél(17p) ou une forte expression
lymphocytaire de Bcl-2 (Kipps et al., 2010).

D'autres inhibiteurs de Bcl-2 incluant I'oblimersen, le gossypol (AT-101), 'obatoclax,
et le SPC2996 sont également en phase d'expérimentation in vitro ou ont fait I'objet d’essais
contrélés. Le gossypol, inhibiteur naturel de Bcl-2 possede une activité pro-apoptotique sur
les cellules leucémiques et a été testé sur quelques patients réfractaires (Soderquist et al.,
2013). L’'obatoclax combiné au rituximab a été testé dans un essai de phase | sur 13 patients
en rechute avec un taux de réponse compléte de plus de 80% (Brown et al., 2015).
L’oblimersen combiné a la fludarabine et au cyclophosphamide a ainsi démontré son
efficacité clinique (40% de rémission compléte, augmentation de la survie a 3 ans) dans un
essai de phase 3 (Balakrishnan et al., 2009; Durig et al., 2011; O’Brien et al., 2009).
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Figure 9 : La signalisation du BCR comme cible thérapeutique dans le traitement de la LLC.
(d’apres Hallek, 2015)
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1.9.3. Les anticorps monoclonaux

1.9.3.1. Les anticorps anti-CD20

Le CD20 est une phosphoprotéine glycosylée, activée et exprimée a la surface de
cellules B matures. La protéine n'a aucun ligand naturel connu (Cragg et al., 2005) et sa
fonction n'est pas encore claire. Elle est supposée agir comme un canal calcique dans la
membrane cellulaire. Comme le CD20 est exprimé sur la plupart des cellules B malignes,
l'introduction du premier anticorps anti-CD20 humanisé a visée thérapeutique, le rituximab
en 1998, a amélioré le traitement de la plupart des lymphomes non hodgkiniens CD20-
positifs, incluant la LLC (Hagemeister, 2010). Les anticorps monoclonaux anti-CD20 en
général ont trois mécanismes d'action possibles (Figure 10). Ceux-ci comprennent : i) la
cytotoxicité cellulaire dépendante des anticorps (ADCC), ii) la cytotoxicité dépendante du
complément (CDC) et jii) l'inhibition directe de la croissance et I'apoptose, appelée mort
cellulaire directe (DCD) (Beers et al., 2010).
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Figure 10 : Mécanismes d'action des anticorps monoclonaux anti-CD20.
(d’apres Smolej, 2015)

Dans la LLC, le rituximab est indiqué en traitement de premiére ligne en association a
une chimiothérapie conventionnelle du fait de son action limitée s'il est utilisé seul (Huhn et
al., 2001; O’Brien et al., 2009). Les premiéres associations comportaient rituximab et
fludarabine puis I'association FCR est devenue la thérapeutique standard de premiére ligne
chez le patient de moins de 65 ans
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L’obinutuzumab (GA101), un anticorps monoclonal humanisé de deuxiéme
génération a montré des résultats remarquables in vitro avec des taux d'apoptose plus
élevés dans les cellules B comparé au rituximab (Patz et al., 2011). Il présente une forte
affinité a un épitope CD20 de type Il, une augmentation de 'ADCC, une faible activité CDC
et une augmentation de l'induction directe de la mort cellulaire (Mdssner et al., 2010). Son
efficacité a été montrée dans une étude versus rituximab plus chlorambucil (R-Clb) et
chlorambucil seul en termes de PFS et de taux de maladie résiduelle, sans toutefois de gain
démontré sur la SG (Goede et al., 2014). Il est actuellement indiqué en association au
chlorambucil pour le traitement des patients non précédemment traités et présentant des
comorbidités les rendant inéligibles a un traitement par fludarabine a pleine dose.

1.9.3.2. Autres anticorps monoclonaux

L'alemtuzumab est un anticorps monoclonal recombinant anti-CD52, complétement
humanisé. La monothérapie avec I'alemtuzumab a montré des taux de réponse de 33 a
53%, avec une durée médiane de réponse (DMR) allant de 8,7 a 15,4 mois, chez des
patients atteints d’'une LLC avancée et qui ont déja été traités avec des agents alkylants et
ayant échoués ou rechutés aprés une thérapie par la fludarabine en deuxieme ligne (Keating
et al., 2002; Rai et al., 2002). De plus, I'alemtuzumab s'est révélé efficace chez les patients
présentant les délétions des chromosomes 11 ou 17 (dél (11q) et dél (17p)) et des mutations
de P53 (Lozanski et al., 2004; Stilgenbauer and Déhner, 2002). Par conséquent,
l'alemtuzumab est une alternative thérapeutique pour les patients présentant ces
caractéristiques de mauvais pronostic. En revanche, lalemtuzumab induit une
immunosuppression sévére entrainant un risque non négligeable d’infections opportunistes,

notamment a cytomégalovirus (CMV), limitant ainsi son utilisation (Cheson, 2010).
1.9.4. Les agents alkylants

En monothérapie, I'agent alkylant le plus utilisé est le chlorambucil, mais parfois il
peut étre utilisé en association avec une corticothérapie. Le cyclophosphamide est
essentiellement utilisé en association avec les analogues des purines tels que la fludarabine
(Lepretre and Neste, 2006). Les avantages du chlorambucil sont sa faible toxicité, son faible
colt et sa commodité en tant que médicament oral. Les inconvénients majeurs sont une
absence ou une faible rémission complete et certains effets secondaires qui surviennent
apres une utilisation prolongée (cytopénie prolongée, myélodysplasie et une leucémie aigué
secondaire). Les traitements en monothérapie disparaissent actuellement, la combinaison

avec un anti-CD20 s’est avéré plus efficace (Hallek, 2015).
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1.9.5. Les analogues de purines

Trois analogues de purines sont actuellement utilisés dans le traitement de la LLC : la
fludarabine, la pentostatine et la cladribine (2-CdA). Les plus utilisés sont la fludarabine et la
cladribine, en monothérapie ou essentiellement associés avec des agents alkylants et/ou
des anticorps monoclonaux (Hallek and Pflug, 2011). En monothérapie, la fludarabine
produit une SG supérieure par rapport a d'autres traitements contenant des agents alkylants
ou des corticostéroides (Anaissie et al., 1998; Rai et al., 2000). Elle induit plus de rémission
et des rémissions plus complétes (7 a 40%) que les autres chimiothérapies classiques,
comme l'association CHOP (cyclophosphamide, doxorubicine, vincristine, prednisone), CAP
(cyclophosphamide, doxorubicine, prednisone) ou le chlorambucil, mais n’améliore pas la
SG lorsqu'on I'utilise seule (Leporrier et al., 2001; Rai et al., 2000; Steurer et al., 2006). De
méme, il a été montré que la cladribine en monothérapie produisait un taux de rémission
complete (CR) plus élevé que I'association du chlorambucil avec la prednisone (47% contre
12%) sans qu'il en résulte une survie plus longue (Robak et al., 2000). La bendamustine, un
autre agent alkylant qui a également une action d’analogue de la purine, peut étre utilisé
chez les patients en rechute ou réfractaires seul ou en association avec le rituximab (Knauf
et al., 2009).

1.9.6. Les immunomodulateurs

Le Iénalidomide, immunomodulateur structurellement proche du thalidomide présente
des propriétés anti-néoplasiques, anti-angiogéniques ainsi qu’immunomodulatrices par
activation des cellules T et des cellules NK (Natural Killer) et modulation de la libération de
cytokines. Il est largement utilisé chez les patients atteints de myélome multiple
(Lapalombella et al., 2010; Neri et al., 2016). Plusieurs études de phase Il ont montré qu'un
ORR (taux de réponse objectif) allant jusqu'a 47% peut étre atteint avec le 1énalidomide chez
les patients atteints d’'une LLC récidivante/réfractaire, cependant, en raison d'une toxicité
élevée, la meilleure dose pour les patients leucémiques n'a pas encore été déterminée
(Chanan-Khan et al., 2006; Ferrajoli et al., 2008). Parmi les effets indésirables les plus
fréquents, on retrouve le syndrome de lyse tumorale. La plupart des patients atteints de la
LLC ne tolérent pas une dose de 25 mg qui est une dose standard pour le traitement du
myélome multiple. Une autre indication possible du Iénalidomide dans la LLC est le maintien
du traitement aprés une chimiothérapie chez des patients présentant un risque élevé de
progression de la maladie (Al-Sawaf et al., 2016)
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1.9.7. La chimiothérapie

La combinaison de chimiothérapie cytotoxique avec un anticorps monoclonal dirigé
contre le CD20 est le traitement de premiére ligne recommandé pour la LLC. L’association
de la chimio- et limmunothérapie est variable en fonction des patients et est plus efficace
que l'utilisation des agents thérapeutiques seuls. En effet, pour les plus jeunes patients, le
choix le plus courant est I'association FCR, ou I'addition de I'anticorps monoclonal anti-CD20
entraine une prolongation significative de la SG, par rapport a une combinaison FC
(Fludarabine-Cyclophosphamide) (Hallek et al., 2010; Robak et al., 2010). Chez les patients
agés ayant des problemes majeurs de comorbidités, une combinaison d'obinutuzumab
(GA101, un anti-CD20 humanisé de deuxiéme génération) avec le chlorambucile (G-Clb)
s'est avéré efficace et bien tolérée (Goede et al., 2014, 2015). Pour les patients agés, avec
de légeres comorbidités, la combinaison BR ou une dose réduite de FCR sont des options
thérapeutiques considérées comme réalisables et efficaces (Eichhorst et al., 2016; Foon et
al., 2012).

La présence de comorbidités augmente la possibilité des toxicités associées au
traitement FCR, qui sont principalement représentées par le risque élevé d'infections en
raison d'une myélosuppression sévere. Ainsi, ce traitement est déconseillé pour les patients
atteints de la LLC agés de plus de 65 ans. Pour une meilleure tolérance, la combinaison BR
a été largement adoptée comme alternative chez les patients agés (Eichhorst et al., 2016).
Toutefois, les traitements FCR et BR ne sont pas indiqués pour les patients atteints de
graves comorbidités. La majorité des patients sont diagnostiqués avec une LLC a un éage
avancé et au moment ou les patients ont besoin d’'une thérapie, ils pourraient acquérir des
comorbidités médicales supplémentaires limitant leur qualité de vie (Baumann et al., 2014).
Le but pour ces patients est de choisir une thérapie qui contréle les manifestations liées a la
maladie, tout en préservant la qualité de vie. Dans ce contexte, la combinaison G-Clb est

mieux adaptée et prouvée pour prolonger la survie (Goede et al., 2014).
1.9.8. La transplantation de cellules souches hématopoiétiques

Malgré les avancées thérapeutiques majeures, la LLC reste une pathologie incurable.
La greffe de cellules souches hématopoiétiques (CSHs) incluant I'autogreffe et I'allogreffe
est de plus en plus utilisée dans le traitement de la LLC récidivante ou réfractaire (Wang et
al., 2012). Seule la greffe allogénique a permis d’obtenir des rémissions prolongées (dans le
cas d'une LLC réfractaire) et une diminution du risque de rechute en cas de réaction du
greffon contre 'héte (GVHD) (Dreger et al., 2007; Paneesha and Milligan, 2005). L’autogreffe

n'a pas d’indication en premiére intention. Elle est recommandée chez des patients en
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rechute ou réfractaires non éligibles pour une allogreffe, sous réserve d’'une sensibilité au

traitement de rattrapage (Dreger et al., 2007).

L’utilisation de ces greffes reste limitée par 'dge avancé des patients et le taux de
mortalité dd a la transplantation (20 et 41%) (Montserrat, 2004). En effet, la transplantation
allogénique de CSHs représente la seule stratégie de guérison potentielle de la maladie.
Mais ce type d’opération peut entrainer de nombreuses complications chez le patient qui
peut rejeter la greffe. Par conséquent, elle n’est utilisée que chez les patients jeunes
résistants a la fludarabine ou faisant des rechutes précoces avec un statut P53 muté (Dreger
et al., 2007). Une allogreffe représente donc une proposition thérapeutique « raisonnable »
en cas i) de non-réponse a la fludarabine ou de rechute précoce (dans les 12 mois), ii) de
rechute dans les 24 mois aprés association d’immuno-poly-chimiothérapie incluant la
fludarabine ou aprés autogreffe, iii) et en présence d’une délétion 17p avec critére de mise
en route d’un traitement. L’allogreffe doit alors étre envisagée dans les meilleurs délais pour
éviter d’augmenter les thérapeutiques cytotoxiques avant la greffe, qui en réduirait les
chances de succes (Aurran-Schleinitz et al., 2008).

L’augmentation de la fréquence de résistance a ces traitements et la récidive chez les
patients soulignent l'insuffisance des traitements actuels et suggérent I'implication d’autres
meécanismes dans la pathogénese de la LLC. En effet, de nombreux travaux ont montré
limplication des RCPGs dans la transduction du signal impliqué dans le contrble de
’homéostasie, et notamment dans I'équilibre entre la mort et la prolifération cellulaire (Liu et
al., 2016). Dans les lymphocytes, les RCPGs notamment ceux qui sont couplés aux sous
unités Gi.s, interagissent avec plusieurs voies de signalisation, conduisant a une activation
constitutive des voies MAPKs, ERK, JNK et des protéines anti-apoptotiques Bcl-2 et Bcl-xL,
régulant ainsi de multiples fonctions immunitaires (Barragan et al., 2002; Cuni et al., 2004;
Kehrl, 1998, 2016). Ces observations suggeérent que les cellules malignes peuvent détourner
la fonction physiologique des RCPGs pour leur survie, et par conséquent, l'activation des
RCPGs peut étre associée a la pathogenese de la LLC (Dorsam and Gutkind, 2007).

Au sein de notre équipe des travaux ont permis de caractériser deux récepteurs de la
famille des RCPGs dans les cellules B normales et malignes (Saada et al.,, 2012). Ces
recepteurs NTSR1 et NTSR2, sont deux récepteurs de haute et de faible affinité
respectivement pour la neurotensine (NTS).
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Chapitre Il. La neurotensine et ses récepteurs

Il.1. La neurotensine (NTS)

I.1.1. Généralités et découvertes de la NTS

La NTS est un neuropeptide avec une séquence primaire de 13 acides aminés
(Figure 11), isolé pour la premiére fois en 1973 par Carraway et Leeman alors qu’ils
cherchaient a purifier la substance P a partir d’extraits hypothalamiques bovins (Carraway
and Leeman, 1973). Ce tridécapeptide de 1674 Da a été retrouvé plus tard en périphérie
dans des extraits intestinaux bovins puis humains (Hammer et al., 1980; Kitabgi et al., 1976).
Son nom est di a ses propriétés hypotensives et vasodilatatrices observées aprés son
injection par voie intraveineuse chez le rat (Carraway and Leeman, 1973). La partie carboxy-
terminale (Arg-Leu) de la NTS est responsable de son activité biologique et présente une
structure trés conservée chez toutes les espéces étudiées y compris chez 'homme (Rostene
and Alexander, 1997). Cette activité reste limitée par la présence d’endopeptidases car une
fois relachée, la NTS est dégradée et inactivée par le clivage de sa partie carboxy-terminale
(Almenoff et al., 1981; Checler et al., 1986). La NTS est retrouvée au niveau central ou elle
se comporte comme un neurotransmetteur ou comme un neuromodulateur, mais elle est
également présente en périphérie comme hormone, en majorité dans le systeme digestif

(Carraway and Leeman, 1976).

Arg-Arg-Pro-Tyr-lle-Leu-

Figure 11 : Séquence peptidique de la NTS.
(d’apres Carraway and Leeman, 1975)

I1.1.2. La biosynthése de la NTS

Le géne de la NTS code pour deux peptides, soit la neuromédine N (NN) et la NTS.
Chez I'hnomme, le géne de la NTS est localisé au niveau du chromosome 12 (12g21)
(Marondel et al., 1996). L’ADN complémentaire codant le précurseur polypeptidique commun
de la NTS et la NN, la pro-NTS, a été cloné a partir de muqueuse intestinale de chien
(Dobner et al., 1987). L’équipe de Kislauskis a été la premiére a déterminer la séquence du
géne encodant la pro-NTS dans d'hypothalamus de beoeuf et de rat (Kislauskis et al., 1988).
Plus tard, une séquence trés similaire a été déterminée dans le cerveau humain (Bean et al.,

1992). La pro-NTS est une protéine de 170 acides aminés chez le chien (Dobner et al.,
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1987) et de 120 acides aminés chez I'nomme (Bean et al., 1992). La maturation de ce
précurseur aprés clivage par des prohormones convertases (PC) permet I'obtention de
plusieurs peptides dont la NTS et la NN situées dans sa partie carboxy-terminale (Figure 12).
La NN est un hexapeptide dont la séquence [Lys-lle-Pro-Tyr-lle-Leu-OH] (Minamino et al.,
1984) et est également trés conservée chez toutes les espéeces étudiées.

Exon 1 2 3 4
Gene -

5! / 3'
ARNM | =)

Proteine o8 NNINTSE
précurseur o |
1 8 140 148 163 169

Figure 12 : Transcription du géne commun codant pour la pro-NTS-NN.

En N terminal, un peptide signal (PS) de 22 acides aminés permet la translocation des peptides
maturés dans la voie régulée de sécrétion. Des doublets dibasiques en noir (sites de coupures par les
prohormones convertases) encadrent les séquences de la Neuromédine N (NN) et de la Neurotensine
(NTS) (d’apres Dobner et al., 1987; Kislauskis et al., 1988).

Bien que ces deux peptides soient synthétisés a partir du méme précurseur, ils sont
souvent produits dans des populations cellulaires différentes dans le cerveau, l'intestin et les
glandes surrénales. L'expression de la NTS ou de la NN dans ces différentes populations
cellulaires dépend de I'expression différentielle d’enzymes de la famille des prohormones
convertases (Kitabgi, 2006a). Ces endopeptidases reconnaissent les doublets basiques Lys-
Arg qui entourent les deux peptides (Kitabgi, 2010) et permettent I'obtention des deux
peptides NTS et NN mais aussi des formes plus longues appelées (Large NN) et (Large NT)
avec des profils de maturation différents selon les tissus (Figure 13) (Carraway et al., 1991;
Rovere et al.,, 1996). En effet, les quantités de NTS et de NN sont équivalentes dans le
cerveau, alors que dans l'intestin on retrouve plutot la NTS et la forme longue de NN (Large
NN) (Carraway and Mitra, 1987; Kitabgi et al., 1992). La NTS et sa forme longue (Large NT)
sont produites par la glande surrénale (Carraway et al., 1993). Aprés sa synthese, la NTS
mature, est stockée dans des vésicules a cceur dense (Johansson and Folan, 1984) et est
libérée de fagon calcium dépendante (lversen et al., 1978). L’arrét de I'activité biologique de
la NTS se fait via sa dégradation par des endopeptidases (Kitabgi, 2006b).
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Figure 13 : Représentation schématique du précurseur de la NTS et des peptides issus de son
clivage par les prohormones convertases.
(d’aprés Bugni and Pothoulakis, 2013)

I1.1.3. La dégradation de la NTS

Une fois libérée et comme Ila plupart des peptides impliqués dans la
neurotransmission, la NTS est rapidement inactivée par des enzymes protéolytiques. Bien
que protégée des activités aminopeptidasiques par le groupement pyroglutamate a son
extrémité N-terminale, la NTS est soumise a l'action des métallo-endopeptidases et de
carboxypeptidases. Ces enzymes agissent principalement au niveau du segment (8-13)
porteur de I'activité biologique du peptide en hydrolysant les liaisons Arg®-Arg®, Pro'*-Tyr"",
et Tyr''-lle’ (Figure 14) (Checler et al., 1986, 1988; Dauch et al., 1995). De ce fait, la NTS
présente une demie vie courte (de 15 minutes au niveau cortical et de 2 a 6 au niveau
périphérique) (Barelli et al., 1994; Checler et al., 1986) et ne peut pas traverser la barriere
hémato-encéphalique et agit donc de facon indépendante au niveau central et périphérique
(Nemeroff et al., 1977). La NN libérée en méme temps que la NTS est dégradée beaucoup
plus rapidement car son extrémité amino-terminale n'est pas protégée, ce qui conduit a une
inactivation rapide par des amino-peptidases (Barelli et al., 1993; Vincent et al., 1994). La
liaison de la NTS a ses récepteurs se fait via sa terminaison COOH et nécessite au minimum
les acides aminés en positions 9 a 13 pour son activation (Kitabgi et al., 1977).
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Figure 14 : Peptidases impliquées dans la dégradation de la NTS.

La NTS est dégradée par les métalloendopeptidases 24.16 (EC 3.4.24.16) et 24.15 (EC 3.4.24.15) qui
clivent les liaisons Pro'®-Tyr'" et Arg®-Arg®, respectivement. L’endopeptidase 24.11 (EC 3.4.24.11)
clive les liaisons Pro'®-Tyr'' et Try''-lle’® et 'enzyme de conversion de l'angiotensine (ACE) (EC
3.4.15.1) clive la liaison Try''-lle'? (d'aprés Myers et al., 2009).

1.1.4. Localisation et roles de la NTS

11.1.4.1. Au niveau central

Comme beaucoup d'autres neuropeptides, la NTS agit comme neurotransmetteur ou
neuromodulateur dans le systéme nerveux central (SNC) ou elle est largement distribuée
avec une concentration plus élevée dans I'hypothalamus, la substance noire, la substance
grise périagueducale, le tectum mésencéphalique, le locus cceruleus, I'amygdale,
I'hippocampe et le thalamus (Cooper et al., 1981; Emson et al., 1985). Au niveau cellulaire,
elle est retrouvée uniquement dans les corps cellulaires et/ou les terminaisons nerveuses
des neurones. Dans les cellules gliales, la NTS n'a jamais été détectée (Dobner, 2005;
Reinecke, 1985; Uhl et al., 1977). La distribution de la NTS dans les régions cérébrales a été
mise en évidence par plusieurs techniques qui ont permis de mettre en relation la localisation
du peptide et ses différentes propriétés pharmacologiques au niveau central. Ainsi, la NTS
est présente dans les régions qui contrélent la douleur, la thermorégulation et le systéme
cardio-vasculaire (Ciriello et al., 1988; Dobner, 2006; Loewy and McKellar, 1980; Morimoto
and Murakami, 1985). Son injection dans le SNC induit des effets hypothermiques et
analgésiques puissants (Popp et al., 2007).

La NTS permet également la modulation de l'analgésie naloxone-indépendante,
l'inhibition de la prise alimentaire et la modulation de la libération d'hormones hypophysaires
(Kitabgi, 2002; Rosténe and Alexander, 1997; Vincent et al., 1999). Elle permet également le
contrble de la pression artérielle centrale, de linflammation et joue un réle dans la
nociception (Clineschmidt et al., 1979; St-Gelais et al., 2006). En tant que neuromodulateur,
la NTS peut agir sur un grand nombre de neurotransmetteurs (dopaminergiques,
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sérotoninergiques, GABAergiques, glutamatergiques, et cholinergiques (Boules et al., 2013;
Mustain et al., 2011). Enfin, la NTS peut également jouer un réle dans les maladies
neuropsychiatriques et neurodégénératives telles que la schizophrénie et la maladie de
Parkinson (Mustain et al., 2011; St-Gelais et al., 2006). La localisation du peptide et du
messager est a la fois concordante pour un certain nombre de zones mais aussi trés
différente dans plusieurs régions cérébrales. En effet, au niveau de I'hypothalamus et du
striatum, c’est le peptide qui est le plus présent, en revanche dans I'hippocampe, le
subiculum et le cortex les taux de messagers sont plus élevés (Alexander et al., 1989;
Kislauskis et al., 1988; Sato et al., 1991a).

11.1.4.2. Au niveau périphérique

En périphérie, la NTS est retrouvée principalement au niveau du tractus gastro-
intestinal (jéjunum et iléon) (Helmstaedter et al., 1977; Orci et al., 1976) mais elle est
également présente dans I'ensemble du systeme cardiovasculaire (Reinecke, 1985). Ainsi, la
NTS est détectée dans nombreux organes périphériques comme le cceur, le foie, les
poumons, le pancréas, la rate et lintestin gréle. 90% de la distribution de la NTS est
retrouvée au niveau des tissus périphériques (Carraway and Leeman, 1976). Elle agit
comme une hormone locale, principalement au niveau du tractus gastro-intestinal ou elle
joue un réle dans la motilité intestinale (Vincent et al., 1999). De plus, elle est impliquée dans
I'hypotension, la diminution de la sécrétion d’acide gastrique, la digestion lipidique, la
réponse pro-inflammatoire et la prolifération des cellules intestinales et cancéreuses (Kitabgi,
2002; Somai et al., 2002a). Au niveau cellulaire, la NTS est retrouvée a la fois dans les
cellules endocrines iléo-jéjunale mais aussi dans les neurones innervant les muscles lisses
de lintestin (Helmstaedter et al., 1977; Schultzberg et al., 1980).

Cette double répartition et fonction peut étre retrouvée également dans le coeur ou le
pancréas exocrine (Reinecke, 1985; Reinecke et al., 1982), ce qui suggére qu’en périphérie,
la NTS peut agir a la fois comme un neurotransmetteur ou comme une hormone. En effet,
l'injection intraveineuse de la NTS induit une augmentation de la sécrétion des hormones
hypophysaires (prolactine, hormone lutéinisante, thyréostimuline et hormone de croissance),
augmente la glycémie, les sécrétions exocrines du pancréas et la permeéabilité vasculaire
(Rosténe and Alexander, 1997). Au niveau des cellules immunitaires, la NTS joue un r6le
dans plusieurs processus comme le chimiotactisme, la phagocytose, la prolifération,
linflammation, la migration et la survie cellulaire (Evers et al., 1994; Fauchais et al., 2008;
Goldman et al., 1983; Magazin et al., 2004; Ramez et al., 2001; Saada et al., 2012; Zhao et
al., 2003).
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La NTS induit ses différents effets biologiques via trois sous-types de récepteurs.
Deux récepteurs couplés aux protéines G, NTSR1 et NTSR2, et un récepteur de type | avec
un seul domaine transmembranaire, NTSR3/sortiline (Mazella and Vincent, 2006; Mazella et
al., 1998; Vincent et al., 1999).

1l.2. Les récepteurs de la NTS (NTSRs)

Les premiéres indications sur l'existence de différents récepteurs a la NTS
proviennent des travaux menés sur les sites de liaison de ce peptide. En effet, des études
dans des membranes de cerveau de rat et de cerveau humain (Mazella et al., 1983) ou des
tissus gastro-intestinaux (Kitabgi et al., 1984) ont permis de mettre en évidence deux sites
différentes de liaison a la NTS. Des sites de haute affinité (K4= 0,1 - 0,3 nM) sont sensibles
aux ions Na* et au GTP (Guanosine triphosphate), ce qui diminue I'affinité du récepteur pour
la NTS (Bozou et al., 1986; Kitabgi et al., 1984). Ces sites sont également insensibles a la
lévocabastine, un antihistaminique H1 dépourvu de toute propriété pharmacologique de type
NTS, qui peut bloquer sélectivement la liaison de la NTS aux sites de faible affinité sans
modifier les propriétés de liaison des sites de haute affinité (Kitabgi et al., 1987; Schotte et
al., 1986). En revanche, les sites de faible affinité (K4 = 3 - 5 nM) sont moins sensibles aux
ions Na*, insensibles au GTP (Mazella et al., 1987) et déplacés par la Iévocabastine (Schotte
et al., 1986). Le premier récepteur de la NTS, NTSR1 (Neurotensin Receptor 1) qui
correspond au site de haute affinité, a été ensuite cloné et caractérisé chez le rat (Tanaka et
al., 1990) puis chez I'homme (Vita et al., 1993).

Le 2°™ récepteur a la NTS, NTSR2 (Neurotensin Receptor 2) qui correspond au site
de faible affinité a quant a lui été cloné pour la premiere fois par homologie avec le récepteur
NTSR1 de rat (Chalon et al., 1996) et de souris (Mazella et al., 1996a). Un peu plus tard,
'équipe de Vita a cloné ce récepteur a partir du cortex humain (Vita et al., 1998). Les deux
récepteurs font partie de la famille des RCPGs avec sept domaines transmembranaires
(Vincent et al., 1999). Un 3°™ récepteur a la NTS, NTSR3/sortiline est un récepteur de tri
ayant un seul domaine transmembranaire (Mazella et al., 1998; Vincent et al., 1999). Le 3°™
récepteur, NTSR3 ayant une affinité similaire pour la NTS que NTSR1 (Zslrger et al., 1992),
a été isolé pour la premiére par fois chez la souris (Mazella et al., 1988). Ce récepteur a été
purifié et cloné par la suite chez 'homme en 1998 par la méme équipe et s’avéere étre
identique a la protéine gp95/sortiline déja connue (Mazella et al., 1998; Zslirger et al., 1994).
Contrairement aux récepteurs NTSR1 et 2, NTSR3/sortiline fait partie de la famille des
récepteurs Vps10p (Vacuolar protein sorting 10 protein), famille de récepteurs contrélant le
trafic intracellulaire, de type |, avec un seul domaine transmembranaire (Hermey et al., 1999;
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Jacobsen et al., 1996). Ces trois récepteurs lient la méme séquence 8-13 C-terminal de la
NTS (Kitabgi et al., 1977).

I1.2.1. Le récepteur de la NTS de type 1 (NTSR1)

I.2.1.1. L’expression du géne codant pour NTSR1

Chez 'homme, le gene de NTSR1 est localisé sur le bras long du chromosome 20
(20g13) (Laurent et al., 1994). Le géne se présente sous forme de copie unique et contient
trois introns dans sa région codante (Le et al., 1997) et une séquence tétranucléotidique
répétée trés polymorphe, en aval du site de polyadénylation. La région 5’ du géne contient
plusieurs sites de liaisons pour des facteurs de transcription et une séquence de régulation
négative (Tavares et al., 1999). Le transcrit est d’environ 4 kb, présent a la fois dans le
cerveau et au niveau du tractus gastro-intestinal (Tanaka et al., 1990; Vita et al., 1993). Des
études, effectuées sur les membranes de cerveau de rat et sur des cellules transfectées
avec 'ADNc de NTSR1 de rat, ont montré que ce récepteur est produit sous forme de deux
protéines différentes avec un poids moléculaires de 50 a 60 kDa. Ces deux protéines sont
issues de deux sites d'initiation de la traduction de I'ARNm de NTSR1. Le premier
correspond au site initialement identifi€ comme codant pour la méthionine 1 (Tanaka et al.,

1990), alors que le deuxieme site reste a identifier (Botto et al., 1997a).
11.2.1.2. La structure peptidique de NTSR1

La structure primaire de NTSR1 est composée de 424 acides aminés chez le rat et
de 418 acides aminés chez 'homme et elle est identique a 84% chez les deux espéces
(Tanaka et al., 1990; Tyler-McMahon et al., 2000). C’est un récepteur a 7 domaines
transmembranaires couplés aux protéines G (TM1-TM7), principalement de type Ggg11
(Pelaprat, 2006) et de poids moléculaire de 47 kDa (Vincent et al., 1999). NTSR1 est
composé de 3 boucles intracellulaires (11-13), 3 boucles extracellulaires (E2-E4), une longue
extrémité N-terminale extracellulaire et une courte extrémité carboxy-terminale intracellulaire.
Il comporte également des sites de glycosylation (Tanaka et al., 1990; Vincent et al., 1999)
(Figure 15), responsables de sa relocalisation membranaire et son activation (Boudin et al.,
2000; Heakal et al., 2011). NTSR1 est le récepteur de haute affinité de la NTS avec une
affinité de Ky= 0,1-0.3 nM chez I'humain (Vincent et al., 1999).

La liaison de la NTS au récepteur NTSR1 au niveau de la troisieme boucle
extracellulaire, induit I'activation de différentes voies de signalisation impliquant la PLC
(Phospholipase C), 'AMPc (Adinosin Mono-Phosphate cyclique), I''P3 (Inositol 1,4,5-
triPhosphate), le Ca®*, l'acide arachidonique et les MAPKs (Bozou et al., 1986; Ehlers et al.,
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1998; Gailly et al., 2000; Kitabgi, 2002; Poinot-Chazel et al., 1996; Richard et al., 2001a;
Yamada et al., 1993). La protéine NTSR1 posséde plusieurs sites fonctionnels (Figure 15).
Parmi ceux-ci on retrouve : les sites de liaison de la NTS au niveau de la 2°™ et 4°™ boucle
extracellulaire du récepteur (Botto et al., 1997a; Pang et al., 1996), et ceux de I'antagoniste
de NTSR1 (SR 48692) qui recouvre partiellement les sites de liaison de la NTS, mais se lie
également & d'autres acides aminés au niveau de la 3°™ (E3) et 4°™ (E4) boucle
extracellulaire (Labbé-Jullié et al., 1995, 1998); le site de liaison aux protéines G au niveau
de la 3°™ boucle intracellulaire (I3) responsable de I'activation de la PLC (Yamada et al.,
1994); le site de sensibilité au sodium (Asp113) au niveau du 2°™ domaine
transmembranaire (TM2) (Martin et al., 1999). De plus, I'extrémité carboxy-terminale de la

protéine posséde 2 acides aminés impliqués dans l'internalisation du récepteur (Chabry et
al., 1995).
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Figure 15 : Structure des récepteurs NTSR1 et NTSR2 chez le rat.

Les résidus de NTSR1 sont indiqués en bleu, les régions du récepteur NTSR2 qui different fortement
de NTSR1 (E1, I3 et 14) sont indiquées en jaune. Les résidus invariables entre les récepteurs NTSR1
et NTSR2 sont indiqués en vert. En noir le site de liaison du Na* (Asp113) du récepteur NTSR1. Les
résidus impliqués dans la liaison a la NTS sont en rose, ceux liant le SR48692 en orange, et ceux liant
les deux sont en rouge. Les résidus Thr-422 et Tyr-424 indispensables a l'internalisation de NTSR1

sont en violet. La boucle 13 en gris est essentielle pour la liaison de la Phospholipase C. Les sites de
glycosylation sont symbolisés (Y) (d’aprés Vincent et al., 1999).

11.2.1.3. La localisation de NTSR1

Chez 'hnomme et le rat, les analyses par Northern-Blot ont révélé la présence de
'ARNmM de NTSR1 dans le cerveau et l'intestin (Tanaka et al., 1990; Vita et al., 1993). Dans
le cerveau, des expériences d'hybridation in situ ont montré des niveaux élevés d'ARNm de

NTSR1 dans les neurones de la bande diagonale de Broca, noyau septal médian, noyau
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basal de Meynert, noyau suprachiasmatique, la zone supramammillaire, la substance noire
et l'aire tegmentale ventrale (Elde et al., 1990), ainsi que dans les petits neurones

ganglionnaires de la racine dorsale de la moelle épiniére (Zhang et al., 1995).

La comparaison de ces données avec celles d'autoradiographie (Moyse et al., 1987)
et d'immunohistochimie (Boudin et al., 1996) fournit des informations intéressantes sur la
distribution du récepteur NTSR1. Par exemple, il existe un signal d'hybridation fort de
I'ARNm de NTSR1 au niveau des corps cellulaires des neurones dans la substance noire
alors que de tels signaux manquent dans le striatum. En revanche, la protéine NTSR1 est
présente dans les deux régions du cerveau (Boudin et al., 1996; Moyse et al., 1987). Cela
confirme I'hypothése selon laquelle les neurones dopaminergiques de la substance noire
synthétisent le récepteur NTSR1. En périphérie, chez le rat, des taux élevés d’ARNm codant
pour NTSR1 ont été retrouvés dans le foie, le colon, le pancréas et le duodénum (Méndez et
al., 1997). Chez 'homme, les ARNm de NTSR1 ont été identifiés dans l'intestin gréle et dans
les cellules sanguines mononucléées (Vita et al., 1993).

11.2.1.4. Les mécanismes de transduction de NTSR1

La liaison du récepteur NTSR1 a la PLC implique la troisieme boucle intracellulaire
(Yamada et al., 1994). Le résidu Asp113 situé dans le TM2 est responsable de la sensibilité
au Na* apres liaison de la NTS et est également important pour le couplage du récepteur a la
PLC car sa substitution par une alanine entraine une diminution importante de I'activité de la
NTS qui stimule la formation d’'IP3 (Martin et al., 1999). La stimulation de NTSR1 par la NTS
conduit a l'activation de la PLC par sa liaison a la sous-unité Ggq11 (Najimi et al., 2002; Wang
and Wu, 1996). Cette derniére a été détaillée dans plusieurs modeéles cellulaires (Amar et al.,
1987; Sato et al., 1991b; Slusher et al., 1994; Turner et al., 1990) et a pour conséquence la
production d'IP3 et du DAG (Diacylglycerol) a partir de phospholipides membranaires (PIP2,
phosphatidyl Inositol-4,5-bisphosphate). L'IP3 provoque alors la mobilisation intracellulaire
du calcium (Figure 16). Cette signalisation est inhibée par le SR48692 dans I'ensemble des
modeles étudiés (Oury-Donat et al., 1995). Dans les cellules (N1E115) de neuroblastome,
'augmentation du calcium intracellulaire conduit a I'activation de la guanylate cyclase et la
production de la guanosine monophosphate cyclique (GMPc) (Amar et al., 1985). Le calcium
mobilisé se lie également a la calmoduline et favorise la production de I'oxyde nitrique (NO)
en stimulant la NO-synthase. Le NO active a son tour la guanylate cyclase cytosolique
responsable de la formation de GMPc (Figure 16) (Marsault and Frelin, 1992). Le couplage
avec d’autres protéines G hétérotrimériques, telles que Ggio a été principalement décrit dans

les cellules neuronales, alors que l'activation de Gy a été observée dans les cellules

ABBACI Amazigh | These de doctorat | Université de Limoges | 2017 83



transfectées par NTSR1, ce qui suggere que le couplage se produit lorsque NTSR1 est
surexprimé dans les cellules (Gailly et al., 2000; Yamada et al., 1993).
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Figure 16 : Effecteurs majeurs activés par 'axe NTS/NTSR1/Ggg11.
(d’aprés Dupouy et al., 2011)

11.2.1.5. Les fonctions de NTSR1

NTSR1 semble étre impliqué dans certains mouvements centraux induits par la NTS.
En effet, 'inhibition de NTSR1 par le SR48692 supprime les mouvements rotatoires ainsi
que I'nypomotilité induite par la NTS (Dubuc et al., 1994; Gully et al., 1993). En revanche, cet
inhibiteur n’a montré aucun effet sur les propriétés hypothermiantes et analgésiantes de la
NTS a la fois chez le rat et la souris (Dubuc et al., 1994). Plus tard, des études sur un
modéle murin invalidé pour NTSR1 (NTSR1”) ont montré des résultats contradictoires &
ceux obtenus précédemment par I'antagoniste spécifique de NTSR1, SR48692 (Pettibone et
al., 2002). En effet, l'injection de la NTS a ces souris n’induit plus de réponse hypothermique
indiquant que le récepteur NTSR1 intervient certainement dans cet réponse induite par la
NTS (Pettibone et al., 2002). Les travaux réalisés sur ces souris NTSR1” ont montré
également l'implication de ce récepteur dans le mouvement rotatoire, le comportement

alimentaire et la motilité gastro-intestinale (Pettibone et al., 2002; Remaury et al., 2002).
1.2.1.6. L’internalisation de NTSR1

Aprés interaction avec la NTS, 60 a 70% du récepteur NTSR1 exprimé dans les
cellules COS ou LTK s'internalise selon un processus dépendant de la température et du
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temps. L'internalisation est inhibée a 0°C, donc c’est un mécanisme qui dépend de la fluidité
membranaire. Elle est également inhibée par l'oxyde de phénylarsine ou par une
concentration élevée en sucrose, connue pour bloquer I'endocytose intervenant au niveau
des puits tapissés de clathrine (Chabry et al., 1994, 1995; Mazella et al., 1991; Turner et al.,
1990; Vanisberg et al., 1991). Les preuves biochimiques suggérent que le récepteur n'est
pas recyclé dans la membrane plasmique aprés une internalisation induite par un ligand
(Botto et al., 1998). La région impliquée dans le processus d'internalisation est la queue
intracytoplasmique C-terminale et plus particulierement, les résidus Thr422 et Tyr424 situés
a son extrémité (Figure 15) (Chabry et al., 1995). La NTS peut également entrainer la
phosphorylation de NTSR1 sur les résidus Ser415 - Thr416 - Ser417 de la séquence
carboxy-terminale (Oakley et al., 2001). Cette phosphorylation n'est pas nécessaire pour
l'internalisation du complexe NTS-NTSR1 mais est indispensable pour linteraction du
récepteur NTSR1 avec la B-arrestine-2 (Oakley et al., 2001). Ainsi l'interaction B-arrestine-2-

NTSR1 pourrait jouer un réle dans la désensibilisation du complexe.

11.2.2. Le récepteur de la NTS de type 2 (NTSR2)

11.2.2.1. Structure de NTSR2

La structure primaire de NTSR2 est constituée de 416 acides aminés chez le rat et la
souris et de 420 acides aminés chez 'homme. Comme NTSR1, NTSR2 est un récepteur a 7
domaines transmembranaires couplés aux protéines G (Figure 15) avec une troisieme
boucle intracellulaire et une partie C-terminale plus longues et une extrémité N-terminale
plus courte que NTSR1 (Vincent et al.,, 1999). Les types de protéines G associées au
récepteur NTSR2 n’ont pas été clairement identifiées (Pelaprat, 2006). L’analyse de la
structure primaire de NTSR2 a révélé certaines particularités comme I'absence de sites de
N-glycosylation a son extrémité N-terminale et aux niveaux des boucles extracellulaires ainsi
que l'absence de résidu aspartate dans le second domaine transmembranaire, expliquant sa
tres faible sensibilité aux ions Na* (Martin et al., 1999). Des expériences de mutagenese
dirigée ont permis de resensibiliser le récepteur au sodium en remplagcant I'alanine en
position 79 du second domaine transmembranaire par l'aspartate (Martin et al., 1999).
L’affinité de NTSR2 a la NTS est de Ky = 3,7 nM et 2,6 nM, chez le rat et '’homme
respectivement (Chalon et al., 1996; Vita et al., 1998). Cependant, cette affinité reste tout de
méme plus faible que celle de NTSR1 (Tanaka et al., 1990; Vita et al., 1993). Un variant du
récepteur NTSR2 a été identifié dans les astrocytes normaux et de glioblastome (lignée C6)
de rat (Ayala-Sarmiento et al., 2015). Cette protéine de 282 acides aminés ne porte que cinq
domaines transmembranaires et s'est avérée étre sensible aux concentrations non

physiologiques de la NTS (10 uM) en activant la voie des MAPKs (Perron et al., 2005).
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Cependant, l'absence des deux derniers domaines transmembranaires de la
troisieme boucle intracellulaire et de la terminaison C-terminale qui sont importantes pour la
liaison de la NTS et au couplage du récepteur, n’est pas en faveur d'un réle fonctionnel de
cette forme tronquée dans des conditions physiologiques. L'hypothése d'une régulation de la
signalisation par hétérodimérisation avec la forme totale du récepteur NTSR2 a été proposée
(Perron et al., 2005).

I1.2.2.2. Localisation de NTSR2

L'analyse par Northern-Blot a révélé que I'ARNm de NTSR2 est exprimé
principalement dans le cerveau (Chalon et al., 1996; Mazella et al., 1996a). Des études
d’hybridation in situ ont montré que la localisation de TARNm de NTSR2 chez le rat et la
souris est différente de celle de 'ARNm de NTSR1, et que seulement quelques zones dans
le cerveau sont enrichies en ARNm des deux récepteurs (Sarret et al., 1998; Walker et al.,
1998). LARNm de NTSR2 murin n'est détecté qu’a partir du 14°™ jour post natal et sa
concentration n’atteint pas celle retrouvée chez 'adulte avant 30 jours (Sarret et al., 1998).
Ce modele de développement est différent de celui rapporté pour 'ARNm du récepteur
NTSR1 (Hermans et al., 1993; Sato et al., 1992), qui est déja exprimé a la naissance, puis
atteint un pic transitoire entre les sept et dix premiers jours de la vie et diminue
progressivement pour atteindre les niveaux adultes aprés 30 a 40 jours. Au niveau cellulaire,
I'ARNm de NTSR2 de rat est exprimé dans les neurones, la glie et les cellules épendymaires
(Walker et al., 1998), alors que celui de la souris est principalement concentré dans les
neurones (Sarret et al., 1998).

11.2.2.3. Les inhibiteurs de NTSR2

L’anti-histaminique Iévocabastine (Figure 17) est décrit comme un inhibiteur de
NTSR2 agissant de maniére compétitive avec la NTS au niveau de sites de liaison de faible
affinité du récepteur (Chalon et al., 1996). Cet antagoniste présente des effets différents et
paradoxaux en fonction des especes et des modeles cellulaires. En effet, dans les tissus
cérébraux de souris et de rat (Kitabgi et al., 1987; Schotte et al., 1986), ainsi que dans les
lignées COS transféctées par le récepteur NTSR2 humain (Richard et al.,, 2001b), la
lévocabastine agit comme antagoniste. A l'inverse, elle a un effet stimulant sur le récepteur
NTSR2 de souris et de rat transféctés dans les lignées cellulaires de xénope et de hamster,
respectivement (Mazella et al., 1996b; Richard et al., 2001b).

Le SR142948A, un autre antagoniste non sélectif qui reconnait les deux récepteurs
NTSR1 et NTSR2 (Betancur et al., 1998; Gully et al., 1997), est capable d’inhiber certains
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effets induit par la NTS tels que, I'hyperthermie et I'analgésie, suggérant I'implication du
récepteur NTSR2 dans ces fonctions (Gully et al.,, 1997; Kreitel et al., 2002). Il a été
également décrit que le SR142948A est un antagoniste potentiel des effets cardiovasculaire
de la NTS (Schaeffer et al., 1998).

Cl O%\TIJ/\,/\T/
SR 48692 (Meclinertant) SR 142948A

e O
”

F Levocabastine

Figure 17 : Structure chimique des antagonistes non peptidiques des NTSRs.

Le SR48692 (Meclinertant) agit spécifiquement et avec une forte affinité sur le récepteur NTSR1. Le
SR142948A lie avec une affinité similaire les récepteurs NTSR1 et NTSR2. La Iévocabastine, un
antihistaminique H1, inhibiteur de NTSR2 (d’aprés Myers et al., 2009).

11.2.2.4. Les mécanismes de transduction de NTSR2

La premiére réponse intracellulaire de la signalisation de NTSR2 a été observée en
transféctant le récepteur NTSR2 de souris dans les ovocytes de xénope (Botto et al., 1997b;
Mazella et al.,, 1996a). Dans ces cellules, la NTS induit une activation des canaux CI”
dépendant du calcium, mais de maniére surprenante, la lIévocabastine et le SR48692 se
comportent également comme agonistes de cette réponse (Botto et al., 1997b; Mazella et
al., 1996a). D'autres études effectuées sur des cellules CHO exprimant le récepteur NTSR2
humain ou de rat ont fournies des résultats inattendus. En effet, la NTS et son analogue
JMV449, induisent une faible stimulation de la mobilisation de Ca** dans les cellules CHO
transfectées par le NTSR2 de rat, tandis que le SR48692 et la |évocabastine stimulent

fortement la réponse intracellulaire de Ca®* (Yamada et al., 1998).

Quand le NTSR2 humain est exprimé dans des cellules CHO, SR48692 et
SR142948A peuvent agir également comme agonistes en déclenchant la formation d'IP, la
mobilisation de Ca?*, la libération de I'acide arachidonique et la stimulation de I'activité des
MAPKs. Etonnamment, ces réponses sont inhibées par la NTS et la Iévocabastine (Vita et
al., 1998). De plus, la NTS est incapable de modifier les niveaux d’IP, d’AMPc et de GMPc
dans des cellules HEK transfectées de facon stable avec le NTSR2 de souris, bien que le
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récepteur soit internalisé de maniére efficace apres la liaison a la NTS (Botto et al., 1998). Il
a été montré dans une autre étude que I'expression transitoire du récepteur NTSR2 humain
dans les cellules COS conduisait a une activation constitutive du récepteur avec une
augmentation de la production basale de I'IP (Richard et al., 2001b). D’autres travaux ont
montré que la NTS et la lévocabastine mais pas SR48692, sont capable d’activer la
phosphorylation d'Erk1/2 de cellules primaires exprimant un NTSR2 endogéne (Sarret et al.,
2003). Cependant, dans la méme étude, SR48692 induit une augmentation marquée du Ca**
cytosolique alors que la NTS et la Iévocabastine n’induisent pas d’effets. Enfin, d’autres
travaux décrivant le réle du processus d'internalisation dans la signalisation NTSR2 ont
rajouté un nouvel élément. En effet, dans ces travaux, la NTS, lIévocabastine et le SR48692
induisent tous une phosphorylation de Erk1/2 dans des cellules CHO transfectées avec le
NTSR2 humain et de rat (Gendron et al., 2004). Ces données expérimentales montrent que
ces inhibiteurs induisent des effets fonctionnels différents et paradoxaux selon les types
cellulaires et les especes (Richard et al., 2001b; Vita et al., 1998; Yamada et al., 1998).

11.2.2.5. Les fonctions de NTSR2

L’inhibition spécifique de I'expression de NTSR2 dans le cerveau de souris a permis
d'identifier ce récepteur comme médiateur de I'analgésie induite par la NTS (Dubuc et al.,
1999). Ce résultat était en désaccord avec une autre étude qui a indiqué que le inhibition de
I'expression de NTSR1 entraine une perte de I'analgésie induite par la NTS (Tyler et al.,
1999). Les travaux réalisés sur les souris NTSR1” ont montré deux résultats contradictoires.
En effet, Pettibone et al, a décrit que la perte de NTSR1 était corrélée avec la perte de I'effet
analgésiant de la NTS (Pettibone et al., 2002), alors que Remaury et al, a montré que
NTSR1 n'est pas impliqué dans l'analgésie induite par la NTS (Remaury et al., 2002).
D’autres travaux réalisés sur des souris déficientes en NTSR2 ont confirmé son réle dans
I'effet nociceptif induit par la NTS (Maeno et al., 2004). De plus, NTSR2 est localisé dans des
zones cérébrales impliquées dans le contréle de la douleur (Sarret et al., 2003). Ces
données constituent de solides arguments pour confirmer I'implication de NTSR2 dans

I'analgésie induite par la NTS.

La nécessité d'utiliser des analogues capables de passer la barriere hémato-
encéphalique empéche I'étude des propriétés analgésiques et I'hypothermique de la NTS
chez les humains. L'association du NTSR2 avec les cellules gliales a été la premiére
suggérée par des études autoradiographiques montrant une distribution ubiquitaire de sites
de liaison de la NTS sensibles a la Iévocabastine dans la neuroglie (Kitabgi et al., 1987). Le
fait que I'expression de NTSR2 augmente dans le cerveau de rat suite a une injection de
kainate ou a une lésion (Nouel et al., 1997; Schotte et al., 1988), en plus des sites de liaison
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de la NTS sensibles a lévocabastine dans les astrocytes en culture (Nouel et al., 1997),
suggeére un rble intéressant de NTSR2 en réponse a une lésion cérébrale.

11.2.2.6. L’internalisation de NTSR2

Le récepteur NTSR2 murin est également internalisé aprés la liaison de la NTS mais
avec une efficacité inférieure a celle observée pour le récepteur NTSR1 (Botto et al., 1998).
Contrairement au récepteur NTSR1, le NTSR2 murin est internalisé rapidement et recyclé a
la surface de la cellule. Ce recyclage implique la protéine chaperonne NEEP21 (Neuron-
Enriched Endosomal Protein 21) (Debaigt et al., 2004) (Figure 18). L’internalisation du
récepteur NTSR2 de souris dépend d'un seul résidu tyrosine en position 237 situé dans la
troisieme boucle intracellulaire (13), dont la phosphorylation est cruciale pour le recyclage du
récepteur (Martin et al., 2002). Chez I’'homme, au niveau du récepteur NTSR2, cette tyrosine
est remplacée par un résidu cystéine expliquant 'absence de son recyclage (Vita et al.,
1998). La substitution de la Cys237 par une Tyr237 permet au récepteur muté d’acquérir la

capacité et d’étre recyclé a la membrane (Martin et al., 2002).

NTS1 NTS2

I Lysosomes

Degradation Recycling

Figure 18 : Représentation schématique du trafic cellulaire des NTSRs aprées internalisation.

Les récepteurs NTSR1 et 2 sont séquestrés apres liaison a la NTS et se retrouvent au niveau des
endosomes précoces (EE) enrichis en NEEP21. A ce stade, les récepteurs endocytés peuvent étre
transportés aux endosomes tardifs (LE), puis aux lysosomes (pour NTSR1), ou recyclés vers la
membrane plasmatique (pour NTSR2). NEEP21 participe dans cette voie du recyclage soit
directement a partir des (EE) par un mécanisme sensible a la wortmannine (Wt), soit au niveau des
endosomes de recyclage tardif (RE) par un mécanisme sensible a la bréfeldine A (BFA) (d’apres
Mazella and Vincent, 2006).
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11.2.3. Le récepteur de la NTS de type 3 (NTSR3/sortiline)

11.2.3.1. Structure de NTSR3/sortiline

Le récepteur NTSR3 (Neurotensin Receptor-3) ou Sortiline est une glycoprotéine
d’environ 100 kDa (Mazella et al., 1989, 1998) appartenant a la famille des protéines de
transport a domaine Vps10 avec un seul domaine transmembranaire (Petersen et al., 1997).
Chez les mammiféres, quatre autres membres de la famille des protéines a domaine Vps10
sont connus : SorLA, SorCS1, SorCS2, SorCS3 (Nykjaer and Willnow, 2012; Wilson et al.,
2014a) (Figure 19a). L'autre caractéristique de la famille des récepteurs a domaine Vpsi10
est l'existence d'au moins un site de clivage pour la protéine convertase furine dans la
séquence N-terminale de la protéine précurseur conduisant a des récepteurs matures
(Petersen et al., 1997). Ce site est impliqué dans l'affinité du récepteur a la NTS qui est de
10-20 nM sans clivage et de 0.3 nM aprés clivage (Mazella et al., 1998). Le domaine
transmembranaire du récepteur NTSR3/sortiline est encadré d’'un domaine extracellulaire
riche en cystéines comparable a celui de la protéine vacuolaire de tri Vps10p de la levure.
Elle posséde également une courte région peptide signal, un pro-peptide au niveau N-
terminal, un domaine transmembranaire unique et un court domaine intracellulaire dépourvu
d’'activité catalytique intrinséque et comportant une séquence consensus hexapeptidique
impliquée dans son internalisation (Mazella et al., 1998; Petersen et al., 1997; Vincent et al.,
1999) (Figure 19b).
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Figure 19 : Structures protéiques des membres de la famille des protéines a domaine Vps10, et du
récepteur NTSR3/sortiline.

a) Organisation structurale des récepteurs a domaine Vps10 de la levure (VPS10P) et des
mammiféres (Sortiline, SorLA (Sorting protein-related receptor with A-type repeats), SorCS1, 2 et 3
(Sortilin-related receptor CNS expressed 1, 2 et 3). Les domaines extracellulaires des récepteurs sont
composés d'un seul domaine Vps10 (Sortiline, SorLA, SorCS1, 2, 3) ou de deux domaines Vps10
(VPS10P). b) Le domaine extracellulaire est formé par un peptide signal (gris), un pro-domaine (bleu)
clivé par la furine (F), un domaine riche en cystéines (jaune) propre aux protéines Vps10p et par un
domaine riche en fibronectine situé entre le pro-domaine et le domine riche en cystéines. Apres le
'unique domaine transmembranaire (TM) (noir), le domaine intracellulaire est composé d'une
séquence consensus hexapeptidigue d’internalisation dépourvue d’activité catalytique (d’aprés
Nykjaer and Willnow, 2012; Vincent et al., 1999).

11.2.3.2. Localisation tissulaire et cellulaire de NTSR3/sortiline

Le récepteur NTSR3/sortiline est une protéine d’expression ubiquitaire largement
exprimée dans le SNC, en particulier dans I'hippocampe, le gyrus denté et le cortex cérébral
(Hermans-Borgmeyer et al., 1999). Elle est également présente dans la moelle épiniére, le
muscle squelettique, les testicules, le cceur, le placenta, le pancréas, la prostate et l'intestin
gréle (Petersen et al., 1997). Au niveau cellulaire, NTSR3/sortiline est présente dans les
cellules gliales, neurones et adipocytes (Sarret et al., 2003). Elle est majoritairement
présente dans les compartiments intracellulaires (appareil de Golgi et vésicules du réticulum
endoplasmique), ou elle exerce la fonction de transport et de sécrétion des protéines depuis
le réticulum endoplasmique vers le réseau trans-golgien ou le milieu extracellulaire (Hassan
et al., 2004). Seulement 5 a 10% de la protéine est localisée au niveau de la membrane
plasmique (Morris et al., 1998; Sarret et al., 2003).
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11.2.3.3. Fonctions de NTSR3/sortiline

Le court domaine carboxyterminal cytoplasmique de la NTSR3/sortiline est dépourvu
de fonction catalytique, ce qui implique obligatoirement la présence d’autres partenaires
membranaires afin de transmettre un signal intracellulaire. C’est dans ce contexte que les
travaux de Nykjaer et ses collaborateurs ont montré que les effets pro-apoptotiques du pro-
NGF passent par une interaction directe entre p75"'", et NTSR3/sortiline (Nykjaer et al.,
2004). De méme, des travaux ont montré que le pro-BDNF induit 'apoptose via I'activation
du complexe p75" " /sortiline (Teng et al., 2005). Cette interaction a été mise en évidence
dans plusieurs autres modeéles notamment dans le cancer colorectal (Akil et al., 2011) et les
cellules B humaines (Fauchais et al., 2008). En plus de sa fonction de corécepteur, la
sortiline est impliquée dans le trafic intracellulaire entre différents compartiments. Ainsi, elle
est capable de lier et de transporter les NTs matures et leurs précurseurs (Chen et al., 2005;
Fauchais et al., 2008; Lee et al., 2002a). Elle présente également une fonction dans le
transport des récepteurs Trks (Vaegter et al., 2011).

D’autres travaux indiquent que NTSR3/sortiline pourrait servir de récepteur a la NTS
dans les cellules de microglie, dans lesquelles il est connu comme le seul récepteur exogene
de la NTS. En effet, dans la lignée cellulaire C13NJ, la NTS induit la migration cellulaire par
un mécanisme dépendant des signalisations PI3K et MAPKs (Martin et al., 2003). Dans une
lignée cellulaire microgliale murine, la liaison de la NTS a NTSR3/sortiline conduit a la
phosphorylation de Erk1/2 et Akt et induit I'expression des génes de plusieurs
cytokines/chimiokines dont MCP-1 (Monocyte Chimoattractant Protein 1), l'interleukine-1 et
le TNF-a (Dicou et al., 2004).

L’ensemble de ces résultats atteste du role de la NTS et de NTSR3/sortiline dans
I'activation et la migration des cellules microgliales, deux propriétés importantes impliquées
dans les processus inflammatoires (Patel et al., 2016), ce qui suggére leur implication dans
le processus pro-inflammatoire contribuant a la physiopathologie de maladies
neurodégénératives telles que les maladies d'Alzheimer ou de Parkinson (Mazella and
Vincent, 2006). En effet, la migration des cellules microgliales induite par la NTS et
I'activation de I'expression des cytokines/chimiokines sont bloquées de maniére efficace par
le pro-peptide de NTSR3 qui pourrait étre utilisé comme agent protecteur (Mazella and
Vincent, 2006). NTSR3/sortiline est également impliquée dans la survie des cellules
pancréatiques B-TC3 par son interaction au récepteur NTSR2. En effet, ce complexe est

crucial pour I'effet anti-apoptotique de la NTS dans ces cellules (Béraud-Dufour et al., 2009).

Le récepteur NTSR3/sortiline joue un réle important dans certains événements de

trafic intracellulaire comme démontré pour le trafic lysosomal de protéines activatrices de
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sphingolipides, SAP (Sphingolipides Activator Protein) et le controle de la sécrétion des
RTKs via les exosomes (Lefrancois et al.,, 2003; Wilson et al., 2014b). De méme,
NTSR3/sortiline, par son interaction avec le domaine VHS (Vps27Hrs/STAM) de GGA2
(Golgi-localizing, gamma-adaptin ear homology domain, ADP-ribosylation factor-binding
protein) (Nielsen et al., 2001; Takatsu et al., 2001), peut étre partenaire d'un échafaudage
intracellulaire responsable du transport des protéines vers les lysosomes et autres
compartiments intracellulaires (Tooze, 2001). Cette propriété a été confirmée par d’autres
travaux démontrant que NTSR3/sortiline contrdle le tri intracellulaire du BDNF vers la voie
sécrétoire (Chen et al., 2005) et est nécessaire et suffisante pour la formation des vésicules
de stockage du Glut-4 (Glucose Transporter Type-4) dans les adipocytes (Shi and Kandror,
2005). La NTSR3/sortiline peut lier et internaliser la lipoprotéine lipase (LPL) (Nielsen et al.,
1999). Enfin, la sortiline est également impliquée dans différentes pathologies, notamment
dans les maladies neurodégénératives comme mentionné précédemment, dans le diabéte

de type 2 ainsi que dans les maladies cardiovasculaires (Wilson et al., 2014a).
I.3. NTS, NTSRs et systéeme immunitaire

Il existe trés peu de données concernant I'implication de la NTS et de ses récepteurs

au niveau du systeme immunitaire.
1.3.1. NTS, NTSRs et lymphocytes T

Les études concernant la NTS et ses récepteurs datent en grande majorité des
années 90 avec des travaux mettant en évidence la présence des transcrits de NTSR1 au
niveau de plusieurs lignées cellulaires T (Cou-L, Molt-4, Jurkat) et dans les lymphocytes T
circulants (Evers et al., 1994; Garrido et al., 1992; Ramez et al., 2001; Séder and Hellstrém,
1987). La NTS peut se fixer sur la membrane des lymphocytes T humains normaux activés
ou non ainsi que sur des cellules lymphomateuses T circulantes issues de lymphome de
Sezary (Cochrane et al., 2011; Martin et al., 2005; Ramez et al., 2001; da Silva et al., 2011).
Cependant, elle inhibe la prolifération de ces dernieres (Magazin et al., 2004) ainsi que la
prolifération de la lignée lymphocytaire T Cou-L induite par I'lL-2 (Ramez et al., 2001). En
revanche, la capacité de migration et de chimiotactisme de ces cellules augmente en
présence de la NTS (Ramez et al., 2001).

La NTS stimule la migration des lymphocytes humains périphériques normaux, mais
n’a pas d’effet sur les cellules de Sezary circulantes (Evers et al., 1994). Elle peut entrainer
également l'adhérence et la migration de lymphocytes péritonéaux via un mécanisme

dépendant du calcium intracellulaire (Garrido et al., 1992). Chez le rat, la NTS est capable
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d’amplifier I'effet mitogénique de la phytohémagglutinine (PHA) sur les lymphocytes T
ganglionnaires (Soder and Hellstrom, 1987). Enfin, I'expression de la NTS et de ses
récepteurs a été mise en évidence dans le thymus chez 'homme, le rat et le poulet,
suggérant un réle potentiel du neuropeptide dans la régulation thymique (Atoji et al., 1996;
Carraway and Bhatnagar, 1980; Cochrane et al., 2011; Mignini et al., 2011; Vanneste et al.,
1997).

I.3.2. NTS, NTSRs et lymphocytes B

Les deux premiéres études sur la caractérisation et le r6le de la NTS et de ses
récepteurs dans les lymphocytes B ont été réalisées par notre équipe. Premierement, il a été
montré que les lignées plasmocytaires et lymphocytaires B matures expriment le 3°™®
récepteur de la NTS, NTSR3/sortiline (Fauchais et al., 2008). Cette étude a montré une
double fonction de NTSR3/sortiline dans les lignées cellulaires B. En effet, ce récepteur peut
soit transporter la neurotrophine BDNF (voir chapitre 1ll), qui conduit a une boucle autocrine
de survie dans les cellules B par l'activation de son récepteur TrkB, soit servir de
corécepteur pour p75"'" dans la liaison de la forme immature pro-apoptotique de BDNF
(Bellanger et al., 2011; Fauchais et al., 2008). Cette fonction pro-apoptotique est inhibée par

la NTS comme cela a été déja décrit dans les cellules neuronales (Nykjaer et al., 2004).

Ces travaux ont été complétés par la suite par notre équipe en rapportant
I'expression de la NTS et de ses deux récepteurs de haute et de faible affinité NTSR1 et
NTSR2 dans les lignées cellulaires B humaines, les cellules B de patients atteints de la LLC
et dans les cellules B provenant de donneurs sains (Saada et al., 2012). Dans cette étude,
un stress cellulaire induit par la privation sérique favorise I'expression de NTSR1 et de
NTSR3/sortiline a la membrane plasmique. De plus, la NTS est fonctionnelle car dans les
mémes conditions de culture en combinaison ou pas avec l'activation de Fas, le traitement a
la NTS diminue I'apoptose et augmente la prolifération des différentes lignées cellulaires B
(Saada et al., 2012). L'inhibition de NTSR1 par I'antagoniste spécifique SR48692 rétablit
'apoptose dans les lignées plasmocytaires (Saada et al., 2012). La méme étude a
également montré I'expression transcriptionnelle de la NTS et des récepteurs NTSR1 et 2
dans les lymphocytes B circulants humains. Par contre, une surexpression des transcrits de
NTSR2 a été détectée dans les lymphocytes B de patients atteints de la LLC, a l'inverse de
la NTS qui est indétectable et de NTSR1 dont I'expression est significativement diminuée.
Cette augmentation de I'expression de NTSR2 n’a pas été détectée dans les ganglions
tumoraux de patients ayant un DLBCL ni dans les ganglions métastatiques de cancer

colorectal (Saada et al., 2012).
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I1.3.3. NTS, NTSRs et cytokines pro-inflammatoires

L’implication de la NTS dans la réponse inflammatoire a été mise en évidence dans
des cas de maladies inflammatoires intestinales ou elle joue plusieurs réles notamment au
niveau de la motricité intestinale, la prolifération des cellules épithéliales, le chimiotactisme,
I'activation mastocytaire et la libération de cytokines pro-inflammatoires (Castagliuolo et al.,
1999; Goldman et al., 1983; Koon et al., 2009; Lemaire, 1988). Dans les cellules épithéliales
coliques humaines, la NTS stimule la libération de I'lL-8 conduisant ainsi a une réponse pro-
inflammatoire via la voie des MAPKSs et du facteur de transcription NFkB (Zhao et al., 2003,
2007). Cette réponse peut également passer par la transactivation du récepteur de I'lGF-1
(Insulin-like Growth Factor-1) (Zhao et al., 2011). La NTS induit également la production de
I'lL-8 dans les cellules cancéreuses pancréatiques humaines (Olszewski and Hamilton,
2009).

Chez la souris, le traitement des pré-adipocytes et des tissus adipeux par un agent
inducteur de colites, TNBS (2,4,6-Trinitrobenzene Sulfonic Acid) induit une augmentation de
'expression de la NTS et du récepteur NTSR1. Cela conduit a une production importante de
I'lL-6 dépendante de la voie PKCd et du facteur de transcription NFkB, amplifiant ainsi la
réponse pro-inflammatoires (Koon et al., 2009). Cette réponse pro-inflammatoire est
fortement diminuée par la neutralisation de I'lL-6, en présence de l'inhibiteur de NTSR1, le
SR48692, ou par I'inactivation du géne de la NTS dans le modele murin (Koon et al., 2009).
Enfin, chez la souris, une inflammation provoquée par le dextran sulfate de sodium (DSS)
induit une augmentation de I'expression de la NTS et du récepteur NTSR1 au niveau de la
muqueuse intestinale, conduisant ainsi a I'activation de la cyclooxygénase 2 (COX-2) et de la
voie des prostaglandines (Brun et al., 2005). Ces résultats suggerent que la NTS module la
réparation des muqueuses dans ces modéles murins, en partie, par une voie dépendante de
COX-2 (Brun et al., 2005).

1.3.4. NTS, NTSRs et cellules mastocytaires

L’expression de la NTS et de NTSR1 a aussi été mise en évidence dans des lignées
mastocytaires humaines ainsi que dans les mastocytes humains dérivés de cordon ombilical.
Ainsi, chez 'homme et le rat, la stimulation de ces cellules par la NTS participe a la libération
d’histamine (Cochrane et al., 2011). La NTS peut également induire la dégranulation des
mastocytes du jéjunum chez 'homme et le rat (Selbekk et al., 1980). Ces données peuvent
étre renforcées par l'interaction entre la NTS et les cellules mastocytaires, observée chez les

patients atteints de dermatite atopique, caractérisée par une concentration sérique élevée de
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la NTS. Cette étude suggére que des interactions entre la NTS et les mastocytes contribuent
a la pathogenése de la maladie (Vasiadi et al., 2013).

1.3.5. NTS, NTSRs et cellules dendritiques et phagocytaires

La NTS peut inhiber la production de cytokines pro-inflammatoires générées par le
lipopolysaccharide (LPS) dans les cellules dendritiques de la peau exprimant
constitutivement les récepteurs NTSR1 et NTSR3/sortiline (da Silva et al., 2011). Cette étude
a révélé que la NTS régule négativement les voies de signalisation NF-kB et JNK, ainsi que
I'expression de I'lL-6, du TNF-q, IL-10 et le VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) (da
Silva et al., 2011). La NTS est également capable d’augmenter la génération d'oxyde nitrique
(NO) via la voie JAK2-STAT1 dans les macrophages murin co-stimulés par le LPS et 'IFNy
(Interferon y) (Kim et al., 2006). Chez la souris, d’autres travaux ont montré que la NTS et la
NN stimulent de fagon importante la fonction phagocytaire des macrophages via une
augmentation de la concentration intracellulaire de Ca®* (De la Fuente et al., 1993). La NTS
est également capable de réguler positivement la prolifération macrophagique (Moore et al.,
1989), et moduler la capacité phagocytaire et migratoire des polynucléaires neutrophiles
(PNN) humaines (Goldman et al., 1983).

I.4. NTS, NTSRs, cancers et signalisation oncogénique

11.4.1. NTS, NTSRs et cancers

De nombreuses voies de signalisations activées par la NTS ont été étudiés dans
différents types de cancer, y compris les cancers bronchiques non a petites cellules
(CBNPC), les adénocarcinomes pancréatiques, les cancers de la prostate, le carcinome
hépatocellulaire, les tumeurs du cblon, les cancers du sein et le glioblastome (Alifano et al.,
2010; Baxendale et al., 2013; Bugni et al., 2012; Dupouy et al., 2014; Ouyang et al., 2015;
Wang et al., 2011; Yu et al., 2013). L'implication de NTSR3/sortiline dans les effets de la
NTS a été caractérisée dans des cellules qui expriment ce récepteur de maniére endogéne.
Ainsi, la sortiline est exprimée dans plusieurs types cellulaires de cancers humains d’origine
différente ou elle est impliquée dans la croissance cellulaire induite par la NTS (Baxendale et
al., 2013). La NTS participe a chaque étape de la progression tumorale, de la survie et de la
croissance a la propagation métastatique, tous ces événements cellulaires étant activés en

raison de I'expression anormale des NTSRs.

1.4.1.1. Le cancer bronchique

La surexpression de NTS et de NTSR1 a été détectée dans plusieurs lignées de
CBNPC, et de cancer bronchique a petites cellules (CBPC) (Ocejo-Garcia et al., 2001) ainsi
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que dans des tumeurs de CBNPC de patients comparé a I'absence d’expression dans le
tissu sain (Alifano et al., 2010). Les interactions entre la NTS et NTSR1 induisent la
progression tumorale en provoquant une surexpression et une activation des récepteurs de
'EGF, EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) et HER 2/3 (Human Epidermal growth
factor Receptor 2/3), augmentant ainsi la sensibilité a I'erlotinib qui inhibe les récepteurs a
'EGF (Younes et al.,, 2014). Dans le CBNPC, I'expression de NTSR1 est un facteur de
mauvais pronostic, la NTS augmente la croissance tumorale et induit la formation de
métastases ganglionnaires massives. Cet effet est réduit in vivo par siNTSR1 ou par
traitement au SR48692 (Alifano et al., 2010; Moody et al., 2014). Dans le CBPC, le SR48692
inhibe la prolifération cellulaire et la croissance tumorale induites par la NTS in vitro et in vivo
(Moody et al., 2001). Dans un modéle de cancer bronchique, Il a été démontré au sein de
notre équipe que la sortiline est impliquée dans le trafic intracellulaire et la libération des
exosomes (Wilson et al., 2014b). En effet, dans ce modele, la sortiline est associée a deux
réecepteurs RTKs (TrkB et EGFR) formant ainsi un complexe nommé « TES » dans les
cellules tumorales (Wilson et al., 2014b). Ce complexe est ensuite transporté vers les
cellules endothéliales via les exosomes, augmentant ainsi I'expression des protéines pro-

angiogéniques.
1.4.1.2. Le cancer de la prostate

Il a été établi que la NTS est un facteur trophique autocrine stimulé par la privation
androgénique dans le cancer de la prostate chez 'homme (Sehgal et al., 1994). Les NTSRs,
en particulier NTSR1 est décrit pour étre surexprimé dans ce cancer (Swift et al., 2010).
Dans le cancer de la prostate résistant au bicalutamide (un anti-androgene), la NTS stimule
la prolifération, la progression du cycle cellulaire et I'invasion, ces effets peuvent étre réduits
en utilisant un siNTS (Vias et al., 2007). Dans les cellules PC3, la NTS stimule la mitogenése
et la synthése de 'ADN via les voies de signalisation des MAPKs et PI3K, ainsi que la voie
du récepteur & 'EGF (Hassan et al., 2004). Enfin, le Ca** est nécessaire pour que la NTS
stimulent la synthese de I'ADN et augmente la formation de ’AMPc. Ces effets sont inhibés
par les inhibiteurs des canaux calciques.

1.4.1.3. Le cancer colorectal (CCR)

L'augmentation de I'expression de NTSR1 est un événement précoce lors de la
tumorigénése colique, contribuant a la progression tumorale et un comportement tumoral
agressif dans les adénocarcinomes colorectaux (Gui et al., 2008). /n vitro, la NTS stimule
NTSR1, puis induit la prolifération des lignées cellulaires du cancer colique en stimulant la

signalisation MAPK/ERK ou par un mécanisme post-transcriptionnel (Bakirtzi et al., 2011;
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Massa et al., 2011). In vivo, la NTS favorise la croissance tumorale via NTSR1 et cet effet
est inhibé par le SR48692 (Maoret et al., 1999). De plus, la forme soluble de NTSR3
(sNTSR3), correspondant au domaine extracellulaire de NTSR3, est responsable de la
formation de métastases, en induisant une désorganisation du cytosquelette et une rupture
des desmosomes, qui entraine ['étalement des cellules et linitiation de la séparation

cellulaire (Massa et al., 2014).

Dans la lignée cellulaire d'adénocarcinome colique humain HT29, NTSR3/sortiline est
co-exprimée avec le récepteur NTSR1. Ce complexe, est internalisé suite a la stimulation par
la NTS, et induit une signalisation de survie dépendante de la voie des MAPKs (Martin et al.,
2002). Une autre étude a démontré que la régulation positive du récepteur NTSR1 dans le
CCR est la conséquence de l'activation de la voie de signalisation Wnt/APC (Adenomatous
Polyposis Coli) (Souazé et al., 2006a). En effet, le complexe B-caténine/TCF (T Cell Factor)
est capable d’induire I'activation du gene NTSRT1 par liaison du facteur de transacription TCF
sur son site consensus localisé dans le promoteur du gene NTSR1. Cette étude suggeére que
I'activation du géne NTSR1 par la voie B-caténine/TCF est liée a un événement précoce
dans les adénomes coliques humains (Souazé et al., 2006a). Récemment il a été montré
que les niveaux élevés de méthylation du gene NTSR1 sont associés a un meilleur
pronostic. En effet, ces travaux montrent que dans les formes moins agressives de CCR,
NTSR1 est hyperméthylé (Kamimae et al., 2015). En effet, la méthylation du géne NTSR1
est associée a une croissance non invasive des CCR, alors qu’une faible méthylation peut
contribuer au potentiel malin en activant NTSR1. Ainsi, ces résultats suggérent que la
méthylation du géne NTSR1 peut étre utilisée comme biomarqueur pronostique dans le CCR
(Kamimae et al., 2015).

1.4.1.4. Le cancer du pancréas

Il existe une forte expression de NTSR1 dans le cancer de pancréas comparé a un
tissu normal, qui est positivement corrélée avec le grade de la pathologie (Wang et al.,
2000). Dans la lignée cellulaire d'adénocarcinome canalaire pancréatique humain (PANC-1),
la synthése de I'ADN et la prolifération cellulaire induite par la NTS sont dépendantes de la
PKC (Protein Kinase C) (Guha et al., 2002). De plus, la stimulation de ERK-1 et ERK-2 par la
PKC joue un réle central dans la croissance induite par le NTS des cellules PANC-1 (Guha
et al., 2003). Ces effets stimulants de la NTS sur la prolifération cellulaire des cellules
cancéreuses du pancréas sont inhibées par le SR48692 (Wang et al., 2011). La NTS
favorise également la migration des cellules cancéreuses du pancréas, avec deux voies de

signalisations différentes. En effet, dans les cellules qui migrent individuellement la NTS
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active la voie de signalisation EGFR/ERK, alors que dans les cellules qui migrent ensemble,
les effets de NTS dépendent de la voie PI3K (Mijatovic et al., 2007).

1.4.1.5. Le glioblastome

Dans le glioblastome humain, I'expression de la NTS et de NTSR1 est plus élevée
par rapport au tissu cérébral normal. Des corrélations positives ont été démontrées entre les
niveaux d'expression de 'axe NTS/NTSR1 et le grade pathologique des gliomes. En effet,
une forte expression de la NTS et de son récepteur NTSR1 est liée a un mauvais pronostic
pour les patients atteints de glioblastome (Ouyang et al., 2015). La prolifération cellulaire
augmente par la NTS via les voies de signalisation des MAPKs et les microARN liés aux
MAPKSs, cependant, cette prolifération induite par la NTS dans les cellules de glioblastome
peut étre réduites par SR48692 ou siNTSR1 (Ouyang et al., 2016), cette inhibition active la
voie apoptotique mitochondriale et induit la diminution protéique de Bcl-2 (Dong et al., 2017).
La NTS favorise également l'invasion des cellules de glioblastome in vitro et in vivo via le
récepteur NTSR1 (Ouyang et al., 2015). Enfin, une étude a révélé que la signalisation induite
par 'axe NTS/NTSR1 dans les cellules souches du glioblastome est régulée en partie par
I'IL-8/CXCR1 (Chemokine (C-X-C motif) Receptor 1) et I'activation de la voie de signalisation
STATS3 (Zhou et al., 2014).

11.4.1.6. Le cancer du sein

L’expression de la NTS et de NTSR1 augmente dans le cancer du sein comparé a un
tissu mammaire normal. La surexpression de NTSR1 est liée a un mauvais pronostic avec
une survie globale de 5 ans dans les carcinomes invasifs du sein (Dupouy et al., 2014).
L’axe NTS/NTSR1 améliore la croissance tumorale et le développement des métastases
chez les souris, en augmentant I'expression des récepteurs EGFR, HER2, et HER3 qui
augmente la réponse aux inhibiteurs de tyrosine kinase ciblant ces récepteurs (Dupouy et
al., 2014). Cependant, I'effet de cette signalisation activée par la NTS est réduit par siNTSR1
ou par l'utilisation d'un antagoniste spécifique du récepteur, le SR48692 (Souazé et al.,
2006b). De plus, le traitement a la NTS inhibe de maniere significative I'apoptose des
cellules cancéreuses du sein qui surexpriment NTSR1, avec un mécanisme sous-jacent
impliquant une augmentation de TARNm de Bcl-2 et les niveaux de protéines qui dépendent
de la voie MAPK (Somai et al., 2002b).

Une étude a révélé que la palmitoylation de NTSR1 est nécessaire pour sa
localisation et sa signalisation induite par la NTS dans les rafts lipidiques. En effet, I'inhibition
de la palmitoylation du récepteur inhibe la signalisation mitogénique de NTSR1 dans le
cancer du sein. Ces travaux démontrent que la palmitoylation de NTSR1 est requise pour la

ABBACI Amazigh | These de doctorat | Université de Limoges | 2017 99



signalisation des MAPKs via NTSR1 et la prolifération cellulaire dans ces cellules (Heakal et
al., 2011). Une augmentation de I'expression de NTSR3/sortiline a été décrite dans les tissus
de patients atteints de cancer du sein comparé a des tissus normaux (Roselli et al., 2015).
Cette expression est associée a une agressivité du cancer et contribue a I'adhésion et a
l'invasion des cellules tumorales, dépendantes de l'activation des FAK (Focal Adhesion
Kinase) et de Src (Roselli et al., 2015). Enfin, une étude a également démontré que
I'association sortiline-TrkA dans les cellules cancéreuses du sein induit une signalisation de

survie et 'invasion ganglionnaire apres stimulation par le pro-NGF (Demont et al., 2012).

11.4.1.7. Autres cancers

Dans le cancer gastrique, des études ont révélé une corrélation positive entre
l'augmentation de la concentration de la NTS et I'activité de la métalloprotéinase matricielle-9
(MMP-9). La NTS favorise la migration et I'invasion de cellules cancéreuses via les voies de
signalisation PKC, ERK et PI3K. Le SR48692 inhibe significativement l'invasion cellulaire et
la migration des cellules cancéreuses induites par la NTS (Akter et al., 2015). Dans les
cellules de carcinome épidermoide de la téte et du cou (SCCHN), I'expression de la NTS et
NTSR1 favorise l'invasion et la migration cellulaire, et induit I'expression transcriptionnelle de
I'lL-8 et de MMP1, tandis que l'inactivation du géne NTSR1 dans les lignées cellulaires de
SCCHN réduit I'invasion et la migration cellulaires (Shimizu et al., 2008).

Dans le carcinome hépatocellulaire ou I'hépatocarcinome (CHC) 'augmentation de
'expression de la NTS s’associe a celle de I'lL-8 et a I'activation de la transition épithélio-
mésenchymateuse (TEM), et est associée a un mauvais pronostic chez les patients atteints
de CHC (Yu et al., 2013). De plus, dans les cellules CD133" initiatrices de tumeurs, la NTS
augmente l'expression d’IL-8 et CXCL1 et active la voie de signalisation RAF-1 et la
phosphorylation de ERK1/2. L'activation de la cascade de signalisation de I'lL-8 favorise
ainsi l'angiogenese tumorale, la tumorigéneése et I'auto-renouvellement (Tang et al., 2012).
L’expression de NTSR1 et de la NTS augmente chez plus de 50% des patients ayant un
CHC et est associée a un mauvais pronostic. Cette activation s’accompagne d’une
dérégulation de la voie Wnt/B-caténine et de 'augmentation d’expression de 'lEGFR (Wu et
al., 2017). De plus, dans cette pathologie, I'activation NTS/NTSR1 est impliquée dans la
transition epithelio-mesenchymateuse et les métastases par activation de la voie Wnt/B-
caténine (Ye et al., 2016). Ces conditions expérimentales ont permis d’évaluer la sensibilité
in vitro et dans les modéles animaux des cellules de CHC surexprimant NTSR1 au sorafenib
et a l'erlotinib. L’expression de NTSR1 pourrait ainsi constituer un marqueur théranostique

potentiel de réponse thérapeutique chez ces patients. La voie Wnt/B-caténine est également
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impliquée dans I'expression et la sécrétion de la NTS dans des tumeurs neuroendocrines par
activation du promoteur de la NTS (Kim et al., 2015a).

Dans les cellules de mélanome, NTSR1 est généralement trés exprimé et joue un
r6le important dans la régulation du cycle cellulaire, I'apoptose et la croissance tumorale in
vitro et in vivo, alors que le SR48692 réduit la prolifération cellulaire et le potentiel d'auto-
renouvelement de ces cellules (Zhang et al., 2014).

L’ensemble, de ces études suggérent qu’en plus des effets anti-apoptotiques, la NTS
et ses récepteurs peuvent augmenter la croissance, la migration et I'invasion dans différents
types de cancers. La NTS et ses récepteurs sont activés dans de nombreux cancers et sont
impliqués dans les différentes étapes de la progression tumorale. Ainsi, ils peuvent étre
considérés comme des marqueurs diagnostiques et pronostiques, dans certains cas (sein,
bronchique et foie) ils permettent de prédire la réponse aux inhibiteurs de tyrosine kinase
dont ils augmentent les récepteurs cibles et constituent également de nouvelles voies

thérapeutiques potentielles.

I.4.2. La signalisation oncogénique de la NTS et ses récepteurs

La NTS et ses récepteurs activent plusieurs voies de signalisations impliquées dans
la prolifération, la survie, la migration et linvasion cellulaire. Le récepteur NTSR1 est
principalement couplé a la sous-unité Gayqy, I'activation de ce complexe conduit a la
stimulation de la PLC, suivie de I'nydrolyse du PIP2 en DAG et en IP3 (Najimi et al., 2002).
Le DAG et I'lP3 stimulent la mobilisation du Ca®* intracellulaire et la PKC respectivement, qui
sont des effecteurs clés de I'effet oncogénique de la NTS (Dupouy et al., 2011) (Figure 20).

La voie de signalisation PKC induite par la NTS est la plus étudiée. Une fois activée,
la PKC induit la voie des MAPKs via une stimulation directe de Raf-1, indépendamment de
Ras. L'activation de la voie des MAPKs stimule la transcription des genes en activant des
facteurs de transcription, tels Egr-1 (Early growth response protein-1), le facteur de la famille
Ets (Elk1), AP-1 (Activator Protein 1), et c-myc (Guha et al., 2003). De plus, la NTS active la
protéine kinase D (PKD) via la PKC et une fois activée, la PKD favorise I'expression du
facteur de transcription NF-kB (Figure 20). L’implication de NTSR1 dans cette signalisation a
été confirmée (Kisfalvi et al., 2010). Le récepteur NTSR3/sortiline peut former des
hétérodiméres avec NTSR1 participant ainsi a la signalisation NTS/NTSR1 en activant les
voies de signalisation des MAPK/ERK et PIBK/AKT (Martin et al., 2002) (Figure 20). L'effet
stimulant de NTS sur l'expression du facteur de transcription NF-kB est également en
corrélation avec sa capacité & augmenter les taux d'IP3 et & mobiliser le Ca®* intracellulaire.
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NF-kB induit I'expression de miR-21, qui conduit a une diminution de I'expression de PTEN
(Phosphatase and TENsin homolog), un régulateur négatif de la signalisation AKT, une voie
généralement impliquée dans les mécanismes du développement tumoral (Figure 20)
(Bakirtzi et al., 2011).

Une autre voie responsable de la migration et/ou de l'invasion cellulaire induite par la
NTS implique les membres de la famille des petites Rho-GTPases, telles que Rac1 (Ras-
related C3 botulinum toxin substrate-1), RhoA (Ras-homology gene family, membre A), et
Cdc42 (Cell division control protein 42 homolog) (Figure 20). Ces Rho-GTPases sont
responsables de la dynamique du cytosquelette connue pour contribuer a la formation de
diverses expansions cytoplasmiques (Servotte et al., 2006). La NTS et la forme soluble de la
sortiline (sNTSR3) (apres son internalisation), induisent la protéine FAK (Focal Adhesion
Kinase) (Figure 20) qui une fois activée, agit sur la signalisation PI3K (Massa et al., 2013).
Le complexe NTS/NTSR1 active la signalisation IL-8/CXCR1, qui stimule la protéine JAK

(Janus kinases) et par la suite favorise I'activité de STAT3 (Figure 20) (Tang et al., 2012).

/ SNTSR3  intemnalization ,

II@

\\ I'SR3

l
cam@@l @ 2 @ o ol

migration and invasion \/
miR-21

- - - N >

v

¢mye STATS

proliferation and survival

Figure 20 : Représentation des voies de signalisation par lesquelles la NTS et ses récepteurs
contribueraient a la progression tumorale.

La NTS interagit avec les NTSRs et active trois voies de signalisations majeures : l'activation des
petites GTPases, qui est principalement impliquée dans I'organisation et la mobilité du cytosquelette
cellulaire. L'interaction de NTSR1 avec NTSR3 régule la voie Ras/PI3K/AKT, ce qui conduit a la survie
et a la prolifération cellulaire. La voie intracellulaire du Ca®* est capable de réguler la prolifération
cellulaire et la voie PI3BK/AKT de fagon post-transcriptionnelle. NTS/NTSRs activent la survie et la
prolifération cellulaire par la voie PKC/MEK/ERK. NTS/NTSRs favorise I'activation de JAK/STAT3 en
favorisant I'IL-8/CXCR1. La forme soluble de NTSR3 (sNTSR3) stimule FAK suite a son internalisation
(d’apres Ouyang et al., 2017).
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Chapitre lll. Les neurotrophines et leurs récepteurs

lll.1. Les neurotrophines (NTs)
lll.1.1. Généralités et découvertes des NTs

Les NTs sont des facteurs de croissances qui jouent un réle important dans le
développement du systéme nerveux et sont impliqués dans la survie/apoptose, la
prolifération, la différenciation, la myélinisation, ainsi que la croissance axonale et la
plasticité synaptique. L’histoire des NTs a commencé il y a 60 ans lorsque Levi-Montalcini,
Cohen, et Hamburger ont découvert le NGF comme facteur nécessaire pour la croissance
axonale a partir d'explants (Cohen, 1960; Levi-Montalcini and Cohen, 1956; Levi-Montalcini
and Hamburger, 1951). Cette découverte a permis de rechercher d’autres facteurs impliqués
dans la survie et la différenciation neuronales dans le SNC. Les autres NTs, BDNF (Barde et
al., 1982), NT-3 (neurotrophin-3) (Maisonpierre et al., 1990), et NT-4/5 (neurotrophin-4/5)
(Berkemeier et al., 1991; Ip et al., 1992) ont été identifiées 30 ans plus tard. En outre, deux
NTs supplémentaires souvent liées au NGF, a savoir NT-6 et NT-7 ont été identifiées chez
les téléostéens (poissons) et ne semblent pas avoir d’orthologues chez les mammiféres
(Gotz et al., 1994; Nilsson et al., 1998).

Toutes les NTs sont initialement synthétisées sous forme de précurseurs ou de pro-
NTs, (pro-NGF, pro-BDNF, pro-NT3 et pro-NT4) et ensuite clivées pour former les NTs
matures qui se lient a deux catégories de récepteurs transmembranaires. La premiére
catégorie regroupe 3 membres de récepteurs de haute affinité de la famille des Trks
(Tropomyosin-Related Kinase), composés d’un domaine extracellulaire, d’'un seul domaine
transmembranaire et un domaine intracellulaire contenant le domaine catalytique tyrosine
kinase. Seules les NTs matures activent les récepteurs Trks et 3 voies principales de
signalisation en découlent et incluent, la voie des MAPKs impliquée dans la survie et la
différenciation, la voie PI3K/AKT qui contréle plusieurs fonctions neuronales telles que la
survie et la croissance des neurites et enfin, la voie PLCy/PKC qui est impliquée
principalement dans le contrdle de la plasticité synaptique (Deinhardt and Chao, 2014;
Skaper, 2012). La deuxiéme catégorie de récepteur des NTs est représentée par le
récepteur p75 (p75"""), premier récepteur identifié pour le NGF appartenant & la superfamille
des récepteurs au TNF (Tumor Necrosis Factor) (Arévalo and Wu, 2006). p75"™" lie & la fois
toutes les NTs matures avec une faible affinité, en revanche il posséde une forte affinité pour
les pro-NTs (Hempstead, 2014).
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lll.1.2. Structure et biogenese des NTs

Comme de nombreuses protéines secrétées, les NTs sont synthétisées sous forme
de précurseurs (pré-pro-NTs) d’environ 27 kDa au niveau du réticulum endoplasmique (RE).
Ces précurseurs sont par la suite clives au niveau intracellulaire et générent des NTs
matures de 13 a 15 kDa (Lessmann and Brigadski, 2009; Lessmann et al., 2003) (Figure 21).

proNGF

1 18 121 241
Signal RSKR
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peptide cleavage site
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[ [Propeptide NT4 NT4. 7
Signal RSRR

peptide cleavage site

Figure 21 : Synthése des NTs.

Les ARNm des NTs sont traduits en protéines immatures ou pré-pro-NTs possédant un peptide signal,
un propeptide et la protéine mature. Aprés clivage du peptide signal au niveau du RE, les pro-NTs
sont ensuite transportées jusqu’a I'appareil de Golgi, ou elles peuvent étre soit secrétées sous forme
de pro-NTs ou soit sous forme de NTs matures aprés clivage intracellulaire par des furines protéases,

ou clivage extracellulaires par la plasmine ou certaines métalloprotéases (d’apres Gibon and Barker,
2017).

Les pro-NTs peuvent aussi, aprés sécrétion, étre clivées par des protéases
extracellulaires comme la plasmine et certaines métalloprotéases matricielles (MMPs).
Toutes les formes matures des NTs présentent une forte homologie et des similitudes
structurelles. Les formes matures de BDNF, NT-4 et NT-3 ont environ 50% d'homologie en
acides aminés avec le NGF. Toutes les NTs matures montrent une forte homologie entre les
espéces (90-100%), ce qui a fortement facilité I'utilisation des modéles animaux (Prakash et
al., 2010).

lll.2. Les récepteurs aux NTs
lll.2.1. Les récepteurs a activité tyrosine kinase (Trks)

Les récepteurs Trks sont une famille de glycoprotéines transmembranaires composée
de TrkA (NTRKT), TrkB (NTRK2) et TrkC (NTRK3). TrkA est le premier récepteur Trk
découvert et identifié plus tard comme un récepteur pour le NGF (Klein et al., 1991a). Par la
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suite, TrkC et TrkB ont été identifiés grace a leur homologie de séquence et de structure
avec le récepteur TrkA. TrkB fut identifié comme étant le récepteur de haute affinité pour le
BDNF et la NT-4/5 et TrkC celui de la NT-3 (Klein et al., 1991b; Lamballe et al., 1991). La
NT-3 se lie également a TrkA et TrkB en I'absence de son récepteur spécifique, mais avec
moins d'affinité (Arévalo and Wu, 2006; Chao, 2003a). Toutes les NTs matures se lient au
récepteur p75""" avec la méme affinité. Cependant, les précurseurs des NTs, les pro-NTs,
ont été identifiés comme étant des ligands de haute affinité pour p75""" lorsqu'il est associé
a NTSR3/sortiline (Figure 22).

proNT-3 (\o _’ ; NT-3
NT-3 NT-3
proNT-4/5 @_’ m NT-4/5 aa @

proBDNF CD —_— ] BONF

NGF BDNF NT-4/5 NT-3
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Figure 22 : Interaction des pro-NTs et des NTs matures avec les récepteurs Trks et p75NTR

Les NTs présentent des interactions spécifiques avec trois récepteurs Trks: NGF lie TrkA, BDNF et
NT-4/5 lient TrkB, et NT-3 lie TrkC. Dans certains cas, NT-3 peut également activer TrkA et TrkB avec
une faible affinité. Les pro-NTs et toutes les NTs se lient & p75" " (adapté de Bradshaw et al., 2015).

111.2.2. Structure et isoformes des Trks
111.2.2.1. Structure des Trks

Les trois récepteurs Trks partagent tous une structure commune et se présentent
sous la forme de protéines transmembranaires. Ces dernieres sont constituées d’un
domaine extracellulaire fortement glycosylé composé de trois régions riches en leucines
flanquées de deux régions riches en cystéines, suivis de deux domaines immunoglobuline-
like de type C2 (Ig-C2) (Figure 23).

La liaison des NTs aux récepteurs Trks se fait principalement a travers les domaines

Ig-C2, comme décrit dans les expériences de délétions et de constructions chimériques
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(Arevalo et al., 2001; Pérez et al., 1995). Les motifs riches en leucines et cystéines peuvent
également étre impliqués (MacDonald and Meakin, 1996). En plus de leur implication dans la
liaison du ligand, les domaines Ig-C2 peuvent également stabiliser les formes monomériques
des récepteurs Trks pour empécher leurs dimérisations spontanées et leurs activations en
l'absence des NTs (Arevalo et al., 2000). Les glycosylations au niveau de la partie
extracellulaire sont également impliquées dans le contréle de l'activation des récepteurs
Trks. En effet, en plus de leur r6le dans le bon adressage de ces derniers a la membrane,
elles semblent prévenir leur activation spontanée en I'absence de leurs ligands (Watson et
al., 1999). Le domaine intracellulaire conservé entre les difféerents Trks et contenant un
domaine tyrosine kinase est phosphorylable sur de nombreuses tyrosines. En effet, les
tyrosines Y670, Y674, et Y675 sont situées dans le domaine tyrosine kinase responsable de
la trans-autophosphorylation du récepteur. La tyrosine phosphorylable Y490 est située du
c6té N-terminal et constitue un site de fixation des protéines adaptatrices Shc (Src homology
2 domain-containing protein) et FRS-2 (Fibroblast growth factor Receptor Substrate-2). Du
coté C-terminal, on retrouve la tyrosine Y785 qui constitue un site de fixation de la PLCy
(Huang and Reichardt, 2003).

@ C!

LRRI1-3

tyrosine
kinase

Figure 23 : Structure des récepteurs Trks.

Chaque Trk se compose d’un domaine extracellulaire constitué de régions riches en cystéines C1/C2,
leucines LRR1-3 et deux domaines Immunoglobuline-like «lIg-like» 1g1/lg2, un domaine
transmembranaire et un domaine intracellulaire composé d'un large domaine tyrosine kinase
responsable de sa trans-autophosphorylation donc de son activation (d’aprés Reichardt, 2006).

111.2.2.2. Les isoformes des Trks

Les principales isoformes des récepteurs Trks sont le résultat d'épissages alternatifs

conduisant a de nombreuses isoformes de fonctions biologiques diverses :

ll.2.2.2.1. TrkA
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Il existe 3 isoformes de TrkA nommées TrkA-I, -1l, -11l. TrkA-III est I'isoforme principale
de TrkA, elle est exprimée dans la plupart des cellules non neuronales et posséde 796
acides aminés. L'isoforme neuronale TrkA-I est dépourvue de I'exon 9 (790 acides aminés)
(Barker et al., 1993) qui code 6 acides aminés dans le domaine extracellulaire prés de la
région transmembranaire de TrkA et ne modifie pas le cadre de lecture. La présence de cet
insert n'affecte pas la liaison de NGF ni l'activation du récepteur, en revanche, elle
participerait a la sélectivité de TrkA pour la NT-3 qui ne se lie pas sur TrkA-l (Clary and
Reichardt, 1994). La troisieme isoforme, TrkA-lll qui résulte de I'épissage alternatif des
exons 6, 7 et 9 est constitutivement active indépendamment de son ligand et serait impliquée
dans l'agressivité des neuroblastomes (Tacconelli et al., 2004) et le développement des

thymocytes (Tacconelli et al., 2007) (Figure 24).

TrkA-I/11 TrkA-lll
NGF+ NGF- Isoform

NGF NGF -FNGF NGF
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* MAPK+ * Apoptosis  * Constitutively
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« Differentiation * PI3K+

* Survival
* Angiogenesis

Figure 24 : Les isoformes de TrkA.

L'activation des isoformes TrkA-l (neuronales) ou TrkA-Il (non-neuronales) par le NGF conduit a
l'activation et a la signalisation de TrkA, entrainant finalement une survie et une différenciation
neuronale. En l'absence de ligand, des voies alternatives sont activées conduisant a I'apoptose.
L'isoforme TrkA-lll est constitutivement active, indépendante du ligand et favorise la survie
principalement a travers la voie PIBK/AKT (d’aprés Brodeur et al., 2009).

.2.2.2.2. TrkB

Il existe 3 isoformes majoritaires issues des épissages alternatifs de ’TARNm du géne
NTRK2 humain. L'isoforme la plus longue, TrkB-FL (Full Length) est épissée des exons 16 et
19, et contient un codon stop dans I'exon 24 du géne NTRK2 (Luberg et al., 2010; Stoilov et
al., 2002). TrkB-FL garde son activité catalytique et sa capacité a induire la survie,
'angiogenése ou la différenciation grace son domaine tyrosine kinase conservé (Figure 25).
TrkB-T1 est I'isoforme la plus courte constituée de 11 acides aminés dans sa partie
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intracellulaire et posséde un codon stop dans I'exon 16. Elle est tronquée de la quasi-totalité
de sa partie intracellulaire, mais présente lintégralité des domaines extracellulaires et
transmembranaires et peut donc se lier aux ligands BDNF et/ou NT4/5 (Figure 25) (Biffo et
al., 1995; Luberg et al., 2010).

L’expression de TrkB-T1 est ubiquitaire et présente dans les tissus neuronaux et non-
neuronaux tels que la moelle osseuse (Labouyrie et al., 1999), le coeur, les muscles
squelettiques, les poumons, les reins et le pancréas (Stoilov et al., 2002) Le réle exact de
TrkB-T1 n’est pas encore défini mais plusieurs hypothéses ont été avancées. En effet,
certaines études montrent qu’il pourrait agir comme un dominant négatif de TrkB-FL en
séquestrant le BDNF, ou en formant un hétérodimere avec ce dernier empéchant ainsi son
activation (Brodeur et al., 2009; Haapasalo et al., 2002). Cependant, certaines études
montrent que cette isoforme pourrait avoir sa propre signalisation, et permettre aux
astrocytes de réguler le taux du BDNF dans le microenvironnement des neurones (Fryer et
al.,, 1997). Dans les mémes cellules, elle peut également étre responsable du relargage du
stock de calcium intracellulaire (Rose et al., 2003), et réguler la morphologie cellulaire par
interaction directe avec la protéine Rho-GDI1 (Rho GDP-Dissociation Inhibitor 1) (Ohira et
al., 2005). Dans le cancer du pancréas, en séquestrant Rho-GDI1 et en activant RhoA, TrkB-
T1 induit la formation de métastases hépatiques (Li et al., 2009a).

Enfin, une autre étude a montré que TrkB-T1 est impliqué dans la survie induite par le
BDNF et la NT4/5 dans les cellules cancéreuses du sein (Suwaki et al., 2011). La derniéere
isoforme Trk-Shc est épissée de I'exon 16 et posséde un codon stop dans I'exon 19. Cette
isoforme conserve un court domaine cytoplasmique permettant une liaison aux protéines
adaptatrices Shc (Figure 25). Contrairement aux deux autres isoformes, TrkB-Shc est
retrouvé exclusivement dans le cerveau (Luberg et al., 2010; Stoilov et al., 2002), et pourrait
interagir avec le TrkB-FL, mais ce dernier ne peut le phosphorylé suggérant un réle de
régulateur négatif (Stoilov et al., 2002). L’expression de TrkB-Shc varie de la méme fagon

que TrkB-FL et son activité biologique est a étudier (Nishida et al., 2008).
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Figure 25 : Les isoformes de TrkB.

Il existe deux isoformes principales du récepteur TrkB. L’'une est tronquée et I'autre est dépourvue du
domaine kinase. La premiere isoforme (TrkB-T1) est tronquée juste aprés le domaine
transmembranaire. La deuxieme isoforme (TrkB-Shc) est [égérement plus longue et comprend le site
de liaison Shc. Les deux contiennent le site de liaison du ligand, de sorte qu'ils peuvent inhiber
I'activation soit en compétition pour la liaison du ligand ou en formant des hétérodiméres
fonctionnellement inactifs avec le TrkB-FL (Full-Length) (d’aprés Nishida et al., 2008).

.2.2.2.3. Trk

TrkC, le dernier membre de la famille Trk, est lui aussi soumis comme TrkA et TrkB
au phénomene d’épissage alternatif aboutissant a 4 isoformes, avec une isoforme
prédominante nommée TrkC-T1 (Figure 26). Seule la forme entiére du récepteur (TrkC-FL)
est capable d’induire une signalisation, et correspond a la forme active du récepteur. En
revanche toutes les isoformes sont dépourvues du domaine tyrosine kinase et jouerait un

réle de dominants négatifs ou de récepteurs leurres (Brodeur et al., 2009).
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Figure 26 : Les isoformes de TrkC.

La forme TrkC-FL est la forme entiére du récepteur, elle posséde une partie intracellulaire avec un
domaine tyrosine kinase intact induisant une signalisation de survie et de différenciation. Il existe au
moins quatre isoformes tronquées qui n'ont pas de domaine kinase. L'isoforme TrkC-T1 est la plus
retrouvée et est assimilée a un récepteur leurre qui jouerait un réle de dominat négatif (d’aprés
Brodeur et al., 2009).

1l1.2.3. Les voies de signalisation des Trks

Beaucoup de signaux extracellulaires transduisent leurs réponses en régulant la
phosphorylation des tyrosines de leurs protéines cibles. L'oligomérisation induite par le
ligand du récepteur tyrosine kinase et l'autophosphorylation ont été établies comme un
mécanisme général pour l'activation des récepteurs des facteurs de croissance, ainsi que de
nombreuses autres familles de récepteurs de surface cellulaire (Weiss and Schlessinger,
1998). Dans les cellules neuronales, les voies de signalisation activées suite a la fixation des
NTs sur les Trks aboutissent a de nombreuses fonctions, comme la survie cellulaire, la
différenciation, la formation de synapses, la plasticité, la croissance et I'orientation axonale
(Arévalo and Wu, 2006). Cette fixation entraine la dimérisation, et la trans-phosphorylation
des récepteurs, le recrutement de différents adaptateurs et enzymes, et l'activation de
plusieurs voies de signalisation. Les tyrosines Y490 et Y785 du récepteur TrkA et leurs
tyrosines correspondantes au niveau des récepteurs TrkB et TrkC, sont phosphorylées en
réponse aux NTs et servent de site de fixation de protéines adaptatrices et enzymes. Y490
et Y785 recrutent principalement Shc et la phospholipase C-y (PLC-y), respectivement. Les
tyrosines phosphorylées du domaine kinase, Y670, Y674 et Y675, peuvent également
engager des protéines adaptatrices, comme SH2B, APS (Adaptor protein with PH and SH2
domains) et Grb2 (Growth factor receptor-bound protein-2) (MacDonald et al., 2000; Qian et
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al., 1998). Parmi les voies de signalisation activées par les récepteurs Trks en réponse aux
NTs, les voies MAPKSs, PI3K et PLC-y/PKC ont été les plus étudiées (Figure 27) (Huang and
Reichardt, 2003). La plupart des travaux décrivant ces voies de signalisation ont été
réalisées sur des cellules PC12, une lignée cellulaire issue de cellules de
phéochromocytome de rat qui répond au NGF. Ces voies ont été étudiées en grande partie
dans le contexte de I'activation de TrkA par le NGF, et ont ensuite été extrapolées aux autres
récepteurs Trks (Chao, 2003a). Par la suite, plusieurs nouvelles protéines en aval des
récepteurs Trks ont été décrites. Ces derniéres, peuvent contribuer aux fonctions biologiques
induites par les NTs (Arévalo and Wu, 2006).

Differentiation Survival  Differentiation
survival survival

Figure 27 : Les voies de signalisation activées par les Trks.

La fixation des NTs aux récepteurs Trks conduit a leur activation par dimérisations et
autophosphorylation des tyrosines Y490, Y670, Y674, Y675 et Y785. Une fois activés, les récepteurs
Trks entrainent l'activation des différentes voies de signalisation Ras/Rap-MAPK, PI3K/AKT et
PLCy/PKC, impliguées dans la survie, la prolifération et la différenciation cellulaire. Shc : Src
homology-2 contaning protein; Grb2 : Growth factor receptor-bound protein ; Gab1/2 : Grb2-
associated binding protein 1/.2 ; PI3K : Phosphatidyl Inositol Tri-phosphate Kinase ; AKT: Protein
kinase B ; SOS : Son Of Sevenless ; Ras : Ras GTPase activating protein ; Raf : Raf kinase ; MEK :
MAP ERK Kinase ; ERK : Extracellular signal-Regulated Kinase ; CHK : Checkpoint Kinase ; FRS-2 :
Fibroblast growth factor Receptor Substrate 2 ; ARMS : Ankyrin Repeat-rich Membrane Spaning
adaptor ; PLC-y : Phospholipase C-y ; PKC : Protein Kinase C ; CrkL: Crk-like protein, C3G : Crk SH3-
domain-binding guanine-nucleotide releasing factor ; Rap : Ras-related protein. (d’aprés Arévalo and
Wu, 2006; Brodeur et al., 2009).
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111.2.3.1. La voie des MAP kinases

Les NTs peuvent induire deux types d’activation de la voie des MAPKs (Figure 27).
Le premier type est une activation transitoire qui dépend de I'activation de la GTPase Ras et
implique Shc-Grb2-SOS-Ras-B-Raf/Raf-1-MAPK. L’activation de la petite GTPase Ras en
réponse aux NTs a été mise en évidence dans la signalisation et la régulation de la
transcription impliquée dans la survie et la différenciation neuronale (Qiu and Green, 1991).

La protéine Ras transite entre un état actif liée au GTP (Guanosine triphosphate), et
un état inactif liée au GDP (Guanosine diphosphate). Cette activité biologique est contrblée
par des GEFs (Guanine nucleotide Exchange Factors) et des GAPs (Guanosine
triphosphatase Activating Proteins). La stimulation du récepteur TrkA par le NGF engage
Shc et Grb2 pour activer GEF/SOS (Son Of Sevenless), qui active ensuite Ras (Stephens et
al., 1994). L'activation de Raf-1 et B-Raf en aval de Ras déclenche par la suite I'activation de
ERK/MAPK (Thomas et al., 1992; Troppmair et al., 1992). La stimulation de Ras a travers
cette voie favorise uniquement l'activation transitoire des MAPKs (Marshall, 1995).
L’ensemble de cette signalisation peut étre régulée négativement d’une part, par les MAPKs
elles-mémes, qui, en phosphorylant GEF/SOS, vont conduire a une dissociation du
complexe Grb2-SOS (Kao et al., 2001), et d’autre part, par la protéine neurofibromine, qui

semblerait jouer un réle dans I'arrét de cette voie de signalisation (Vogel et al., 2000).

Le second type d’activation de la voie des MAPKs par les NTs, permet une
signalisation prolongée qui implique les adaptateurs Crkll/CrkL, GEF C3G, la petite GTPase
Rap1 et B-Raf (Figure 27) (Wu et al., 2001; York et al., 1998). L'activation de TrkA par le
NGF entraine une activation de C3G par Crkll/CrkL. C3G active alors Rap1 qui signale plus
en aval par B-Raf, ce qui entraine I'activation constitutive des MAPKs. Cette voie requiert
I'internalisation du récepteur Trks dans le compartiment endosomal (York et al., 2000). Les
mécanismes menant a I'activation de CrkL reste inconnus, mais pour certains le recrutement
de CrkL au récepteur se fait via la protéine adaptatrice FRS-2 qui peut servir de lien (Kao et
al., 2001). In vitro, FRS-2 peut se lier au résidu tyrosine en position Y490 de TrkA apres
phosphorylation et rentrer en compétition avec Shc, et il peut également interagir avec le
domaine SH2 de Crkll. Pour d’autres, I'activation prolongée des MAPKs n’impliquerait pas
FRS-2 (Postigo et al., 2002).

D’autres études ont montré que la protéine ARMS (Ankyrin Repeat-rich Membrane
Spaning adaptor) pourrait intervenir dans le recrutement de CrkL au niveau des récepteurs
Trks. En effet, ARMS devient rapidement phosphorylée en réponse aux NTs et reste active
pendant longtemps et s’associe aux récepteurs Trks par des interactions transmembranaires
(Arévalo et al., 2004; Kong et al., 2001). Que ce soit par une activation transitoire ou une
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activation prolongée, les MAPKs vont activer plusieurs kinases comme Rsk (Ribosomal S6
Kinase) et MSK1 (Mitogen- and stress-activated protein kinase-1) permettant la
phosphorylation de CREB (C-AMP Response Element-Binding protein), qui contréle
I'expression des génes liés a la survie et la différenciation cellulaire (Deak et al., 1998; Xing
et al., 1996).

111.2.3.2. La voie PISBK/AKT

Les NTs jouent un réle important dans la survie de plusieurs populations neuronales
pendant le développement, et la voie de signalisation PIBK/AKT est essentielle pour cette
fonction. Les récepteurs Trks actifs engagent Shc, qui s'associe a Grb2 et Gab1 (GRB2-
associated-binding protein-1) pour activer PI3K et, par la suite, Akt (Figure 27). La liaison de
PIBK a Gab1 est requise pour l'activation de PI3K, car une étude a montré que la rupture de
cette association diminue la survie dépendante du NGF dans les cellules PC12 (Holgado-
Madruga et al., 1997). Le réle de la signalisation PISBK/AKT dans la survie a également été
montré dans les neurones de culture primaire et dans la lignée de neuroblastome SH-SY5Y
(Atwal et al., 2000; Encinas et al., 1999).

Plusieurs effecteurs différents, pro-apoptotiques et pro-survie, en aval d'Akt peuvent
participer a la survie induite par les NTs. Par exemple, une phosphorylation de Bad (Bcl2-
antagonist of cell death) par Akt conduit a une phosphorylation supplémentaire de Bad par
d'autres kinases, ce qui empéche les effets pro-apoptotiques de la protéine (Datta et al.,
1997). De méme, le facteur de transcription forkhead, FKHRL1, qui régule I'expression de
plusieurs protéines pro-apoptotiques, est phosphorylé par Akt en réponse aux NTs,
empéchant son activité transcriptionnelle (Zheng et al., 2002). En outre, la voie pro-survie
NF-kB est activée suite a la phosphorylation de l'inhibiteur IkB (/-kappa-B-alpha) par Akt,
conduisant a sa dégradation (Foehr et al., 2000; Wooten et al., 2001). PIBK-AKT peut
également exercer un effet positif sur la signalisation rétrograde qui module la survie

neuronale (Kuruvilla et al., 2000).

111.2.3.3. La voie PLCy / PKC

La phosphorylation du récepteur Trks sur la tyrosine Y785 conduit au recrutement et
a l'activation de PLCy, ce qui entraine I'hnydrolyse de PIP2 pour générer de I'lP3 et du DAG
(Obermeier et al., 1993). IP3 et DAG provoquent I'activation de différentes isoformes de
PKC. D’une part, I'IP3 apres fixation sur son récepteur IP3-R, va entrainer le relargage et
'augmentation de la concentration du stock calcique (Ca*) dans le cytoplasme ce qui
stimule les PKC et active les CAMK (CA®*/Calmodulin-regulated protein kinase). D’autre part,
le DAG va concentrer la PKC a la membrane plasmique pour faciliter son activation (Kim et
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al., 2000). PKC active ensuite la voie de signalisation Erk1 via Raf (Figure 27) (Corbit et al.,
1999). Une autre voie d’activation de la PKC a été décrite, cette derniére implique la protéine
adaptatrice FRS-2 qui peut recruter la protéine Src responsable de la phosphorylation de
lisoforme PKC-1 (Wooten et al., 2001). La signalisation PLCy peut étre importante pour la
signalisation de TrkB en réponse au BDNF qui est impliquée dans la plasticité synaptique
dans I'hippocampe (Minichiello et al., 1999; Patterson et al., 1996).

lll.2.4. La transactivation des récepteurs Trks

Outre les effets directs induits par leurs ligands, I'activation des récepteurs Trks peut
également se produire par interaction avec d’autres récepteurs. Un mécanisme particulier
étudié ces derniéres années est celui de la transactivation des RTKs par les RCPGs
(Cattaneo et al.,, 2014; Mitre et al.,, 2017). Ainsi, linteraction RCPG-RTK forme une
plateforme de signalisation consuisant a un signal de survie impliquant le ligand du RCPG ou
du récepteur RTK (Pyne and Pyne, 2011). Dans ce contexte, des travaux ont démontré que
I'adénosine, un neuromodulateur qui agit grace a son récepteur A,a (RCPG), augmente la
phosphorylation de TrkA et de TrkB dans les cellules PC12 et dans les cellules neuronales
de l'hippocampe aprées 1 a 2 heures de traitement (Lee and Chao, 2001). Cette
transactivation qui conduit a I'activation de la voie PI3K/AKT et la survie cellulaire, nécessite
le récepteur a 'adénosine A,a, et ne résulte pas de la production des NTs (Lee and Chao,
2001). Le neuropeptide PACAP (Pituitary Adenylate Cyclase-Activating Polypeptide), permet
également la transactivation des récepteurs Trks de la méme fagon que I'adénosine (Lee et
al., 2002b). Les effets de 'adénosine et de PACAP peuvent étre inhibés par le K252a, un
inhibiteur pharmacologique des récepteurs Trks (Skaper, 2008).

La transactivation des récepteurs RTKs est considérée comme essentielle pour les
fonctions physiologiques. Par exemple, le récepteur a I'GF-1, et le récepteur du PDGF
(Platelet-Derived Growth Factor) peuvent étre transactivés par les RCPGs, et conduire a des
réponses prolifératives et I'activation des MAPKs. De méme, la signalisation via les
récepteurs a la dopamine conduit a une activation de PDGF impliqué dans la transmission
synaptique (Kotecha et al., 2002). Une autre étude a révélé que le récepteur D1 de la
dopamine stimule le développement des neurones du striatum par transactivation de TrkB.
En effet, il a été démontré que lactivation du récepteur D1 est accompagnée d’une
augmentation de l'expression de TrkB a la surface et une activation des voies de
signalisation PLCy, Akt et MAPK (lwakura et al., 2008). Enfin, il a été démontré que la
protéine tyrosine kinase Fyn est activée par les RCPGs, et est responsable de la
transactivation des récepteurs Trks au niveau intracellulaire (Rajagopal and Chao, 2006;
Rajagopal et al., 2004).
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L’autre exemple, est celui de la transactivation impliquant I'induction des MMPs par
les RCPGs, ce qui conduit a un clivage du pro-EGF et la transactivation de I'EGFR
(Epidermal Growth Factor Receptor) (Domeniconi and Chao, 2010). La transactivation de
'EGFR par les RCPGs peut se faire également sans l'intervention des MMPs. En effet, cette
activation implique directement des messagers secondaires tels que, les kinases de la
famille Src et la protéine-tyrosine kinase Pyk2 (Proline-rich trosine kinase 2) (Figure 28, a),
qui interagissent avec I'EGFR (Keely et al., 2000; Luttrell et al., 1996). De plus, il a méme été
montré que la kinase Src phosphoryle et active directement 'EGFR (Biscardi et al., 1999).
L'activation des RTKs est également associée a la génération du peroxyde d'hydrogéne
(H202), ce qui entraine vraisemblablement l'inactivation réversible des protéines tyrosine
phosphatases (PTPs) (Sundaresan et al., 1995). Il est intéressant de noter que la stimulation
de nombreux RCPGs conduit également a la génération de I'H,O,, ce qui pourrait inactiver
les PTPs qui contrélent négativement les RTKs, conduisant ainsi a leur transactivation
(Figure 28, b).

a b RTK (inactive) RTK (active)
GPCR GPCR 4 (O
e - £ —
@S@ @ Activation @@ @ [p q]
. PTP (active) D
Inactivation Cys-SH

NADPH PTP (inactive) D
oxidase >Hy0, Cys-SOH

Figure 28 : Transactivation des RTKs par les RCPGs.

D’autres mécanismes d'activation des RTKs en I'absence de leurs ligands ont été proposés. a : Un
mécanisme impliquant des protéines tyrosines kinases cytoplasmiques (comme par exemple, Src et
Pyk) b : Alternativement, I'activation des RCPGs pourrait conduire a la production d’H,O, par
I'activation de la NADPH oxydase. Les PTPs, qui contrélent négativement I'activité des RTKs et qui
sont trés sensibles a l'oxydation, sont inactivées de maniére transitoire (Cys-SOH) par I'H,O,. A son
tour, la signalisation des RTKs est activée. Cys-SH, Forme réduite de la Cystéine (d’apres Wetzker
and Béhmer, 2003).

La transactivation de 'EGFR par les RCPGs a été particulierement décrite en
cancérologie, notamment dans les cancers du poumon (Moody et al., 2016; Younes et al.,
2014), de la prostate (Amorino et al., 2007), du rein (Thomas et al., 2002), du pancréas
(Gilmour et al., 2013), et du colon (ltoh et al., 2005). En effet, il a été démontré que le
récepteur de la neurotensine NTSR1 potentialise des récepteurs oncogéniques a tyrosine

kinase tels que 'EGFR. Cette transactivation favorise la croissance et I'agressivité tumorale
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dans le cancer bronchique (Younes et al., 2014) et le cancer du sein (Dupouy et al., 2014).
De plus, Les traitements par l'antagoniste spécifique de NTSR1, SR-48692, ou par
linhibiteur des métalloprotéinases matricielles (GM6001) inhibent cette transactivation et
diminuent la prolifération des cellules du cancer bronchique non a petites cellules (Moody et
al., 2014). Enfin, dans le cancer de la prostate, la NTS induit I'activation des récepteurs
RTKs et stimule la prolifération cellulaire a travers la voie c-Src/Stat5b (Signal Transducer
And Activator of Transcription 5B) (Amorino et al., 2007).

I11.2.5. Le récepteur p75"™"

P75NTR fut identifié pour la premiére fois en 1973 comme étant un récepteur capable
de lier le NGF, et fut appelé initialement NGFR (NGF Receptor) (Herrup and Shooter, 1973).
Des expériences de clonage et de séquencage du récepteur en 1986 ont révélé qu'il liait le
NGF avec une faible affinité (ke=10° M), et fut alors renommé LNGFR pour (Low affinity
Nerve Growth Factor Receptor) (Chao et al., 1986; Johnson et al., 1986). La découverte et
I'étude des autres membres de la famille des NTs a montré que tous liaient ce récepteur de
75 kDa (Large et al., 1989) avec la méme affinité quel que soit le type cellulaire, ainsi,
LNGFR fut alors appelé p75""" pour (Neurotrophin receptor p75NTR) (Rodriguez-Tébar et
al., 1990; Rodriguez-Tébar et al., 1992). Et ce n’est qu'au début des années 2000 que
p75"™" fut identifié comme récepteur de forte affinité pour les pro-NTs, avec une affinité 5
fois supérieure a celle des NTs (2.10™ M) (Lee et al., 2001).

l1.2.5.1. La structure du récepteur p75"""

Au niveau structural, aprés clivage de son peptide signal de 28 acides aminés,
P75N™® est une protéine transmembranaire de type | de 399 acides aminés comprenant 3
domaines : un domaine extracellulaire, transmembranaire, et intracellulaire. Son domaine
extracellulaire contient quatre domaines riches en cystéines CRD (Cystein-Rich Domain),
caractéristiques de la famille des récepteurs du TNF (Aggarwal, 2003) (Figure 29). Chacun
de ces CRD (chargé négativement et numéroté de 1 a 4 a partir de I'extrémité N-terminale)
contient 3 ponts disulfure a l'intérieur de chacun conférant au récepteur une conformation

allongée permettant sa liaison aux ligands (Barker, 2009; Yan and Chao, 1991).

Le domaine extracellulaire de p75"™" présente également des sites de N- et O-
glycosylations qui seraient impliqués dans I'adressage du récepteur a la membrane (Breuza
et al.,, 2002) ainsi que dans sa liaison aux ligands (Gong et al., 2008). Le domaine
transmembranaire de p75""" est composé d’une hélice a unique, dans laquelle la cystéine
C257 joue un rble important dans la dimérisation du récepteur, le changement
conformationnel et par conséquent la traduction du signal (Vilar et al., 2009). Enfin, le
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domaine intracellulaire qui est dépourvu d’activité enzymatique intrinséque, contient un
domaine de mort DD (Death Domain) de type |l et est trés conservé entre les espéces (Roux
and Barker, 2002) (Figure 29). Il posséde également un site de palmitoylation sur la cystéine
C279 (Barker et al., 1994), et peut étre phosphorylé sur des résidus sérine et thréonine
(Grob et al., 1985; Taniuchi et al., 1986). La fonction de ces modifications post-
traductionnelles n’est pas totalement connue, mais elle pourrait avoir des réles dans les
interactions protéine-protéine, la multimérisation et la localisation du récepteur dans les rafts
lipidiques, I'endocytose, le transport vésiculaire et la signalisation du récepteur dans certains
compartiments cellulaires (Bronfman and Fainzilber, 2004; Grob et al., 1985; Higuchi et al.,
2003; Underwood et al., 2008).

N-terminal tail

Cysteine-rich domain 1
N-linked glycosylation

Ligand binding Ghh2
domain CRD3
CRD4

O-linked glycosylations

Palmitoylation site

¥ Potential TRAF

Potential TRAF4 » binding motif

binding motif

PDZ binding motif
& C-terminal tail

: Potential G protein
Type Il - | activation domain
death domain J

Figure 29 : Structure du récepteur p75™ .

P75 est un récepteur transmembranaire de type | avec un domaine extracellulaire qui contient
quatre domaines riches en cystéines (CRD) et des sites de N- et O-glycosylations. Le domaine
intracellulaire contient un site de palmitoylation au niveau de la cystéine 279, deux sites potentiels de
liaison au TRAF, un domaine de mort de type Il, un domaine potentiel d'activation de la protéine G et
un motif de liaison au domaine PDZ (d’apreés Roux and Barker, 2002).

Le domaine de mort de la partie intracellulaire du récepteur p75"'" est une structure
globulaire constituée de 6 hélices a (DD1 a DD6) (Figure 29), permettant son interaction
avec des protéines adaptatrices responsables de I'activation de la voie des caspases et
linduction de l'apoptose (Roux and Barker, 2002). De plus, le domaine intracellulaire
posséde un domaine Chopper qui est situé en région juxta-membranaire de p75"'", et est
responsable en grande partie de l'activité pro-apoptotique du récepteur (Coulson et al.,
2000). Une étude a révélé que le domaine Chopper comprend des sites de liaison pour tous
les TRAFs (TNF Receptor-Associated Factors) (Ye et al.,, 1999). En revanche, d’autres
études ont montré que p75""" ne peut lier que TRAF4 et TRAF6 (Khursigara et al., 1999;
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Krajewska et al., 1998). Le recrutement de protéines adaptatrices peut se faire également
par le motif SPV (Serine, Proline, Valine) situé en C-terminal du récepteur. Ce dernier
interagit avec les protéines a domaines PDZ (Post-synaptic Disc-large Zona) (Sheng and
Sala, 2001).

I1.2.5.2. Les isoformes du récepteur p75""™"

Les formes tronquées de p75"™" sont produites soit par épissage alternatif soit par
protéolyse du récepteur (Figure 30). L’épissage alternatif de I'exon Ill du géne p75"™ conduit
a un variant de p75""" dépourvu des domaines riches en cystéines 2, 3 et 4, générant une
isoforme incapable de lier les NTs (Dechant and Barde, 1997; von Schack et al., 2001). Les
domaines intracellulaires et transmembranaires de ce variant restent intacts, en revanche, sa

fonction biologique demeure inconnue (Roux and Barker, 2002).

Full length
receptor Cleaved  p75-ECD
receptor &
Spliced
variant
<— MMPs

CRD1 i Cleavage site i

™ E
JM €— y-secretase
DD DD DD DD

DD
C-term tail
p75-CTF

p75-ICD

Figure 30 : Les isoformes du récepteur p75NTR.

La transcription du géne p75""" génére une forme compléte du récepteur mais aussi une forme
tronquée résultant de I'épissage alternatif de I'exon Ill. La forme tronquée du récepteur contient un
domaine extracellulaire trés court composé d’un seul domaine riche en cystéines (CRD1). Les autres
formes de p75"'" sont générées par protéolyse. Le clivage par les métalloprotéases (MMPs) conduit a
la libération des formes p75-ECD (Extracellular Domain) et p75-CTF (C-terminal fragment). Enfin, le
clivage du CTF par une y-secrétase libére I'lCD (Intracellular Domain) dans le cytoplasme (adapté de
(Chao, 2003b; Roux and Barker, 2002).

La forme totale du récepteur p75""" peut étre également clivée par des MMPs
extracellulaires dont les ADAM 10 ou 17 (A Desintegrin And Metalloprotease 10 ou 17), et
libérer un fragment extracellulaire soluble nommé p75-ECD (Extracellular Domain), composé
des 4 domaines riches en cystéines toujours capable de lier les NTs. L’autre partie du

récepteur comportant le domaine transmembranaire et le domaine intracellulaire, est appelé
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p75-CTF (C-Terminal Fragment). Ce dernier subit a son tour un clivage par un complexe
protéique y-sécrétase générant ainsi un fragment intracellulaire actif appelé p75-ICD
(Intracellular Domain) (DiStefano et al., 1993; Zupan et al., 1989). P75-CTF peut lier TRAF 6,
ainsi activer le facteur de transcription NF-kB en dégradant son inhibiteur IkB (Kanning et al.,
2003; Powell et al., 2009). De plus, ce fragment a été identifié au niveau nucléaire,
suggérant un rble dans la régulation transcriptionnelle (Bronfman, 2007).

l11.2.5.3. Les voies de signalisation induites par p75"™"

NTR
5

Les fonctions attribuées au récepteur p7 sont diverses, complexe, et parfois

5NTR st

contradictoire. Comme les autres membres de la famille des récepteurs au TNF, p7
dépourvu d’activité catalytique, et sa signalisation dépend des protéines adaptatrices
recrutées au niveau de son domaine intracellulaire. L’activation de p75"'" peut mener &
I'activation des voies de survie, de différenciation, et de prolifération cellulaire mais aussi a

I'induction de I'apoptose ou I'arrét du cycle cellulaire (Figure 31).
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Figure 31 : Les voies de signalisation du récepteur p75™ .

La liaison des NTs matures ou des pro-NTs & p75"'" induit I'activation de plusieurs voies de

signalisations via le recrutement aux domaines intracellulaires du récepteur de différentes molécules
adaptatrices, ce qui a pour conséquence des effets parfois opposés tels que la survie, 'apoptose, la
croissance axonale ou encore I'arrét du cycle cellulaire. SC-1: Schwann Cell factor-1; TRAF6: Tumor
necrosis factor Receptor-Associated Factor 6; NRIF: Neurotrophin Receptor Interacting Factor;
NRAGE: Neurotrophin Receptor-interacting MAGE homolog; NADE: Neurotrophin receptor
Associating Death Effectors; IRAK: Interleukin-1 Receptor-Associated Kinase; RIP-2: Receptor-
Interacting Protein-2; JNK: c-Jun N-terminal Kinase (d’aprés Arévalo and Wu, 2006).
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111.2.5.3.1. La signalisation de mort cellulaire

L’activation des voies pro-apoptotiques du récepteurs p75"""

est induite par le
recrutement de la protéine Rac (Ras-related C3 botulinum toxin) qui mene a la
phosphorylation de la kinase JNK. Cette kinase active a son tour les facteurs de transcription
c-Jun et p53, les protéines a domaine BH3 (Bcl-2 Homology) comme Bad et Bim (Bcl-2
Interacting Mediator of cell death) ainsi que la translocation et I'activation de la protéine pro-
apoptotique Bax. Cette signalisation conduit a la libération du cytochrome ¢ stimulant a son
tour une cascade apoptotique par I'activation des caspases 9, 6, et 3 (Nykjaer et al., 2005;
Roux and Barker, 2002). L’activation de Rac se ferait par des protéines adaptatrices liées au
domaine intracellulaire du récepteur p75"'". Parmi ces protéines, on trouve NRIF
(Neurotrophin Receptor Interacting Factor), la NADE (NT-Associated Cell Death Executor),
la NRAGE (NT-Receptor-interacting MAGE homolog), la Sc-1 (Schwann cell factor-1) et les
TRAFs (Casademunt et al., 1999; Chittka et al., 2004; Geetha et al., 2005; Kimura et al.,
2001; Salehi et al., 2000). Ces protéines, peuvent agir seules ou en combinaison, menant a
une forte activation de la kinase JNK induisant ainsi I'apoptose ou l'arrét du cycle cellulaire
(Yeiser et al., 2004) (Figure 31).

1ll.2.5.3.2. La signalisation de survie cellulaire

Selon le contexte cellulaire, le récepteur p75"™" peut avoir des effets différents en
réponse aux NTs. En effet, la liaison des NTs au p75"™" peut induire la survie cellulaire par
I'activation du facteur de transcription NF-kB (Hamanoue et al., 1999), mais aussi grace a
I'activation de la voie PI3K/AKT qui serait activée indépendamment de la présence de ligand
impliquant au moins la protéine adaptatrice Shc (Roux et al., 2001). La voie NF-kB peut étre
activée par le NGF, mais pas par le BDNF ni la NT-3 (Carter et al., 1996). Cette activation
requiére le recrutement de nombreuses protéines adaptatrices telles que TRAF6, p62, IRAK
(Interleukin-1 Receptor-Associated Kinase), et RIP-2 (Receptor-Interacting Protein-2) (Figure
31) (Arévalo and Wu, 2006). P75"" est impliqué également dans la croissance axonale. En

NTR
5

effet, en l'absence de NTs, linteraction constitutive entre p7 et RhoA maintient

I'activation de RhoA et l'inhibition de la croissance axonale. Cette inhibition est contrélée par

linteraction du récepteur p75"'"

a d’autres récepteurs comme Nogo-R (glycolipid-anchored
Nogo Receptor) et la protéine transmembranaire LINGO-1 (LRR and Ig domain-containig
Nogo-receptor interacting proetin-1) (Mi et al., 2004; Wong et al., 2002). En revanche, la
liaison des NTs & p75"™", induit la dissociation de RhoA du récepteur, bloquant I'activité de

RhoA et menant a la croissance axonale (Figure 31) (Yamashita et al., 1999).

Comme on vient de le voir, p75"'" lie avec une forte affinité les pro-NTs qui ont été
décrites comme ayant des effets pro-apoptotiques (Lee et al., 2001), mais il peut également
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lier toutes les NTs. Cependant, les cellules exprimant p75"'" ne répondent pas aux pro-NTs,
suggérant l'implication d’un autre acteur pour assurer la signalisation de mort cellulaire.
NTSR3/sortiline a été identifi¢ comme étant capable de s’associer a p75"™" pour induire
I'apoptose aprés stimulation par le pro-NGF (Nykjaer et al., 2004), et par le pro-BDNF (Teng
et al., 2005) (Figure 32). D’autres études ont également montré I'implication du complexe

p75""/sortiline dans la mort cellulaire induite par la pro-NT3 (Yano et al., 2009).

NGF PRO NGF BDNF PRO BDNF
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Figure 32 : Implication de NTSR3/sortiline dans le rble pro-apoptotique du pro-NGF et pro-BDNF
(adapté de Budni et al., 2015).

lll.2.6. Les interactions entre les différents récepteurs

La signalisation des NTs et des pro-NTs est dépendante a la fois de I'expression des

5NTR et NTSR3/sortiline, mais aussi des différentes interactions possibles

récepteurs Trks, p7
entre eux. Ainsi, la liaison des NTs au complexe p75"""/Trk induit la survie, alors que la
liaison des pro-NTs au complexe p75" /sortiline favorise une signalisation de mort cellulaire
(Nykjaer and Willnow, 2012). Et plus récemment c’est une autre interaction entre la

NTSR3/sortiline et TrkA qui a été décrite (Demont et al., 2012) (Figure 33).

ABBACI Amazigh | These de doctorat | Université de Limoges | 2017 121



Neurotrophins Neurotrophins Proneurotrophins Proneurotrophins

} f f |
ZA A zo A A x
211 "= 1 =L "
& 2 ] H 3
2 2 2
Yy Y Y
Lok b i
o 00

| . ! }
Cell Cycle Cell survival Cell death Motility

Myelination Differentiation Growth cone collapse
Synaptic plasticity Synaptic plasticity

Figure 33 : Les interactions entre les récepteurs Trks, p75NTR et NTSR3/sortiline.

Associé aux Trks, p75NTR permet 'augmentation de l'affinité de chaque NTs pour son récepteur Trk

correspondant. p75NTR peut également interagir avec la sortiline suite a une stimulation par les pro-
NTs et induire une signalisation de mort. L'interaction de TrkA avec la sortiline suite a la fixation du
pro-NGF induit la migration des cellules cancéreuses (adapté de Almeida and Duarte, 2014).

111.2.6.1. L’association de p75"™ aux récepteurs Trks

p75N"™" peut interagir directement avec TrkA, TrkB et TrkC au niveau intra- et
extracellulaire, et cette interaction peut faciliter la réponse des récepteurs Trks aux NTs
(Hantzopoulos et al., 1994). Cette association augmente laffinité des NTs pour les
récepteurs Trks et induit des signalisations de survie, s’opposant a la signalisation
apoptotique décrite lors de I'association de p75"™" & la sortiline tel que cela a été décrit dans
les neurones (Hempstead et al., 1991). L'interaction p75"""/TrkA permet d’augmenter
I'affinité de TrkA pour le NGF, en revanche elle diminue celle de NT-3. De plus, I'expression
de p75"™ induit une apoptose en présence de NGF (Bunone et al., 1997), mais cette
signalisation apoptotique est inhibée par la présence du récepteur TrkA (Eggert et al., 2000).
De la méme facon, le complexe p75"""/TrkB est activé par le BDNF mais moins par la NT-
4/5 et peu par la NT-3 (Dechant, 2001; Yano and Chao, 2000). Plusieurs protéines capables
d’interagir avec les récepteurs Trks et p75"'" ont été identifiées et pourraient jouer un réle
dans linteraction fonctionnelle entre les deux récepteurs. Parmi celles-ci, on retrouve la
protéine transmembranaire ARMS (Arévalo et al., 2004; Chang et al., 2004), la cavéoline
(Bilderback et al., 1999), et FAIM (Fas Apoptosis Inhibitor Molecule) (Sole et al., 2004). Enfin
le complexe p62-TRAF6-IRAK est également impligué dans I'association des deux
récepteurs, avec la liaison de TRAF6 a p75"'" et de p62 a TrkA (Wooten et al., 2001).
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I11.2.6.2. L’association de p75""" a NTSR3/sortiline

L’association de NTSR3/sortiline au récepteur p75"'" conduit & une signalisation pro-
apoptotique activée par le pro-NGF alors que la fixation du NGF mature a ce complexe
active la survie cellulaire (Nykjaer et al., 2004). En absence de NTSR3/sortiline, le pro-NGF
est incapable d'interagir avec p75""". Le NGF mature va pouvoir interagir avec p75""/TrkA
et conduire a la survie cellulaire (Nykjaer et al., 2004). Au niveau neuronal, la présence du
complexe p75" " /sortiline & la surface cellulaire va donc moduler I'équilibre entre la survie et
la mort cellulaire. En outre, dans les cellules de mélanome exprimant des niveaux élevés de
NTSR3/sortiline et de p75"'™", le pro-NGF stimule la migration (Truzzi et al., 2008).
L’implication de NTSRG/sortiline dans la signalisation pro-apoptotique a été par la suite
découverte au niveau des neurones sympathiques. En effet, des travaux ont révélé que le
pro-BDNF et le pro-NT3 sont capables d’induire une signalisation de mort cellulaire a travers
le complexe p75"""/sortiline (Teng et al., 2005; Yano et al., 2009). De plus, une étude sur
des souris portant une invalidation pour la sortiline (SORT”) a montré que ces derniéres
présentent une diminution de I'apoptose au niveau des neurones, suggérant I'implication du
complexe pro-NTs/sortiline/p75""" dans la régulation de la viabilité neuronale (Jansen et al.,
2007). La voie de signalisation intracellulaire de la kinase JNK semble étre impliquée dans la
mort cellulaire activée par les pro-NTs via le complexe p75" "/sortiline (Nykjaer and Willnow,
2012; Nykjaer et al., 2005). En plus de son implication dans l'affinité entre les pro-NTs et le

NTR NTR
5 5

recepteur p75" ", NTSR3/sortiline favoriserait le clivage de p7 menant a la mort

cellulaire (Skeldal et al., 2012). Ainsi en fonction du ligand et du co-récepteur auquel il est
associé, p75"'™"

(Nykjaer and Willnow, 2012; Nykjaer et al., 2005).

présente une dualité fonctionnelle activant soit la mort ou la survie cellulaire

111.2.6.3. L’association de NTSR3/sortiline aux récepteurs Trks

Cette association a été mise en évidence par linteraction TrkA/sortiline dans des
cellules cancéreuses du sein (Demont et al., 2012). En effet, dans cette étude le pro-NGF
est capable de stimuler l'invasion cellulaire via le complexe TrkA/sortiline, indépendamment
de p75"™" (Figure 33). Cette signalisation conduit & I'activation des voies PI3K/AKT et Src.
D’autres travaux ont montré que le pro-NGF non clivable est capable dinduire une
phosphorylation de TrkA et activer la voie des MAPKs dans les cellules PC12 (Armugam et
al., 2012; Clewes et al., 2008). L'interaction physique entre la sortiline et les récepteurs Trks
a été identifiée par des expériences d'immunofluorescences (Vaegter et al., 2011). Le réle
de la sortiline dans cette signalisation n’est pas trés clair, mais il semblerait qu’elle soit
impliquée dans le transport des récepteurs Trks a la membrane plasmique. Ces interactions
permettraient la fixation des pro-NTs sur les domaines extracellulaires des deux récepteurs,
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formant ainsi un complexe ternaire (pro-NGF/Sortiline/TrkA) responsable de la signalisation
(Demont et al., 2012; Vaegter et al., 2011).

lll.3. Les NTs et leurs récepteurs dans le systéme immunitaire

En plus de leur role largement décrit dans le systéme nerveux, les NTs sont
également impliquées au niveau du systéme immunitaire (Vega et al.,, 2003). Les
interactions entre les systéemes immunitaire et nerveux ont fait I'objet de plusieurs études,
incluant les études d’expression et de sécrétion des NTs par les cellules du systéme
immunitaire, comprenant a la fois les sous-populations cellulaires des organes lymphoides
primaires et secondaires ainsi que les cellules immunocompétentes (Hillis et al., 2016). Par
conséquent, ces tissus et leurs cellules sont des cibles potentielles pour les NTs. En effet,
plusieurs travaux ont décrit 'implication des NTs et de leurs récepteurs dans l'activation et la
différenciation des lymphocytes T et B, des monocytes, des neutrophiles, des basophiles,
des éosinophiles, et des mastocytes (Bayas et al., 2003; Blrgi et al., 1996; Caroleo et al.,
2001; D’Onofrio et al., 2000; Ehrhard et al., 1993; Kobayashi et al., 2002; Kronfeld et al.,
2002; Leon et al., 1994; Schenone et al., 1996; Tam et al., 1997). Il est intéressant de noter
que, dans toutes les espéces de vertébrés examinées, des étres humains aux poissons, les
NTs et/ou leurs récepteurs ont été retrouvés dans les organes lymphoides (Ciriaco et al.,
1996; Hannestad et al., 2000). De plus, plusieurs études in vivo du phénotype immunitaire
des souris dépourvues de NTs ou de leur récepteurs fonctionnels ont permis de mieux
comprendre le role de ces neuropeptides au niveau des cellules immunitaires (Garcia-
Suarez et al., 2002; Garcia-Suarez et al., 2000; Ruberti et al., 2000).

Notre étude a porté sur le BDNF et sur son récepteur TrkB dans les lymphocytes B,
par conséquent, nous allons nous intéresser uniquement a l'implication de cet axe dans la

survie de ces cellules en conditions physiologiques et dans les hémopathies malignes B.

ll.3.1. En conditions physiologiques

Au niveau des lymphocytes B, les NTs et leurs récepteurs sont impliquées dans la
prolifération, le développement, la différenciation, la sécrétion d'anticorps et la survie. Bien
que la plupart de ces études se rapportent au NGF, I'expression du BDNF a également été
détectée dans les cellules B humaines activées (Besser and Wank, 1999), ainsi que dans
différentes lignées lymphocytaires B quels que soient leurs stades de maturation (Fauchais
et al., 2008). De plus, Il a été démontré que le BDNF est impliqué dans le développement de
ces cellules. En effet, les souris K/O BDNF présentent un nombre réduit de cellules B
périphériques et un arrét de la maturation des cellules B au stade pré-B Il, sans affecter la
différenciation ni le nombre de lymphocytes T (Schuhmann et al., 2005). D’autres travaux ont
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démontré que le BDNF provenant de cellules stromales favorise la maturation des cellules
pré-B via la signalisation de TrkB (Schuhmann et al., 2005). Enfin, en condition de stress
sérique, le BDNF protege les cellules B de I'apoptose (D’Onofrio et al., 2000; Fauchais et al.,
2008). Concernant les formes précurseurs des NTs (pro-NTs), peu d’études ont décrit leur
role dans les lymphocytes B, cependant, il a été démontré dans notre équipe que le pro-
BDNF est sécrété par des lignées B humaines a différents stades de maturation (Fauchais et
al., 2008).

L'expression des récepteurs Trks a été démontrée dans les cellules B humaines
(D’Onofrio et al., 2000). En effet, I'expression de TrkBgs a été rapportée dans des lignées
cellulaires lymphoblastoides B transformées par le virus d'Epstein-Barr (EBV), mais
seulement apres leur activation (Besser and Wank, 1999). L'expression de la forme totale de
TrkB est retrouvée quant a elle dans les cellules B non stimulées et non transformées par
'EBV, mais avec des niveaux d’expression trés faibles a la surface cellulaire (Schenone et
al., 1996). Il a été démontré que TrkB peut étre séquestré au niveau cytoplasmique dans les
cellules B en repos, et transloqué a la surface de la cellule aprés stimulation (Fauchais et al.,
2008). Les voies de signalisation intracellulaire activées apres la liaison des NTs aux cellules
B sont décrites comme étant similaires a celles activées dans d'autres types cellulaires. En
effet, il a été suggéré que TrkBgs induit la libération de Ca®* ou la signalisation ERK, comme
dans les cellules gliales (Ohira et al., 2006; Rose et al., 2003), ou peut interagir avec des
protéines adaptatrices comme par exemple TTIP (Truncated TrkB Interacting Protein) (Kryl
and Barker, 2000). L’expression de p75"'" a été rapportée dans les lymphocytes B humains
au repos et activés (Torcia et al., 1996). Le stress sérique induit I'expression membranaire
de p75"™" dans différentes lignées cellulaires B quels que soient leurs stades de maturation
(Fauchais et al., 2008). L'expression du co-récepteur de p75""", NTSR3/sortiline a été
démontrée pour la premiére fois par notre équipe dans plusieurs lignées lymphocytaires B
humaines de différents stades de maturation et dans des cultures primaires de cellules B
(Fauchais et al., 2008).

L’ensemble de ces observations indique que les cellules B sont capables de répondre
a la fois aux NTs et aux pro-NTs et cela a travers le récepteur p75"'". La signalisation
p75""" dans les cellules B n'a pas été bien détaillée, cependant, elle est susceptible d'étre
similaire a celle observée dans les cellules non immunes, c'est-a-dire par un recrutement de
partenaires conduisant a une réponse de pro-survie ou pro-apoptotique a travers les voies
de signalisation NF-kB ou JNK, respectivement (Allen et al., 2005; Roux and Barker, 2002).

ABBACI Amazigh | These de doctorat | Université de Limoges | 2017 125



lll.3.2. Dans les hémopathies malignes B
e Leucémies aigués

Dans la leucémie aigle lymphoblastique (LAL), une étude sur deux cohortes
différentes de patients a révélé une expression de p75"'" dans 22 et 38% des échantillons
analysées (Beutel et al, 2005). Il a également été constaté que p75"'" était
préférentiellement exprimé chez tous les patients ayant la translocation BCR-ABL. Dans la
leucémie myéloide chronique (LMC) qui exprime également la mutation BCR-ABL,

I'expression de p75"™"

n'a pas été détectée, suggérant quelle est indépendante de la
translocation BCR-ABL (Beutel et al., 2005). L'expression de NTSR3/sortiline au niveau
transcriptionnel et protéique a également été mise en évidence dans la lignée cellulaire de
LAL, Nalm-6 (Saada et al., 2012). Sa présence a la membrane cellulaire est tres faible, mais
augmente de maniére significative en condition de privation sérique. L’augmentation de son
expression protége les cellules de la mort cellulaire induite par ce stress (Saada et al., 2012).
Cela suggéere que NTSR3/sortiline, peut étre impliqué dans la résistance de la LAL aux
chimiothérapies visant a induire I'apoptose. Une autre étude a démontré que les cellules
cancéreuses de patients atteints de la leucémie myéloide aigtie (LMA) exprimaient a 55%
les principaux récepteurs aux NTs et leurs ligands respectifs, dont TrkB et le BDNF (Li et al.,
2009b). Le modéle de souris leucémiques a démontré que I'activation de TrkB par le BDNF
induit la leucémogenése des cellules hématopoiétiques murines et favorise la survie des
cellules cancéreuses (Li et al., 2009b). De plus, la stimulation par le BDNF exogéne des
lignées murines de leucémie myéloide réduit 'apoptose induite par la radiothérapie dans ces
cellules (Li et al., 2009b).

¢ Lymphome diffus a grandes cellules B (DLBCL)

Peu d’études ont montré le role des NTs et de leurs récepteurs dans les lymphomes
B non hodgkiniens et notamment les DLBCL. Les lignées cellulaires issues de DLBCL
expriment et secréetent les formes immatures et matures des NTs dont BDNF, ainsi que les
récepteurs TrkB, p75"" et NTSR3/sortiline, favorisant ainsi la survie cellulaire et la
résistance aux traitements (Bellanger et al., 2011; Dubanet et al., 2015; Sniderhan et al.,
2009). L'expression des NTs et de leurs récepteurs dans ces lignées est modulée en
condition de stress. En effet, il a été démontré que I'expression des récepteurs p75""" et
TrkB est augmentée en privation sérique, conduisant & une activation constitutive de p75"'".
En revanche, dans les mémes conditions, I'expression de BDNF est diminuée (Bellanger et
al., 2011). Le stress cellulaire induit également la translocation du récepteur TrkBgs a la
membrane cellulaire suggérant que les cellules de DLBCL répondent au stress en modifiant

le rapport NTs/récepteurs. Cela permet aux cellules de mieux survivre et de s’adapter au
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microenvironnement tumoral comme les ganglions lymphatiques ou d'augmenter la
résistance aux traitements (Bellanger et al., 2011). Enfin, la méme étude a montré que
l'inhibition pharmacologique des récepteurs Trks, provoquait une forte apoptose et
augmentait la sensibilité des cellules a l'effet cytotoxique du rituximab, suggérant un réle

important de la signalisation Trk dans la survie des cellules de DLBCL.
¢ Myélome multiple (MM)

L’axe BDNF/TrkB a été identifié dans plusieurs lignées cellulaires de MM (Pearse et
al., 2005). Etant fonctionnelle, la signalisation BDNF/TrkB, induit une augmentation de la
phosphorylation d'Akt et des MAPK-Erk1/Erk2. L’étude de la survie cellulaire aprés
traitement a la dexaméthasone a montré une augmentation de I'expression de TrkB et de la
mort cellulaire. L’ajout du BDNF protége les cellules de I'apoptose induite par ce traitement
(Pearse et al., 2005). Enfin, cette étude a montré qu'en présence ou non de cellules
stromales, le BDNF prolonge la survie des cellules primaires de MM. Ces données
contribuent a I'hypothese selon laquelle les NTs ont un réle de pro-survie, a la fois de
maniére autocrine et paracrine dans le MM. Chez les patients atteints de MM, I'axe
BDNF/TrkB protége les cellules de I'apoptose induite par le bortezomib, notamment par

I'activation de la signalisation PI3K (Pearse et al., 2005).

L’'expression de NTSR3/sortiine dans les lignées cellulaire de myélome est
principalement intracellulaire, et augmente en condition de privation sérique (Saada et al.,
2012). L'induction de l'apoptose dans ces lignées a été démontrée par la liaison du pro-
BDNF 2 la sortiline et p75"'™", alors que le BDNF mature réduit la mort cellulaire en activant
TrkB (Fauchais et al., 2008). Etant donné que NTSR3/sortiline est impliqué dans la voie de
sécrétion, il s'est révélé nécessaire pour la sécrétion du BDNF (Fauchais et al., 2008). Cela
identifie un réle potentiel indirect de ce récepteur dans la signalisation de pro-survie, en
favorisant la sécrétion du BDNF mature et en activant la signalisation de 'axe BDNF/TrkB.
Dans I'ensemble, cela peut indiquer un double role de la sortiline dans la signalisation pro- et

anti-apoptotique dans les hémopathies malignes-B.
e Le lymphome de Burkitt

La signalisation de survie de 'axe BDNF/TrkB est associée aux lignées cellulaires
issues de lymphome de Burkitt. L’inhibition du BDNF par shRNA (short hairpin RNA) dans
ces cellules induit I'arrét du cycle cellulaire et I'apoptose. Cela a été démontré par une
régulation négative de Bcl-2, une régulation positive de Bax, une activation des caspases 3
et 9, et le clivage de la PARP (Poly [ADP-Ribose] Polymerase) (Xia et al., 2014). L’inhibition
du BDNF sensibilise également les cellules au 5-Fluorouracile (un analogue de la pyrimidine)
(Xia et al., 2014).
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Matériels et méthodes
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Chapitre IV. Matériels et méthodes

IV.1. Culture cellulaire

IV.1.1. Les lignées cellulaires

Les lignées BL-41 de phénotype B mature provenant de lymphome de Burkitt EBV
négatif, et MEC-1, issue d’'un patient atteint de la LLC, ont été obtenues auprés de « DSMZ-
German collection of microorganisms and cell cultures ». Les cellules ont été cultivées en
flasques de 75 cm? (Sarstedt) dans un incubateur humide a 37°C et a 5% de CO,. Le milieu
de culture, en condition basale, comporte du RPMI 1640 GlutaMAX™ (Thermo Fisher
Scientific) supplémenté de 10% de sérum de veau feetal (SVF) (ID bio), préalablement
décomplémenté par chauffage a 56°C, pendant 30 minutes et filtré sur seringue. Il est
également rajouté 1% de pénicilline/streptomycine, 1% de pyruvate de sodium, 1% d'acides
aminés non essentiels et 1% de vitamines MEM (Thermo Fisher Scientific). Les cellules sont
maintenues a une densité optimale de 1 & 2.10%/mL et le milieu est remplacé tous les 3 jours.

IV.1.2. Isolement des lymphocytes B (normaux et leucémiques)

Les lymphocytes B humains provenant d'échantillons de sang de donneurs sains ont
été inclus dans cette étude, aprés autorisation du comité d'éthique institutionnel
conformément a la déclaration d'Helsinki. Les cellules mononuclées du sang périphérique
(PBMC) de ces donneurs sont isolées a partir de 40 mL de sang total par centrifugation en
gradient de densité (Ficoll) (Eurobio). Le Ficoll permet de séparer les composants du sang
total en différentes phases. Dans un tube 15 mL contenant 5 mL de Ficoll, 7 mL de sang
périphérique sont déposé délicatement le long de la paroi du tube en évitant de mélanger les
deux phases. Aprés une centrifugation de 25 minutes a 300 x g le sérum de I'échantillon est
prélevé et 'anneau de PBMC est récupéré a l'aide d’une pipette et lavé par centrifugation
dans 50 mL de PBS (Phosphate Buffered Saline) pendant 10 minutes. Le culot cellulaire est
alors repris dans un tampon d'immuno-sélection froid a 4°C (PBS-BSA-0,5% 2mM EDTA
(SigmaAldrich)) puis un comptage est effectué sur cellule de Malassez.

Les lymphocytes B circulants sont ensuite isolés par tri magnétique négatif, en
utilisant le kit (B Cell Isolation Kit I, human) (MACS; Miltenyi Biotec). Aprés un lavage par
centrifugation de 10 minutes a 300 x g dans le tampon d’immuno-sélection a 4°C, les cellules
sont resuspendues & une densité de 10 cellules / 40 uL de tampon puis mises en contact
avec le cocktail d'anticorps biotinylés (Biotin-Antibody Cocktail) (anticorps anti-CD2, -CD14, -
CD16, -CD36, -CD43, et CD235a), avec un volume de 10 pL pour 10’ cellules. Aprés 5
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minutes d’incubation a 4°C, 30 pL de tampon d’immuno-sélection froid et 20 uL d’anticorps
anti-biotine (Anti-Biotin MicroBeads) sont rajoutés pour 10 cellules. Aprés 10 minutes
d’'incubation a 4°C, les cellules sont relavées par centrifugation dans 2 mL de tampon
d'immuno-sélection pendant 10 minutes et le culot cellulaire est alors repris dans 500 uL de
tampon. L'étape de séparation magnétique s’effectue ensuite a l'aide d’une colonne MS
(Magnetic Separation Column, Miltenyi Biotec), préalablement rincée avec 500 uL de tampon
et placée dans un champ magnétique. Les 500 pL de solution cellulaire sont alors déposées
dans la colonne et les cellules non fixées aux billes sont éluées dans un tube de 15 mL et
représentent les cellules d’intérét (cellules B) (Figure 34). Apres 3 lavages de 500 pL, la
colonne est séparée de son aimant, et les cellules fixées aux billes sont alors récupérées

dans un autres tube et correspondent aux cellules non-B.

-f‘* “*O Magnetic labeling of unwanted cells
T\,. O 3__\‘( with biotinylated antibody cocktail

and Anti-BiotinMicroBeads.

Non-B cells are retained in MACS
Column placed in a MACS Separator.

B cells pass through the column and are
collected as the enriched, unlabeled cell
fraction

Figure 34 : Sélection négative des cellules B humaines par le kit (B Cell Isolation Kit Il, human)
(MACS; Miltenyi Biotec).

Les cellules B de patients atteints de LLC proviennent de fonds de tubes prélevés
pour des analyses effectuées en routine (numération formule sanguine, cytométrie en flux),
obtenus apres I'accord du comité d’éthique régional (N°72-2011-18). Les lymphocytes B ont
été isolés a partir de 2-4 mL d'échantillons sanguins en utilisant le kit MACSxpress® B-CLL
Cell Isolation Kit, human (MACS, Miltenyi Biotec) selon les recommandations du fabricant.
Ce kit permet d’isoler les cellules B a partir de sang total fraichement prélevé sans
centrifugation en gradient de densité. Les érythrocytes sont agrégés et sédimentés, tandis
que les cellules marquées par les billes MACSxpress contenant le cocktail d’anticorps sont
éliminées par tri magnétiques. Les cellules non marquées qui correspondent aux cellules
d’'intérét (mélangées avec le surnageant (plasma)) sont collectées aprés centrifugation du
surnageant. En bref, pour 1 volume de sang total, 4 de cocktail d’anticorps monoclonaux
conjugués a des billes et 4 de tampon sont rajoutés. Le mélange est ensuite incubé pendant
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5 minutes a température ambiante sur un rotateur pour tubes a une vitesse constante
d’environ 12 rpm. Les lymphocytes B leucémiques sont ensuite isolés par tri magnétique
négatif en placant le tube (sans capuchon) contenant le mélange dans un séparateur
magnétique pendant 15 minutes. Les cellules marquées adhérent magnétiquement a la paroi
du tube tandis que les érythrocytes agrégés sédimentent vers le bas. Le surnageant
contenant les lymphocytes B leucémiques est récupéré délicatement et centrifugé. Le culot
cellulaire contenant les lymphocytes B leucémiques est soit remis en culture pour les
différentes études, soit congelé a -80 °C jusqu'a utilisation.

La pureté des tris est systématiquement vérifiée par cytométrie a l'aide d’un anti-
CD19 humain couplé a la PE-cyanine 7 (Beckman Coulter). Les cellules triées sont

conservées pour une pureté = 95%.
IV.1.3. Traitements cellulaires

Pour tous les traitements effectués, les cellules sont ensemencées dans des plaques
6 puits (Sarstedt) & une densité de 1.10° cellules/mL. Elles sont incubées avec 40uM de
neurotensine (Calbiochem/Merck Millipore) et 100ng/mL de BDNF recombinant (Alomone
labs) pendant 24 heures. Les doses utilisées pour ces deux traitements ont été
précédemment déterminées par notre équipe. L’antagoniste non peptidique SR142948A
(Tocris Biosciences) des récepteurs de type 1 et 2 de la neurotensine a été utilisé a une
concentration de 67nM, la toxine pertussique (PTX) (Sigma Aldrich) a été utilisée a
200ng/mL, les inhibiteurs de TrkB, K252a (Alomone Labs) et ANA12 (Tocris Biosciences) ont
été utilisés a des concentrations de 100nM et 100uM respectivement, tous pendant 24

heures également.
IV.1.4. Transfections

Deux types de transfections ont été réalisés sur les cellules: une pour surexprimer de
facon transitoire le récepteur NTSR2 dans les deux lignées cellulaires BL-41 et MEC-1,
'autre pour éteindre I'expression du méme récepteur par siRNA (small interference RNA)

dans les lymphocytes B de patients atteints de la LLC.

IV.1.4.1. Surexpression de NTSR-2 et TrkB par transfection transitoire dans les lignées
cellulaires BL-41 et MEC-1

La transfection transitoire des lignées cellulaires BL-41 et MEC-1 a été effectuée a
l'aide du Kit V Amaxa Cell Line Nucleofactor (Lonza). Pour cela, 5.10° cellules (= 10 ug
d’ADN) sont mélangées avec 100 pL de nucleofactor contenant 'un des vecteurs de
surexpression NTSR-2-pCMV6-XL4 (SC115397, OriGene Technologies) ou TrkB-pCMV6-
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XL4 (SC127911, OriGene Technologies) pour la condition de surexpression ou avec 100 pL
de nucleofactor contenant le vecteur vide (PCMV6XL4, OriGene Technologies) pour la
condition contr6le. Le programme utilisé pour la transfection de chaque lignée est établi par
le fabriguant Amaxa™ Nucleofector™ 2b (Lonza). Une électroporation d’environ 2 secondes
est effectuée au niveau du mélange avant 'ensemencement des cellules en plaque 6 puits a
une densité de 1.10° cellules/mL. Les cellules transfectées sont ensuite incubées pendant 24
heures, avant d’étre exposées, pendant 24 heures supplémentaires, a différents traitements

par du BDNF, de la neurotensine, différents inhibiteurs ou le PBS comme condition contréle.
IV.1.4.2. Inhibition du récepteur NTSR2 par siRNA

Les lymphocytes B ont été isolés comme décrit précédemment a partir de 2 a 4 mL
de sang total fraichement prélevé de patients atteins de LLC et transfectées transitoirement
en utilisant linterférine selon les recommandations du fournisseur (Polyplus transfection).
Une fois isolées, les cellules sont ensemencées dans une plague 6 puits a une densité de
2.10° cellules/mL dans du milieu complet. Pour chaque condition, 84 ng de siRNA de NTSR2
(ON-TARGETplus Human NTSR2 (23620) siRNA-SMARTpool), ou de si control (ON-
TARGETplus Non-targeting pool D-001810-10-20) (Dharmacon) sont rajoutés a 200uL de
milieu sans sérum auxquels sont additionnés 14 pL d’agent transfectant, linterférine
(Polyplus). Aprées 10 secondes d’agitation (vortex), le mélange est incubé pendant 15
minutes a température ambiante pour permettre la formation d’'un complexe entre les siRNA
et l'interférine. Le mélange est ensuite déposé sur la suspension cellulaire de 1 mL. Ainsi, le
volume final est de 1.2 mL et les concentrations des siRNA sont de 5 nM. La plaque est
ensuite incubée entre 4 a 6 heures avant de rajouter 2 mL de milieux complet et une
nouvelle incubation. L’incubation est de 48 heures pour les études transcriptionnelles et 72
heures pour les analyses par ECD (Elisa Cell Death), cytométrie en flux et western blot. Pour
la validation des transfections, les niveaux d’expression de NTSR2 ont été évalués aprées 48

heures et 72 heures par gRT-PCR et western blot respectivement.
IV.2. Analyse de la viabilité cellulaire

La viabilité cellulaire a été évaluée en utilisant la méthode d'exclusion du Bleu
Trypan. 1.10° cellules ont été transfectées avec le siNTSR2 ou par le siControl et cultivées
pendant 72 heures. Les cellules sont ensuite centrifugées et le culot cellulaire est remis en
suspension dans 2 mL de milieu. 20 yL de la suspension cellulaire sont mélangés avec 20
puL de Trypan Blue a 0,2% (Sigma-Aldrich) et incubés pendant 5 minutes a 37°C sous
atmosphére humide et en présence de 5% de CO.,. Les cellules sont comptées a I'aide d'un
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microscope inversé (Microscope inversé Carl Zeiss Primo Vert ™), et le pourcentage de

cellules viables est estimé par rapport au nombre total de cellules.
IV.3. Etude de I’'apoptose

L'apoptose a été étudiée en utilisant deux méthodes. La premiére consiste a détecter
lapoptose en utilisant un kit de double marquage Annexine-V/IP (Beckman Coulter).
L’annexine-V est une protéine présentant une tres forte affinité pour la phosphatidylsérine,
exposeée sur le feuillet externe de la membrane des cellules apoptotiques et nécrotiques. Un
marquage a l'lodure de Propidium (IP) est étudié parallelement afin de différencier les
cellules apoptotiques des cellules nécrotiques. Cet agent intercalant est imperméant et rend
compte ainsi de l'altération membranaire des cellules nécrotiques dont il marque les noyaux

en rouge.

En bref, aprés 72 heures de transfection par siNTSR-2 et siControl, les cellules sont
lavées deux fois en PBS puis remises en suspension dans le tampon de liaison (PBS/Ca?*
1X) & une concentration de 1.10° cellules/mL. 100 pL de la suspension cellulaire sont
transférées ensuite dans des tubes de cytométrie et incubés 15 minutes sur glace et a 'abri
de la lumiére avec 1uL d’Annexine-V couplée a la fluorescéine (FITC) et 5uL d’IP. Aprées
ajout de 400 pL de tampon de liaison (PBS/Ca** 1X), les cellules sont immédiatement
analysées par cytométrie en flux (FACSCalibur flow cytometer, Becton Dickinson). L’analyse
ayant été effectuée avec un minimum de 10 000 cellules.

La seconde méthode d’évaluation de I'apoptose consiste a doser les nucléosomes
solubles dans le cytoplasme, par technique ELISA (Cell Death Detection ELISA PLUS ki)
(Roche), générés au cours de ce processus de mort cellulaire. Les cellules ont été
transfectées en condition basale (10% SVF) par le vecteur d’expression NTSR-2 ou par le
vecteur vide, et ensemencées dans des plaques 96 puits a une densité de 5.10*
cellules/puits pendant 24 heures, suivie de 24 heures de traitement par le BDNF (100
ng/mL), la neurotensine (40 uM) et le PBS comme contréle. L’étude de I'apoptose par cette
méthode concerne également les cellules transfectées par le siNTSR-2 et le siControl. En
effet, ces cellules ont été cultivées dans des plagues 96 puits pendant 72 heures en
présence ou non de BDNF exogéne (100 ng/mL).

Aprés les différents temps de traitements, les plaques contenant les cellules sont
centrifugées a 200 g pendant 10 minutes. Le surnageant de culture est alors enlevé et
remplacé par 200 uL de tampon de lyse. Apres 30 minutes de lyse, les plaques sont a

nouveau centrifugées. 20 yL de surnageant de chaque condition est ajouté a des puits
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sensibilisés a la streptavidine et contenant un anticorps anti-histone couplé a la biotine ainsi
gu’un anticorps anti-DNA couplé a la peroxydase. Un contréle positif de réaction, ainsi qu’un
contréle négatif sont systématiquement réalisés. L’'ensemble des composants est incubé 2
heures a température ambiante sous agitation douce. Aprées trois lavages, 'ABTS (ou 2,2-
azino-di-3-ethylbenzthiazoline sulfonic acid) (substrat de I'enzyme) est incubé 10 a 15
minutes dans [l'obscurité a température ambiante jusqu'a l'apparition de la réaction
colorimétrique. La quantité d’ABTS oxydé correspondant a la quantité d’ADN fragmenté est
immédiatement mesurée gréce a un spectrophotométre a la longueur d’onde de 405 nm
(Thermo Fisher Scientific). Les résultats sont évalués en index apoptotique. Cet index est
déterminé pour chacune des conditions par rapport a I'état basal qui est arbitrairement fixé a
1.

IV.4. Analyse de I'expression protéique par Western Blot

Les protéines ont été obtenues a partir des lysats cellulaires des lignées B, des
cellules B normales (provenant de donneurs sains) et des cellules B de patients atteints de
LLC. Pour l'extraction des protéines, les culots cellulaires ont été préalablement lavées 2 fois
au PBS froid et repris sur glace dans un tampon de lyse RIPA (50mM HEPES pH7.5,
150mM NaCl, 1% sodium deoxycholate, 1% NP-40, 0.1% SDS, 1mM PMSF, additionné d’'un
comprimé d’inhibiteur de phosphatase (Roche) pour 10mL de RIPA). Aprés 15 minutes
d’'incubation sur glace, les cellules sont lysées par sonication pendant 1 minute a une
amplitude de 40 Hz toutes les 2 secondes. Puis, les extraits sont centrifugés a 14 000 g,
pendant 20 minutes a 4°C afin de culotter les débris cellulaires. Les surnageants protéiques
sont prélevés et dosés par la méthode de Bradford, en référence a une gamme étalon de
BSA (1, 5, 10 et 20 pg/mL). Les échantillons protéiques sont dilués au 200°™ et mélangés
volume/volume avec le réactif de Bradford (Sigma-Aldrich). La concentration protéique de
chaque échantillon est déterminée par mesure de la densité optique, a 595 nm grace a un
spectrophotométre (Thermo Scientific). 30ug de protéines sont mélangés a un volume
identique de tampon de charge 2X (Laemmli Sample Buffer, Bio-Rad), puis dénaturés
pendant 5 minutes a 95°C avant d’étre séparés sur un gel d’électrophorése SDS-PAGE (4-
15% Criterion TGX Stain-Free Precast Gel, Bio-Rad).

La migration des protéines s’effectue, pendant 1 heure a 140V (Systéme mini protean
de Bio-Rad) dans le tampon de migration (10X TGS, Bio-Rad), additionné d'eau distillée.
Apres la migration, les protéines sont transférées avec un appareil de transfert (TansBlot
turbo, Transfer system, Bio-Rad), sur une membrane PVDF (PolyVinyliDene Fluoride)
(Calbiochem/Merck Millipore) préalablement activée dans du méthanol. Le transfert

s’effectue a voltage constant (25 V) pendant 30 minutes selon un montage utilisant des
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papiers Whatman imbibés dans le tampon de transfert (10X TG, Bio-Rad), additionné de
méthanol et d'eau distillée. Aprés le transfert, la membrane est immergée quelques
secondes dans du rouge ponceau (Sigma-Aldrich) (0,5 g de rouge, 25 mL d’acide acétique,
gsp 500 mL d’eau distillée) pour vérifier la qualité du transfert. La membrane est ensuite
lavée en tampon TBS-1X Tween-20 0,1% (Sigma-Aldrich), puis incubée pendant 1 heure a
température ambiante dans une solution de saturation (TBS 1X-Tween-20 0,1% (Sigma-
Aldrich) contenant 5% de lait écrémé ou 5% de BSA (Bovine Serum Albumine) (ID bio) sous
agitation afin de saturer les sites aspécifiques. Apres élimination de la solution de saturation,
la membrane est incubée une nuit & 4°C sous agitation avec I'anticorps primaire (Tableau 7)

dilué dans la solution de saturation.

Apres trois lavages dans du tampon TBS-1X Tween-20 0,1%, les membranes sont
incubées pendant 2 heures a température ambiante avec I'anticorps secondaire adapté
couplé a la Horse Radish Peroxydase (HRP). Les anticorps secondaires utilisés sont dilués
au 1/1000°™ dans la solution de saturation (Tableau 8). Les membranes sont ensuite lavées
2 fois avec du TBS-1X Tween-20 0,1%, puis 1 fois avec du TBS-1X seul. Les révélations
sont réalisées avec le kit ECL (Millipore, Immobilon™) aprés incubation de la membrane
pendant une minute avec le mélange du kit dans les proportions 1:1 (HRP Substrate Luminol
Reagent + HRP Substrate Peroxide Solution), afin de révéler la réaction antigéne-anticorps.
Cette derniére est détectée grace a un analyseur d’'image (G-Box, Ozyme). Les Western
Blots sont scannés a 'aide d’un logiciel d’analyse d’images (Genesnap, Genetool, Syngene).
Les quantifications des expressions protéiques ont été réalisées a I'aide du logiciel IMAGEJ
(NIH, Bethesda), en comparant l'intensité d’expression de la protéine d’intérét a l'intensité de

la protéine de ménage.
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Tableau 7 : Liste des anticorps primaires utilisés en Western Blot.

Anticorps primaire Fournisseur Référence | Dilution Hote

Anti-NTSR-1 Alomone Labs ANT-015 1:200 Lapin
Anti-NTSR-2 Alomone Labs ANT-016 1:200 Lapin
Anti-Bcl-2 Santa Cruz Biotechnology | sc-783 1:500 Lapin
Anti-Bcl-xL Cell Signaling Technology | #2764S 1:1000 Lapin
Anti-Phospho-Akt (Ser473) Cell Signaling Technology | #4060S 1:2000 Lapin
Anti Akt-pan Cell Signaling Technology | #2920S 1:2000 Souris
Anti-Phospho-Src (Tyr416) Cell Signaling Technology | #6943S 1:1000 Lapin
Anti-Src Cell Signaling Technology | #2108S 1:1000 Lapin
Anti-Phospho-p38 MAPK (Thr180/Tyr182) | Cell Signaling Technology | #9211S 1:1000 Lapin
Anti-p38 MAPK Cell Signaling Technology | #8690S 1:1000 Lapin
anti-Phospho-SAPK/JNK (Thr183/Tyr185) | Cell Signaling Technology | #4668S 1:1000 Lapin
Anti-SAPK/JNK Cell Signaling Technology | #9252 1:1000 Lapin
Anti-Trk-B R&D Systems MAB3971 | 1:100 Souris
Anti-Trk-B Biorbyt orb214339 | 1:200 Lapin
Anti-Phospho-TrkB (Tyr816) Merck Millipore ABN1381 | 1:500 Lapin
anti-Gia1/2 Merck Millipore 06-236 1:500 Souris
Anti-B-Actine Sigma-Aldrich A5441 1:10000 | Souris

Tableau 8 : Liste des anticorps secondaires utilisés en Western Blot.

Anticorps secondaire Fournisseur Référence | Dilution Hote
Anti-lgG de souris HRP Dako/Agilent Technologies | P0447 1:1000 Chévre
Anti-lgG de lapin HRP Dako/Agilent Technologies | P0448 1:1000 Chévre

IV.5. Immunoprecipitation (IP)

Les culots cellulaires sont lavés au PBS froid puis repris dans 500uL de tampon IP

(Tris-HCI 50 mM, pH 7,5, 150 mM de NaCl, 1% de Triton X-100, 2 mM EDTA) (Sigma-
Aldrich), additionné de 1% d'inhibiteurs de protéases et de phosphatases (Roche). Aprés
centrifugation a 18 000 g, le surnageant est récupéré et incubé pendant 1 heure a 4°C avec
10% (v/v) de la protéine A-Sepharose® (issue de la bactérie Staphylococcus aureus)
(Sigma-Aldrich). Les échantillons sont ensuite centrifugés a 18 000 g pendant 5 minutes et le
surnageant est transféré dans des nouveaux tubes. Pour I'immunoprécipitation, les anticorps
(Tableau 9) sont rajoutés aux lysats protéiques additionnés de 50uL de la protéine A couplée
a des billes de sépharose (Sigma-Aldrich). L’autre partie des lysats protéiques est mélangée
avec les contréles isotypiques IgG de souris ou de lapin (Tableau 9). Les mélanges sont
ensuite incubés une nuit sous agitation douce a 4 °C. Le lendemain, aprés centrifugation a
18 000 g pendant 5 minutes, le surnageant est éliminé et la protéine A-Sepharose est
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culottée. Aprés 3 lavages, le culot est repris dans 30 pL de tampon Laemmli contenant 50
mM de DTT (DichloroDiphenylTrichloro-ethane) (Sigma-Aldrich). Aprés une dénaturation a

95°C pendant 5 minutes, les billes sont éliminées par centrifugation et les échantillons sont

analysés par western blot comme mentionné précédemment.

Tableau 9 : Liste des anticorps primaires Contrdles isotypiques utilisés en immunoprécipitation.

Anticorps primaire Fournisseur Référence | Dilution | Hote
Anti-NTSR-2 Alomone Labs ANT-016 1:100 | Lapin
Anti-Trk-B R&D Systems MAB3971 | 1:100 | Souris
anti-Phosphotyrosine antibody, clone 4G10® | Calbiochem/Merck Millipore | 05-321 1:100 | Souris
Controle isotypique (Ig de souris) Santa Cruz Biotechnology | sc-2025 1:100 | Souris
Controle isotypique (Ig de lapin) Santa Cruz Biotechnology | sc-2027 1:200 | Lapin

IV.6. Etude de la signalisation cellulaire par phosphoprotéome

Pour analyser les différentes voies de signalisation activées par la surexpression de
NTSR2 dans les deux lignées cellulaires BL-41 et MEC-1, un phosphoprotéome (Human
phospho-MAPK Array proteome ProfilerTM) (R&D Systems, Réf : ARY002B) a été utilisé.

Pour cette étude, 1.10° cellules/mL ont été transfectées par le vecteur d’expression
NTSR2 ou par le vecteur vide (EV) et incubées dans des plaques 24 puits pendant 24
heures. Ensuite, les cellules sont centrifugées et les culots cellulaires sont repris dans le
tampon de lyse fourni avec le kit. Les lysats protéiques sont ensuite dosés par la méthode de
Bradford comme décrit précédemment. 300 ug de protéines totales sont analysées par
phosphoprotéome selon les recommandations du fournisseur. Les membranes sont ensuite
scannées a l'aide d’un logiciel d’analyse d'images (Genesnap, Genetool, Syngene). La
phosphorylation des différentes protéines est quantifiée a I'aide du logiciel IMAGEJ (NIH,
Bethesda), en comparant l'intensité d’expression de la protéine d’intérét dans les cellules
surexprimant NTSR2, a l'intensité de la méme protéine dans les cellules transfectées par le

vecteur vide.
IV.7. Extraction d’ARNSs totaux, reverse transcription et PCR quantitative

L’extraction des ARNs totaux est effectuée avec le kit RNeasy (Qiagen) selon les
recommandations du fournisseur. Un traitement a la DNAse 1 (Qiagen) est
systématiquement réalisé afin de limiter les contaminations par ’ADN génomique. Les ARNs
extraits sont repris dans 20 a 30 uL d’eau RNAse free (Qiagen) puis quantifiés par technique
spectrométrique a 260 nm (ND-1000 Spectrophotometer Nanodrop Technologies). Les
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rapports d’absorbance 260/280 et 260/230 (les protéines absorbent a 280 nm et les
polysaccharides a 230 nm) ont été déterminés, afin de vérifier la pureté des ARNs extraits.
Lorsque ces rapports approchent une valeur de 2, les solutions sont considérées comme
pures. L’intégrité des ARNs a été vérifiée par l'utilisation d’'une puce RNA 6000 Labchip kit
(Agilent Technologies).

Les ARNs sont ensuite rétro transcrits en ADN complémentaire (ADNc) en utilisant le
kit Hight-Capacity cONA Reverse Transcription (Applied Biosystem), ou 2 ug d’ARN sont
dilués dans de I'eau RNAse free (volume final de 10 pl) auxquels sont rajoutés 10 ul du
mélange. |l contient 2,5 U d’enzyme (MultiScribeTM Reverse Transcriptase), dans son
tampon (RT Buffer), un mélange d’hexameéres aléatoires (Random Primers) et 4 mM de
nucléotides (mélange de dNTP) dilués dans de I'eau RNAse free. Le mélange réactionnel
(20 pl) est placé dans un Thermocycler (VWR). Les hexaméres aléatoires sont d’abord
hybridés par une incubation de 10 minutes a 25°C, ceci évite un éventuel décrochage des
oligonucléotides de 'ADN matrice au cours de I'étape suivante. Ensuite, une incubation de 2
heures a 37°C est réalisée pour permettre la fixation des oligonucléotides, ainsi que la
synthése de 'ADN. Enfin, la réaction est terminée par une incubation de 5 minutes a 85°C

afin d’inactiver la reverse transcriptase.

Les ADNc résultants de la RT-PCR, sont ensuite dilués afin de pouvoir en prélever au
minimum 4 pl. La réaction de qPCR est réalisée en plaque de 96 puits, et chaque puits
contient 100 ng d’ADNc et 1X du mix de la réaction. Le mix utilisé correspond au master mix
Tagman rapide (TagMan Fast-Univ Master Mix 2X, Applied Biosystems) contenant la Taq
polymérase (AmpliTag® Fast DNA Polymerase), des dNTP avec des dUTP ainsi qu’un
tampon de réaction. 400 nM des amorces sens et anti-sens (Tableau 10) ainsi que 200 nM
des sondes Tagman (Tableau 10) sont rajoutés au mix. Dans notre travail, toutes les sondes
Tagman utilisées sont couplées en 5" avec le 6-CarboxyFluorescein ou 6-FAM (Reporter) et
en 3’ par le Minor Groove Binder-Non Fluorescent Quencher ou MGB-NFQ (Quencher). Le

géne de référence utilisé est le HPRT1 (Applied Biosystems).

La réaction de gPCR est réalisée a laide du StepOne™ System (Applied
Biosystems). Le programme d’amplification effectué commence par une premiére
dénaturation a 95°C pendant 20 secondes, cette étape sert également a activer la Taq
polymérase (enzyme dite « Hot Strat »). Elle est suivie de 40 cycles comprenant chacun une
dénaturation a 95°C de 3 secondes, suivie d'une hybridation des amorces et sondes a 60°C
pendant 30 secondes. Au fur et a mesure des cycles de la qPCR, les sondes sont dégradées
ce qui est a l'origine d’émission de fluorescence. Un seuil de fluorescence est établi par le
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StepOne. Quand celui-ci est dépassé, un nombre de cycles PCR appelé "Ct" pour "Cycle
Threshold" ou cycle seuil est déterminé. Cela permet de calculer le ACt de chaque
échantillon : ACt = Ct (géne d’intérét) — Ct (géne de référence), puis le AACt : AACt = ACt
(condition contréle) — ACt (condition traitée), enfin le RQ ou Relative Quantity de chaque

échantillon : RQ = 224,

Tableau 10 : Séquences d’amorces Sens et anti-sens ainsi que les sondes utilisées pour amplifier les
génes d’intérét.

Nom Séquences Taille Référence
(pb) GenBank

Sens GGCTATGTGGAGTTGGCATT
BDNF Anti-sens | CAAAACGAAGGCCTCTGAAG 123 NM_170735.5

Sonde | ATTTCTGAGTGGCCATCCCAAGGTCTAG

Sens TGACCAATATGCATACATCAAAGA
Neurotensin Anti-sens | TAATTTGAACAGCCCAGCTG 105 NM_006183.4

Sonde CATGTTCCCTCTTGGAAGATGACTCTGCTA

Sens CGCCTCATGTTCTGCTACAT
NTSR1 Anti-sens | TACGTCAGCTCCACCATCAA 113 NM_002531.2

Sonde AGCAGTGGACTCCGTTCCTCTATGACTTCT

Sens ATCCAGGTGAATGTGCTGGT
NTSR2 Anti-sens | CCAAGTGCCGTCCACTTCTA 114 NM_012344.3

Sonde | ACTAACTGCTTTCCTGAATGGGGTCACAGT

Sens CTGGTGAAAATCGGGGACT
TrkB-FL Anti-sens | AGGAAATTCACGACGGAAAG 137 NM_006180.4

Sonde | TGTACAGCACTGACTACTACAGGGTCGGTG

BCL2 Applied Biosystems™ TagMan™ Gene Expression 81 NM_000633.2
Assay/Catalogue number 4331182

HPRT HPRT1 Control mix, Applied Biosystems™, TagMan™, VIC® NM_000194.1
Référence : 4326321E

IV.8. Immunofluorescence indirecte (IFI)

Aprés deux lavages en PBS, 1.10° cellules sont fixées en PBS/Paraformaldéhyde 4%
(Sigma Aldrich) pendant 15 minutes sous agitation douce a température ambiante. Aprées
lavages, les cellules sont perméabilisées avec une solution de PBS-BSA 1%-Saponine 0.1%
(Sigma Aldrich) pendant 30 minutes sous agitation. Apres deux lavages en PBS, une
saturation des sites non spécifiques est réalisée en incubant les cellules pendant 1 heure a
température ambiante et sous agitation, dans une solution de saturation PBS/BSA 2%. Puis,
les cellules sont incubées avec les anticorps primaires et les isotypes respectifs dilués dans
la solution de saturation pendant une nuit a 4°C sous agitation (Tableau 11). Aprés deux
lavages au PBS, les cellules sont incubées 1h30 a température ambiante et a I'abri de la
lumiere en PBS/BSA 2% avec les anticorps secondaires (Tableau 11) couplés a
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I'AlexaFluor-488 ou -594 spécifiques des isotypes respectifs des anticorps primaires. Aprés 2
autres lavages en PBS, les cellules sont montées entre lame et lamelle e utilisant un milieu
de montage contenant du DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) pour colorer les noyaux
(Sigma-Aldrich). Aprés une nuit a 4°C, les lames sont observées en microscopie confocale
(Carl Zeiss, LSM 880) et les analyses de co-localisation ont été obtenues en utilisant la
fonction Z-stack.

Tableau 11 : Liste des anticorps primaires, secondaires et les contréles isotopiques utilisés en

immunofluorescence et en cytométrie en flux.

Anticorps Fournisseur Référence | Dilution | Héte
Anti-NTSR-2 Alomone Labs ANT-016 1:200 Lapin
Anti-Trk-B R&D Systems MAB3971 1:100 Souris
Alexa Fluor-488 Invitrogen™ A11008 1:1000 | Chevre
Alexa Fluor-594 Invitrogen™ A11005 1:1000 | Chévre
Controle isotypique (Ig de souris) | Santa Cruz Biotechnology sc-2025 1:100 Souris
Controle isotypique (Ig de lapin) | Santa Cruz Biotechnology sc-2027 1:200 Lapin

IV.9. Cytométrie en flux

L’expression de NTSR-2 et TrkB a été étudiée dans les cellules B de patients atteints
de LLC et mise en évidence par la technique de cytométrie en flux. 2. 10° cellules/mL sont
lavées au PBS par centrifugation et fixées ensuite par une solution PBS/Paraformaldéhyde
4% pendant 15 minutes sous agitation douce a température ambiante. Apres lavage par
centrifugation pendant 5 minutes en PBS-BSA 1%, les cellules sont perméabilisées en PBS-
TritonX-100 0.3% pendant 30 minutes a température ambiante. Aprés deux lavages en PBS-
BSA 1%, et une incubation de 30 minutes en PBS-BSA 5% a température ambiante, les
cellules sont incubées une nuit a 4°C sous agitation avec les anticorps primaires dilués dans
la solution PBS-BSA 1%. Apres lavage, les cellules sont incubées 1 heure a 4°C sous
agitation douce a température ambiante avec les anticorps secondaires. Les cellules sont
ensuite lavées puis remises en suspension dans 500uL de PBS avant analyse par
cytométrie en flux (FACSCalibur flow cytometer, Becton Dickinson). L’analyse ayant été
effectuée sur un minimum de 10000 cellules. Les différents anticorps primaires, secondaires
et contrdles isotypiques utilisés en cytométrie de flux sont récapitulés dans le tableau 11.
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IV.10. Dosage du BDNF et de la neurotensine dans le plasma par la méthode ELISA

Les concentrations plasmatiques de BDNF et de neurotensine des donneurs sains et
des patients atteints de LLC ont été déterminées par ELISA. Le protocole a été suivi selon
les instructions des fabricants (BDNF Emax® ELISA ImmunoAssay System, Promega, Réf :
G7610) pour le BDNF et (Human Neurotensin, NT ELISA Kit, CUSABIO Life science, Réf :
CSB-E09144h) pour la neurotensine. Chaque échantillon a été testé en triplicate et exprimé
en pg/mL.

IV.11. Analyses statistiques

Les résultats obtenus ont été analysés a partir des données obtenues lors d’au moins
3 tests indépendants, a l'aide du logiciel Statview 5.0 software (Abacus Concepts) et en
utilisant les tests ANOVA et Fisher. Tous les résultats sont exprimés en valeur moyenne *
écart moyen (s.e.m.), une valeur de p < 0,05 étant considérée comme statistiquement
significative (* p<0.05, ** p<0.01, ** p<0.001).
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Résultats
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Chapitre V. Résultats

Implication du complexe NTSR2-TrkB dans la résistance a
I’apoptose des lymphocytes B de patients atteints de la leucémie

lymphoide chronique (LLC)
V.1. Préambule

Les résultats précédents de notre équipe ont montré une expression différentielle des
NTSRs dans les lymphocytes malins résistants a I'apoptose, ainsi qu'une augmentation
transcriptionnelle du récepteur NTSR2 chez les patients atteints de la LLC (Saada et al.,
2012). Ces résultats nous ont conduits a émettre I'hypothése d'une implication de ce
récepteur dans la résistance a I'apoptose des cellules leucémiques et a caractériser sa

fonction dans ces cellules.

L’analyse transcriptionnelle de NTSR1 et NTSR2 dans les lymphocytes B normaux et
les lymphocytes B issus de patients atteints de la LLC, a révélé une absence des transcrits
de NTSR1 et une forte expression des transcrits de NTSR2 dans les cellules leucémiques
comparé aux lymphocytes B normaux. Le profil d'expression des ARNm de NTSR2, était
similaire chez les patients ayant des formes indolentes ou progressives de la maladie, et
semble étre indépendant des marqueurs connus de la pathologie, tels que la délétion du
géne P53, la mutation IGHV, la délétion 13q14 et I'expression de CD38. Cela indique que
I'expression de NTSR2 ne représente pas un marqueur discriminant de la LLC et dans notre
série, est indépendant des autres marqueurs identifiés. En revanche, 'augmentation de
I'expression transcriptionnelle et protéique de NTSR2 nous a amené a émettre 'hypothése
que ce récepteur dit de faible affinité de la NTS pourrait étre impliqué dans la pathogenése
de la LLC.

Etant donné que les lymphocytes leucémiques sont constitutivement résistants a
I'apoptose, caractéristique majeure de cette maladie (Schriever and Huhn, 2003), nous
avons cherché a déterminer si la régulation négative du récepteur NTSR2 par siRNA
sensibiliserait ces cellules a la mort cellulaire programmeée. De fagon intéressante, I'inhibition
de NTSR2 par siRNA dans ces cellules induit une diminution drastique de la viabilité
cellulaire accompagnée d’un taux élevé d’apoptose spontanée, reflétant une implication de
ce récepteur dans des voies de survie lymphocytaire. Sachant que ces dernieres sont
souvent dérégulées dans la LLC, nous nous somme intéressé a I'étude de la voie de pro-

survie Src et a la protéine anti-apoptotique Bcl-2 dans les cellules leucémiques dont
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I'expression de NTSR2 était inhibée. Bien que Bcl-2 soit fortement exprimé dans les cellules
leucémiques, caractéristique connue de la LLC (Calin et al., 2005; Cimmino et al., 2005), son
expression diminue significativement aprés inhibiton de NTSR2. De méme, la
phosphorylation constitutive de la protéine kinase Src est diminuée, ce qui suggere que le
récepteur NTSR2 est essentiel a I'activation de Src et a l'expression de la protéine anti-
apoptotique Bcl-2.

Des modéles de surexpression de NTSR2 in vitro ont été utilisés afin de déterminer
les conséquences de cette surexpression. Ceci a été effectué en utilisant deux lignées
lymphocytaires B humaines, une provenant d'un lymphome EBV-négatif (BL-41), et une
autre issue d'une LLC (MEC-1). Ces modeéles de transfection nous ont permis de compléter
cette étude sur les voies de signalisations. De facon intéressante, et comparé aux cellules
contréles, la surexpression de NTSR2 dans ces deux lignées en conditions basales et de
privation sérique induit une augmentation de la phosphorylation de plusieurs protéines
engagées dans des voies de survie comme Src, JNK, p38 et Akt. De méme, le niveau
d’apoptose dans ces cellules est diminué suite a une augmentation de l'expression des
protéines anti-apoptotiques Bcl-xL et Bcl-2. Ces résultats suggérent que la surexpression de
NTSR2 agit comme un oncogene via la stimulation de Src et des MAPKs, ainsi que par
l'augmentation de l'expression des protéines anti-apoptotiques, favorisant ainsi la survie
cellulaire et la résistance a I'apoptose des cellules leucémiques.

Notre hypothése était que la stimulation de NTSR2 pouvait dépendre de I'activation
des boucles autocrines et/ou paracrines apreés la libération de la NTS, comme nous l'avons
précédemment montré pour le récepteur NTSR1 dans les lymphocytes B normaux (Saada et
al., 2012).

Afin de comprendre le réle de la NTS dans la modulation de I'apoptose, et de voir si
elle agit sur la stimulation de NTSR2 par I'activation de boucles autocrines/paracrines, nous
avons étudié ses conséquences fonctionnelles dans les lymphocytes B de patients atteints
de la LLC. L’ajout de la NTS a ces cellules induit une activation soutenue de NTSR2 et un
signal d'activation en aval incluant la phosphorylation de Src, I'expression des protéines anti-
apoptotiques Bcl-2 et Bcl-xL et une diminution significative de la mort cellulaire. L’absence
de I'expression de NTSR1 dans ces cellules (ainsi que de NTSR3/sortiline) suggére que ce
rble protecteur pourrait étre assuré par NTSR2, qui serait activé indépendamment de son
ligand non détecté au niveau transcriptionnel dans les cellules leucémiques, et faiblement

présent dans le plasma des patients atteints de la LLC, par comparaison a des sujets sains.
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Ce résultat exclut ainsi la possibilité d’'une boucle autocrine et/ou paracrine de survie induite

par I'interaction NTS-NTSR2 & la surface des cellules leucémiques.

Parallélement, dans les lignées cellulaires BL-41 et MEC-1, la NTS n’est pas modifiée
apres surexpression de NTSR2, malgré I'activation soutenue de NTSR2. Nous avons alors
émis I'hypothése que Il'activation de NTSR2 doit étre soutenue par un mécanisme alternatif
qui n'implique pas son ligand, la NTS. Ainsi, I'activation de NTSR2 serait induite par la liaison
a un autre récepteur, comme cela a été précédemment observé pour NTSR1 (Dupouy et al.,
2014; Younes et al., 2014) et NTSR3/sortiline (Wilson et al., 2014a, 2014b).

Pour explorer cette possibilité, et en se basant sur nos précédentes études (Wilson et
al., 2014b; Fauchais et al., 2008) et celles de la littérature (Thiele et al., 2009; Pearse et al.,
2005), nous avons supposé que le récepteur a domaine tyrosine kinase, TrkB, pourrait servir
de corécepteur pour NTSR2. L’analyse transcriptionnelle a révélé des niveaux d'expression
élevés d'ARNm de NTRKZ2 (géne codant pour TrkB) dans les lymphocytes leucémiques
comparés aux lymphocytes B normaux. Cette expression a également été confirmée au
niveau protéique. Les études d’interaction entre les deux récepteurs ont montré que NTSR2
et TrkB sont colocalisés et interagissent physiquement a la surface des cellules
leucémiques. De plus, ces études ont révélé que la stimulation du complexe NTSR2-TrkB
par le BDNF, le ligand de TrkB, favorise cette interaction en activant TrkB. Ces interactions
ont également été observées dans les modéles in vitro BL-41 et MEC-1 surexprimant
NTSR2, mais pas dans les lymphocytes B normaux, ce qui suggére que l'interaction NTSR2-
TrkB joue un role essentiel dans 'homéostasie des cellules leucémiques.

La stimulation de l'interaction du complexe NTSR2-TrkB par le BDNF nous a conduits
a rechercher son expression a la fois dans les lymphocytes B leucémiques, mais aussi au
niveau du plasma des patients atteints de la LLC par rapport aux donneurs sains.
Contrairement a la NTS, la concentration plasmatique du BDNF ainsi que I'expression de
ses transcrits étaient plus élevés dans les cellules leucémiques. De plus, le BDNF mature
(mBDNF) et sa forme précurseur (pro-BDNF) ont été détectés dans les surnageants des
lymphocytes B leucémiques, mais pas dans le surnageant des cellules B normales,
suggérant une possible boucle autocrine et/ou paracrine de survie. Comme pour le NTS,
I'addition de BDNF aux lymphocytes leucémiques favorise I'activation de NTSR2 et sa
cascade en aval, dont la phosphorylation de Src et I'expression des protéines anti-
apoptotiques Bcl-2 et Bcel-xL. L'inhibition de TrkB dans ce complexe conduit a une diminution
de I'expression de Src et des protéines anti-apoptotiques ce qui suggére que TrkB et NTSR2

contribuent ensemble dans la voie de signalisation pro-survie. De plus, la stimulation des
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cellules B leucémiques par le BDNF diminue la mort cellulaire, ce qui suggere son rble
protecteur dans le complexe NTSR2-TrkB-BDNF.

Pour exclure la possibilité que l'interaction BDNF-TrkB stimule une boucle de survie
autocrine indépendamment de NTSR2, des cellules leucémiques invalidées pour NTSR2 ont
été stimulées par le BDNF. Le résultat obtenu montre que le BDNF ne protége plus les
cellules de l'apoptose induite par le siNTSR2, ce qui suggére que TrkB est un acteur
potentiel de survie des cellules leucémiques uniquement lorsque NTSR2 est surexprimé.
Nos résultats ont montré également que NTSR2 et TrkB sont co-exprimés a des niveaux
similaires par les cellules leucémiques. De fagon surprenante, la surexpression de NTRK2
induit 'augmentation transcriptionnelle de NTSR2 dans les cellules des lignées BL-41 et
MEC-1. Ces résultats indiquent une régulation fine et interdépendante de I'expression de
NTSR2 et de TrkB. La surexpression concomitante de ces 2 récepteurs chez les patients
leucémiques s’intégre dans un mécanisme moléculaire de régulation fine et interdépendante
dont les mécanismes restent a définir mais dont la conséquence est la signalisation de

survie lymphocytaire B qui conduit a I'activation constitutive de NTSR2.

Afin de préciser les mécanismes associés a l'activation constitutive de NTSR2,
notamment via le recrutement de protéines G, impliquées dans Il'activation des RCPGs
(Kehrl, 1998), nous avons identifié, de fagon intéressante, que la stimulation par le BDNF
des cellules MEC-1 surexprimant NTSR2 et traitées a la toxine pertussique (PTX) (qui
interagit avec les sous-unités de protéines G, de la famille G;) (Kehrl, 1998) ne maintien plus
la phosphorylation de Src dans ces cellules. Le recrutement des protéines G, dans ces
cellules a été mis en évidence par l'immunoprécipitation conjointe de NTSR2 et des
protéines Gi,. La dépendance de cette activation avec celle de TrkB a été détectée au
moyen d’un inhibiteur de TrkB qui diminue la phosphorylation des Src dans les cellules MEC-
1 surexprimant NTSR2. Ceci suggére que l'activation de Src lors de la stimulation par le

BDNF dépend du recrutement de protéines G et de I'activation de TrkB.

Nous avons ensuite étudié la capacité de NTSR2 a recruter des protéines G; lors de
la stimulation avec le BDNF dans les cellules leucémiques. Les résultats montrent que Gigi2
est recruté de fagon plus efficace en présence de BDNF que de NTS, reflétant probablement
un tropisme plus fort pour le BDNF, plus fortement exprimé que la NTS qui est absente dans
ces cellules. Ces résultats suggerent que NTSR2 subit des modifications pour maintenir ses
voies de signalisation et recruter des sous-unités de protéines G. Cela nous a conduits a
étudié la phosphorylation du récepteur observée précédemment chez la souris (Martin et al.,
2002) et chez ’'homme (Raijmakers et al., 2010). La phosphorylation de NTSR2 est détectée
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dans les cellules MEC-1 surexprimant NTSR2 ainsi que dans les lymphocytes leucémiques,
et augmente en présence du BDNF. Cet effet est supprimé en présence de l'inhibiteur des
NTSRs, SR142948A. Ce résultat est en accord avec I'augmentation de I'apoptose observée
dans ces cellules en présence du SR142948A, suggérant que la phosphorylation de NTSR2

est cruciale pour la survie des cellules leucémiques.

Nos résultats montrent pour la premiére fois I'implication du récepteur NTSR2 dans la
résistance a I'apoptose des lymphocytes B leucémiques. L'activation de NTSR2, fortement
exprimé et constitutivement actif dans ces cellules, est indépendante de son ligand naturel,
la NTS. Cette activation est plutdét la conséquence de son interaction avec le récepteur
tyrosine kinase TrkB et le recrutement de protéines Gi,. Ainsi, ce complexe agit comme un
oncogéne conditionnel dépendant du ligand endogéne de TrkB, le BDNF, qui est fortement
exprimé dans les cellules leucémiques comparé a la NTS. Le complexe NTSR2-TrkB active
les voies de signalisation de survie, comme Src et Akt, ainsi que I'expression des protéines
anti-apoptotiques Bcl-2 et Bcel-xL. L'effet protecteur de 'axe BDNF/TrkB est supprimé lorsque
NTSR2 est inhibé, induisant ainsi une diminution drastique de la viabilité par apoptose. Nos
résultats démontrent que l'interaction NTSR2-TrkB et I'activation soutenue des voies de
signalisation sous le controle de ces deux acteurs joue un réle déterminant dans la survie
des cellules leucémiques, ce qui suggere que l'inhibition du récepteur NTSR2 représente
une stratégie ciblée prometteuse pour le traitement de la LLC.

L’ensemble de ces résultats est illustré dans I'article et argumenté plus loin.
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Neurotensin receptor type 2 protects B-cell chronic
lymphocytic leukemia cells from apoptosis

A Abbaci'’, H Talbot'7, S Saada', N Gachard®?, J Abraham®, A Jaccard®?, D Bordessoule®*, AL Fauchais"*®, T Naves'®

and MO Jauberteau'®®

B-cell chronic lymphocytic leukemia (B-CLL) cells are resistant to apoptosis, and consequently accumulate to the detriment of
normal B cells and patient immunity. Because current therapies fail to eradicate these apoptosis-resistant cells, it is essential to
identify alternative survival pathways as novel targets for anticancer therapies. Overexpression of cell-surface G protein-coupled
receptors drives cell transformation, and thus plays a critical role in malignancies. In this study, we identified neurotensin receptor 2
(NTSR2) as an essential driver of apoptosis resistance in B-CLL. NTSR2 was highly expressed in B-CLL cells, whereas expression of
its natural ligand, neurotensin (NTS), was minimal in both B-CLL cells and patient plasma. Surprisingly, NTSR2 remained in a
constitutively active phosphorylated state, caused not by a mutation-induced gain-of-function but rather by an interaction with the
oncogenic tyrosine kinase receptor TrkB. Functional and biochemical characterization revealed that the NTSR2-TrkB interaction acts
as a conditional oncogenic driver requiring the TrkB ligand brain-derived neurotrophic factor (BDNF), which unlike NTS is highly
expressed in B-CLL cells. Together, NTSR2, TrkB and BDNF induce autocrine and/or paracrine survival pathways that are
independent of mutation status and indolent or progressive disease course. The NTSR2-TrkB interaction activates survival signaling
pathways, including the Src and AKT kinase pathways, as well as expression of the anti-apoptotic proteins Bcl-2 and Bcl-xL. When
NTSR2 was downregulated, TrkB failed to protect B-CLL cells from a drastic decrease in viability via typical apoptotic cell death,
reflected by DNA fragmentation and Annexin V presentation. Together, our findings demonstrate that the NTSR2-TrkB interaction
plays a crucial role in B-CLL cell survival, suggesting that inhibition of NTSR2 represents a promising targeted strategy for treating

B-CLL malignancy.

Oncogene advance online publication, 23 October 2017; doi:10.1038/onc.2017.365

INTRODUCTION

Resistance to cell death is often associated with replicative
immortality and chemotherapy evasion, two central hallmarks of
cancer. This feature is particularly prominent in B-cell chronic
lymphocytic leukemia (B-CLL)," in which it leads to the accumula-
tion of malignant mature B lymphocytes.” Several factors have
been implicated in CLL development, including mutations in the
immunoglobulin heavy-chain variable region gene (IGHV) and
genomic alterations (deletion, translocation, trisomy and non-
synonymous mutations) used as prognostic markers for indolent
or aggressive disease course.’ Despite these molecular and
genetic findings, however, no curative molecules that can
definitively eradicate apoptosis-resistant B-CLL are yet available.
Hence, identification of as-yet-unknown mechanisms involved in
B-CLL cell survival pathways could provide new targets for
anticancer therapies.

Cell-surface receptors, especially G protein-coupled receptors
(GPCRs), have emerged as crucial players in malignancies. Several
studies show that GPCRs participate actively in signal transduction
involved in control of homeostatic processes, including the
balance between cell death and proliferation.* In lymphocytes,

GPCRs coupled to heterotrimeric G proteins, notably G;as, regulate
multiple immune functions and engage in cross-talk with other
signaling pathways, including those mediated by tyrosine kinase
receptors (TKRs)>® such as the Src family of protein kinases (SRC)
and the phosphoinositide-3-kinase/protein kinase B (for example,
PI3K/AKT).” Thus, mitogen-activated protein kinases (MAPKs), for
example, ERK and JNK and the expression of anti-apoptotic
proteins belonging to the Bcl-2 family (for example, Bcl-2, Bcl-xL)
remain constitutively activated.® These observations suggest that
malignant cells can hijack the physiological function of GPCRs for
their survival.® Accordingly, GPCR activation might be associated
with B-CLL pathogenesis.

To more precisely delineate the potential function of GPCRs in
apoptosis evasion by B-CLL cells, we investigated the role of the
neurotensin receptors (NTSRs). Two of these proteins, NTSR1 and
NTSR2, are GPCRs, whereas NTSR3/sortilin, which has a single
transmembrane domain, plays a major role as a sorting receptor.'®
NTSR1 drives homeostatic processes in the nervous and gastro-
intestinal systems, but is also actively involved in overexpression
of anti-apoptotic proteins and chemotherapy resistance in
cancer.""'?

'Limoges University, Equipe Accueil 3842, Cellular Homeostasis and Diseases, Faculty of Medicine, Limoges Cedex, France; “Hematology Laboratory, Dupuytren Hospital
University Center of Limoges, Limoges Cedex, France; *CNRS-UMR 7276, Limoges University, Limoges Cedex, France; *Department of Hematology, Dupuytren Hospital University
Center of Limoges, Limoges Cedex, France; *Department of Internal Medicine, Dupuytren Hospital University Center of Limoges, Limoges Cedex, France and ®Department of
Immunology, Dupuytren Hospital University Center of Limoges, Limoges Cedex, France. Correspondence: Professor M-O Jauberteau, EA3842, Laboratoire Homéostasie Cellulaire
et Pathologies, Faculté de Médecine, 2, Rue du Docteur Marcland, 87025 Limoges Cedex, France.

E-mail: m-o.jauberteau-marchan@unilim.fr

“These authors contributed equally to this work.

%These authors contributed equally to this work.

Received 5 May 2017; revised 29 July 2017; accepted 25 August 2017

ABBACI Amazigh | Theése de doctorat | Université de Limoges | 2017

W
W

I
ImE|



NTSR2-TrkB in B-CLL apoptosis resistance
A Abbaci et al

Because NTSR1 is often dysregulated in solid cancers'® and
previous work by our group showed that NTSRs are differentially
expressed in normal and malignant B lymphocytes,'* we were
interested in studying the potential roles of this GPCR subfamily in
B-CLL. In this study, we found that NTSR2, but not NTSR1, was
aberrantly overexpressed in B-CLL. Both in NTSR2-overexpressing
B-cell models and in cells derived from B-CLL patients, inhibition
of NTSR2 by mRNA silencing sensitized cells to apoptosis,
pursuant to a decrease in expression of anti-apoptotic proteins.
We found that NTSR2 in B-CLL cells is in a constitutively active
phosphorylated state, which was reversible by a NTSR2-specific
inhibitor. NTSR2 activation is independent of its natural ligand,
neurotensin  (NTS), and is instead the consequence of its
interaction with the TKR tropomyosin-related kinase receptor B
(TrkB) and the recruitment of G;a proteins. Thus, this complex acts
as a conditional oncogene dependent on the TrkB ligand, BDNF,
which is highly expressed in B-CLL. We present novel data
demonstrating that the NTSR2-TrKB interaction and the sustained
activation of the signaling pathways under the control of these
two actors constitute an essential driving force for apoptosis
evasion in B-CLL.

RESULTS
NTSR2 is overexpressed in B-CLL

Based on our previous observation that NTSRs are differentially
expressed in malignant human B lymphocytes and drive
resistance to Fas ligand-mediated cell death, we speculated that
NTSRs contribute to apoptosis resistance in B-CLL pathogenesis.
We first compared expression of NTSR genes in B lymphocytes
between healthy donors (HDs) (Normal B, n=15) and B-CLL
patients (B-CLL, n= 30 patients). NTSRT was undetectable in B-CLL
cells, whereas NTSR2 was strongly expressed, at levels 30-fold
higher (P < 0.001) than in normal B lymphocytes (Figure 1a). The
profile of NTSR2 expression, which was similar between indolent
and progressive B-CLL, was independent of B-CLL markers such as
TP53 deletion, IGHV mutation, 13q14 deletion and CD38 expres-
sion, indicating that NTSR2 does not represent a discriminant
marker for B-CLL stage (Figure 1b). Analysis of NTSR expression at
the protein level confirmed the mRNA results: NTSR2 was
overexpressed in B-CLL, whereas NTSR1 was undetectable
(Figures 1c and d).

The abnormal expression of NTSR2, independent of B-CLL stage
and progression, led us to investigate the roles of the primary
mechanisms responsible for GPCR overexpression, that is, gene
mutations and chromosomal abnormalities.’ To this end, we
sequenced NTSR2 and analyzed the karyotypes of 10 B-CLL
patients. None of the B-CLL cases harbored mutations in the
NTSR2 gene, except for two patients with a silent polymorphism
(rs114415067, pH55H) (data not shown). Moreover, NTSR2 muta-
tions are present in only 0.3% of the 19 141 samples in COSMIC
v62, indicating that NTSR2 mutations are rare in all combined
pathologies."”

Together, the significant increase in NTSR2 mRNA and protein
levels suggested that NTSR2 plays a role in the pathogenesis of
B-CLL, regardless of the biological and clinical features of this
disease.

NTSR2 depletion sensitizes B-CLL lymphocytes to apoptosis
Given that B-CLL lymphocytes exhibit apoptosis resistance, a
hallmark of this disease, we sought to determine whether NTSR2
downregulation would sensitize B-CLL cells to programmed cell
death. To this end, we performed mRNA silencing assays with a
pool of four different siRNAs directed against NTSR2 mRNA
(Figures 2a—f).

In the four patients tested, NTSR2 silencing triggered a drastic
decrease in cell viability, from 86 to 24%, after 72 h (Figure 2c,
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P < 0.001). To extend these observations, we investigated the pro-
apoptotic effect of NTSR2 silencing after 48 h using flow cytometry
to detect Annexin V/PI (propidium iodide) staining (Figures 2d
and e). NTSR2 depletion significantly increased the percentage of
Annexin V-positive cells, reflecting induction of apoptosis (n=4,
P < 0.01, Figures 2d and e). However, we observed no alternative
cell death (Annexin V"°921vep|Positve) (Eigyre 2d). Further evidence
for apoptosis was obtained by enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) to detect DNA fragmentation.'® Consistent with the
results of flow cytometry, NTSR2 depletion triggered DNA
fragmentation, as demonstrated by elevated levels of cytoplasmic
nucleosomes (P < 0.01, Figure 2f) in comparison to control and
isolated normal B cells (Supplementary Figures 1a—c).

In B-CLL pathogenesis, both survival signaling and anti-
apoptotic proteins are often dysregulated (Supplementary
Figures 1d—f). Accordingly, we investigated the expression of the
Src pro-survival signaling pathways and the anti-apoptotic protein
Bcl-2 following NTSR2 depletion. Although Bcl-2 was highly
expressed in B-CLL cells (Supplementary Figure 1f), its levels
decreased significantly upon NTSR2 depletion (Figures 2g and i).
Likewise, the pro-survival kinase Src exhibited a decrease in
constitutive phosphorylation (Figures 2g and h), suggesting that
NTSR2 makes a major contribution to Src kinase activation and
expression of anti-apoptotic proteins.

In the following experiments, we used two human B-lympho-
cyte cell lines, one from lymphoma (BL-41) and one from B-CLL
(MEC-1). Although endogenous expression of NTSR2 was higher in
BL-41 and MEC-1 than in normal B cells, it was lower than in B-CLL
(Supplementary Figure 1g). Hence, to achieve comparable
expression levels between models, we overexpressed NTSR2 in
both BL-41 and MEC-1 cells (Supplementary Figure 2a). Because
the NTSR2 signaling pathway is connected to three major MAPK
pathways, that is, ERK1/2, p38 and JNK, as well as the PI3K/AKT
survival pathway, we used arrays to monitor the presence of
phosphorylated MAPKs following NTSR2  overexpression
(Supplementary Figure 2b). Strikingly, NTSR2 overexpression
resulted in a 2-3-fold induction (that is, increase in phosphoryla-
tion) of several proteins engaged in survival pathways, including
Src, JNK, p38 and Akt (Figures 3a and b). In addition, we observed
a decrease in the amount of cytoplasmic nucleosomes, reflecting
the level of apoptosis (Figure 3c), following an increase in the
expression of the anti-apoptotic proteins Bcl-xL and Bcl-2
(Figures 3d and e). Similar results were obtained when cells were
deprived of serum for 24 h, ruling out the possibility that NTSR2 is
activated by ligands present in calf serum (Figures 3f-i). Together,
these results indicate that NTSR2 overexpression acts as an
oncogene via stimulation of the Src and MAP kinases, as well as by
upregulating expression of anti-apoptotic proteins, thereby
promoting cell survival and apoptosis resistance, respectively.
These results reveal a specific effect of NTSR2 on pro-survival
signaling in B-CLL cells.

NTSR2 stimulation is independent of its natural ligand, NTS

We hypothesized that NTSR2 stimulation depended on activation
of autocrine and/or paracrine loops following release of NTS, as we
showed previously for NTSR1 in normal B lymphocytes.™ To
investigate the role of NTS in modulating apoptosis, we monitored
its effect on expression in B lymphocytes derived from B-CLL
patients. As observed for NTSR1, the addition of NTS to B-CLL
lymphocytes promoted sustained activation of NTSR2 and its
downstream cascade, including phosphorylation of Src kinase
(Figures 4a and b) and expression of the anti-apoptotic proteins
Bcl-2 and Bcl-xL (Figures 4a and c). Following this stimulation, the
apoptotic ratio of B-CLL cells decreased significantly (Figure 4d).
Because NTSR1 was not expressed in B-CLL, these observations
suggest that NTSR2 plays a protective role in these cells.
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NTSR2, but not NTSR1, is overexpressed in B-CLL. (a) Quantitative analyses of NTSRT and NTSR2 mRNA levels in normal B (n=15) and

B-CLL (n=30) lymphocytes, normalized against HPRT. Data are expressed as mean fold change in expression (+s.e.m.) vs normal B cells.
(b) Quantitative analyses of NTSR2 mRNA level in indolent (Indol.) vs progressive (prog.) patients, wild-type (wt) vs mutant (Mut.) IGHV, wild-
type (wt) vs mutant (deleted, del.) p53, CD38 negative (neg.) vs positive (pos.), and absence (no) vs presence of 13q14 deletion (del.); values are
given in arbitrary units (a.u.). (c) Representative analysis of NTSR2 expression from B-lymphocyte lysates from two normal donors (D1, D2) and
two B-CLL patients (P1, P2). (d) NTSR2 expression, normalized against actin, in normal B (n=6) and B-CLL (n=6) lymphocytes (means +s.e.m.
of three independent experiments). Significant P-values are indicated in the graphs ***P < 0.001.

To determine whether the autocrine/paracrine interaction of
the NTS-NTSR2 complex takes place in B-CLL patients, we
performed ELISA to measure the concentration of circulating
NTS in plasma from B-CLL patients and HDs. Surprisingly, the
concentration of NTS was higher in HD than in B-CLL plasma
(80.03 pg/ml vs 48.62 pg/ml, P < 0.01, Figure 4e). NTS mRNA was
not detectable (ND) in B-CLL cells, in contrast to normal B cells
(Figure 4f), excluding the possibility of autocrine and/or paracrine
survival loops triggered by NTS-NTSR2 on the surface of B-CLL
cells. Likewise, in both BL-41 and MEC-1 cell lines, overexpression
of NTSR2 for 24 h did not trigger NTS expression (Figure 4g),
despite sustained NTSR2 activation irrespective of growth factor
abundance (Figure 3f).

Taken together, these results suggested that NTSR2 activation
must be sustained by an alternative mechanism that does not
involve the canonical ligand NTS. We hypothesized (Figure 4h)
that, as observed for NTSR1'%"7 and NTSR3/Sortilin,'®'® NTSR2 can
recruit a TKR as an alternative second messenger, thereby
inducing its own activation.

NTSR2 interacts with the oncoreceptor TrkB

We previously demonstrated interactions between NTSR3 and
epidermal growth factor receptor (EGFR) and TrkB.'® Interestingly,
NTSR1 also interacts with EGFR, although, as mentioned above,
neither NTSR1 nor EGFR is detectably expressed in B-CLL cells.?®
Based on our previous findings showing that TrkB and its ligand
BDNF are involved in fine-tuning endogenous B-cell survival,®' as
well as in several malignancies®® including myeloma,>?* we
speculated that TrkB might serve as a co-receptor for NTSR2.
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To explore this possibility, we first compared the levels of NTRK2
mRNA (encoding TrkB) in B lymphocytes between HDs (n=15)
and B-CLL patients (n = 30). NTRK2 was expressed at 30-fold higher
levels (P <0.001) in B-CLL cells than in normal B lymphocytes
(Figure 5a). Analysis of TrkB expression at the protein level
confirmed the mRNA results (Figures 5b and c), consistent with
the notion that TrkB could act as a co-receptor of NTSR2.

Confocal analyses revealed that NTSR2 and TrkB colocalized on
the B-CLL cell surface (Figure 5d, insets 1-1 and 1-2). Interestingly,
this colocalization was more prominent following activation of
TrkB by its ligand BDNF (Figure 5d, insets 2-1 and 2-2). These
observations were also supported by colocalization analysis based
on Mander's overlap coefficient (Figure 5e). Immunoprecipitation
(IP) demonstrated that NTSR2 interacted physically with TrkB in
B-CLL cells, and this interaction was promoted upon BDNF
stimulation, as demonstrated by the presence of phosphorylated
TrkB (p-TrkB) in the NTSR2-TrkB immunocomplex (Figure 5f).
These interactions were also observed in BL-41 and MEC-1 models
(Supplementary Figure 3a) but were absent from normal B
lymphocytes (data not shown), suggesting that the NTSR2-TrkB
interaction plays a critical role in B-CLL cell homeostasis.

Because BDNF stimulation promoted formation of the NTSR2—
TrkB complex in leukemia cells, we analyzed both BDNF
expression in B-CLL and circulating BDNF in plasma derived from
B-CLL patients or HDs. In contrast to NTS, the concentration of
BDNF was higher in B-CLL than in HD plasma (155.2 pg/ml vs
54.58 pg/ml, P < 0.01, Figure 6a). Likewise, BDNF transcript levels
were significantly higher in B-CLL than in normal B cells
(Figure 6b). Consistent with this, both mature BDNF (mBDNF)
and its precursor form (pro-BDNF) were detected in the super-
natants of isolated B-CLL lymphocytes, but not normal B cells
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Figure 2. NTSR2 silencing decreases B-CLL viability and induces apoptosis. (a) Representative western blot of B-CLL lymphocytes transfected
with either a non-relevant siRNA (siRNA control, siCo) or a pool of four different siRNAs directed against NTSR2 (siNTSR2). (b) NTSR2 protein
level, expressed as fold change vs control (siCo), normalized against actin, in three different B-CLL patients. (c) B-CLL cell viability (n=4),
expressed as a percentage, 72 h after NTSR2 depletion (siCo vs SINTSR2). (d) Representative fluorescence-activated cell sorting analysis of
apoptosis induction, assessed by Annexin V-fluorescein Isothiocyanate/Pl dual staining of B-CLL cells (n=4) depleted or not for NTSR2. (e)
Percentage of apoptotic cells (Annexin V-positive cells) after NTSR2 silencing in B-CLL vs siCo. (f) Apoptotic ratio in B-CLL cells (n=5) 72 h after
NTSR2 depletion, assessed by cell death ELISA, expressed as fold change vs control (siCo). (g) Representative western blot analysis of p-Src and
Bcl-2 expression from B-CLL cell lysates, depleted of NTSR2 or not for 72 h. (h, i) Histogram bars represent the fold change in phosphorylation
level of Src or Bcl-2 expression in siNTSR2 cells, normalized against actin, in comparison with siCo. Significant P-values are indicated in the

graphs **P < 0.01, ***P < 0.001.

(Figure 6c), suggesting activation of autocrine and/or paracrine
survival loops. As with NTS, the addition of BDNF to B-CLL
lymphocytes promoted sustained activation of NTSR2 and its
downstream cascade, including phosphorylation of Src kinase and
expression of the anti-apoptotic proteins Bcl-2 and Bcl-xL
(Figures 6d-f). Likewise, upon TrkB inhibition, NTSR2 failed to
maintain both Src Kinases phosphorylation and anti-apoptotic
proteins expression thereby suggesting that TrkB and NTSR2
contribute together in the pro-survival signaling pathway
(Supplementary Figures 4a—c).

In addition, in vitro experiments performed on B-CLL cells
following BDNF stimulation revealed a reduced apoptotic ratio in
B-CLL, suggesting a protective role for the NTSR2-TrkB—BDNF
complex (Figure 6g). To rule out the possibility that the BDNF-TrkB
interaction stimulates an autocrine survival loop independently of
NTSR2, we performed NTSR2 silencing prior to BDNF stimulation.
BDNF failed to protect B-CLL cells from apoptosis triggered by
NTSR2 inactivation, suggesting that TrkB is a potential driver for
B-CLL survival only when NTSR2 is overexpressed (Figure 6h).

In both MEC-1 and BL-41 cells, NTSR2 overexpression triggered
NTRK2 expression (Supplementary Figure 3b). Likewise, in cells
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overexpressing NTRK2, we observed an increase in the level of
NTSR2 transcripts (Supplementary Figure 3c). These observations
are supported by the flow cytometry results demonstrating that
NTSR2 and TrkB are co-expressed with at similar levels by B-CLL
cells (Figure 5g). Together, these findings indicate that expression
of NTSR2 in leukemic patients results from NTRK2 overexpression,
and vice versa, providing a molecular mechanism that could
explain NTSR2 overexpression in B-CLL.

Overall, these observations suggested that the NTSR2-TrkB
complex is at the center of a regulatory network in B-CLL and acts
as a conditional oncogene in the presence of BDNF.

NTSR2 is constitutively phosphorylated both in B-CLL cells and
model cell lines

Next, we sought to characterize the activation of NTSR2 through
the recruitment of Gja proteins, which have been implicated in the
activities of several GPCRs such as those observed in immune cell
activation.® To this end, we studied the effect of pertussis toxin
(PTX), which interferes with the interaction of Ga protein subunits
of the G; family (isoforms Ga1, Gja2 and G;a3).” Interestingly, upon
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NTSR2 overexpression induces cell survival signaling pathways. (a,b) Western blot analysis of NTSR2, Src, SAPK/JNK, p38MAPK, and

NTSR2 (pCMV6-NTSR2) or empty vector (EV) cultured for 24 h post-
ratio following NTSR2 overexpression for 24 h, assessed by cell death

ELISA, expressed as fold change vs empty vector (EV). (d, e) Representative western blot analysis of Bcl-xL and Bcl-2 expression in BL-41 and
MEC-1 cells overexpressing NTSR2 for 24 h. (h, i) Fold change in Bcl-xL or Bcl-2 expression in BL-41 and MEC-1 cells overexpressing NTSR2 for
24 h, normalized against actin, in comparison with EV. (f-i) Similar analyses performed in cells deprived of serum for 24 h. Significant P-values

are indicated in the graphs *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001.

PTX treatment, BDNF stimulation failed to maintain Src phosphor-
ylation in NTSR2-overexpressing MEC-1 cells (Figures 7a and b).
Likewise, Src phosphorylation was reduced in the presence of
K252a, a TrkB inhibitor (Figures 7a and b), suggesting that
activation of Src upon BDNF stimulation depends on G-protein
recruitment and TrkB activation. Accordingly, we next investigated
the ability of NTSR2 to recruit Ga proteins upon stimulation with
BDNF, in comparison with its natural ligand NTS. Indeed, IP
performed on MEC-1 cells overexpressing NTSR2 indicated that
Gia 1/2 proteins interacted physically with NTSR2, and that this
interaction was strengthened upon BDNF stimulation, as also

ABBACI Amazigh | Theése de doctorat | Université de Limoges | 2017

observed upon NTS treatment (Figure 7c), suggesting that BDNF
can trigger recruitment of Gya 1/2. In addition, we detected a
physical interaction between Gia 1/2 and NTSR2 in isolated B-CLL
lymphocytes (Figure 7d). In the B-CLL, G;a 1/2 was recruited more
efficiently after stimulation with BDNF than with NTS, probably
reflecting a stronger tropism for BDNF, which is more highly
expressed than NTS in B-CLL cells (Figure 4f). Likewise, in the
absence of stimulation, the first patient exhibited strong recruit-
ment of Ga 1/2, suggesting a potential difference in the
concentration of mBDNF produced and released by B-CLL cells,
as observed previously (Figure 6¢). Together, these results suggest
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Figure 4. Exogenous neurotensin (NTS) maintains cell survival pathways in B-CLL. (a) Representative western blot of p-Src, Bcl-xL and Bcl-2
expression in B-CLL cells after addition of neurotensin (40 um) for 24 h. (b,c) Expression levels of P-Src (b), Bcl-xL and Bcl-2 (c) represented as,
respectively, the ratio of phosphorylated Src vs pan-Src protein and the ratios of Bcl-xL and Bcl-2 to actin. Values are means + s.e.m. of B-CLL,
expressed in a.u. (n = 3). (d) Apoptotic ratio in B-CLL in the presence or absence of 40 pm NTS for 24 h, assessed by cell death ELISA. Values are
proportions of apoptotic cells (+s.e.m.) in three independent experiments from different patients (n=3). (e) Neurotensin concentration,
quantified by ELISA, from B-CLL patient plasma (n=22, gray boxes), in comparison with healthy donor plasma (n=8, white boxes).
(f) Quantitative analysis of NTS mRNA level in normal B cells (n = 15) and B-CLL (n=30). Data are expressed as mean fold change in expression
(+s.em.) in comparison with normal B cells. ND: not detectable. (g) Quantitative analysis of NTS mRNA level in BL-41 or MEC-1 transfected
with either NTSR2 expression vector (h-CMV6 NTSR2) or empty vector (EV). Data are expressed as mean fold change (+s.e.m.) vs empty vector.
(h) Schematic representation of hypothetical NTSR2 activation dependent on recruitment of a tyrosine kinase receptor (TKR). Significant
P-values are indicated in the graphs **P < 0.01, ***P < 0.001.

that NTSR2 undergoes modifications to sustain its signaling
pathways and recruit G-protein subunits.

Given that phosphorylation of NTSR2 was previously observed
in mouse?® and in human,?® we investigated whether NTSR2 is
phosphorylated in NTSR2-OE cell lines and human B-CLL
lymphocytes. We detected NTSR2 phosphorylation in MEC-1 cells
overexpressing NTSR2, as well as in B-CLL lymphocytes, and the
phosphorylation levels increased upon BDNF stimulation
(Figure 7e). In the presence of SR142948A, a competitive inhibitor
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of NTSR ligand binding, NTSR2 phosphorylation was suppressed,
supporting the binding of BDNF (Figure 7f). This result agreed with
the increase of apoptosis observed in B-CLL exposed to
SR142948A (Figure 7g), suggesting that NTSR2 phosphorylation
is crucial for B-CLL cell survival.

Taken together, our findings show that NTSR2 overexpression
induces Gia recruitment and NTSR2 phosphorylation in B-CLL
lymphocytes. The colocalization of NTSR2 with TrkB, which is
promoted by the presence of BDNF, indicates that a GPCR
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Figure 5.

NTSR2 interacts with the tyrosine kinase receptor TrkB. (a) Quantitative analysis of the level of NTRK2 mRNA (encoding TrkB) in

normal B (n=15) and B-CLL (n=30) lymphocytes. Data are expressed as mean fold change in NTRK2 expression (+s.e.m.) vs normal B cells.
(b) Representative analysis of TrkB expression from B-lymphocyte cell lysates from two normal donors (D1, D2) or two B-CLL patients (P1, P2).
(c) TrkB expression level, normalized against actin, in normal B (n=6) and B-CLL (n=6) cells. Values are means + s.e.m. of three independent
experiments. (d) Confocal microscopy analysis of NTSR2 (green) and TrkB (red) and their colocalization in B-CLL cells (yellow staining in
merged image, insets 1-1 to 2-2) in the presence or absence of BDNF (100 ng/ml). (e) Mander’s overlap coefficient indicating colocalization
of NTSR2 and TrkB after BDNF (100 ng/ml) treatment (means + s.e.m. of three independent experiments). (f) After immunoprecipitation (IP) of
TrkB and NTSR2 from B-CLL protein lysates, immunocomplexes were immunoblotted (IB) with the indicated antibodies. (g) Representative
cytogram showing co-detection of NTSR2 and TrkB by flow cytometry in B-CLL lymphocytes. Significant P-values are indicated in the graphs

**P < 0.01, **P < 0.001.

signaling platform including both receptors is associated with
apoptosis resistance in B-CLL pathogenesis.

DISCUSSION

Resistance to apoptosis is a hallmark of B-CLL clonal lymphocytes,
which are characterized by elevated expression of anti-apoptotic
Bcl-2 family proteins®’ and sustained activation of pro-survival
signaling pathways.?®?° Several studies have reported various
mechanisms associated with B-CLL cell survival, many of which are
related to B-cell receptor (BCR) activation, However, despite
encouraging results using kinase inhibitors targeting the BCR
pathway,*® the frequency of resistance to this treatment and
relapse in CLL patients highlights the deficiencies of current
treatment protocols and suggests that other mechanisms are
involved in CLL pathogenesis.

ABBACI Amazigh | These de doctorat | Université de Limoges | 2017

Independently of BCR activation, several pro-survival B-CLL
growth factors and non-BCR receptors have been implicated in
the pathogenesis of B-CLL,*' including Notch,*? TKR receptors such
as insulin-like growth factor-1 receptor,®** and chemokines and
their associated GPCRs2*° However, other GPCRs have not
previously been reported to be involved in B-CLL pathogenesis. In
this report, we provide the first evidence for the role of another
GPCR, NTSR2, in B-CLL resistance to apoptosis (Figure 8). These data
are consistent with our previous results showing that NTSR1 and
NTSR2 and their common ligand NTS are involved in fine-tuned
regulation of normal B-lymphocyte survival.'* However, in B-CLL
lymphocytes, NTSR2 was drastically overexpressed, whereas NTS
and NTSR1 were strongly downregulated. Therefore, we investigated
the significance of NTSR2 overexpression in the absence of its ligand
in the context of B-CLL lymphocyte survival. Our findings revealed
that NTSR2 inactivation by either siRNA or a pharmacological
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Figure 6.

Protective role of BDNF against B-CLL apoptosis. (a) BDNF concentration, quantified by ELISA, in B-CLL patient plasma (n=17, gray

boxes) in comparison with healthy donor plasma (n=9, white boxes). (b) Quantitative analysis of BDNF mRNA level in normal B (n=15) and
B-CLL (n =30) cells. Data are expressed as mean fold change in expression (+s.e.m.) vs normal B cells. (c) Representative western blot analysis
of pro-BDNF and mature BDNF (mBDNF) expression in normal B and B-CLL supernatants after 24 h of culture post-isolation. (d) Western blot
analysis of P-Src, Bcl-xL and Bcl-2 in B-CLL cell lysates from two patients after addition of BDNF (100 ng/ml) for 24 h. (e, f) Expression levels of
p-Src (e), Bcl-xL and Bcl-2 (f) represented as, respectively, the ratio of phosphorylated Src vs pan-Src protein and the ratios of Bcl-xL and Bcl-2
to actin (B-CLL, n=3). Values are means + s.e.m. of three independent experiments, in a.u. (g, h) Apoptotic ratio, assessed by cell death ELISA,
in B-CLL cells cultured with or without 100 ng/ml BDNF for 24 h (B-CLL, n=4) in the presence or absence of siRNA against NTSR2 or control
siRNA. Values are the mean ratio of apoptotic cells (+s.e.m.) from four independent experiments. Significant P-values are indicated in the

graphs *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001.

inhibitor re-established B-CLL apoptosis (Figure 8, right panel).
NTSR2 inactivation was associated with a significant decrease in the
levels of the anti-apoptotic protein Bcl-2, along with reduced
activation of Src, which is constitutively phosphorylated in B cells
from CLL patients. Strikingly, whereas Bcl-2 protein level changed
following NTSR2 stimulation or inhibition, its mRNA level remains
unchanged suggesting that Bcl-2 protein undergoes post-
translational modifications increasing thereby its stability**?
(Supplementary Figure 5). These observations will need to be
resolved more deeply in future studies

Because NTS was undetectable in B-CLL lymphocytes, we
investigated the possibility that a cross-pathway interaction with
another partner was responsible for activating B-CLL cell survival.
Like NTS, the growth factor BDNF, a member of the neurotrophin
family, is known to participate in B-cell apoptosis resistance via
TrkB, its TKR?' The concomitant effects of TrkB and NTSR2 on
B-CLL lymphocyte survival depended on a physical interaction
between these receptors, which was strengthened by BDNF
activation (Figure 8, left panel). No such interaction was detected
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in normal B lymphocytes. This interaction was supported by
mutual regulation of these receptors at the transcriptional level.
TrkB expression was upregulated in B-CLL cells, as well as in
NTSR2-overexpressing BL-41 or MEC-1 cells. Moreover, experi-
mental overexpression of TrkB in MEC-1 and BL-41 cells induced
the upregulation of NTSR2 mRNA. A cross-pathway interaction
between GPCRs and TKRs was previously reported for another NTS
receptor, NTSR1 and EGFR/HERs in lung, breast and
hepatocarcinomas.''”* In leukemias or lymphomas, NTSR1 has
been characterized in Sezary syndrome and HL-60 cells,***
whereas NTSR2 has rarely been investigated in cancers, with the
exception of prostatic cancer.*®

In this study, we showed that B-CLL survival is linked to the
activation of NTSR2, as assessed by G-protein recruitment and
phosphorylation (Figure 8, left panel). NTSR2 activation depends
on G;a protein, as demonstrated by two observations: Gia proteins
immunoprecipitate with NTSR2 receptor in lymphocytes from
B-CLL patients, and PTX decreases cell activation in NTSR2-
overexpressing cells. Gia protein recruitment in immune cells
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Figure 7. NTSR2 phosphorylation in B-CLL and recruitment of Gy proteins. (a) Representative western blot analysis of Src phosphorylation in
MEC-1 cells overexpressing NTSR2 (pCMV6-NTSR2) in the presence or absence of BDNF (100 ng/ml), pertussis toxin (PTX, 200 ng/ml) or K252a
(100 nM) for 24 h. (b) Ratio of phosphorylated Src vs pan-Src protein, normalized against actin. Values are means +s.e.m. of three independent
experiments in a.u. (¢, d). After immunoprecipitation (IP) of NTSR2 from MEC-1 cells overexpressing NTSR2 (pCMV6-NTSR2) or not (EV), or from
B-CLL cells in the presence or absence of BDNF (100 ng/ml) or NTS (40 pm/ml), the immunocomplexes were immunoblotted (IB) with anti-
Gj1/2 antibodies. (e, f) After immunoprecipitation (IP) of anti-pan-phosphoprotein was performed on MEC-1 cells overexpressing NTSR2 and
B-CLL cells in the presence or absence of BDNF (100 ng/ml) or SR142948A (67 um), the phosphorylation of NTSR2 was detected by
immunoblotting (IB) with anti-NTSR2 antibodies. (g) Apoptotic ratio, assessed by cell death ELISA, in B-CLL in the presence or absence of
SR142948A (67 pm) for 24 h. Values are mean ratios of apoptotic cells (+s.e.m.) of three independent experiments from different patients
(n=3). Significant P-values are indicated in the graphs *P < 0.05, ***P < 0.001.

plays a central role in B-lymphocyte survival, especially in regard
to control of Bcl-2 expression, as demonstrated in Ga-deficient
mouse models showing that downregulated expression of Bcl-2
family proteins.*” That, decreases the B-la B-lymphocyte
subpopulation,*® equivalent to B-CLL lymphocytes. However,
NTSR has not been previously examined with regard to B-CLL
survival. This function was assessed by examining the recruitment
and activation of Src, which is constitutively activated in B-CLL
lymphocytes. The inhibition of NTSR by either a NTSR pharmaco-
logical inhibitor or by siNTSR2 in B-CLL lymphocytes restored
B-CLL apoptosis.

According to other TKR-GPCR platform studies,**~>*> NTSR2
activation is associated with the TrkB-NTSR2 complex, an active
TKR-GPCR complex that can activate pro-survival signaling
pathways including p38MAPK, Erk1/2, JNK and Src. Activation of
signaling pathways following BDNF treatment suggests that
NTSR2 is activated by TrkB, a finding not previously reported. A
TKR-GPCR interaction leading to downstream activation through
G;a recruitment was reported for another TKR receptor, IGFR, and
another GPCR, CCR5 activated by a chemokine.®? TKR/GPCR
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complex involving neurotrophin receptors was also previously
reported for TrkA interacting with LPA (lysophosphatidate
receptor) a GPCR receptor, activated by the TrkA ligand NGF
(nerve growth factor), whereas GPCR inhibition causes a decrease
in MAPK signaling.>***

The relationship between anti-apoptotic protein expression,
resistance to apoptosis in B-CLL, and NTSR2 overexpression
reveals a new mechanism of aberrant B-CLL lymphocyte survival.
Knowledge of this mechanism could support the targeting of
NTSR2 and its activation, with the ultimate goal of clinical
application.

MATERIALS AND METHODS
Cell cultures

BL-41 and MEC-1 cell lines (Leibniz Institute, DSMZ, Germany) were
cultured as previously described." Human B lymphocytes from healthy
donors blood samples, obtained after approval of the Institutional Ethic
Committee in accordance with the Declaration of Helsinki, were isolated as
previously reported.'*?! Thirty-four B-CLL patients were included in this
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Model of NTSR2 function in B-CLL survival. In this schematic, NTSR2-TrkB-BDNF acts as a key regulator of B-CLL resistance to

apoptosis. The NTSR2-TrkB interaction is strengthened upon BDNF stimulation, and triggers pro-survival pathways via phosphorylation of
NTSR2, resulting in activation of the phosphorylation cascade of the Src and AKT kinases, as well as expression of the downstream anti-
apoptotic proteins Bcl-xL and Bcl-2, leading to B-CLL cell survival and resistance to apoptosis (left panel). NTSR2 inhibition by siRNA-mediated
mRNA depletion induces a drastic apoptotic cell death despite the presence of TrkB and BDNF, indicating that TrkB plays a role as a second
messenger in NTSR2-mediated apoptotic resistance in B-CLL. NTSR2 deactivation by SR142948A suppresses the ability of NTSR2 to recruit the
Gia1/2 subunits upon BDNF stimulation, leading to the suppression of NTSR2 phosphorylation and a decrease in the expression of
anti-apoptotic proteins, thereby increasing B-CLL apoptosis (right panel). PM, plasma membrane.

study and approved by Institutional Review Board AC 72-2011-18. B-CLL
were isolated from venous blood using the MACSxpress B-CLL Cell
Isolation Kit, human (MACS; Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany)
according to the manufacturer’s instructions.

Overexpression and RNA interference

cDNAs encoding NTSR2 and TrkB in pCMV6-XL4 expression vectors were
purchased from QriGene Technologies (Herford, Germany). For transient
overexpression, cells were transfected using Amaxa Nucleofector 2b
(Lonza, Levallois-Perret, France) and the Amaxa Nucleofector Kit-V (Lonza)
according to the manufacturer’s instructions. For interference assays, B-CLL
cells were transfected using INTERFERin (Polyplus transfection, lllkirch,
France). In each transfection, 84 ng siRNA against NTSR2 (ON-TARGETplus
Human NTSR2 [23620] siRNA — SMARTpool), or siRNA control (ON-
TARGETplus Non-targeting pool D-001810-10-20) (Dharmacon, CO, USA),
were used.

Drugs and treatments

Cultured cells were incubated for 24 h with 40 um NTS (Calbiochem/Merck
Millipore, Fontenay sous Bois, France) or 100 ng/ml human recombinant
BDNF (Alomone labs, Jerusalem, Israel). Optimal concentrations of
exogenous BDNF and NTS were determined previously.'**' The non-
peptide NTSR antagonist SR142948A (Tocris Biosciences, Bristol, UK) was
used at 67 nw,*® PTX (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) at 200 ng/mI***7;
TrkB inhibitors were K252a (Alomone Labs) at 100 nm***? or ANA12 (Tocris
Biosciences) at 100 um.*®

Flow cytometry and immunofluorescence

Cells were fixed in 4% paraformaldehyde in phosphate buffered saline
(PBS) for 15 min at room temperature (RT). After washes in 1% bovine
serum albumin/PBS and incubation with 5% bovine serum albumin/PBS for
30 min at RT, cells were incubated overnight at 4 °C with both rabbit
polyclonal anti-NTSR2 and mouse anti-TrkB diluted in PBS/1% bovine
serum albumin. After washing, samples were incubated with 1 mg/ml
Alexa Fluor 488- or 594-conjugated anti-rabbit or anti-mouse IgG Ab
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) for 1h at RT. After washes, cells were
suspended in 500 ul of PBS and analyzed on a FACSCalibur flow cytometer
(Becton Dickinson, Heidelberg, Germany) mounted in mounting medium
containing  4'6-diamidino-2-phénylindole (DAPI) (Sigma-Aldrich) and

Oncogene (2017) 1-12

ABBACI Amazigh | Theése de doctorat | Université de Limoges | 2017

observed under a confocal microscope (Carl Zeiss, LSM 880, Oberkochen
Germany).

Western blots

Proteins obtained as described previously®® were blotted onto polyviny-
lidene fluoride membrane (Calbiochem/Merck Millipore) and incubated
with following antibodies: rabbit anti-NTSR-1 (ANT-015), rabbit anti-NTSR-2
(ANT-016), Alomone Labs; rabbit anti-Bcl-2 (sc-783, Santa Cruz Biotechnol-
ogy, Dallas, TX, USA); rabbit anti-Bcl-xL (#27645), rabbit anti-phospho-Akt
(Ser473) (#4060S), mouse anti-Akt (pan; #29205), rabbit anti-phospho-Src
family (Tyr416; #6943S), rabbit anti-Src (#2108S), rabbit anti-phospho-p38
MAPK (Thr180/Tyr182; #92115), rabbit anti-p38 MAPK (#86905S), rabbit anti-
phospho-SAPK/IJNK (Thr183/Tyr185; #46685), and rabbit anti-SAPK/JNK
(#9252), all from Cell Signaling Technology (Danvers, MA, USA); mouse
anti-Gial/2 antibody (06-236, Calbiochem/Merck Millipore); and anti-actin
(A5441, Sigma-Aldrich). After washing (tris-buffered saline/0.1% Tween-20),
the immunoreactions were detected by incubation for 2 h at RT with
horseradish peroxidase-conjugated secondary Ab against mouse or rabbit
Ig (P0447 and P0448, respectively, Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
USA), revealed with the Immobilon Western Chemiluminescent HRP
Substrate (Merck Millipore). Western blot were detected using Bioimaging
Systems (GeneSnap and GeneTool; Syngene, Cambridge, UK). Densito-
metric analyses were performed using the ImageJ software (NIH, Bethesda,
MD, USA).

Immunoprecipitation

Immunoprecipitation were conducted as described previously.”® For IP
assays, rabbit anti-NTSR-2 (ANT-016, Alomone Labs), mouse anti-TrkB
(MAB3971, R&D Systems, Minneapolis, MN, USA), and mouse anti-
phosphotyrosine antibody clone 4G10 (05-321, Calbiochem/Merck Milli-
pore) were used along with 50 pl of protein A Sepharose (Sigma-Aldrich),
and samples were incubated overnight at 4 °C, After centrifugation, the
pellets were washed three times with IP buffer,*® and then resuspended in
30 pl of SDS-PAGE sample buffer containing DTT (50 mm) and analyzed by
SDS—-PAGE as described above for western blotting.

Analysis of cell viability and apoptosis

Cell viability was assessed using Trypan Blue exclusion method.®'
Apoptosis was evaluated using either the PI/Annexin V-fluorescein
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Table 1. Primers and probes sequences

Names Sequences Length (pb)  GenBank Reference
Forward 5'-GGCTATGTGGAGTTGGCATT-3’

BLNE Reverse 5-CAAAACGAAGGCCTCTGAAG-3' 123 NM_170735.3
Probe 5'-ATTTCTGAGTGGCCATCCCAAGGTCTAG-3'

. Forward 5'-TGACCAATATGCATACATCAAAGA-3’

Neurgtensin Reverse 5-TAATTTGAACAGCCCAGCTG-3" 103 NML 0061 A4
Probe 5'-CATGTTCCCTCTTGGAAGATGACTCTGCTA-3'
Forward 5'-CGCCTCATGTTCTGCTACAT-3’

NTSR1 Reverse 5-TACGTCAGCTCCACCATCAA-3' 13 NM_002531.2
Probe 5'-AGCAGTGGACTCCGTTCCTCTATGACTTCT-3'
Forward 5'-ATCCAGGTGAATGTGCTGGT-3'

RISH2 Reverse 5"-CCAAGTGCCGTCCACTTCTA-3' L NM 0125443
Probe 5'-ACTAACTGCTTTCCTGAATGGGGTCACAGT-3’
Forward 5'-CTGGTGAAAATCGGGGACT-3'

TE-FL Reverse 5"-AGGAAATTCACGACGGAAAG-3' 137 NM 0061804
Probe 5'-TGTACAGCACTGACTACTACAGGGTCGGTG-3'

BCL2 Applied Biosystems TagMan Gene Expression Assay/Catalogue number 4331182 81 NM_000633.2

HPRT HPRT1 Control mix, Applied Biosystems, TagMan, VIC Catalogue number 4326321E NM_000194.1

isothiocyanate double staining method as described previously® or the
Cell Death Detection ELISA PLUS kit (Roche, Basel, Switzerland) colorimetric
assay according to the manufacturer's instructions. Briefly, cells were
transfected either with plasmids or SiRNA as described above and cultured
with or without exogenous BDNF or NTS for 24 additional hours in a 96-
multiwell plate (5x 10* cells/well). Absorbance values were measured at
405-490 nm with an ELISA reader (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA). The absorbance obtained in controls was normalized to a value of 1,
as previously described.'®

RNA extraction, reverse transcription and real-time quantitative
PCR

RNA extraction, reverse transcription and real-time quantitative PCR
analyses were performed as previously described." Primers and probes
sequences used in this study are summarized in Table 1.

Plasma NTS and BDNF quantification

Plasma BDNF and NTS levels were measured using commercial ELISA kits:
BDNF E,.x ELISA ImmunoAssay System (Promega, WI, USA) and Human
Neurotensin, NT ELISA Kit (CUSABIO Life Science, College Park, MD, USA).
All assays were performed in triplicate, and results are expressed in pg/ml.

Data treatments and statistical analysis

Results were analyzed by one-way ANOVA followed by Fisher's post hoc
test using the StatView 5.0 software (Abacus Concepts, Piscataway, NJ,
USA). P-values < 0.05 were considered significant. Mean and s.e.m. values
were obtained from at least three independent experiments.
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Supplementary Figure 1. Survival signaling pathways in B-CLL and normal B cells

(a) Western blot of NTSR2 expression from B-CLL cell lysates, depleted of NTSR2 or not for
72 h vs. Normal B cells. (b) histograms: fold change in NTSR2 expression in siNTSR2 cells,
siControl (siCo) and in Normal B, normalized against actin (c) Apoptotic ratio (nucleosome)
in B-CLL cells (n=3) depleted of NTSR2 or not for 72 h vs. Normal B (n=3), expressed as fold
change vs. control (siCo). (d, e) Western blot analysis of NTSR2, Src, p38MAPK, and Akt
expression from B-CLL lymphocytes vs. normal B lymphocytes, expressed as mean fold
change in expression (+ s.e.m.) in comparison with normal B cells. Values: means * s.e.m. of
three independent experiments, in arbitrary units (a.u.). (f) western blot of Bcl-xL and Bcl-2,
comparing B lymphocytes from three normal donors (#D1, #D2, #D3) and one B-CLL patient
(#P1). (g) NTSR2 mRNA level in B-CLL lymphocytes (n=30) vs. normal B lymphocytes
(n=15), and in BL-41 or MEC-1 cells transfected with NTSR2 expression vector (pCMV6
NTSR2) (n=15) vs. empty vector (EV) (n=15). Data are expressed as mean fold change in
expression (x s.e.m.), with the value from normal B cells defined as 1.
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Supplementary Figure 2
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Supplementary Figure 2. NTSR2 overexpression in BL-41 and MEC-1 cells

(a) NTSR2 mRNA and NTSR2 protein expression levels in BL-41 or MEC-1 cells transfected
with NTSR2 expression vector (p.CMV6 NTSR2) or empty vector (EV). Data are expressed
as mean fold change (+ s.e.m.) vs. empty vector. All experiments were repeated at least
three times. (b) The signaling pathways activated by NTSR2 overexpression were
investigated using the Proteome Profiler Human Phospho-MAPK Array Kit (R&D Systems).
In brief, transfected cells were grown in 24-well plates for 24 h and lysed, and approximately
300 ug total protein was analyzed in each assay. Values are expressed as mean fold
changes in NTSR2 expression with respect to cells transfected with the empty vector.
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Supplementary Figure 3
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Supplementary Figure 3. NTSR2 and TrkB Interactions in BL-41 and MEC-1 cells

(a) Immunoprecipitation (IP) of TrkB or NTSR2 from BL-41 and MEC-1 cells overexpressing
NTSR2 followed by immunoblot (IB) with indicated antibodies. All experiments were repeated
at least three times; representative results are shown. (b) Quantitative analyses of NTRK2
mRNA level in BL-41 or MEC-1 cells transfected with NTSR2 expression vector (pCMV6
NTSR2) or empty vector (EV). (c) Quantitative analyses of NTSR2 mRNA level in BL-41 or
MEC-1 cells transfected with NTRK2 expression vector (pCMV6 NTRK2) or empty vector
(EV). Values are mean change in NTSR2 or NTRK2 expression (+ s.e.m.) vs. empty vector.

All experiments were repeated at least three times.
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Supplementary Figure 4
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Supplementary Figure 4. TrkB inhibition and prosurvival pathways

(a) Western blot analysis of P-Src, Bcl-xL, and Bcl-2 in B-CLL cell lysates following TrkB
inhibition with ANA12 at 100 uM for 24 h. (b, c¢) Expression levels of p-Src (b), Bcl-xL, and
Bcl-2 (c) represented as, respectively, the ratio of phosphorylated Src vs. pan-Src protein
and the ratios of Bcl-xL and Bcl-2 to actin (B-CLL, n=3). Values are means + s.e.m. of three
independent experiments, in arbitrary units (a.u.).

Supplementary Figure 5
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Supplementary Figure 5. BDNF or NTS stimulation did not modified BCL2 mRNA levels
in NTSR2-overexpressing MEC-1 cells

Quantitative analyses of BCLZ2 mRNA levels in MEC-1 cells transfected with NTSR2
expression vector (pPCMV6 NTSR2) or empty vector (EV) after addition of BDNF (100 ng/mL)
and neurotensin (40 uM) for 24 h. Data are expressed as mean fold change in expression (+
s.e.m.) in comparison with EV transfected cells without treatments. Values are means *
s.e.m. of three independent experiments, in arbitrary units (a.u.).
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Chapitre VI. Discussion

La LLC est une hémopathie maligne caractérisée par une accumulation anormale de
lymphocytes B matures résistants a I'apoptose. Cette accumulation est accompagnée par
une expression élevée de la protéine anti-apoptotique Bcl-2 (Gottardi et al., 1996; Hanada et
al., 1993; McConkey et al., 1996), ainsi que d’autres protéines de la méme famille (Kitada et
al., 1998). Les mécanismes responsables de la surexpression de Bcl-2 observée dans plus
de 80% des lymphocytes leucémiques restent inexpliqués, mais initialement, des études ont
rapporté que cette surexpression peut impliquer 'hypométhylation de la région promotrice du
gene BCL2 (Hanada et al., 1993; Raghoebier et al., 1991). Par la suite, d’autres travaux ont
démontré que les micro RNAs, miR-15a et miR-16-1 qui régulent négativement BCL2 au
niveau post-transcriptionnel sont sous exprimés ou délétés et leur expression est
inversement corrélée a l'expression de Bcl-2 (Calin et al., 2005; Cimmino et al., 2005). Les
lymphocytes B leucémiques sont caractérisés également par une signalisation de pro-survie
prolongée et un faible potentiel de prolifération. En effet, des études ont montré que les
cellules B leucémiques de patients atteints d'une maladie progressive ont une plus grande
capacité de progression dans le cycle cellulaire, liée a une forte activation de la voie de
signalisation Akt (Longo et al., 2007). La méme équipe a montré que les protéines Akt et
Mcl-1 sont des éléments majeurs de cette voie de survie qui peut étre activée par une
stimulation antigénique des cellules B leucémiques (Longo et al., 2008).

Plusieurs études ont rapporté divers mécanismes associés a la survie cellulaire dans
la LLC, dont beaucoup sont liés a l'activation du BCR (Petlickovski et al., 2005; Stevenson et
al., 2011). Dans les cellules leucémiques, cette voie de signalisation regroupe plusieurs
kinases, telles que BTK, Syk, ZAP-70, Lyn et PI3K (Wiestner, 2012). Malgré les résultats
encourageants utilisant des inhibiteurs ciblant ces différentes kinases, la fréquence de
résistance a ces traitements et la rechute chez les patients leucémiques soulignent
linsuffisance des traitements actuels et suggérent que d'autres mécanismes sont impliqués
dans la pathogenése de la LLC. Indépendamment de I'activation du BCR, plusieurs facteurs
de croissance de pro-survie et des récepteurs non-BCR ont été impliqués dans la
pathogenése de la LLC (Ghosh and Kay, 2013), comme Notch (Rosati et al., 2009), des
récepteurs a tyrosine kinase tels que I'lGF-1R (/nsulin-like Growth Factor-1 Receptor)
(Saiya-Cork et al., 2011; Yaktapour et al., 2013); et des RCPGs comme les récepteurs de
chimiokines (Burger et al., 1999; Drost et al., 2012; Mbhle et al., 1999; Schréttner et al.,
2010; Ticchioni et al., 2007). Cependant, a notre connaissance, il n’y a pas d'autres RCPGs
démontrés comme étant impliqués dans la pathogenése de la LLC. Les résultats précédents
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de notre équipe ont montré que NTSR1 et NTSR2 et leur ligand commun la NTS, sont
impliqués dans une régulation fine de la survie normale des lymphocytes B (Saada et al.,
2012). De plus, cette étude a montré que les lymphocytes B leucémiques expriment
fortement le récepteur NTSR2, alors que la NTS est indétectable et I'expression du récepteur
NTSR1 est fortement diminuée. Ce niveau élevé d’expression n’a pas été détecté dans les
ganglions tumoraux des patients atteints de DLBCL ou de cancer colorectal (Saada et al.,
2012).

Trés peu d’études ont décrit I'implication et les fonctions du récepteur NTSR2 en
oncologie. La plupart des travaux concerne l'implication de 'axe NTS/NTSR1 notamment
dans les signalisations induites dans les cancers solides (Alifano et al., 2010; Baxendale et
al., 2013; Bugni et al., 2012; Dupouy et al., 2014; Ouyang et al., 2015; Wang et al., 2011; Yu
et al., 2013). Concernant NTSR2, la surexpression de ce récepteur a été rapportée dans le
cancer de la prostate, notamment dans les stades les plus différenciés (Swift et al., 2010).
En effet, cette surexpression a été détectée dans les lignées issues de cancers prostatiques
différenciés, comparées aux lignées non différenciées dépourvues de récepteurs
androgeéniques ou a des cellules non malignes, provenant d’adénome (Swift et al., 2010).
L’expression de NTSR2 a également été caractérisée dans les lignées de cellules
cancéreuses HT-29 et FaDu, provenant, respectivement, d’adénocarcinome du colon et de
carcinome épidermoide du pharynx, sans aucune démonstration de limplication du
récepteur dans l'activation de la prolifération cellulaire (Haase et al., 2006). Dans le CCR,
I'expression de NTSR2 est inconstamment détectée. Ces variations d’expressions selon les
lignées étudiées peuvent étre expliquées par des modifications épigénétiques. En effet, la
méthylation des promoteurs de NTSR1 et de NTSR2 a été rapportée dans les lignées
cellulaires de tumeurs neuroendocrines et de CCR (Kim et al., 2015b, 2017). Elle régule
ainsi I'expression différentielle des deux récepteurs et serait responsable de I'inhibition de
I'expression de NTSR2 dans ces cellules (Kim et al., 2015b, 2017). La méthylation du géne
NTSR2 a également été détectée dans les cancers inflammatoires du sein (Van der Auwera
et al., 2010). Enfin, des modifications au niveau de méthylation du promoteur de la NTS, ont
également été détectées (Dong et al., 1998). En effet, une hypométhylation de ce promoteur
est présente dans 25% des CCR. Cette méthylation bloque la fixation du facteur de
transcription AP-1, contrélant ainsi I'expression du géne de la NTS dont l'activation est
associée au CCR (Dong et al., 2000).

Dans cette étude, nous montrons pour la premiére fois le réle de NTSR2 dans la
résistance des cellules B leucémiques a l'apoptose. Ainsi, nous avons montré que la

surexpression de NTSR2, en l'absence de son ligand, est associée a la survie des
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lymphocytes B leucémiques. Nos résultats ont révélé que l'inactivation du NTSR2 par siRNA
ou par linhibiteur pharmacologique SR142948A rétablit I'apoptose de ces cellules, a un
niveau équivalent a celui de cellules B humaines normales. L'inactivation de NTSR2 est
associée a une diminution significative des niveaux d’expression de la protéine anti-
apoptotique Bcl-2, ceci parallélement a la diminution de I'activité constitutive de Src que nous
avons détectée dans les cellules B de patients atteints de la LLC dont les niveaux
d’expression protéique de Bcl-2 sont élevés. Une telle interrelation de la survie cellulaire
impliquant Bcl-2 et les NTSRs a été décrite pour NTSR1, dont I'activation par la NTS dans
les cellules de cancer du sein, induit une augmentation de TARNm et de la protéine Bcl-2.
Dans ce type cellulaire, cette augmentation dépend de la voie des MAPKs et résulte de
I'activation transcriptionnelle de Bcl-2 (Somai et al., 2002b). Par contre, dans notre étude, la
surexpression du récepteur NTSR2 agit sur le niveau d’expression de la protéine Bcl-2, sans
modifier les niveaux d'’ARNm qui restent inchangés (a 4h comme a 24h post activation par la
NTS, dans les cellules de la lignée MEC-1 surexprimant NTSR2). Ceci suggére que les
modifications d’expression de Bcl-2, consécutives a la surexpression de NTSR2,
n’interviennent pas au stade transcriptionnel. L’augmentation de la protéine Bcl-2 pourrait
résulter de modifications post-transcriptionnelles qui inhibent sa dégradation dépendante du
protéasome, et augmente ainsi sa demi-vie. En effet, de nombreuses modifications post-
transcriptionnelles comme ['ubiquitination et la phosphorylation sont des hypothéses qui
restent a étudier (Breitschopf et al., 2000; Rooswinkel et al., 2014; Tomasi et al., 2015).
D’autres mécanismes sont également évoqués dans la régulation post-transcriptionnelle de
Bcl-2, ils pourraient dépendre i) de la modulation de I'expression de deux miRNAs, miR-15-a
et miR-16-1 inhibiteurs de Bcl-2, décrits dans la LLC (Calin et al., 2005; Cimmino et al.,
2005); /i) de I'expression de la nucléoline, protéine de liaison a 'ARN, augmentant ainsi la
stabilité de ’TARNm de Bcl-2 (Willimott and Wagner, 2010), dont I'expression anormale a été
décrite dans la LLC.

Concernant I'activation constitutive de NTSR2 (phosphorylation, recrutement de Src)
son mécanisme est a discuter. En effet, cette activation est détectée dans les lymphocytes B
de patients atteints de la LLC et dans les modéles cellulaires comportant une surexpression
de NTSR2 en I'absence de toute stimulation. Etant donné que la NTS était indétectable dans
les lymphocytes B des patients atteints de la LLC, nous avons émis I'hypothése que ce
récepteur pouvait étre activé a la suite d’une transactivation induite par un autre récepteur,
notamment a tyrosine kinase comme le TrkB, également surexprimé chez les patients. Cette
interaction entre NTSR2 et TrkB a été objectivée par microscopie confocale et

immunoprécipitation, dans les modéles cellulaires résultants d’une surexpression de NTSR2
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et chez les patients. Nous avons montré que cette interaction était indispensable a
I'activation de la survie des cellules B leucémiques.

Le ligand de TrkB est un facteur de croissance endogene, le BDNF, sécrété par
plusieurs types de cellules cancéreuses. Il appartient a la famille des NTs, et agit de fagon
autocrine dans plusieurs types cellulaires dont il induit la survie et I'activation comme cela a
été démontré par notre équipe dans des lignées de cancer colorectal (Akil et al., 2011) ainsi
que dans différentes lignées lymphocytaires B humaines (Fauchais et al., 2008). Ce
récepteur TrkB activé par le BDNF induit la résistance a I'apoptose dans ces types cellulaires
soumis a des stress cellulaires induits par privation sérique ou activation du récepteur
apoptotique Fas (Akil et al., 2011; Fauchais et al., 2008). De méme, dans le myélome
multiple, le BDNF a également été décrit comme facteur de croissance autocrine de
plasmocytes tumoraux et contribue a la progression tumorale et a la survie cellulaire en
activant la signalisation des MAPKs et la voie PI3K/Akt (Pearse et al., 2005). De plus, le
BDNF protége les plasmocytes tumoraux de I'apoptose induite par la dexaméthasone ou le
bortezomib, molécules utilisées pour le traitement du myélome (Pearse et al., 2005).

L’axe BDNF/TrkB a également été associé a une augmentation significative de la
survie et de la prolifération de cellules de lymphome non Hodgkinien (Sniderhan et al.,
2009). Dans un de ces lymphomes, le DLBCL, des études in vitro de notre équipe ont
montré que l'inhibition pharmacologiques des récepteurs de NTs par le K252a augmente
'apoptose des cellules de lymphome (Bellanger et al., 2011). Ces différents travaux révelent
ainsi 'importance de I'axe BDNF/TrkB dans plusieurs types cellulaires tumoraux, incluant les
lymphocytes B. Néanmoins, dans le cadre de la LLC, nous avons montré que cet axe
BDNF/TrkB interagissait avec le récepteur NTSR2.

Les effets concomitants de TrkB et NTSR2 sur la survie des lymphocytes
leucémiques dépendent d'une interaction physique entre ces deux récepteurs, renforcée par
une stimulation induite par le BDNF. Cette interaction est soutenue par la régulation mutuelle
de ces deux récepteurs au niveau transcriptionnel. En effet, I'expression de TrkB est régulée
positivement dans les cellules leucémiques, ainsi que dans les cellules BL-41 ou MEC-1
surexprimant NTSR2. De méme, la surexpression de TrkB dans les cellules BL-41 et MEC-1
induit une régulation positive de 'ARNm de NTSR2. Les analyses d'immunoprécipitation et
de microscopie confocale ont montré la co-localisation de ces deux récepteurs dans les
cellules leucémiques, ainsi que dans les lignées cellulaires surexprimant NTSR2. Une telle
interaction entre ces deux récepteurs n’a jamais été décrite auparavant. En revanche,

plusieurs études ont décrit les interactions entre d’autres récepteurs de type RTKs avec
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d’autres RCPGs (Cattaneo et al., 2014; Delcourt et al., 2007a; EI-Shewy et al., 2006; Mira et
al., 2001; Pyne and Pyne, 2011). En effet, les interactions de ces récepteurs ont été décrites
en cancérologie, impliquant particulierement 'lEGFR dans une plateforme de signalisation
RTK-RCPGs, notamment dans les cancers de la prostate (Amorino et al., 2007), du poumon
(Moody et al., 2016), du pancréas (Gilmour et al., 2013), et du colon (ltoh et al., 2005).
L’interaction entre les voies des RCPGs et celles des RTKs a également été rapportée pour
autre récepteur a la NTS, NTSR1. Ce dernier interagit avec 'lEGFR/HER dans les cancers
du poumon et du sein (Dupouy et al., 2014; Younes et al., 2014).

Comme observé précédemment pour le récepteur NTSR1 (Dupouy et al., 2014;
Younes et al.,, 2014) et le récepteur NTSR3/sortiline (Wilson et al., 2014a, 2014b), nous
avons émis I'hypothése que l'activation du récepteur NTSR2 dépendait du recrutement d’'un
récepteur Trk. Comme plusieurs études précédentes ont montré que I'axe BDNF/TrkB est
impliqué dans la survie des cellules B (Fauchais et al., 2008), du myélome (Pearse et al.,
2005) ainsi que dans d’autres cancers (Thiele et al., 2009), et que TrkB était également
surexprimé dans les cellules B de la LLC, 'hypothése que TrkB pouvait étre le co-récepteur
de NTSR2 a été avancée. Ainsi, |'activation de NTSR2 est associée au complexe NTSR2-
TrkB, un complexe RCPG-TRK qui active des voies de signalisation de survie incluant
p38MAPK, Erk1/2, JNK et Src. L'activation des voies de signalisation, recrutées a la suite
d’une stimulation induite par le BDNF, suggére que I'activation de NTSR2 est dépendante de

I'activation de TrkB.

L’implication d’'un ligand de récepteur RTK dans une signalisation RCPG-RTK a été
précédemment démontrée dans d’autres types cellulaires. En effet, dans des cultures
primaires neuronales, le facteur de croissance IGF-1 via son récepteur RTK est capable de
transactiver le récepteur RCPG, PAC1R (PACARP type 1 Receptor) et stimuler la signalisation
et l'activité anti-apoptotique dans ces cellules (Delcourt et al., 2007b). De méme, il a été
démontré que le PDGF induit la migration cellulaire par un mécanisme de transactivation
impliquant l'activation du récepteur RCPG, EDG-1 (Endothelial Differentiation Gene-1) et la
GTPase Rac (Hobson et al., 2001). L’autre exemple de l'implication de la signalisation
RCPG-RTK dans la migration cellulaire, est celui de la transactivation du récepteur CXCR4
(C-X-C chemokine receptor type 4) par 'lGF-1R dans la lignée cellulaire de cancer du sein
MDA-MB231(Akekawatchai et al., 2005). En effet, cette interaction permet a IGF-1 d'activer
les voies de signalisation impliquées dans la migration a travers le récepteur CXCR4 et les
sous unités Giq. et Gg, indépendamment du ligand naturel de CXCR4, la chimiokine CXCL12
(C-X-C chemokine ligand 12) (Akekawatchai et al., 2005). Enfin, l'interaction RCPG-RTK a

également été observée au niveau de linduction de l'inflammation et de la tumorigenése
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dans la lignée cellulaire de cancer du sein, MCF-7 (Mira et al., 2001). Ces différents
mécanismes impliquent les voies de signalisation des MAPKs et des ERK (Delcourt et al.,
2007a; EI-Shewy et al., 2006).

Concernant les récepteurs aux NTs, un tel complexe RCPG-TRK a également été
décrit précédemment dans la lignée de phéochromocytome PC12. En effet, TrkA interagit
avec LPA1 (Lysophosphatidate receptor 1) un récepteur RCPG, activé par le ligand de TrkA,
le NGF. Dans ce modeéle, l'inhibition des RCPGs provoque une diminution de la signalisation
des MAPKs (Moughal et al., 2004, 2006). De plus, des travaux ont mis en évidence
limplication du récepteur RCPG, S1P; (Sphingosine-1-Phosphate Receptor 1) dans
I'extension des neurites induite par le NGF. En effet, dans les cellules PC12 ainsi que dans
des cellules neuronales, le NGF via son récepteur TrkA transactive le récepteur S1P; en
stimulant la sphingosine kinase 1 (SphK1). L’extension des neurites induite par le NGF est
inhibée par la régulation négative de S1P;. A Tinverse, lors de la surexpression de ce
récepteur dans les cellules PC12, la transactivation de S1P; par le NGF stimule la petite
GTPase Rac et augmente fortement 'extension des neurites dans ces cellules (Toman et al.,
2004).

Dans notre étude, 'activation de la signalisation par le complexe NTSR2-TrkB passe
par la formation d'un hétérodimere fonctionnel. Une étude précédente a montré que
I'hétérodimérisation de NTSR1 avec un autre RCPG, le récepteur de l'apeline (APJ),
augmente l'activation et la signalisation induite par leurs ligands respectifs dont la NTS (Bai
et al.,, 2014). L’action de l'inhibiteur pharmacologique SR1492948A dans notre étude est
discutée. En effet, le récepteur NTSR2 a été initialement décrit comme étant sensible pour
cet inhibiteur pharmacologique (Betancur et al., 1998; Gully et al., 1997). La lévocabastine,
connue pour étre l'inhibiteur classique de NTSR2, n’a pas été utilisée dans cette étude en
raison des effets paradoxaux et non reproductibles que notre équipe a constatés dans
différents types de lymphocytes B. Par contre, l'inhibition de NTSR2 par le SR1492948A a
été constatée devant la diminution du recrutement des protéines G, et de la phosphorylation
du récepteur tant dans les cellules de patients que dans les modéles de surexpression de
NTSR2. L’hétérodimérisation du récepteur NTSR2 a TrkB pourrait augmenter I'affinité de
liaison des ligands, notamment de la NTS a NTSR2 augmentant ainsi le recrutement des
protéines G;, méme si I'expression de NTS est faible dans les lymphocytes B leucémiques.
Le BDNF, activant TrkB augmenterait cette hétérodimérisation et I'activation de la voie de

signalisation des Src. Cet effet, est diminué en présence de I'inhibiteur de TrkB, ANA12.
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La NTS induit des effets différents en fonction du systéeme d’expression cellulaire
utilisé et peut agir comme agoniste, agoniste inverse ou antagoniste (Mazella et al., 1996a;
Richard et al., 2001b; Vita et al., 1998; Yamada et al., 1998). En effet, une activité
constitutive du récepteur NTSR2 humain a été décrite dans des cellules COS transfectées
par le NTSR2 humain (Richard et al., 2001b). Dans ce modéle, cette activité est inhibée par
la Iévocabastine mais la NTS n’a montré aucun effet. Dans un autre modéle de transfection
du récepteur NTSR2 humain (cellules CHO), I'activité constitutive du récepteur NTSR2 est
inhibée par la NTS et la lIévocabastine (Vita et al., 1998). De plus, dans ces cellules les
antagonistes SR48692 et SR142948A peuvent agir comme agonistes et induire la
mobilisation de Ca®* (Vita et al., 1998). Ces études montrent que le SR142948A induit des
effets paradoxaux selon les types cellulaires et les espéces et agit par des mécanismes
d'action mal défini pour inhiber le récepteur NTSR2 humain. Toutefois, de nouveaux
inhibiteurs du récepteur NTSR2 ont été décrits dans la littérature, qu'il conviendra de tester
dans nos modeles (Einsiedel et al., 2011; Thomas et al., 2014).

Une interaction RCPG-RTK menant a une activation en aval grace au recrutement de
Gi; a été démontrée pour un autre récepteur a tyrosine kinase, I'lGF-1R et un autre RCPG,
CCR5 (C-C chemokine Receptor type 5) activé par la chimiokine RANTES (Mira et al.,
2001). En effet, cette étude montre que I'activation de I'lGF-1R conduit a la stabilité et/ou a la
stimulation de la transcription de TARNm de RANTES (le ligand naturel du récepteur CCR5),
augmentant ainsi sa synthése et sa sécrétion dans le milieu extracellulaire. A son tour,

RANTES lie et active le récepteur CCR5 et favorise la migration. (Mira et al., 2001).

Dans notre étude, nous avons montré que la survie des cellules leucémiques est liée
a l'activation de NTSR2, démontrée par le recrutement des protéines G et par sa
phosphorylation. En effet, I'activation de NTSR2 dépend de la protéine G, qui a été déja
décrite dans l'activité de plusieurs RCPGs tels que ceux observés dans l'activation de
cellules immunitaires (Kehrl, 1998). Cela a été montré i) par la diminution de I'activation de
NTSR2 en présence de la PTX qui interagit avec les sous-unités de protéines G, de la
famille G; (isoformes Giq1, Gig, €t Gigs) (Kehrl, 1998) et ii) par immunoprécipitation de NTSR2
avec les protéines Gi, dans les lymphocytes B leucémiques comme dans les cellules
surexprimant NTSR2. Le recrutement de protéines G, dans les cellules immunitaires joue un
r6le central dans la survie des lymphocytes B, en particulier dans le contréle de I'expression
de Bcl-2, comme cela a été démontré avec les modeéles de souris déficientes en G, montrant
une régulation négative des protéines de la famille Bcl-2 (Ohman et al., 2002). Dans ces
modeles murins, il convient également de noter la diminution de la sous-population

lymphocytaire B, B-1a (Dalwadi et al., 2003) qui est I'équivalent chez I'homme des
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lymphocytes B CD5" impliqués dans le développement de la LLC, ceci attestant de la
fonction des protéines Gy, dans le maintien de cette sous population de lymphocytes B.
L’implication du récepteur NTSR2 dans la survie des cellules B leucémiques a été également
démontrée par le recrutement et I'activation de Src, qui est activé de facon constitutive dans
les lymphocytes B leucémiques. L'inhibition du récepteur NTSR2 par un inhibiteur
pharmacologique ou par siNTSR2 restaure I'apoptose les cellules leucémiques.

La relation entre I'expression des protéines anti-apoptotiques, la résistance a
I'apoptose dans les cellules leucémiques et la surexpression du récepteur NTSR2, révele un
nouveau mecanisme de survie anormale des lymphocytes B de patients atteints de LLC.
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Conclusion et perspectives

L’ensemble de nos résultats met en évidence pour la premiére fois le role essentiel
du récepteur NTSR2 dans la résistance a I'apoptose des lymphocytes B de patients atteints
de la LLC. Dans ces cellules B, NTSR2 est fortement exprimé et constitutivement activé
indépendamment de son ligand naturel, la NTS qui est considérablement diminuée dans ces
cellules. Cette régulation de signalisation de survie et de résistance a I'apoptose induite par
NTSR2, est la conséquence de son interaction avec le récepteur a domaine tyrosine kinase
TrkB. Ce complexe hétérodimérigue RCPG-TRK est stimulé par le ligand de TrkB, le BDNF,
et induit le recrutement de protéines G, par NTSR2. Ainsi, ce complexe agit comme un
oncogeéene conditionnel dépendant du BDNF, qui est fortement exprimé dans les cellules
leucémiques comparé a la NTS. Le complexe NTSR2-TrkB active les voies de signalisation
de survie, comme Src et Akt, ainsi que l'expression des protéines anti-apoptotiques Bcl-2 et
Bcl-xL. L’inhibition de TrkB dans ce complexe diminue ces voies de signalisation. De plus,
I'effet protecteur de 'axe BDNF/TrkB est supprimé lorsque NTSR2 est inhibé, induisant ainsi
une diminution drastique de la viabilité par apoptose. Cela suggére que les deux récepteurs

contribuent ensemble a la survie des cellules leucémiques.

Nos résultats montrent que l'interaction NTSR2-TrkB et l'activation des voies de
signalisation, sous le contrdle de ces deux acteurs, joue un réle déterminant dans la survie
des cellules leucémiques, ce qui suggere que l'inhibition du récepteur NTSR2 ouvre un
nouveau champ de recherche thérapeutigue dans cette pathologie caractérisée par

'accumulation de lymphocytes B résistants a I'apoptose et impliquant Bcl-2.

Dans notre étude nous avons montré que lI'expression de la protéine Bcl-2 est
régulée par la stimulation ou I'inhibition de NTSR2 mais son niveau d’ARNm reste inchangé.
Il convient donc de déterminer si la régulation de Bcl-2 dans les cellules surexprimant
NTSR2 ou dans les cellules B leucémiques est dépendante des mécanismes post-
transcriptionnels comme l'ubiquitination, la phosphorylation, ou d’autres mécanismes de
régulation comme la modulation de I'expression des miRNAs miR-15-a et miR-16-1 et de la
protéine de liaison a I'ARN, la nucléoline. Ces mécanismes ont été décrits comme
frequemment dérégulés dans la LLC. Nous rechercherons ainsi I'expression de ces facteurs
qui sont associés au maintien de la protéine Bcl-2 dans les lymphocytes leucémiques et
dans les modéles surexprimant NTSR2 et leurs variations éventuelles d’expression lors de

I'inactivation de NTSR2 par siRNA ou par son inhibiteur pharmacologique.
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Etant donné que les voies de signalisation en aval de NTSR2 sont des
caractéristiques communes a plusieurs récepteurs a tyrosine kinase ou de RCPGs, NTSR2
pourrait agir sur d'autres récepteurs RTKs souvent impliqués dans la survie des cellules
leucémiques. Il convient également d’analyser et de comparer les niveaux d'expression

d'autres Trks et/ou RCPGs dans ces cellules par rapport aux lymphocytes B normaux.

Paralléelement, nous avons constaté dans une étude préliminaire, que I'expression en
ARNm de NTSRS3/sortiline est diminuée dans les cellules leucémiques ainsi que dans la
lignée cellulaire BL-41 surexprimant NTSR-2. Cela suggére I'existence d’'un mécanisme de
régulation potentielle entre NTSR2 et NTSR3/sortiline. Ainsi, il reste a i) identifier les
fonctions régulatrices de NTSR3/sortiline dans les boucles autocrines de survie impliquant le
BDNF et la NTS au cours de la LLC Jj) déterminer son réle dans la régulation du trafic-
intracellulaire notamment dans la sécrétion et le transport du BDNF et la localisation des
récepteurs Trks et NTSRs.

Enfin, le profil de surexpression de NTSR2, ne semble pas dépendre des facteurs
pronostiques déja connus dans la pathologie, telles que la délétion du géne P53, la mutation
IGHV, la délétion 13gq14 et l'expression de CD38. Il restera a déterminer si cette
surexpression est la conséquence d’une modification épigénétique du promoteur du géne de
NTSR2, telle que la méthylation, qui serait impliquée dans le recrutement de facteurs de
transcription. Ainsi, il conviendra de rechercher une hypométhylation du promoteur de
NTSR2 et les facteurs de transcription impliqués dans son activation.

Ces perspectives pourraient permettre d’identifier de nouveaux mécanismes associés
a la résistance a I'apoptose des lymphocytes B au cours de la LLC et d’orienter ainsi vers de

nouvelles voies de recherche thérapeutique.
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Abstract

Interleukin-22 (IL-22) is a member of the IL-10 cytokine family that binds to a heterodimeric
receptor consisting of IL-22 receptor 1 (IL-22R1) and IL-10R2. IL-22R expression was ini-
tially characterized on epithelial cells, and plays an essential role in a number of inflammato-
ry diseases. Recently, a functional receptor was detected on cancer cells such as
hepatocarcinoma and lung carcinoma, but its presence was not reported in glioblastoma
(GBM). Two GBM cell lines and 10 primary cell lines established from patients undergoing
surgery for malignant GBM were used to investigate the expression of IL-22 and IL-22R by
using quantitative RT-PCR, western blotting and confocal microscopy studies. The role of
IL-22 in proliferation and survival of GBM cell lines was investigated in vitro by BrdU and
ELISA cell death assays. We report herein that the two subunits of the IL-22R complex are
expressed on human GBM cells. Their activation, depending on exogenous IL-22, induced
antiapoptotic effect and cell proliferation. IL-22 treatment of GBM cells resulted in increased
levels of phosphorylated Akt, STAT3 signaling protein and its downstream antiapoptotic
protein Bcl-xL and decreased level of phosphorylated ERK1/2. In addition, IL-22R subunits
were expressed in all the 10 tested primary cell lines established from GBM tumors. Our re-
sults showed that IL-22R is expressed on GBM established and primary cell lines. Depend-
ing on STAT3, ERK1/2 and PI3K/Akt pathways, IL-22 induced GBM cell survival. These
data are consistent with a potential role of IL-22R in tumorigenesis of GBM. Since endoge-
nous IL-22 was not detected in all studied GBM cells, we hypothesize that IL-22R could be
activated by immune microenvironmental IL-22 producing cells.
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does nat alter his adherence to PLOS ONE policies Interleukin 22 (IL-22), a member of the IL-10 cytokine family, is produced by several subsets

on sharing data and materials. of lymphocytes such as CD4" T helper 17 (Th17) cells (able to produce also IL-17A and IL-
17F) and Th22 cells, CD8" cytotoxic T cells, natural killer (NK) cells, v8 T cells and lymphoid
tissue inducer (LTi)-like cells [1]. IL-22 signals through a heterodimeric receptor composed of
two subunits, the specific receptor IL-22R1 and the shared subunit, IL-10R2 [2, 3]. Unlike IL-
10 and most of the cytokines, IL-22 has no effect on immune cells [4, 5].

In agreement, IL-22R1 is not expressed on immune cells [6] but selectively detected on epi-
thelial cells, ie keratinocytes [7], hepatocytes [8], pancreatic cells [9], lung cells [10], kidney
cells [11] and colonic epithelial cells [12]. Binding of IL-22 to its receptor activates the Janus ki-
nase 1 (JAK1), followed by the signal transducers and activators of transcription protein 3
(STAT3) and STATS5 pathways [13, 14]. IL-22 also activates the MAP kinase pathways such as
the extracellular signal regulated kinase 1/2 (ERK1/2), mitogen activated protein kinases
(MAPK) like c-Jun N-terminal kinase (JNK) and p38 [1, 8, 13]. In addition, IL-22 activates the
phosphatidylinositide 3-Kinase- Akt-mammalian target of rapamycin (PI3K-Akt-mTOR) path-
way [8, 15, 16].

The biological role of 1L-22 was initially described in hepatoma [5], pancreatic acinar [9]
cells and keratinocytes [7], thereafter reported to be involved in the pathogenesis of numerous
inflammatory diseases, notably in skin inflammation such as psoriasis [17, 18]. Indeed, IL-22
induces an inflammatory phenotype on keratinocytes and inhibits their differentiation [7, 19].
Beside these well characterized immunopathological functions on epithelial tissues, the role of
IL-22 in cancer cell biology has been recently reported in lung [20], gastric [21], colorectal [22,
23], pancreatic [24, 25], and hepatocellular carcinomas [26], whose cells expressed the IL-
22R1/IL-10R2 receptor subunits. Indeed, IL-22 was described as an autocrine factor of human
lung cancer cells contributing to cancer cell survival and resistance to chemotherapy, and its
therapeutic effect was showed in an in vivo xenograft model using IL-22-RNAi plasmids [20].
In hepatocellular carcinoma, tumor infiltrated leukocytes were significantly enriched in IL-22
expressing cells. Moreover, IL-22 expression was positively correlated with tumor growth, me-
tastasis and tumor stages [26]. In vitro, IL-22 induced hepatocyte cells survival and prolifera-
tion by activating STAT3 phosphorylation and Akt [13]. The role of IL-22 in colorectal cancer
was also investigated by Jiang et al., who demonstrated that upregulation of IL-22 in human
colon cancer microenvironment enhances tumor growth, inhibition of apoptosis and promo-
tion of metastasis by activating STAT3 phosphorylation [22]. In addition, IL-22 levels were
positively correlated with colorectal cancer tumor stages [27], and serum IL-22 level was elevat-
ed in chemoresistant patients [23]. In pancreatic cancer, IL-22 enhances metastatic ability of
pancreatic ductal adenocarcinoma cell lines, and high expression of IL-22 and IL-22R1 was as-
sociated to poor prognosis [25].

In the central nervous system, the presence of human Th17 lymphocytes and their deleteri-
ous role were described in multiple sclerosis lesions. Kebir and colleagues reported the expres-
sion of IL-17 and IL-22 receptors on blood-brain barrier endothelial cells during multiple
sclerosis lesions and in experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE), a mouse model of
multiple sclerosis [28]. They showed that Th17 lymphocytes transmigrate efficiently from the
systemic compartment into the central nervous system across the human blood-brain barrier
endothelial cells. In addition, the presence of Th17 lymphocytes has been recently reported in
primary human malignant GBM [29]. These authors showed that IL-17A mRNA levels in
human GBM were higher than in normal human brain. To the best of our knowledge, the ex-
pression of IL-22R in GBM has never been reported. Although the mechanisms underlying the
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malignant transformation of glial cell into GBM are not well elucidated, the hypothesis of an
early block in the differentiation of glial progenitors into differentiated cells is issued [30-32].
Given the implication of Th17 lymphocytes in multiple sclerosis lesions and their presence
in human GBM, the target tissues of Th17 cell-derived IL-22, its ability to inhibit the cellular
differentiation and the association of its expression to various cancer, we questioned on a direct
role of IL-22 on GBM cells. Herein, we report that human GBM cell lines as well as GBM-
initiating cells express the two subunits of the functional IL-22 receptor. Activation of IL-22 re-
ceptor by IL-22 induces GBM cell survival and proliferation by activating STAT3 and PI3k/Akt
pathways. Collectively, a role for IL-22 in the growth and potential invasiveness of GBM
is suggested.

Materials and Methods
Cell lines and cell culture

Human GBM cell lines were purchased from the American Type Culture Collection (ATCC/
LGC Standards). U87MG cells were maintained in MEM medium with Earle’s salts supple-
mented with 10% heat-inactivated Fetal Calf Serum (FCS), 1mM sodium pyruvate, 1% non es-
sential amino acids, 50 [U/mL penicillin and 50 mg/mL streptomycin. U118MG cells were
cultured in DMEM, high glucose, glutamax medium supplemented with 10% FCS, 1mM sodium
pyruvate, 50 IU/mL penicillin and 50mg/mL streptomycin (all from Gibco/Life Technologies),
at 37°C under humidified atmosphere and 5% CO2. NHEK were obtained from surgical samples
of healthy breast skin and cultured as previously described [7]. Cells were serum-starved for

4 hours (h) before recombinant IL-22 treatment. The recombinant human IL-22 (20 ng/mL)
was purchased from R&D Systems, recombinant human SuperFasLigand (100 ng/mL) from
Enzo Life Sciences, LY294002 and U0126 from Cell Signaling Technology. Vehicle (0.05% v/v
DMSQO) was used as control.

GBM-initiating cells culture

Tumor samples were obtained within 30 min after surgical resection from ten adult GBM pa-
tients (Department of Neurological Surgery, Poitiers University Hospital, France). Written in-
formed consent forms were obtained from all patients enrolled in this study, which was
approved by the Poitiers University Hospital Ethics Committee (DHOS/OPRC/FCnotif-
tumoro-jun04: 04056) and in accordance with the Declaration of Helsinki. Tumor tissues were
washed and mechanically dissociated. Cells were resuspended in a defined serum free medium
and cultured as previously described [33].

Real-time RT-PCR analysis

Total cellular RNA was isolated using Trizol reagent (Invitrogen/Life Technologies) and
treated with DNase I (0.05 U/ul; Clontech/Ozyme). Four pg of total RN A were reverse tran-
scribed using Superscript IT Reverse Transcriptase (Invitrogen) according to the manufactur-
er’s instructions. Quantitative PCR was carried out using the LightCycler-FastStart DNA
Master”"® SYBR Green I kit (Roche Molecular Diagnostic). The reaction components were
1X FastStart DNA Master SYBR Green I, 3 mM MgCl2, and 0.5 pM of forward and reverse
primers as previously described [18, 19]. A calibration curve was performed with purified
PCR products of target genes. The cycling conditions comprised 10 min polymerase activa-
tion at 95°C and 45 cycles at 95°C for 10 s, 64°C for 5 s, and 72°C for 18 s with a single fluores-
cence measurement. Melting curve analysis, obtained by increasing the temperature from
60°C to 95°C with a heating rate of 0.1°C per second and a continuous fluorescence
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measurement, revealed a single, narrow peak of suspected fusion temperature. The Delta Ct
mathematical model was used to determine the relative quantification of target genes com-
pared with the GAPDH reference gene.

Western blotting

Anti-IL-22R1 antibody (Ab) (0.5 pg/mL) was purchased from Abcam, anti-IL-10R2 Ab

(1 pg/mL) from R&D Systems, anti-phospho-STAT3 (Tyr705) (1:2000), anti-STAT3 (1:1000),
anti-phospho-Akt (1:2000), anti-Akt (pan) (1:2000) Abs from Cell Signaling Technology and
anti-Actin Ab (1:10000) from Sigma-Aldrich. Cell lines cultures were lysed using 1X Cell lysis
buffer (Cell Signaling Technology), according to the manufacturer’s instructions. Protein con-
centration was determined using Bradford protein concentration assay (Sigma). SDS-PAGE was
performed and the proteins were electro-blotted onto Immobilon PVDF membranes (Merck
Millipore). After 1 h of incubation at room temperature in blocking solution (5% non-fat dry
milk in 1X TBS-0.1% Tween-20), the membranes were exposed to the specific primary Abs in
blocking solution overnight at 4°C. Then, membranes were washed thrice for 5 min with TBS-
0.1% Tween-20 and the immunoreactions were detected by horseradish peroxidase-conjugated
secondary Ab to mouse or rabbit Ig (Dako) diluted at 1:2000 in blocking solution for 1 h at
room temperature. After washing, visualization of immunocomplexes was accomplished using
the Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrate (Merck Millipore). Protein-loading
control was performed with anti-Actin Ab. Western blots were scanned using a bio-imaging sys-
tem (Genesnap; Genetool; Syngene). Densitometric analyses were performed using an IMAGE]
software program (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA http://rsb.info.nih.gov/ij/).
Protein expression was determined in relative units in reference to actin expression.

Immunofluorescence

Cells grown on 14-mm coverslips (Fisher Scientific) were fixed with 4% formaldehyde in 1X
PBS at room temperature for 15 min (in fume hood), rinsed three times in PBS and permeabi-
lized or not with ice-cold 100% methanol for 10 min at -20°C. After 5 min of wash in PBS, non-
specific binding was blocked by 30 min incubation with blocking buffer (1X PBS-5% normal
goat serum with or without 0.3% Triton X-100) at room temperature. Coverslips were then in-
cubated overnight at 4°C in Ab dilution buffer (1X PBS-1% BSA with or without 0.3% Triton
X-100) with the primary Ab. The following primary Abs were used: rabbit polyclonal anti-IL-
22R1 Ab (10 pg/mL; Abcam), mouse monoclonal anti-IL-10R2 Ab (5 pg/mL; R&D Systems),
rabbit monoclonal anti-phospho-STAT3 (Tyr705) (1:100; Cell Signaling Technology) and
mouse monoclonal anti-STAT3 Ab (1:1600; Cell Signaling Technology). Cells were washed 3
times in PBS, and incubated for 2 h at room temperature (in dark) with 488 nm Alexa Fluor-
conjugated secondary Abs (Invitrogen) diluted 1:1000 in Ab dilution buffer. After 3 washes in
PBS, nuclei were stained for 5 min with DAPI (Sigma). After intensive washes, coverslips were
inverted on slides and mounted with Dako Fluorescent Mounting Medium. Isotype controls
were cells incubated with irrelevant normal rabbit or mouse IgG (Sigma). Pictures were taken
using a confocal microscope (Carl Zeiss, LSM 510).

ELISA

IL-22 in U87MG and U118MG cell line supernatants was detected by sandwich ELISA (Pepro-
tech), according to manufacturer’s instructions. Concentrations below the detection limit
(5pg/mL) were considered undetectable.
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Cell proliferation assays

Cell proliferation was measured using the BrdU cell Proliferation Assay (Cell Signaling Tech-
nology), according to the manufacturer’s instructions. Proliferation values were measured
using a microplate photometer (Thermo Fisher Scientific). Absorbance values were measured
at 450 nm.

Apoptosis assay

Apoptosis was measured by the detection of cytoplasmic soluble nucleosomes using a calori-
metric assay, Cell Death Detection ELISAPLUS kit (Roche) according to the manufacturer’s in-
structions. Absorbance values were measured at 405-490 nm dual wavelengths.

Statistical analysis

Statistical significance was determined by a one-way analysis of variances (ANOVA) with stat-
view 5.0 software (Abacus Concepts). P values < 0.05 were considered significant. Mean and
SEM values were obtained from at least 3 independent experiments.

Results

GBM cell lines express IL-22R1 and IL-10R2 receptors but not
Interleukin-22

The two subunits of the functional IL-22R complex, IL-22R1 and IL-10R2 were detected in the
U87MG and the U118MG GBM cell lines both at mRNA (Fig. 1A and 1B) and protein

(Fig. 1D and 1E) levels with a higher expression in U87MG cell line. By using NHEK as positive
controls for mRNA expression, we showed lower expression levels for IL-10R2, but higher lev-
els for IL-22R1 than in GBM cell lines. By contrast, the [L-22 cytokine transcript was not de-
tectable in both the GBM cell lines nor NHEK, whereas it is present in the psoriatic skin
samples, reported to express IL-22 mRNA [18] (Fig. 1C). In agreement, IL-22 was not detected
(<5pg/mL) in culture supernatant of both GBM cell lines (data not shown). The membranous
and cytoplasmic expression of IL-22R1 and IL-10R2 were detected by immunofluorescence in
the two GBM cell lines (Fig. 1F), in agreement with the transcriptional and western blot studies,
suggesting that GBM cancer cell lines have the ability to respond to IL-22 stimulation.

Interleukin-22 induced GBM cell proliferation and survival

Since IL-22R complex was expressed by GBM cells, we further searched for biological functions
of IL-22. We thus performed proliferation assays with exogenous IL-22 either in FCS-free or in
10% FCS-containing cultures. A 24 h and 48 h incubation of U87MG cells with exogenous IL-
22 induced cell proliferation assessed by BrdU assays, whatever the cell culture conditions

(Fig. 2A). Proliferation is observed only at 48 h for U118MG cells, under the serum-free culture
condition (Fig. 2B). To further evaluate the role of exogenous IL-22 on GBM cell survival, apo-
ptosis was evaluated by measuring soluble nucleosome cytoplasmic levels in cultures in the
presence or not of the Fas ligand-inducing apoptosis (Super Fas Ligand), as previously reported
[34]. In the presence of the Fas ligand, IL-22 significantly decreases the apoptotic ratio of
UB87MG (Fig. 2C) and U118MG cell lines (Fig. 2D), whereas no significant effect was observed
on cells cultured in medium alone (Fig. 2C and 2D), suggesting that IL-22 protects GBM cells
from Fas ligand-induced apoptosis. Previous studies revealed the activation of the antiapopto-
tic protein Bel-xL by IL-22 in lung cancer [20], colon cancer [22] and hepatocarcinoma [26]
cells. We thus examined the relationship between Bcl-xL protein and IL-22 in U87MG cells.
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Fig 1. Expression of IL-22, IL-22R1 and IL-10R2 in GBM cell lines. (A-C) Quantitative RT-PCR analysis of IL-22 and its two receptors (IL-22R1, IL-10R2)
in total RNA extracted from U87MG and U118MG cell lines. Positive controls were the human epidermal keratinocytes (NHEK) for IL-22R1 (A) and IL-10R2
(B) and the human psoriatic skin biopsies (PSO) for IL-22 expression (C). Target gene expression was normalized to the housekeeping GAPDH mRNA. (D,
E) Detection of IL-22R1 (D) and IL-10R2 (E) proteins assessed by western blot analysis in the two studied cell lines. Positive control was the colorectal
cancer cell line HT29 for both IL-22R1 and IL-10R2 expression. Actin was used as a loading protein control. (F) Confocal microscopy analysis of IL-22R1 and
IL-10R2 labeled with specific antibodies and revealed with Alexa fluor-488 conjugated fluorescent antibodies (green) in U87MG and U118MG cell lines.

Nuclei were counter stained with the blue-fluorescent DNA stain DAPI. Scale bars, 10um.

doi:10.1371/journal.pone.0119872.g001
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medium (FCS 10%, +) and in serum-free medium (FCS 10%,-) in the presence of exogenous IL-22 (+) or without IL-22 (-). Cell proliferation was determined
using BrdU cell proliferation assay. The data are represented as histograms of proliferating cells in relative units + SEM of three independent experiments. *,
avalue of p < 0.05; when compared with respective control without exogenous IL-22. (C, D) Apoptotic ratios of soluble nucleosomes were detected by ELISA
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doi:10.1371/journal.pone.0119872.9002
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We showed that Bcl-xL protein is downregulated by Fas ligand and that IL-22 was able to res-
cue this effect (Fig. 2E), in accordance with the above-mentioned results obtained by the ELISA
cell death assays.

Interleukin-22 triggers phosphorylation of STAT3 in GBM cells

To determine the signal transduction pathway induced by IL-22R activation, we searched for
STAT3 phosphorylation in the two GBM cell lines following IL-22 stimulation. The treatment
of US7MG by IL-22 induced STAT3 phosphorylation at Tyr-705, and the maximum phosphor-
ylation levels were detected at 10 min (4.4-fold increase) and remained detected up to 3 h
(1.6-fold increase) (Fig. 3A). Although weaker, IL-22 treatment of U118MG cells also increase
the phosphorylation of STAT3 at 10 min (1.6-fold increase), 20 min (1.3-fold increase) and 30
min (1.4-fold increase) (Fig. 3B). Immunofluorescence studies on GBM cells further confirmed
the IL-22-induced STAT3 phosphorylation, and showed its nuclear localization in both studied
GBM cell lines after 10 min (data not shown) and 30 min of treatment (Fig. 4A and 4B), dem-
onstrating the STAT3 nuclear translocation in the presence of IL-22 (Fig. 4A and 4B).

Involvement of Akt and ERK1/2 pathways in IL-22-mediated cell survival
in GBM cells

IL-22 has also been shown to be involved in the activation of PI3Kinase- Akt pathway [8, 15,
16]. As shown for the U87MG cell line, the expression of phospho-Akt (Ser-473) was enhanced
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Fig 3. IL-22 activates the STAT3 signaling pathway in GBM cell lines. (A, B) The ability of IL-22 to activate signaling pathway in GBM cells was assessed
using antibodies specific to STAT3 and Phospho-STAT3 (P-STAT3). US7MG (A) and U118MG (B) cells were stimulated with IL-22 and harvested at
indicated times. Thirty mg of protein lysates was analyzed for P-STAT3 (Tyr705) and total STAT3 by westem blot analysis. The density of each P-STAT3
band was corrected for variance in loading, using the density of the corresponding total STAT3. The expression level was evaluated as the ratio of
phosphorylated STAT3 protein densities between control (0 min) and treated cells. Histograms are means + SEM of three independent experiments. *,

p < 0.05; **, p < 0.01; *** p < 0.001; when compared with control.

doi:10.1371/journal.pone.0119872.g003
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Fig 4. IL-22 induces STAT3 nuclear translocation and P-STAT3 nuclear accumulation in GBM cells. (A, B) Immunofluorescence analysis of STAT3
and P-STAT3in U87MG (A) and U118MG (B) cells that were non-treated (NT) or treated with IL-22 for 30 minutes (IL-22). After the treatment, cells were fixed
and stained with anti-STAT3 mouse mAb and anti-P-STAT3 rabbit mAb followed by Alexa fluor-conjugated fluorescent secondary antibody. Nuclei were
counter stained with the blue-fluorescent DNA stain DAPI to point out nuclear localization of STAT3. Scale bars, 10pm.

doi:10.1371/journal.pone.0119872.g004

after 10 min of IL-22 treatment (Fig. 5A). IL-22 treatment of U118MG cells appears to be effec-
tive to increase the phosphorylation of Akt at 30 min (data not shown).

IL-22-induced Akt phosphorylation was inhibited by pretreatment of U87MG cells with in-
creasing concentrations of the PI3Kinase inhibitor (LY294002), confirming that this effect is
indeed mediated by the PI3Kinase pathway (Fig. 5B). On the other hand, IL-22 treatment in-
hibited the phosphorylation of ERK1/2 in the U87MG (Fig. 6A) and the U118MG (Fig. 6B) cell
lines. The decreased level of ERK1/2 phosphorylation was detected from 10 min of IL-22 treat-
ment (1.6-fold decrease for US7MG and 1.7-fold decrease for U118MG) and remained lower
than the control up to 1 h of treatment for both cell lines. Given that inactivation of ERK1/2 is
not often correlated with cell proliferation in GBM cells, we examined the effect of the ERK
chemical inhibitor (U0126) on GBM cell lines to see whether it could mimic the effect of IL-22
stimulation. Accordingly, 0.5 and 2.5 uM of U0126 significantly increased proliferation of both
GBM cell lines (Fig. 6C and 6D). Altogether, these data suggest that IL-22 enhances GBM cell
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Fig 5. IL-22 enhances Akt phosphorylation in GBM cell lines. (A) The expression of phosphorylated Akt and the total amount of Akt were analyzed by
western blotting for UB7MG along a 3 h treatment with recombinant IL-22. Thirty mg of protein lysates was analyzed for P-Akt (Ser473) and total Akt by
western blot analysis. The density of each P-Akt band was corrected for variance in loading, using the density of the corresponding total Akt. The expression
level was evaluated as the ratio of phosphorylated Akt protein densities between control (0 min) and treated cells. A representative results of three
independent experiments. *, p < 0.05; **, p < 0.01; when compared with control. (B) Westem blot analysis of cellular protein extracted from U87MG cells
pretreated with increasing concentrations of LY294002 for 2 h, then treated or not with recombinant IL-22 for 20 min. Thirty mg of protein lysates was
analyzed for P-Akt (Ser473) and total Akt. Actin was used as a loading protein control.

doi:10.1371/journal.pone.0119872.9005

proliferation and cell survival via inactivation of ERK1/2 and activation of STAT3 and
PI3K-Akt phosphorylation.

Interleukin-22 receptor complex is expressed in GBM-initiating cells

We further analyzed IL-22R expression in 10 GBM-initiating cells established from GBM tu-
mors [33, 35]. Interestingly, mRNA expression of IL-22R1 and IL-10R2 was detected at various
levels in all the samples, with prominent expression of the ubiquitous receptor component IL-
10R2 (Fig. 7A and 7B). We used NHEK as positive controls, and showed expression levels
higher for IL-10R2 but at similar levels for IL-22R1 in glioblastoma primary cells. Otherwise,
IL-22 mRNA was not detected in all studied human GBM-initiating cells (Fig. 7C), while they
were detected in psoriasis skin samples used as a positive controls [18]. In accordance with the
transcriptomic results, protein expression of both IL-22R subunits was confirmed by western
blot analysis in total cellular protein extracted from GL6 and GL10 GBM-initiating cells

(Fig. 7D), confirming the results obtained with U87MG and U118MG cell lines.

Discussion

The first reports on the involvement of IL-22 in physiopathology were in chronic inflammatory
diseases, as psoriasis or colitis, since IL-22 contributes to tissue inflammation. A functional role

PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone.0119872 March 20, 2015

ABBACI Amazigh | Theése de doctorat | Université de Limoges | 2017

10/16

252



@PLOS | ONE

IL-22 Promotes Glioblastoma Cell Survival

A B
Us7TMG
1L-22 Ut1sMG IL-22
Omin 10 20 30 1h 3h Omin 10 20 30 1h 3h
P-ERK1/2 P-ERK1/2
4244 kDa | TS S S NS S 4244 kDa _ = o
ERK1/2 ERK1/2

4244 KDa | ——— ——— 4244 KDa | ——————

Actin 45 kDa Actin 45 kDa
3 12 3 12
2 1 2 1
52 . 52
g 508 § 5 0,8

o
a2 06 *k kk kk 52 06
x © X =
o8 R
~ g 04 g 04 *k &
Te cc £23
7 02 <02 ek
W w
o 0 o 0
(o D
Us7MG U118MG
835 *k 835
E T 5 ok
o 3 o 3
2 2
T 25 825 o
e [
8 2 * £ 2
s s
S 15 815
; :
£ 1 £ !
g os &os
S o S o
NT U0126 0.54M  U0126 2.5uM NT U0126 0.54M  U0126 2.54M

Fig 6. IL-22 reduces ERK1/2 phosphorylation in GBM cell lines. (A, B) The expression of P-ERK1/2 and the total amount of ERK1/2 were analyzed by
western blotting in total cellular protein extracted from U87MG (A) and U118MG (B) cells treated with IL-22 for the indicated times. Thirty mg of protein lysates
was analyzed for P-ERK1/2 and total ERK1/2. The density of each P-ERK1/2 band was corrected for variance in loading, using the density of the
corresponding total ERK1/2. The expression level was evaluated as the ratio of phosphorylated ERK1/2 protein densities between control (0 min) and treated
cells. A representative results of three independent experiments. *, p < 0.05; **, p < 0.01; *** p < 0.001; when compared with control. (C, D) Effect of
U0126 on proliferation of GBM cells. BrdU cell proliferation assays of U87MG (C) and U118MG (D) cells treated for 24 h in serum-free medium with vehicle
(non-treated; NT) or with 0.5 and 5 pM of U0126. The data are represented as histograms of proliferating cells in relative units. Error bars indicate + SEM. *,

p < 0.05; ** p < 0.01.

doi:10.1371/journal.pone.0119872.9006

of IL-22 in carcinogenesis has been therefore reported in lung, colorectal, gastric, pancreatic
and hepatocarcinomas [1]. In the present study, we show the expression of the IL-22 receptor
subunits IL-22R1 and IL-10R2 in GBM cell lines and in 10 GBM-initiating cells established
from patients undergoing surgery for malignant GBM (WHO grade IV). All the 10 studied cell
lines expressed both chains, with large variation of expression levels. Different studies have
shown that IL-22 expression is associated with pro-survival and proliferation in a number of
human cancer cells. In lung cancer, IL-22 induces cell proliferation and prevents from chemo-
therapy [20] and IFN-Y [36]-induced apoptosis. In hepatocellular carcinoma, IL-22 induces
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Fig 7. IL-22 receptors are expressed in human GBM tumors. (A-C) Quantitative RT-PCR analysis of IL-22R (IL-22R1, IL-10R2) and IL-22 in total RNA
extracted from 10 GBM-initiating cells established from GBM tumors (GL). Three independent NHEK cultures were used as a positive control for IL-22R1 (A)
and IL-10R2 (B) mRNA expression and three human psoriatic skin biopsies (PSO) were used as a positive control for IL-22 (C). Target gene expression was
normalized to the housekeeping GAPDH mRNA. (D) Detection of IL-22R1 and IL-10R2 proteins assessed by westemn blot analysis from two GBM-initiating
cells. Positive control was HT29 cell line. Actin was used as a loading protein control.

doi:10.1371/journal.pone.0119872.g007

cell survival and proliferation [13, 26]. IL-22 also enhances tumor growth and metastasis in
both colon cancer [22] and pancreatic adenocarcinoma [24, 25]. In the current study, we
showed that IL-22 protects GBM cells from Fas ligand-induced apoptosis and promotes cell
proliferation. In agreement, IL-22 was able to increase the expression of the antiapoptotic pro-
tein Bel-xL in UB7MG cells treated with Fas ligand. We can hypothesize that the enhancement
of cell proliferation is linked to the inhibition of apoptosis, allowing the proliferation of rescued
cells. IL-22 has been also reported to involve different signaling pathways including STAT3,
ERK, and Akt in cancerous cells [1], depending of the cell type. In liver, gastric or breast cells,
IL-22 enhances tumor growth and progression by activating STAT3, followed by ERK1/2 [13,
21, 37] and/or Akt phosphorylation [8, 16]. However, in EMTG6 breast cancer cells, IL-22 in-
duces STAT3 phosphorylation, but reduced ERK1/2 and Akt phosphorylation [38]. In renal car-
cinoma cells, IL-22 suppresses cell growth in a dose dependent manner and inhibits the growth
of tumor xenografts; these effects were in part mediated through regulation of STATI and
ERK1/2 signaling pathways [39]. Despite these conflicting results, inhibition of ERK1/2 phos-
phorylation has been suggested as a treatment approach in breast cancer cells [40], lung cancer
cells [41] and GBM cells. For example, it was reported that miltefosine-induced GBM cell apo-
ptosis is dependent on ERK1/2 activation [42]. Similarly, allicin-induced apoptosis is regulated
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by MAPK/ERK-dependent pathway [43]. In our hands, IL-22 treatment promotes GBM cell
proliferation and protects them from apoptosis via the phosphorylation of STAT3, Akt and in-
activation of ERK1/2. Using confocal microscopy, we confirmed IL-22-induces P-STAT3 nu-
clear accumulation and STAT3 nuclear translocation, as recently described in oral squamous
cell carcinoma [44]. The differential response of GBM cell lines to IL-22 stimulation could be
explained by the higher expression of IL-22R in U87MG cell line. Otherwise, deregulated ex-
pression and/or mutations of PTEN (phosphatase and tensin homolog) and p53 have been de-
scribed to act synergistically as activator of STAT3 signaling in tumors outside the brain,
including breast cancer [45]. For this study we used U87MG (PTEN-mutant; p53-wt) and
U118MG (PTEN-mutant; p53-mutant) cell lines, both classified as grade IV glioblastoma. We
suggest that the reduced phosphorylation level of STAT3 induced by IL-22 in U118MG cells
compared to U87MG could be explained by a higher constitutively activated STAT3 in PTEN/
p53-comutant U118MG cells.

In many cancer cells, autocrine production of cytokines is essential for cell survival and pro-
liferation. Recently, this autocrine mechanism was demonstrated in human lung cancer cells
secreting IL-22- [20] and IL-6- [46] induced STAT3 phosphorylation, thus contributing to the
pathogenesis of lung adenocarcinoma and formation of pleural effusion. An autocrine produc-
tion of IL-4 and IL-10 has also been reported in thyroid carcinoma cells, promoting resistance
to Fas-induced apoptosis through the activation of JAK/STAT pathways [47]. By contrast,
GBM cells did not produce IL-22, whereas they express a functional IL-22 receptor, suggesting
that IL-22 could be provided by microenvironmental cells. Recently, Th17 cells invasion was
reported in experimental mouse model of malignant glioma as well as in human glioma [29].
In this context, it is tempting to speculate that the functional effect of IL-22 in GBM could be
induced by neighboring immune cells such as Th17 cells. Additional studies will be helpful to
confirm that Th17 cells are possible source of IL-22 in human GBM. Nowadays, it is known
that GBM has a characteristic cytokine expression pattern, and dysregulations of normal cyto-
kine-mediated cell proliferation have been implicated in gliomagenesis [48]. Amongst them,
IL-6 and IL-10 share signaling pathways with IL-22. IL-6 is secreted by human GBM cell lines
such as U87MG, promoting their invasion [49]. IL-6 expression was positively associated to
the aggressiveness, histopathological grade and poor overall survival of patients with GBM
[50]. IL-10 was described to be produced by primary cultured glioma cells as well as glioma
cancer stem cells [51]. IL-10 inhibits human T cell proliferation by downregulation of MHC
class II expression, inhibiting the antigen-presenting capacity of monocytes and subsequently
promotes glioma tumor growth [48, 52].

The common feature of these cytokines involved in glioblastoma development is their im-
plication in inflammatory response, underlying the fundamental implication of tumor micro-
environment. Amongst the complex cytokine network involved in tumor progression, we
suggest that immunocompetent cells can interact with tumor cells and secrete IL-22 to promote
GBM tumor development. Indeed, previous studies reported that IL-22 expression is correlated
with tumor invasion and poor overall survival in other types of human cancers [21, 26, 27].
Collectively, our results suggest that IL-22 is a new candidate able to play a role in GBM growth
and progression. Thorough additional studies will be necessary to consider the IL-22/IL-22R
axis as a novel therapeutic target for GBM patients.
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Résumeé

La leucémie lymphoide chronique (LLC) est caractérisée par une accumulation anormale de
lymphocytes B matures. Les thérapies actuelles reposent sur I'utilisation d'inhibiteurs ciblant
les kinases impliquées dans la voie du récepteur des cellules B (BCR), mais elles sont
limitées par le niveau élevé de résistance a I'apoptose des cellules leucémiques. En effet,
celles-ci échouent a éradiquer les cellules résistantes a l'apoptose, il est donc essentiel
d'identifier d'autres voies de survie comme nouvelles cibles pour les thérapies
anticancéreuses. La surexpression des récepteurs de surface couplés aux protéines G
(RCPGs) entraine une transformation cellulaire et joue ainsi un réle essentiel dans les
tumeurs malignes. Dans cette étude, nous montrons que le récepteur de la neurotensine de
type 2 (NTSR2), un récepteur couplé aux protéines G, est un acteur essentiel dans les
mécanismes de résistance a |'apoptose dans les cellules leucémiques. Le récepteur NTSR2
est surexprimé et constitutivement actif dans les cellules leucémiques, son activation dépend
de son interaction avec le récepteur TrkB ( Tropomyosin-related kinase B) et du recrutement
des protéines Gy, a la place de son interaction avec son ligand naturel, la neurotensine
(NTS). L'interaction NTSR2-TrkB agit comme un oncogéne conditionnel nécessitant le BDNF
(Brain-Derived Neurotrophic Factor), le ligand de TrkB, qui est fortement exprimé dans les
cellules B leucémiques, contrairement a son ligand naturel la NTS. L'interaction NTSR2-TrkB
active les voies de signalisation de survie, y compris les voies de Src et Akt, ainsi que
I'expression des protéines anti-apoptotiques Bcl-2 (B-cell lymphoma-2) et Bcl-xL (B-cell
lymphoma-extra large). Néanmoins le récepteur TrkB seul ne protéege pas les cellules B
leucémiques d'une diminution drastique de la viabilité par apoptose lorsque NTSR2 est
inactivé. L'ensemble de ces résultats suggerent que l'interaction NTSR2-TrKB et I'activation
soutenue des voies de signalisation dépendante de cette interaction constituent un
mécanisme essentiel d’échappement a I'apoptose des cellules B leucémiques. Le ciblage du
récepteur NTSR2 représente une stratégie prometteuse pour le traitement de cette
pathologie.

Mots-clés : Lymphocytes B leucémiques, RCPG, NTSR2, TrkB, apoptose.
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