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RESUME	

Les lymphomes diffus à grandes cellules B (DLBCL) sont la forme de lymphomes non–

Hodgkiniens agressifs la plus fréquente chez l’adulte, et sont très hétérogènes à la fois sur le plan 

biologique et clinique. Bien que plus de la moitié des patients peuvent être guéris avec le traitement 

standard R-CHOP (combinant la polychimiothérapie CHOP aux anti-CD20 comme le rituximab) 30 à 

40 % des patients échappent ou sont réfractaires au traitement, déterminant des morbidités et mortalités 

importantes liées au nombre limité d’alternatives thérapeutiques. L’objectif des travaux de cette thèse 

était centré sur les mécanismes de résistance thérapeutique dans ces lymphomes, et plus particulièrement 

les résistances au rituximab. Dans une première partie de la thèse, nous avons étudié le rôle de facteurs 

endogènes neuropeptidiques, les neurotrophines (NTs), et l’implication de leur signalisation dans la 

survie des cellules tumorales et leur sensibilité à l’apoptose induite par le rituximab. Nous avons montré 

dans un premier temps que les cellules B tumorales des patients présentaient des taux parfois élevés de 

neurotrophines (NGF, BDNF) et de leurs récepteurs de haute (Trk) et de basse affinité p75NTR. Puis les 

résultats obtenus in vitro sur des lignées cellulaires humaines de DLBCL et in vivo (xénogreffes 

tumorales) ont mis en évidence l’existence d’un axe de survie BDNF/TrkB/p75NTR pouvant interférer 

avec l’efficacité de l’immunothérapie. Cet axe contribue à la survie des cellules tumorales et pourrait 

aussi participer à la résistance thérapeutique aux anti-CD20 en modulant l’expression du CD20 à la 

surface des exosomes. En effet ces microvésicules, sécrétées en grande quantité par les cellules B 

tumorales, expriment le CD20 à leur surface et seraient à ce titre impliquées dans l’échappement 

thérapeutique en réalisant des « récepteurs –leurres » vis-à-vis des anticorps thérapeutiques. Dans une 

2e partie de cette thèse, nous avons évalué dans les DLBCL le rôle potentiel de nouvelles cibles 

émergentes en oncologie, les prohibitines (PHBs) et le facteur d’initiation de la traduction eIF4A. Pour 

cela, nous avons utilisé un ligand de ces acteurs cellulaires de la famille des flavaglines, le FL3. Nous 

avons montré que le FL3 présente un effet apoptotique très important in vitro sur les lignées cellulaires 

de DLBCL et in vivo sur les tumeurs induites chez la souris. Nos travaux ont permis d’en préciser les 

mécanismes moléculaires, mettant en évidence le rôle des PHBs en lien notamment avec l’activation 

d’Erk1/2, et la formation et l’activité du complexe eIF4F dans la survie des cellules de DLBCL. Les 

données préliminaires obtenues à partir des biopsies de patients montrent, de plus, que la forte 

expression de PHB1 pourrait avoir une valeur pronostique dans ces lymphomes.  

L’ensemble de nos travaux ont permis de mettre en évidence de nouvelles voies de survie et 

d’échappement thérapeutique dans les DLBCL, qui pourraient permettre d’identifier aussi de nouveaux 

marqueurs biologiques à valeur diagnostique et/ou pronostique pour le choix de thérapies ciblées. 

 

 

 

 

 



 

 

 

Abstract		
Diffuse large B cell Lymphomas (DLBCL) are the most aggressive and heterogeneous 

biological and clinical form of non-Hodgkin lymphomas in adults. Although more than 50% of patients 

can be cured with standard therapy R-CHOP (combining the CHOP chemotherapy to the anti-CD20 as 

rituximab) 30 to 40% of patients exhibit primary refractory disease or relapse after initial response to 

therapy, determining morbidities and significant mortality related to the limited number of treatment 

options. The aim of this thesis was focussed on therapeutic resistances of these lymphomas, notably 

those of rituximab. In the first part of this thesis, we have evaluated the role of endogenous factor 

signaling, the neurotrophins (NTs), in DLBCL cell survival and sensitivity to the cytotoxicity of 

rituximab. We showed first that a high expression of neurotrophines (NGF, BDNF) and their high (Trk) 

and low (p75NTR) affinity receptors was often found in tumor B cells of DLBCL patients. Results 

obtained in vitro, on human cell lines of DLBCL, but also in vivo (xenografts) showed evidence of a  

survival BDNF/TrkB/p75NTR axis that can interfere with the efficacy of immunotherapy. This axis 

promotes survival of tumor cells and may also participate in rituximab resistance in regulating CD20 

expression at the surface of exosomes. Indeed, these microvesicles, secreted in large amounts by the 

tumoral B cells, express the CD20 and would be involved in the therapeutic escape acting as decoy 

receptors upon rituximab exposure. In the second part of the thesis, we evaluated in DLBCL the potential 

role of new oncogenic targets, PHBs proteins and the initiation factor of translation eIF4A. To this end, 

we used one of their ligands, a synthetic flavagline named FL3. We showed that FL3 determines a strong 

apoptosis in vitro on DLBCL cell lines and in vivo on tumors induced in mice (xenografts). Our works 

have clarified the molecular mechanisms, demonstrating involvement of PHBs, in correlation with 

ERK1/2 activation, and eIF4F complex formation and activity. Preliminary data obtained in patient 

biopsies showed a high expression of PHB1 in tumor B cells that may be decisive for cell survival and 

patient outcome lymphomas. 

Overall, present results show evidence of new survival and rituximab escape mechanisms in 

DLBCL, that should allow to identify new diagnostic and prognostic biomarkers for alternative 

therapeutic options. 
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Pre ambule	
 Le Lymphome Diffus à Grandes Cellules B (DLBCL) est une tumeur maligne des 

lymphocytes B au pronostic défavorable, dont la prise en charge thérapeutique reste encore 

difficile. C’est en réalité un groupe de lymphomes car cette maladie présente une très grande 

hétérogénéité sur le plan biologique et clinique. Cependant, deux principaux sous-types sur le 

plan pronostique ont été identifiés, le type GCB (Germinal center B-cell) et le type ABC 

(Activated B-cell); les patients de type GCB ayant une survie globale significativement 

meilleure que les patients de type ABC. Malgré cette forte hétérogénéité, la majorité des 

patients sont traités de façon uniforme, même si certaines thérapies ciblées se sont développées 

ces dernières années. Dès le début des années 2000, une immunothérapie a été proposée aux 

patients ciblant le CD20 qui est un marqueur membranaire des lymphocytes B. La combinaison 

de ces anticorps thérapeutiques anti-CD20, dont le rituximab, à la polychimiothérapie 

conventionnelle CHOP (immunochimiothérapie R-CHOP) s’est avérée plus efficace que la 

chimiothérapie seule, permettant d’obtenir jusqu’à 50% de survie à 5 ans. Cependant certains 

malades échappent à ce traitement et les résistances au rituximab sont devenues un problème 

considérable en clinique. Plusieurs mécanismes ont été suggérés mais leur signification chez 

les patients reste souvent imprécise. Cependant, la régulation négative de l’expression 

membranaire du CD20, observée chez des patients en rechute ou réfractaires à 

l’immunochimiothérapie, est considérée comme un des facteurs déterminants de cette 

résistance. De plus, des travaux récents ont montré que l’échappement thérapeutique pouvait 

être aussi en lien avec la sécrétion par les cellules B tumorales de microvésicules appelées 

exosomes. En effet, les exosomes présentent le CD20 à leur surface et se comportent à ce titre 

comme des « récepteurs leurres» vis-à-vis des anti-CD20 thérapeutiques. Ainsi, le ciblage du 

niveau d’expression membranaire du CD20, facteur déterminant de l’efficacité des anti-CD20, 

représente un nouveau défi thérapeutique en association avec l’immunothérapie dans ces 

cancers des cellules B. 

C’est dans ce contexte que s’est situé notre sujet de thèse. Plus précisément l’objectif de 

cette thèse était d’identifier de nouvelles voies de survie des cellules tumorales de DLBCL 

pouvant être impliquées dans certaines résistances thérapeutiques aux anti-CD20. La 

connaissance de ces mécanismes devrait permettre des thérapies plus ciblées et le 



 

 

développement de nouveaux procédés de sensibilisation aux traitements. Ainsi, pour aborder 

cet objectif, notre travail de thèse s’est organisé selon 2 axes: 

Dans le premier axe, nous avons étudié le rôle de facteurs de croissance atypiques 

produits par les cellules lymphomateuses, les neurotrophines (NTs), dans la survie des cellules 

tumorales de DLBCL et les résistances au rituximab. Cet axe principal de la thèse concerne la 

thématique centrale de notre équipe d’accueil (EA3842 - Homéostasie cellulaire et 

pathologies). L’ensemble de ces travaux nous ont permis d’être co-premier auteur d’un premier 

article publié en septembre 2015 dans British Journal of Cancer. Par la suite, nous avons choisi 

de nous concentrer surtout sur les résistances au rituximab liées à la régulation de l’expression 

du CD20 à la surface des cellules et au niveau des exosomes. Nous avons alors recherché le 

rôle joué par une de ces NTs, le BDNF suite à l’activation de son récepteur de survie, TrkB, sur 

ce processus. Les premiers résultats indiquent que la voie BDNF/TrkB pourrait participer, en 

plus de son effet pro-survie sur les cellules tumorales, à l’échappement thérapeutique 

notamment en régulant positivement l’expression du CD20 exosomal. L’ensemble de ces 

travaux ont constitué la base de la rédaction d’une seconde publication. Ils ont déjà fait l’objet 

d’une communication (poster) au congrès international « ASH Meeting on Lymphoma Biology 

» qui a eu lieu en juin 2016 à Colorado Springs.  

Dans le deuxième axe, nous avons recherché le rôle d’acteurs moléculaires de 

signalisation de survie peu ou pas étudiés dans ces lymphomes en utilisant un « candidat 

médicament » identifié comme un de leur ligand.  Ainsi nous avons évalué le potentiel anti-

tumoral et thérapeutique de flavaglines de synthèse dans les DLBCL. L’intérêt pour ces 

composés venait du fait que les flavaglines exercent leurs effets anti-cancéreux en se liant à des 

molécules récemment identifiées comme des cibles émergentes en oncologie : les prohibitines 

(PHBs) et le facteur d’initiation de la traduction eIF4A. Cette étude s’inscrit dans le cadre 

d’un projet de recherche transversal et collaboratif avec l’UMR 7200 (Université de Strasbourg 

– CNRS, Dr Laurent Désaubry) qui réalise la synthèse des flavaglines, dont le composé FL3. 

Cette thématique constituait déjà le sujet de notre stage de M2R, réalisé aussi dans cette équipe 

sous la direction du Pr Troutaud.  Nos travaux ont démontré in vitro et in vivo les mécanismes 

anti-tumoraux du FL3 et suggèrent, pour la première fois dans ces lymphomes, la valeur 

pronostique d’une de leurs cibles moléculaires, les PHBs. Ces  résultats ont fait l’objet d’un 

article actuellement soumis au journal Blood.  



 

 

Avant de détailler l’ensemble de ces résultats nous allons définir dans la première partie 

de notre introduction bibliographique le contexte physiopathologique et clinique sur lequel nous 

avons travaillé, les lymphomes diffus à grandes cellules B. Puis dans une deuxième partie, nous 

présenterons les neurotrophines et leurs signalisations dans un cadre général et plus 

spécifiquement ensuite les données qui existaient, au démarrage de notre thèse, sur le rôle de 

ces facteurs de croissance au niveau des lymphocytes B. Concernant les résultats obtenus sur 

l’axe 1,  nous avons choisi de présenter les données bibliographiques sur les exosomes et leurs 

fonctions biologiques, notamment dans le cadre d’un processus tumoral, juste avant le 2e article 

où nous avons abordé des études sur ces microvésicules cellulaires. Nous aborderons ensuite 

les résultats de l’axe 2 par une présentation succincte des flavaglines, molécules ayant fait 

l’objet du travail réalisé. Finalement, nous ferons un bilan et discuterons de l’ensemble des

données expérimentales obtenues sur les 2 axes, et prolongerons ces réflexions en envisageant 

les perspectives et retombées potentielles de ce travail. 
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1 Les	lymphomes	non	hodgkiniens		

Les lymphomes non hodgkiniens (LNH) font partie des syndromes lymphoprolifératifs 

et constituent un groupe très hétérogène de maladies, sachant que chaque entité possède une 

épidémiologie, une présentation clinique, un profil évolutif, un traitement et un pronostic qui 

lui est propre. D’un point de vue clinique, ces affections s’expriment par le développement de 

tumeurs au sein du tissu lymphoïde, notamment les ganglions lymphatiques. En raison de 

l’hétérogénéité fonctionnelle des cellules lymphoïdes et de leur répartition anatomique 

ubiquitaire, ces affections peuvent se développer au sein de n’importe quel organe, voire tissu 

de l’organisme. La classification de l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS ou WHO – 

World Health Organization) revue en 2008 (Swerdlow et al, 2008) répartit ces cancers d’origine 

lymphoïde sur la base des origines cellulaires qui peuvent être B, T ou NK, mais aussi en 

fonction de leur stade de développement qu’ils s’agissent de précurseurs ou de cellules matures 

(dites « périphériques »).  

La première description d’un lymphome fut effectuée par Thomas Hodgkin en 1832 qui 

lui donna d’ailleurs son nom : maladie de Hodgkin, puis lymphome de Hodgkin. 

L’identification et la description de la cellule de Reed-Sternberg, à l’origine du lymphome de 

Hodgkin, comme une entité cellulaire à part des autres types de lymphomes a conduit à 

regrouper les autres lymphomes sous le terme de lymphomes non hodgkiniens (LNH).  

Avec environ 12 500 nouveaux cas1 par an en France (soit 15 à 20 nouveaux cas/100 

000 habitants/an) les LNH ne représentent que 3 à 4 % des cancers incidents mais se situent au 

6e rang par leur fréquence (Monnereau et al., 2013). L’incidence augmente par ailleurs avec 

l’âge, ainsi l’âge moyen au moment du diagnostic se situe autour de 65 ans, même si certains 

types de LNH sont observés plus spécifiquement chez des sujets plus jeunes (Alexander et al., 

2007)         

                                                           
 

1 Chiffre pour 2012, source InVS et Fondation ARC Pour la Recherche sur le Cancer  
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La répartition géographique des différents types de LNH est très variable dans le monde. 

Cependant, aux Etats-Unis comme en Europe, 85 à 90% des LNH ont comme origine des 

cellules B parmi lesquels les Lymphomes Diffus à Grandes Cellules B (DLBCL : Diffuse Large 

B-Cell Lymphoma) constituent le groupe le plus important (31% ) (Drouet et al., 2010). 

L’agressivité clinique des LNH est corrélée au diagnostic histologique. Pour les LNH agressifs 

(d’évolution rapide) qui constituent la très grande majorité des LNH, la forme histologique la 

plus fréquente est le DLBCL (environ 60 % des formes agressives) alors que pour les LNH 

indolents (d’évolution lente) c’est le lymphome folliculaire de type B (environ 80 % des formes 

indolentes) (Alexander et coll., 2007). Notre étude ayant porté sur les DLBCL, nous allons 

uniquement développer, dans la suite de cette présentation générale des LN, les 

caractéristiques biologiques et cliniques de ces lymphomes. 

2 Les	lymphomes	diffus	à	grandes	cellules	B	(DLBCL)	
 

2.1 Présentation	générale		

Les DLBCL sont les plus fréquents des LNH, avec au sein de l’Union Européenne,     3-

4/100 000 cas par an. En France, on a estimé à 4096 le nombre de nouveaux cas en 2012. Ce 

sont des lymphomes agressifs et malgré, comme le verra ensuite, les progrès très importants 

réalisés dans la mise en place des traitements, 40% des patients mourront ou seront réfractaires 

au traitement ou en échec thérapeutique. La fréquence de cette maladie et l’agressivité 

augmente avec l’âge. Ainsi, elle est de 0,3/100 000 cas par an pour les personnes âgées de 35 à 

39 ans et de 26,6/100 000/ an pour les personnes âgées de 80 à 84 ans (Morgan et al., 1997, 

Tilly et al., 2012). Au moment du diagnostic, l’âge moyen des patients se situe entre 60 et 70 

ans, et les hommes sont légèrement plus touchés que les femmes (Campo et al., 2011, Martelli 

et al., 2013). Les causes de ces lymphomes demeurent inconnues dans la grande majorité des 

cas mais différents facteurs de risque susceptibles de favoriser la survenue de cette maladie ont 

été identifiés: il s’agit par exemple des infections par certains virus, comme le virus du SIDA 

(HIV), le virus de l’hépatite C (HCV) ou l’Epstein-Barr virus (EBV, responsable également de 

la mononucléose). Des facteurs environnementaux (exposition à des pesticides notamment) 

sont également évoqués. Enfin, les déficits de l’immunité faisant suite à une greffe d’organe 
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favorisent également l’apparition de ce type de lymphome (Alexander et al., 2007, Martelli et 

al., 2013).  

Le DLBCL peut être de novo, c'est-à-dire qu’il est détecté sur la biopsie ganglionnaire 

d’une personne n’ayant pas d’antécédent de lymphome, ou secondaire, dans le cas où il survient 

au cours de l’évolution ou la progression d’un autre lymphome (De Paepe et al., 2005, Martelli 

et al., 2013).  

2.2 Origine	et	classification	des	DLBCL		

Le lymphome diffus à grandes cellules B se définit, selon la WHO classification revue 

en 2008, comme une prolifération diffuse de larges cellules lymphoïdes néoplasiques de la 

lignée B, dont la taille du noyau est égale ou supérieure à celui d’un macrophage normal ou à 

plus de deux fois celui d’un lymphocyte normal. Différentes études morphologiques, 

biologiques et cliniques ont permis la subdivision des DLBCL en variants morphologiques, 

sous-types moléculaires et immunophénotypiques et en entités cliniques distinctes. 

Sur le plan morphologique, ils sont caractérisés par 3 sous-types : centroblastique (le 

plus fréquent), immunoblastique et anaplasique. Cependant, cette classification basée sur la 

taille des cellules, la coloration du cytoplasme et la morphologie du noyau n’est pas fiable du 

fait de la difficulté de reproductibilité entre observateurs (Campo et al., 2011).  

L‘immunophénotypage indique communément les marqueurs des lymphocytes B 

comme le CD19, le CD20, le CD22, le CD79a mais aussi le CD10 (30 à 60%), Bcl-6 (B cell 

lymphoma 6 protein) (60 à 90%) et MUM1 (Multiple Myeloma 1) (35 à 65%). Dans la plupart 

des cas (50 à 75%), ces cellules expriment également une immunoglobuline de surface (Harris 

et al., 1994).  

Sur le plan cytogénétique, les oncogènes communément dérégulés dans les DLBCL 

sont : MYC, BCL2 et BCL6. L‘altération génétique la plus fréquemment décrite est le 

réarrangement du gène BCL6 (30% des cas) suite à une translocation chromosomique, suivie 

du réarrangement du gène BCL2 (B-cell lymphoma protein 2) dû à la translocation t(14 ;18)  

dans 20 à 30% des tumeurs, et du réarrangement du gène MYC dans 10% des cas avec un gène 

des immunoglobuline (Ig) comme partenaire dans 60% des cas. Ces évènements génétiques 

seraient liés notamment aux processus (hypermutations somatiques, commutation de classe) se 

déroulant lors de la maturation des cellules B suite à leur activation dans les organes lymphoïdes 
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périphériques (Pasqualucci et al., 2006, Takizawa et al., 2008).  Ces réarrangements aboutissent 

à la sur-expression des protéines correspondantes impliquées notamment dans la prolifération, 

la protection contre l’apoptose, ce qui concoure à la transformation néoplasique (Hummel et 

al., 2006, Gatter and Pezzella, 2010).  

De manière générale et quand cela est possible, les lymphomes sont classés par rapport 

à leur équivalent non tumoral. En effet, la plupart du temps, les lymphomes B proviennent de 

cellules B qui subissent un évènement oncogénique suite à leur activation en périphérie par 

l’antigène (Ag). Plus précisément, ces évènements ont lieu au cours de la maturation des 

cellules B, qui fait suite à leur activation dans les organes lymphoïdes périphériques, au niveau 

d’une zone spécialisée des follicules lymphoïdes appelée : centre germinatif (CG).  Dans les 

CG, les cellules B activées vont subir des modifications géniques (hypermutations somatiques, 

commutation de classe) pour finalement se différencier soit en plasmocytes sécréteurs d’Ac de 

haute affinité pour l’Ag, soit en  cellules B mémoires (Klein and Dalla-Favera, 2008). 

Ainsi une classification basée sur la cellule d’origine (COO – Cell Of origin)  a aussi 

été très rapidement proposée. Les études des profils d’expression génique (GEP) ont permis de 

définir différentes entités cliniques de DLBCL, et 2 sous-groupes ont été ainsi caractérisés en 

fonction de leur réponse aux traitements utilisant une chimiothérapie à base d’anthracycline : 

le sous-type GCB (Germinal Center B cell like, 45-50%) provenant de cellules du centre

germinatif, et le sous-type ABC (Activated B Cell like) dont les signatures transcriptionnelles 

étaient respectivement comparables à celles des lymphocytes B des centres germinatifs (CD10, 

Bcl-6…) et aux lymphocytes B activés périphériques (MUM1/IRF4, Foxp-1, Bcl-2…). Ces 

études ont montré que les patients du groupe GCB présentaient une survie significativement 

augmentée (60% à 5 ans) par rapport aux patients du groupe ABC associé à un mauvais 

pronostic (35% à 5 ans). Par la suite, un troisième type de DLBCL a été décrit sous l’appellation 

« DLBCL de type 3 »  (ou « unclassifiable group ») car ce groupe ne présentait aucune 

signature spécifique et des profils non semblables aux deux premiers, suggérant qu’il s’agissait 

encore d’un mélange de plusieurs entités cliniques. Les patients du type 3 par ailleurs  

présentaient une réponse aux traitements intermédiaire entre celle du groupe GCB et ABC (39% 

de survie à 5 ans) (Alizadeh et al., 2000,  Rosenwald et al., 2002). Les sous-groupes ABC et les 

lymphomes DLBCL de type 3 sont généralement regroupés sous le terme « non-GC » (Figure 

1). 



 
 

5 
 

 

Figure 1 : Courbes de survie en fonction du groupe moléculaire de lymphomes B diffus à grandes cellules 
(DLBCL). Les patients atteints d’un DLBCL de type ABC (Activated B-cell like) ou d’un DLBCL de type 3 ont 
une probabilité de survie globale moins élevée que celle des patients atteints d’un DLBCL de type GCB (Germinal 

center B-cell like) (Rosenwald et al., 2002). 

 

Des études plus récentes menées sur des patients et sur des lignées cellulaires ont mis 

en évidence la présence de très nombreux gènes mutés de manière récurrente dans les deux 

types de DLBCL (ABC et GCB). Ces mutations somatiques communes sont des mutations 

« inactivatrices » de TP53 et des mutations de gènes impliqués dans l’immuno-surveillance 

(B2M, CD58), les régulations épigénétiques (CREBBP/EP300, KMT2D/C, MEF2B) et 

l’activation de l’oncogène BCL6. Certaines mutations sont différemment retrouvées dans les 2 

sous-types GCB et ABC; par exemple, le sous-type GCB présente fréquemment des mutations 

du gène codant pour une histone méthyltransférase (EZH2) alors que le type ABC a des 

mutations dans des gènes (CD79A, MYD88, CARD11, TNFAIP3) impliqués dans l’activation 

du BCR ou des Toll-like récepteurs ou encore de la voie NF-B (Zhang et al., 2013, Swerdlow 

et al., 2016).  

Toutes ces études montrent l’hétérogénéité génétique impliquée dans la mise en place 

des différents types de DLBCL et mettent en évidence la nécessité d’élaborer des traitements 

plus spécifiques et personnalisés à chaque patient. Cependant, l’analyse des profils génétiques 

n‘est pas encore réalisable sur des tissus fixés au formol, inclus dans la paraffine mais seulement 

sur des tissus frais congelés et son application en pratique courante reste encore très limitée et 

n‘est pour l‘instant pas décisionnelle. Du fait de l‘impact de la classification GCB/non-GCB 

sur le pronostic, plusieurs profils immunohistochimiques ont été proposés comme prédicteurs 
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du profil génétique. Bien que leurs correspondances avec le profil d‘expression génique ne 

soient pas toujours exactes, une corrélation pronostique se dessine au même titre que 

l‘expression génique (Hans et al., 2004, Muris et al., 2006, Natkunam et al., 2008, Choi et al., 

2009). Bien qu’imparfait (environ 10 à 15% de tumeurs non reconnues), l‘algorithme de Hans 

est le plus fréquemment utilisé et propose de classer les tumeurs en fonction de l‘expression 

protéique de Bcl-6, CD10 et MUM1 (Figure 2). 

 

 

Figure 2 : Algorithme de Hans permettant de classifier les DLBCL selon les sous types GCB et non-GCB. 
Cet algorithme utilise trois marqueurs : CD10, Bcl-6 et MUM1/IRF4 (Hans et al., 2004). 

 

2.2.1 Sous­type	GCB	versus	sous­type	ABC	

La classification de WHO revue en 2008 et réactualisée en 2016 (Swerdlow et al, 2008, 

Swerdlow et al., 2016) a pris en compte la forte hétérogénéité des DLBCL en reconnaissant 

l’existence d’entités anatomo-cliniques bien définies et individualisées, correspondant à toute 

une série de sous-types de DLBCL (DLBCL subtypes et « Other DLBCL subtypes ») comme 

les formes cutanées (Primary cutaneous DLBCL), cérébrales (Primary DLBCL of CNS) ou 

médiastinales (Primary mediastinal large B-cell lymphoma) (Figure 3). A noter l’existence d’un 

sous-type de DLBCL inclassable, présentant des caractéristiques laissant penser à des formes 

intermédiaires entre les DLBCL et d’autres lymphomes comme le lymphome de Hodgkin ou le 

lymphome de Burkitt, rassemblés dans une catégorie appelée « Borderlines ». Tous ces sous-

types sont cependant minoritaires et le plus grand nombre de DLBCL se retrouvent en réalité 

dans un sous-type encore très hétérogène sur le plan morphologique, immunohistochimie et 

moléculaire, appelé pour cette raison NOS (Not Otherwise  Specified). 
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Figure 3 : Différents variants et sous-types de lymphomes B diffus à grandes cellules (DLBCL). D’après « 

Non-Hodgkin Lymphomas, second edition » de James O. Armitage, Peter M. Mauch, Nancy Lee Harris, 
Bertrand Coiffier, Riccardo Dalla-Favera (2009).  

 

Parmi les DLBCL du groupe NOS, 2 groupes principaux ont été mis en évidence comme on l’a 

vu à partir des études des profils d’expression génique : le type GCB et le type ABC. Cependant, 

plusieurs milliers de gènes différencient ces 2 types qui sont aussi associés à des altérations 

génétiques distinctes, l’activation spécifique de certaines voies de signalisations moléculaires 

et des réponses thérapeutiques différenciées, suggérant des mécanismes oncogéniques 

différents (Rosenwald et al., 2002, De Paepe and De Wolf-Peeters, 2007). Nous allons détailler 

maintenant un peu plus les caractéristiques majeures de chacun de ces sous-types, qui 

correspondent aussi à la classification utilisée pour analyser les résultats que nous avons 

Diffus large B cell
lymphoma, not otherwise

specified(NOS) 

Diffus large B 
cell lymphoma

subtype

Other

lymphomas of 
large B cell

Borderlines

cases 

Common morphologic varients: centroblastic, 
immunoblastic, 
anaplastic

Rare morphologic varients

Molecular subgroups: Germinal center B­cell­like (GCB), 
Activated B­cell­like (ABC) 

Immunohistochemical subgroups: CD5­positive DLBCL
Germinal center B­cell­like (GCB),

non germinal B­cell­like (non GCB)

T­cell/histocyte­rich large B­cell
lymphoma

Primary DLBCL of the CNS 
Primary cutanous DLBCL, leg
type

EBV positive DLBCL elderly

Primary mediastinal (thymic) large B­cell lymphoma

Intravascular large B­cell lymphoma

DLBCL associated with chronic inflamation

Lymphomatoid granulomatosis

ALK­positive LBCL 
Plasmaplastic lymphoma

Large B­cell lymphoma arising in HHV8­associated multicentric

castleman disease

Primary effusion lymphoma

B­cell lymphoma, unclassifiable, with features intermediate between

diffuse large B­cell lymphoma and Burkitt lymphoma

B­cell lymphoma, unclassifiable, with features intermediate between

diffuse large B­cell lymphoma and classical Hodgkin lymphoma
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obtenus à partir des biopsies de patients. De même, la distinction GCB/ABC est à la base aussi 

du choix des lignées humaines de DLBCL que nous avons utilisées comme modèles cellulaires 

dans nos études in vitro.  

2.2.1.1 Le	sous­groupe	GCB	«	Germinal	center	B	cell	like	»		

Le groupe GCB est caractérisé par une signature transcriptomique comparable à celle 

des cellules B du centre germinatif avec l’expression des gènes CD10 et BCL6 (Hans et al., 

2004). Le gène BCL6 code pour un facteur de transcription du même nom, qui est essentiel au 

processus de maturation des cellules B du centre germinatif (Ye et al., 1997) (Figure 4). Les 

lésions génétiques spécifiques des DLBCL de type GCB sont la translocation t(14;18) 

impliquant le gène BCL2, la délétion du suppresseur de tumeur PTEN conduisant à l’activation 

constitutive de la voie anti-apoptotique PI3K/Akt, l’amplification d’un cluster de micro-ARN 

miR-17-92 impliqué dans la régulation négative de PTEN, TP53, BIM et E2F1 et 

l’amplification du locus REL (Lenz et al., 2008a). Environ 10% des cas sont également 

caractérisés par une amplification du gène MDM2, régulateur négatif du gène suppresseur de 

tumeur TP53 (Lenz et al., 2008a). Notons que les altérations touchant le gène TP53 sont 

associées à un mauvais pronostic dans ce groupe de tumeurs (Young et al., 2008). Enfin, une 

étude a également montré l’existence de mutations somatiques avec « gain de fonction » au 

niveau de l’oncogène EZH2 codant une histone méthyltransférase dans 21,7% des cas de 

DLBCL de type GCB (Morin et al., 2010). 

Les translocations chromosomales sur le locus 3q27 du gène BCL6 sont les plus 

caractéristiques et communes des anomalies génétiques détectées dans les DLBCL (30 à 40%), 

avec une proportion plus importante observée pour le type ABC (Lossos, 2005). Les partenaires 

les plus souvent impliqués sont les gènes des Ig sur les régions chromosomiques 14q32, 2p12 

et 22q11 mais plus d’une vingtaine d’autres loci alternatifs peuvent jouer un rôle. 

L’hyperexpression de la protéine Bcl-6 produit alors un blocage de la différenciation et allonge 

la survie des cellules ayant subi un évènement oncogénique, favorisant l’émergence d’un clone 

tumoral. 

La surexpression du gène BCL2, codant pour une protéine anti-apoptotique, est 

retrouvée dans 47 à 58% des DLBCL. Elle peut être due à la translocation t(14 ;18)(q32 ;q21) 

qui permet donc sa surexpression dans environ 20% des cas. Elle peut également être due à 

l’amplification du gène BCL2 indépendamment de la t(14 ;18) dans 10% des cas de DLBCL de 

type GCB mais aussi 34% des types ABC. L’hyperexpression de la protéine Bcl-2 conduit à un 
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effet anti-apoptotique non contrôlé donnant un avantage de survie pour le clone porteur de la 

translocation. (Gascoyne, 1997, Steinhardt and Gartenhaus, 2012)  

Une étude récente réalisée à partir de 248 tumeurs primaires de patients a montré une 

perte d’expression de la protéine PTEN dans 55 % des tumeurs GCB contre seulement 14% des 

tumeurs non-GCB. Plusieurs mécanismes moléculaires contribuent à cette perte d’expression 

et notamment, en plus des délétions, un certain nombre de mutations qui aboutissent à une 

réduction de la stabilité de la protéine. De plus, dans les tumeurs et les lignées cellulaires de 

type GCB, le statut d’expression de PTEN est inversement corrélé avec l’activation de la voie 

oncogénique PI3K/Akt. Ainsi, la perte d’expression de PTEN fournit une explication à 

l’expression constitutive de la voie PI3K/Akt déterminant ensuite une forte expression de MYC 

dans un grand nombre de DLBCL, ce qui finalement favorise la prolifération et la survie des 

cellules tumorales (Pfeifer et al., 2013).  

Comme nous l’avons évoqué précédemment, le sous-groupe GCB est aussi caractérisé 

(environ 20% des patients) par des mutations sur le gène EZH2 aboutissant à une augmentation 

de l’activité de cette histone méthyltransférase et par conséquence des niveaux de H3K27me3. 

L’expression de EZH2 est en fait décisive pour les étapes liées à la formation du centre 

germinatif, et sa répression aux stades tardifs est nécessaire pour permettre la sortie du CG et 

la poursuite du processus de différenciation des cellules B activées (Heyn and Esteller, 2013). 

Les formes mutées hyperactives de EZH2 favorise la formation de CG contenant des cellules 

B avec une forte activité de prolifération ; cependant les travaux montrent que des évènements 

oncogéniques supplémentaires (comme la sur-expression de Bcl-2) sont nécessaires pour 

déclencher un lymphome (Béguelin et al., 2013). Ces découvertes assez récentes ont permis 

d’envisager de nouvelles approches thérapeutiques et des essais cliniques utilisant des 

inhibiteurs de EZH2 sont actuellement en cours (Pasqualucci et al., 2006). 

2.2.1.2 Le	sous­groupe	ABC	«	Activated	B­cell	like	»	

Le groupe ABC présente une signature comparable à celle des lymphocytes B activés 

au stade post centre germinatif ; plus précisément ils seraient issus de cellules B au stade 

plasmoblaste juste avant la sortie des GC, ce qui explique que les cellules B de ce groupe 

expriment des gènes fréquemment exprimés par les plasmocytes matures (Sehn and Gascoyne, 

2015) (Figure 4). Effectivement, les DLBCL de type ABC présentent fréquemment des 

inactivations du gène BLIMP1 causées par des délétions ou des mutations ayant pour effet le 

blocage de la différenciation en plasmocyte, suggérant que l’inhibition de la différenciation 
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terminale pourrait être un mécanisme de la pathogenèse de ces DLBCL (Tam et al., 2006, 

(Pasqualucci et al., 2006, Mandelbaum et al., 2010). Ces lymphomes présentent de fortes 

quantités d’AID et les gènes de leur IgH sont fortement mutés. Néanmoins, la plupart des 

lymphomes de type ABC n’ont pas réalisé la commutation isotypique, contrairement aux 

lymphomes de type GCB, et les cellules B tumorales expriment l’IgM à leur surface (Wright et 

al., 2003, Lenz and Staudt, 2010). 

 

 

Figure 4 : Schéma des voies oncogéniques des sous-types GCB et ABC. Les lymphomes peuvent survenir à 
différents stades du développement des lymphocytes B normaux et notamment au cours de leur activation par 
l’antigène (Ag) dans les centres germinatifs (Germinal Center, GC). Un grand nombre de facteurs de transcription 

sont nécessaires à l’établissement et au maintien de l’identité et à la fonction des cellules du GC. Sur ce schéma 

sont indiquées les possibles altérations génétiques communes ou spécifiques aux sous-types du DLBCL, avec les 
voies biologiques impliquées et les types de  mutations. En bleu : perte de fonction ; en rouge : gain de fonction 
(Camicia et al., 2015). 

 

La caractéristique majeure du sous-type ABC est sa « signature NF-B » avec 

l’activation constitutive de ce facteur de transcription, déterminant la survie cellulaire, la 

prolifération et l’inhibition de l’apoptose. En effet, parmi les gènes surexprimés dans les ABC, 

plusieurs gènes sont des cibles du facteur de transcription NF-κB tels ceux codant IRF4, 

CFLAR/c -Flip, Bcl-2, Cycline D2, CCR7, et IkB (Davis et al., 2001, Hans et al., 2004,  Lenz 

et al., 2008). L’inhibition de la voie NF-κB conduit à la mort des lignées cellulaires de type 

ABC sans affecter les cellules de type GCB, démontrant la dépendance du sous-type ABC à 
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cette voie de signalisation (Lam et al., 2005). Ainsi, l’activation de la voie NF-κB induit 

notamment la surexpression de BCL2 ce qui explique, avec les amplifications de ce gène, que 

la plupart des DLBCL de type ABC présentent une forte expression de Bcl-2 contribuant au 

mauvais pronostic associé à ce type (Viatour et al., 2003, Lenz et al., 2008a).  Cette activation 

constitutive de NF-κB est dûe principalement à l’activation constitutive du complexe de 

signalisation CBM formé par CARD11, Bcl-10 et MALT1 et qui est nécessaire à l’activation 

de la voie NF-ҡB en aval de la signalisation du récepteur des cellules à l’Ag (BCR) 

(Krappmann, 2012, Fontán and Melnick, 2013). Dans les DLBCL ABC l’activation constitutive 

du complexe CBM peut-être due à différents évènements génétiques : comme les mutations 

activatrices de CARD11 (env 10%), ou l’activation chronique de la signalisation du BCR elle-

même induite suite à des mutations des chaînes du co-récepteur CD79A ou CD79B, ou suite à 

l’activation constitutive de kinases en aval du BCR (comme Syk, PI3K, BTK ou la PKC) 

(Sehn and Gascoyne, 2015) (Figure 4). 

Le gène IRF4/MUM1 a été utilisé par Hans dans son algorithme pour différencier les sous-types 

de DLBCL. L’activation constitutive de la voie NF-ҡB, qui est comme on vient de le voir une 

caractéristique majeure du sous-type ABC, est responsable de l’expression d’IRF4 ce qui tend 

à pousser les cellules tumorales B vers la différenciation en plasmocytes. Cependant, comme 

on l’a mentionné au début de ce paragraphe, d’autres mécanismes génétiques vont interférer 

avec cette différenciation comme l’inactivation de BLIMP-1. (Davis et al., 2001, Staudt, 2010). 

Il est aussi intéressant de rappeler que des mutations récurrentes du gène MYD88 impliqué dans 

la signalisation des Toll-like récepteurs sont observées dans plus de 30 % des patients du type 

ABC, ce qui détermine une régulation positive supplémentaire de la voie NF-κB en plus de la 

signalisation JAK/STAT (Sehn and Gascoyne, 2015, Swerdlow et al., 2016).  En effet, parmi 

les nombreux effets de  la signalisation de NF-ҡB dans les cellules tumorales du groupe ABC 

il faut noter la production de cytokines IL-6 et IL-10 qui agissent, via les kinases JAK et le 

facteur de transcription STAT3, en déterminant des signaux autocrines de survie (Lam et al., 

2008). Les tumeurs ABC présentent ainsi une forte signature des gènes cibles de STAT3 

associée à des taux importants de STAT3 et de STAT3 phosphorylée au noyau, ce qui n’est pas 

le cas des tumeurs GCB. Cette forte expression de STAT3 a été corrélée à un mauvais pronostic 

(Ding et al., 2008). Des expériences d’inhibition de STAT3 par shRNA dans des lignées de 

DLBCL de type ABC conduisent à la mort des cellules suggérant que STAT3 pourrait 

constituer une cible thérapeutique intéressante dans ce type de lymphomes (Scuto et al., 2011). 
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Finalement STAT3, interagissant physiquement avec NF-ҡB, réalise une augmentation de 

l’activité transcriptionnelle de ce facteur (Staudt, 2010). 

Parmi les autres altérations géniques fréquemment associées aux DLBCL de type ABC 

il faut citer la délétion du locus INK4-ARF (24 à 30% des cas) qui code pour 3 suppresseurs de 

tumeur (CDKN2B, ARF et CDKN2A), et dont l’inactivation est très fréquemment retrouvée 

dans beaucoup de cancers chez l’homme. Les protéines CDKN2A et CDKN2B sont impliquées 

sélectivement dans l’inhibition des CdkD aboutissant à un blocage du cycle cellulaire en phase 

G1/S, et l’ARF intervient dans la stabilisation de TP53. La perte de ces suppresseurs de tumeur 

bloque l’action des agents chimiothérapeutiques, ce qui pourrait contribuer au mauvais 

pronostic de ce sous-type (Lenz et al., 2008, Testoni et al., 2015).   

	

2.2.2 Facteurs	pronostiques	

L‘Index Pronostique International (IPI) est l‘un des scores pronostiques cliniques les 

plus puissants et permet de répartir les patients en différents sous-groupes de risque (faible, 

intermédiaire faible, intermédiaire haut et haut) à partir de cinq critères: le taux de LDH 

circulant (lactate déshydrogénase), l‘âge, le stade clinique selon la classification d‘Ann Arbor, 

l’étude de la performance (Performance Status, PS) et le nombre de sites extra-ganglionnaires 

atteints. Le taux de rémission complète et la survie à 5 ans sont clairement différents en fonction 

de ce score. Les patients âgés de plus et de moins de 60 ans présentant des survies différentes, 

un index pronostique spécifique aux patients âgés de moins de 60 ans a été introduit (aaIPI, age 

adjusted IPI), calculé sur 3 points uniquement (PS, taux de LDH et stade clinique). C’est cet 

l’IPI adapté à l’âge qui est le plus fréquemment utilisé (Martelli et al., 2013). Cependant, parmi 

chacun de ces sous-groupes, des différences considérables en termes de survie sont constatées 

suggérant qu‘il existe d‘autres marqueurs pronostiques non pris en compte par les critères de 

l‘IPI. De plus, avec l’arrivée de l’immunothérapie associée à la chimiothérapie, qui a permis 

d’augmenter sensiblement la survie des patients, il est devenu difficile d’identifier les patients 

à haut risque avec cet index. 

Plusieurs marqueurs immunohistochimiques ont été rapportés comme ayant un impact 

pronostique indépendant de l‘IPI. L‘expression protéique de Bcl-2, de CD5, de FOXP1 

(Forkhead box protein P1) ou encore de p53 serait associée à un pronostic défavorable. 

Cependant les résultats obtenus dans les différentes études sont souvent contradictoires et leur 
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interprétation est actuellement controversée, en particulier depuis l‘arrivée du rituximab (Lenz 

et al., 2008a, Young et al., 2008, Choi et al., 2009, Iqbal et al., 2011). 

En cytogénétique, l‘impact pronostique des translocations impliquant les oncogènes 

MYC, BCL2 et BCL6 a été rapporté dans plusieurs études et bien que le rôle des translocations 

de BCL2 et de BCL6 reste encore discuté (Martelli et al., 2013, Swerdlow et al., 2016), la 

translocation du gène MYC est de manière consensuelle associée à un mauvais pronostic des 

patients (Rosenwald et al., 2002, Shipp et al., 2002). Le gène MYC code pour un proto-

oncogène, la protéine c-Myc qui est un régulateur positif de la prolifération cellulaire ; une fois 

activé, ce facteur de transcription régule notamment la transition G0-G1 du cycle cellulaire, la 

différenciation, la synthèse protéique ou encore l’apoptose. Comme on l’a évoqué 

précédemment, une surexpression de c-Myc peut être observée dans certains cas de DLBCL 

suite au réarrangement de son gène en particulier par translocation avec les gènes des Ig 

(environ 10% des patients) (Sehn and Gascoyne, 2015). Dans certaines tumeurs une 

translocation du gène MYC peut être associée à une translocation des gènes BCL2 ou BCL6. 

Ces cas de DLBCL sont alors nommés « double-hit » (DH) ou « triple-hit » (TH) si le 

réarrangement de MYC est associé simultanément à celui des 2 autres gènes (BCL2 et BCL6). 

Ce sont des lymphomes très agressifs. Bien que plus rares (environ 5% des DLBCL, ces cas de 

DLBCL représentent cependant un sous-groupe réfractaire aux traitements avec une survie

moyenne d’environ 8 mois. Cependant peu d‘études ont comparé la survie des patients 

présentant une double translocation par rapport à ceux porteurs d‘une simple translocation. 

Enfin, il faut noter que la co-expression des protéines c-Myc et Bcl-2, via des mécanismes  

indépendants des translocations chromosomiques, est plus souvent mesurée par immunohisto-

chimie que le double réarrangement de leurs gènes. Les patients surexprimant les 2 protéines 

(25% environ des DLBCL) présentent un pronostic plus défavorable que ceux présentant une 

surexpression d’une seule des protéines, ou que ceux n’en surexprimant aucune. De façon 

intéressante la surexpression des 2 protéines semble être plus fréquente dans le sous-type ABC 

et contribuerait largement à son plus mauvais pronostic (Hu et al., 2013). Ainsi il est proposé 

de rechercher la dérégulation conjointe de MYC et BCL2 au moment du diagnostic afin 

d’explorer d’autres alternatives thérapeutiques pour ce sous-groupe de patients à très haut risque 

(Sehn and Gascoyne, 2015). Dans ce contexte la révision en 2016 de la classification de WHO 

des DLBCL propose que la double expression de Myc et Bcl2 soit considérée comme un nouvel 

indicateur pronostique dans les DLBCL du groupe NOS (Swerdlow et al., 2016).   



 
 

14 
 

2.3 Place de	l’immunothérapie	dans	le traitement standard

Les premiers succès de thérapies sur des stades avancés de DLBCL ont été rapportés en 

1972. La stratégie du traitement reposait sur l’association de plusieurs drogues comme le 

cyclophosphamide, la doxorubicine, la vincristine et la prednisone ou polychimiothérapie 

CHOP. Le cyclophosphamide est un agent alkylant de l’ADN. L’(Hydroxy)doxorubicine est 

une anthracycline qui inhibe la topoisomérase II. Elle induit également la production de 

radicaux libres et est un chélateur du fer capable de se lier à l’ADN pour induire l’apoptose. 

Elle inhibe également la synthèse d’ARN et d’ADN en s’intercalant entre les paires de bases et 

en créant un encombrement stérique. L’oncovine (ou vincristine) est un poison du fuseau 

mitotique qui, en interagissant avec la tubuline, cause l’arrêt du cycle cellulaire. La prednisone 

est quant à elle un agoniste des récepteurs aux glucorticoïdes. Sa fixation induit une diminution 

de la réponse inflammatoire par inhibition de la fonction de certaines cellules telles que les 

macrophages. 

Le développement de cette thérapie a par la suite donné lieu à des protocoles dits de 

2ème et de 3ème génération en augmentant le nombre de médicaments associés. Bien que plus 

complexes, ils présentent des résultats supérieurs à ceux du CHOP, avec une augmentation 

d’efficacité de 55 à 65% sur les patients. Les traitements standards associent actuellement une 

immunothérapie à la polychimiothérapie CHOP ; il s’agit d’anticorps anti-CD20 qui se sont 

révélés particulièrement bénéfiques pour les patients en association avec le traitement CHOP 

(Coiffier, 2005, Cultrera and Dalia, 2012).  

Le rituximab a été le premier anti-CD20 autorisé par la FDA (Food and Drug 

Administration) en 1997 pour le traitement des lymphomes folliculaires et cette immuno-

thérapie a été très vite appliquée avec succès aux DLBCL et aux autres lymphomes B non-

hodgkiniens (Flowers et al., 2010). L’addition du rituximab à la chimiothérapie CHOP (R-

CHOP) a permis d’augmenter de façon très significative la survie des patients, et a marqué la 

fin des années 90 par le bénéfice important qu’a apporté cette nouvelle thérapie dans la prise en 

charge des patients. L’efficacité du protocole R-CHOP a été démontrée la première fois par le 

groupe GELA (Groupe d’Etude des Lymphomes de l’Adulte) qui a fait une étude prospective 

de l’efficacité de la chimiothérapie (CHOP) plus rituximab comparativement à la  chimio-

thérapie seule chez des patients âgés (≥ 60 ans) (Coiffier et al., 2002). Cette étude a été suivie 

pendant 7 ans et les résultats ont montré que le bénéfice en terme de survie globale est toujours 

hautement significatif après 7 ans en faveur du R-CHOP (OS 53 % versus 36 % ; p = 0,0004) 
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(Feugier et al., 2005, Coiffier et al., 2007).  Plusieurs études cliniques issues d’autres groupes 

de chercheurs, notamment américains et allemands, ont confirmé ces résultats, y compris chez 

des patients plus jeunes, montrant clairement que les traitements de type R-CHOP augmentaient 

significativement la survie des patients quel que soit leur âge (Coiffier et al., 2002, Feugier et 

al., 2005, Habermann et al., 2006, Pfreundschuh et al., 2006). La combinaison du rituximab à 

la chimiothérapie CHOP est alors devenue le traitement standard pour les patients atteints de 

DLBCL, y compris jusqu’à nos jours (Camicia et al., 2015) Sehn and Gascoyne, 2015). 

Dans le cadre de notre thèse, nous avons choisi d’étudier les résistances et la 

sensibilisation au rituximab. C’est pourquoi nous allons nous concentrer sur cette 

immunothérapie dans la suite de ce paragraphe, et nous ne traiterons pas non plus des autres 

résistances thérapeutiques, liées à la chimiothérapie.  

 

2.3.1 Le	CD20,	cible	de	l’immunothérapie	

Le CD20 est exprimé à haute densité à la surface des lymphocytes pré-B, des 

lymphocytes B matures et des lymphocytes B mémoires.  En revanche, il n’est pas exprimé à 

la surface des cellules souches hématopoïétiques, des cellules pro-B, ni de la grande majorité 

des plasmocytes (Tedder and Engel, 1994). L’administration de rituximab n’affecte donc pas 

les cellules souches ou le développement des précurseurs des cellules B. Ceci permet aux 

cellules B saines de se régénérer après le traitement, et de revenir à un niveau normal après un 

délai de quelques mois (9 à 12 mois). Cela permet également de maintenir un taux 

d’immunoglobulines stables et d’éviter certaines infections. 

2.3.1.1 Structure	de	la	protéine		

Le CD20 ou MS4A1 (membrane-spanning 4-domain, group A, member 1) est une 

phosphoprotéine non glycosylée de 297 acides aminés. Elle est composée de 4 domaines 

transmembranaires et les queues amino- et carboxy-terminales sont localisées dans la partie 

intracytoplasmique (Figure 5). Ces queues intracellulaires sont riches en résidus thréonine et 

sérine contenus dans des sites consensus de phosphorylation, ce qui fait que la protéine CD20 

des lymphocytes B possède trois isoformes.  La forme prédominante a une masse moléculaire 

de 33 kDa et les deux autres formes (35 et 37 kDa) sont moins répandues et ne représentent 

qu’une petite fraction des protéines CD20 totales ; ces 2 formes résulteraient de la 

phosphorylation différentielle de la forme la moins « lourde » (Bubien et al., 1993). La 

phosphorylation du CD20 est augmentée lors de la prolifération cellulaire induite par 
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l’activation du BCR, ou lors de la fixation des anti-CD20. Cette partie intracellulaire du CD20 

est en effet associée à des protéines kinases appartenant à la famille des Src kinases (Lyn, Fyn, 

Lck) impliquées notamment dans la signalisation du BCR  (Deans et al., 2002).  

 La partie extracellulaire du CD20 présente une grande boucle constituée de 43 aa 

localisée entre le 3ème et le 4ème segment transmembranaire et une probable plus petite boucle 

localisée entre les domaines transmembranaires 1 et 2 (Einfeld et al., 1988)  (Cang et al., 2012). 

Ceci n’est qu’une structure prédictive car aucune caractérisation cristallographique de la 

protéine n’existe, mais de nombreux travaux notamment de clivage protéolytique, confirment 

cette structure. La grande boucle semble contenir les épitopes reconnus par une grande partie 

des anti-CD20 produits (Teeling et al., 2006, Nabhan and Kay, 2011). Cette structure assure un 

ancrage solide du CD20 dans la membrane. Malgré cet ancrage, on observe des formes solubles 

du CD20 dans certains cas comme chez des patients atteints de LLC (Manshouri et al., 2003) .  

 

Figure 5 : Structure de l’antigène CD20 et des sites de liaison de 2 anti-CD20 utilisés dans l’immunothérapie 

des patients atteints de DLBCL (le rituximab et l’oftumumab) (D’après Nabhan et E. Kay, 2011).  

Différentes techniques ont permis de montrer que le CD20 était présent à la surface des 

cellules B sous forme d’un homo-multimère et probablement un tétramère (Polyak et al., 2008). 

De plus la microscopie électronique et confocale a permis de montrer que près de 90% de la 

molécule CD20 était constitutivement associée aux radeaux lipidiques et à des microvillis, plis 

minuscules de la membrane plasmique (Li et al., 2004). Enfin des techniques 

d’immunoprécipitation et de FRET ont montré une association du CD20 avec de  nombreuses 



 
 

17 
 

autres molécules, elles-mêmes en lien avec les radeaux lipidiques, telles que les molécules du 

CMH, CD40 et surtout avec le BCR (Léveillé et al., 1999, Petrie and Deans, 2002, Walshe et 

al., 2008). 

2.3.1.2 Le	gène	du	CD20	:	MS4A1	

Le gène codant pour  la protéine CD20 est localisé sur le chromosome 11q12-13, il est 

composé de 8 exons. Il appartient à une famille de 26 gènes : la famille MS4A (pour Membrane 

Spanning 4A). Les gènes de cette famille forment des complexes oligomériques de surface 

impliqués dans la transduction de signaux (Ishibashi et al., 2001). Le premier exon contient 

plusieurs sites d’initiation de transcription potentiels conduisant à des pré-ARNm de tailles 

différentes. Trois ARNm matures ont été observés. L’ARNm majoritaire d’une taille de 2.8 Kb 

est composé des exons I, II et III, en totalité. Deux ARNm alternatifs résultant de la présence 

de différents sites d’épissage en 5’ ont été décrits: l’un de 2.6 Kb formé de l’exon I et de la 

seconde partie de l’exon III, et un de 3.4 Kb contenant en plus des exons I, II et III une large 

portion de l’extrémité 5’ du gène. Ces différents variants alternatifs du CD20 codent tous pour 

la même protéine puisque la région codante commence au sein de l’exon III qui  est présente 

de manière identique dans les 3 transcrits (Tedder et al., 1989). 

 Ce gène est exprimé à partir du stade stade pré-B et tout au long de la maturation des 

lymphocytes B, puis « s’éteint » durant la différenciation plasmocytaire. Cette expression 

sélective du CD20 à des stades précis de la différenciation permet le ciblage thérapeutique des 

maladies qui affectent le lymphocyte B à ces stades (Nadler et al., 1984, Kehrl et al., 1994). 

2.3.1.3 La	régulation	de	l’expression	du	CD20	

La transcription du gène MS4A1 est régulée par les facteurs de transcription comme Oct-

2,  Pax5 ou le couple PU.1/Pip. De plus, il a été récemment montré que d’autres facteurs 

interviennent dans la régulation du gène MS4A1 comme des modifications épigénétiques ou des 

mutations somatiques qui affectent aussi les taux d’expression du CD20 (Słabicki et al., 2016). 

La perte de l'expression de la protéine CD20 après un traitement au rituximab est l'un des 

mécanismes de résistance dans le lymphome non hodgkinien. Récemment il a été démontré que  

la 5-azacytidine, qui inhibe la méthylation de l’ADN, ou la trichostatine A qui module 

l’acétylation des histones, restaurent l’expression de l’ARNm et de la protéine CD20 chez les 

patients traités au rituximab (Rahmé et al., 2013, Tsutsumi et al., 2016).  
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En dehors des régulations épigénétiques, au niveau transcriptionnel quelques travaux 

récents ont mis en évidence le rôle de certaines signalisations cellulaires. La bryostatine-1 

(activateur de la PKC) augmente l’expression des ARNm et de la protéine CD20 sans altérer la 

stabilité de l’ARNm CD20. Le  prétraitement  des cellules de LNH avec la bryostatine-1 

augmente ainsi leur sensibilité à l’effet pro-apoptotique des anti-CD20. L’effet de la 

bryostatine-1 sur l’expression du CD20 semble être assuré  par la voie ERK1/2. Les données 

suggèrent que la phosphorylation d’ERK1/2 semble être impliquée dans la régulation de 

l’expression du gène du CD20 dans des lymphomes B (Wojciechowski et al., 2005).  

Dans le cas de plusieurs types de LNH, l’incubation des cellules tumorales avec des inhibiteurs 

des Src kinases induit une forte diminution de l’expression du gène MS4A1.Cette régulation 

négative transcriptionnelle du gène du CD20 conduit à un échappement aux anti-CD20 lié à la 

baisse de la quantité du CD20 à la surface des cellules, et donc à une résistance accrue des 

cellules tumorales à l’immunothérapie. Cette inhibition d’expression du CD20 semble être en 

relation avec la voie de signalisation PI3K/Akt car l’activation de l’Akt restaure 

considérablement l’expression du CD20 après le traitement par des inhibiteurs des Src kinases. 

Suite au traitement par ces inhibiteurs, la cytoxicité induite par le rituximab est fortement altérée 

suite à un défaut d’activité des cellules NK. Cet effet a été associé in vivo à une forte diminution 

de l’activité anti-tumorale du rituximab (Winiarska et al., 2014). 

 

Au niveau post-transcriptionnel, le traitement des cellules B avec l’activateur des 

protéines kinases PKCs, le PMA (phorbol myristate acétate), augmente la phosphorylation du 

CD20 et sa mobilité de la membrane vers l’espace intracellulaire, diminuant donc son 

expression à la surface des cellules (Valentine et al., 1987). Le CD20 est aussi régulé par 

ubiquitination. Il a été démontré que le traitement des lignées cellulaires de NHL avec 

l’inhibiteur du protéasome, le bortézomib, induit une augmentation du niveau d’expression du 

CD20 (Bil et al., 2010). Cela suggère que la régulation du taux du CD20 au niveau cellulaire 

est aussi liée aux processus de sa dégradation.  

Bien que le mécanisme d’action soit inconnu, l’expression du CD20 peut être régulée 

par des cytokines comme le GM-CSF, l’IL-4 ou le TNF-α dans des cellules lymphomateuses in 

vitro (Venugopal et al., 2000).   
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2.3.1.4 Le	Rôle	biologique	du	CD20	

La structure du CD20 ne présente pas les caractéristiques classiques d’un récepteur ce 

qui explique l’absence d’un ligand connu pour ce récepteur. Ainsi, sa stimulation est toujours 

obtenue artificiellement par des anticorps capables de se fixer au niveau de son domaine 

extracellulaire. La fonction biologique du CD20 a longtemps été débattue. Il intervient dans la 

l’activation et la différenciation des cellules B notamment en régulant le cycle cellulaire. Ainsi,

alors que cette molécule n’est pas phosphorylée dans les cellules B au repos, elle le devient 

fortement après stimulation par un mitogène. Nous savons désormais que son rôle principal 

serait d’amplifier le signal calcique généré par la signalisation du BCR (Li et al., 2003). En 

effet, les souris déficientes en CD20 présentent un défaut du flux calcique après stimulation du 

CD19 ou de l’IgM membranaire. De plus, ces souris présentent une diminution du niveau 

d’expression de l’IgM sans pour autant avoir un défaut de signalisation en aval du BCR (Uchida 

et al., 2004). L’équipe de JP. Deans a démontré que l’expression ectopique du CD20 associée 

aux radeaux lipidiques dans des cellules CHO (Chinese Hamster Ovary), induit un flux calcique 

spectaculaire, attestant que le CD20 est une composante de la voie calcique (Li et al., 2003). 

Dans les cellules B, l’entrée du calcium induite par la stimulation du BCR est altérée par les 

siRNA du CD20. La même équipe a aussi démontré que le CD20 est constitutivement localisé 

dans les radeaux lipidiques de la membrane plasmique (Polyak et al., 1998). Différentes études 

suggèrent que le CD20 interagit avec le BCR. Ainsi le CD20 est redistribué avec le BCR dans 

les radeaux lipidiques où on les retrouve co-localisés suite à la stimulation des celles B, puis le 

BCR se dissocie du CD20 dans des radeaux lipidiques différents, avant d’être internalisé dans 

la cellule (Petrie and Deans, 2002). Lors de cette association avec le BCR dans les radeaux 

lipidiques, les molécules de CD20 sous forme d’oligomères multimériques constitueraient des 

canaux calciques de type SOC (Store-operated cation). Ces canaux sont directement liés au flux 

de calcium engendré par l’activation du BCR (Li et al., 2003). 

2.3.2 Le	rituximab	et	ses	mécanismes	d’action	:	déplétion	des	cellules	B	

Le rituximab (Mabthera® en France, Rituxan® aux Etats-Unis et au Canada) est un 

anticorps monoclonal murin humanisé (anticorps chimérique), dirigé spécifiquement contre le 

CD20. La construction d’un anticorps chimérique consiste à isoler l’ADN codant pour le 

domaine VH et le domaine VL d’un anticorps monoclonal de souris et à le lier à l’ADN codant 

pour les domaines constants H et L d’une immunoglobuline humaine. Une telle construction 
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génétique permet de produire un anticorps hybride dont la partie constante, humaine, n’est pas 

immunogène chez l’Homme (de StGroth and Scheidegger, 1980).  

Le rituximab est constitué donc de 2 parties  (voir figure 6): 

- Une partie d’origine murine au niveau des régions variables (Fab) des chaînes lourdes 

et légères ; c’est la partie qui se lie spécifiquement au CD20 des cellules B. 

- Une partie d’origine humaine au niveau des régions constantes (Fc). C’est la partie qui 

sera responsable, comme on va le détailler ensuite, des fonctions « cytotoxiques » de cet 

anticorps par le recrutement de divers effecteurs du système immunitaire (activation du 

complément et des cellules cytotoxiques) (Cartron et al., 2004). 

 
Figure 6 : Structure d’une immunoglobuline G kappa (d’après Cartron G., 2007) 

 

De tels anticorps sont humains à environ 66 % et moins immunogéniques que les anticorps de 

souris car les épitopes immunodominants interespèces de l’IgG sont principalement localisés 

dans les domaines CH2 et CH3. Dans la plupart des cas, la spécificité et l’affinité des anticorps 

chimériques restent identiques à celles des anticorps murins d’origine. Des vecteurs 

d’expression eucaryotes ont été construits pour la production industrielle d’anticorps 

chimériques (Siberil et al., 2005). 

 Les premiers essais thérapeutiques avec cet anticorps datent de 1993, mais il a fallu 

attendre 1997 pour que la « Food and Drug Administration » autorise la mise sur marché du 

rituximab en oncologie, relayée en France en 1998 par l’« Agence française du médicament » 
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(Maloney et al., 1997). Comme on l’a vu précédemment, par la suite l’addition de rituximab à 

la chimiothérapie CHOP est rapidement devenue, par le bénéfice apporté sur la survie des 

malades, le traitement standard pour les patients atteints de DLBCL (Lim and Levy, 2014). Ses 

indications ont initialement été limitées aux lymphomes B, puis étendues aux maladies auto-

immunes. Toutefois, son efficacité varie en fonction du degré de maturité et de la localisation 

des cellules B cibles, de la nature des cellules effectrices, de données pharmacocinétiques, du 

retard à la déplétion et du temps nécessaire aux lymphocytes B pour se reconstituer. Cela 

explique l’existence de variations appréciables entre les malades, et chez un même malade entre 

ses différentes cures (Renaudineau et al., 2009). 

La liaison du rituximab au CD20 détermine la déplétion des cellules B normales et 

cancéreuses. Au moins 3 mécanismes majeurs ont été proposés pour expliquer les effets 

cytotoxiques du rituximab. Ces 3 mécanismes sont mobilisés in vivo, mais leurs contributions 

relatives aux effets cliniques du rituximab restent imprécises (Rezvani and Maloney, 2011, 

Bonavida, 2014) (Figure 7). 

 

2.3.2.1 La	cytotoxicité	dépendante	de	l’activation	du	complément	(CDC)		

La fixation du rituximab à sa cible (CD20) entraîne la redistribution du CD20 au sein 

des radeaux lipidiques de la membrane cytoplasmique, ce qui favoriserait la liaison du facteur 

C1q du complément à la partie Fc du rituximab (Cragg et al., 2003). Cela induit l’activation de 

la voie classique du complément selon une cascade protéolytique qui détermine notamment la 

libération de quantité importante du facteur C3b du complément. La molécule de C3b agit par 

opsonisation en se fixant à la surface des cellules, mais se lie aussi à la C3 convertase pour 

former la C5 convertase, ce qui induit la formation du complexe d’attaque membranaire (MAC) 

qui provoque la lyse de la cellule cible (Figure 7). Le dépôt de C3b  à la surface des cellules 

(opsonisation) peut aussi recruter des cellules effectrices comme les granulocytes, les 

macrophages ou les NK qui possèdent le récepteur au C3b et induire une lyse cellulaire ou une 

phagocytose. Ce phénomène s’appelle la cytotoxicité cellulaire dépendante du complément 

médiée par les cellules effectrices (CDCC). Ceci rend encore plus complexe l’étude de la 

participation du complément dans l’effet thérapeutique indépendamment des autres 

mécanismes de déplétion (Cartron et al., 2004).  

L’activation du système du complément par le rituximab est évidente dans des lignées 

cellulaires humaines de lymphomes B et dans des cultures primaires de lymphomes issues de 
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patients (Golay et al., 2001, Bellosillo et al., 2001). La sensibilité des cellules à la CDC est 

dépendante du niveau d’expression du CD20 (Golay et al., 2001), et peut être différente en 

fonction du type de lymphome. Cependant, l’activation du complément serait aussi responsable 

de certains effets secondaires indésirables et toxiques du rituximab, comme par exemple ceux 

liés à la libération des anaphylatoxines telles que C3a, C4a et C5a déterminant des processus 

inflammatoires. L’augmentation des produits d’activation du complément après le traitement 

au rituximab et la corrélation de cette activation avec l’apparition des effets secondaires 

confirme que le complément est activé par le rituximab chez les patients (van der Kolk et al., 

2001). Les données issues des modèles murins de déficience en activité complémentaire 

(notamment déficience en C1q) sont cependant contradictoires, montrant à la fois l’inefficacité 

du traitement au rituximab chez ces animaux comme son efficacité. Chez les patients, les 

données expérimentales et cliniques semblent indiquer que ce mécanisme ne serait pas essentiel 

pour l’efficacité du rituximab dans les LNH (Rezvani and Maloney, 2011). En résumé, des 

données supplémentaires sont requises pour prouver la relation entre l’activation du 

complément et l’efficacité thérapeutique du rituximab. 

2.3.2.2 La	cytotoxicité	cellulaire	dépendante	de	l’anticorps	(ADCC)	

L’ADCC est un mécanisme impliquant la liaison de la portion Fc de l’anticorps (ici anti-

CD20) au récepteur FcR exprimé à la surface de cellules immunitaires cytotoxiques, telles que 

les cellules NK (natural killer), les monocytes/macrophages et les granulocytes. Une fois 

recrutées et activées au contact des cellules B, ces cellules vont déterminer la mort des 

lymphocytes B soit par la libération de granules cytotoxiques contenus dans les cellules 

immunitaires, soit par phagocytose (Oflazoglu and Audoly, 2010) (Figure 7). L’ensemble des 

données montre l’importance des cellules NK dans l’ADCC mais ne permet pas de déterminer 

si elles possèdent une action directe ou indirecte dans ce phénomène. En effet, in vitro, les 

cellules NK activées par liaison au rituximab produisent de l’IFNγ. Or, celui-ci est connu pour 

réguler positivement l‘expression des FcγR des granulocytes (CD64) ce qui pourrait augmenter 

leur capacité à médier l’ADCC (Weiner et al., 2010). 

Les modèles murins supportent l’hypothèse du rôle in vivo de l’ADCC dans l’efficacité 

du rituximab. Chez les patients la découverte de l’impact clinique du polymorphisme du 

récepteur FcR, associé à une plus faible réponse au traitement par le rituximab, suggère son 

rôle important en tant que mécanisme effecteur des anti-CD20 dans les LNH (Rezvani and 

Maloney, 2011). 
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Comme on l’a évoqué précédemment, il existe un lien entre le mécanisme d’ADCC et 

la CDC. Des études menées chez la souris montrent que l’activation des cellules effectrices de 

l’ADCC peut aussi être la conséquence du déclenchement de la cascade du complément lors du 

traitement au rituximab. En effet, le dépôt de facteurs opsonisants comme C3b et C4b à la 

surface des cellules cibles détermine le recrutement et l’activation de phagocytes ou de cellules 

NK qui possèdent les récepteurs correspondants. Ce processus peut être amplifié par les effets 

chimiotactiques et activateurs des anaphylatoxines produites lors de l’activation du 

complément, telles que C5a et C3a, dont les récepteurs sont aussi retrouvés sur les cellules 

phagocytaires (Zhou et al., 2008). 

               

 

Figure 7 : Mécanismes d'action du Rituximab. (Oflazoglu and Audoly, 2010). Le rituximab peut induire la mort 
cellulaire par l'intermédiaire de plusieurs mécanismes. CDC: La liaison du rituximab au CD20 active la cascade 
du complément et génère des complexes d'attaque membranaire (MAC) responsables de la mort cellulaire. ADCC : 
Le rituximab recrute des cellules effectrices immunitaires par la liaison à leurs récepteurs FcR ce qui déclenche 
une mort cellulaire ciblée soit par phagocytose, soit par la libération de protéases (système granzyme-perforine). 
PCD : La fixation du rituximab au CD20 peut déclencher la voie intrinsèque de la mort cellulaire programmée 
(PCD) via la régulation des protéines de la famille Bcl-2. CIR: récepteurs inhibiteurs du complément. 

2.3.2.3 La	mort	cellulaire	programmée	:	apoptose	(PCD)	

Un troisième mécanisme a été proposé à côté de l’ADCC et du CDC suite à des travaux 

réalisés à partir de lignées cellulaires de DLBCL. En effet, le traitement des cellules avec du 
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rituximab s’accompagnait de leur mort par apoptose (ou mort cellulaire programmée, PCD) de 

façon donc indépendante de la présence de complément ou de cellules effectrices. Cependant 

on observe que la sensibilité des cellules tumorales à l’effet apoptotique du rituximab varie en 

fonction du type de tumeur, et certaines lignées cellulaires comme les lignées du sous-type ABC 

des DLBCL sont plus résistantes. Ce mécanisme est probablement moins important que les 2 

autres, mais il est supposé significatif malgré les difficultés à le mettre en évidence de façon 

expérimentale in vivo (Rezvani and Maloney, 2011). Au cours de notre thèse, nous avons choisi 

d’étudier l’apoptose induite par le rituximab car elle représente aussi, comme nous allons le 

voir, un mécanisme de sensibilisation aux effets cytotoxiques d’autres traitements et notamment 

de la chimiothérapie. 

Bien que les mécanismes responsables de l’effet apoptotique des anti-CD20 restent 

encore à préciser, plusieurs travaux ont montré que le CD20 était associé à des kinases 

cellulaires de la famille Src (Lyn, Fyn et Lck), qui sont impliquées dans l’apoptose induite par 

le rituximab. Il ne s’agit pas d’une liaison covalente, c’est la liaison de l’anticorps anti-CD20 

au CD20 qui déclenche leur activation (Deans et al., 2002,  Zhou et al., 2008). Dans la 

membrane, le CD20 est associé avec la molécule PAG (phosphoprotein associated with GEMs 

appelée aussi Cbp : Csk-binding protein), une protéine adaptatrice exclusivement localisée dans 

les radeaux lipidiques. PAG recrute la kinase Csk aux radeaux lipidiques pour maintenir les 

kinases de la famille Src dans un état inactif. L’engagement du CD20 par le rituximab détermine 

la translocation du CD20 dans les radeaux lipidiques, redistribue ces radeaux lipidiques et 

permet l’activation des protéines kinases Src. Cela initie finalement des signalisations en aval 

menant notamment à l’activation de la PLC. La PLC hydrolyse les phosphatidylinositol 4,5-

biphosphate membranaires produisant de l’inositol-1,4,5-triphosphate, qui favorise la libération 

de Ca2+ depuis le réticulum endoplasmique, et du diacylglycérol qui active la PKC (Shan et al., 

2000). En parallèle, la fixation du rituximab au CD20 entraîne un changement de conformation 

de la molécule CD20 suite à sa phosphorylation, conduisant à une augmentation du flux 

calcique vers la cellule, déterminant ainsi une augmentation de la concentration intracellulaire 

du calcium. Cette dernière serait en partie responsable de l’arrêt du cycle cellulaire en phase S 

(Smith, 2003). La composition lipidique de la membrane semble donc être importante pour 

l’effet du rituximab. En effet, en plus de la translocation du CD20 et de l’agrégation des radeaux 

lipidiques, la présence du cholestérol dans les membranes conditionne la mobilisation du 

calcium et l’apoptose induite par le rituxiamb (Unruh et al., 2005). L’activation des kinases Src 

et le flux calcique semblent ainsi jouer un rôle majeur dans la signalisation induite par le CD20 



 
 

25 
 

suite à sa liaison au rituximab, puisque le traitement avec des inhibiteurs des Src kinases ou des 

chélateurs de calcium empêche l’effet apoptotique du rituximab (Hofmeister et al., 2000). La 

redistribution des radeaux lipidiques induite par la fixation des anti-CD20 au CD20 serait à 

l’origine de la diminution d’activité d’un certain nombre de signalisations cellulaires, parmi 

lesquelles p38 MAPK, ERK-1/2, NF-B, et l’Akt. Cela aboutit à l’inhibition de la transcription 

et de l’expression de gènes, codant notamment pour des protéines anti-apoptotiques (Bcl-2, Bcl-

xL, Mcl-1, XIAP…) rendant les lymphocytes B plus susceptibles vis-à-vis de l’apoptose (Zhou 

et al., 2008). Ainsi, l’inhibition par le rituximab de la voie PI3K/Akt, voie constitutivement 

activée dans les cellules tumorales de la plupart des lymphomes B et notamment de DLBCL, a 

été associée à l’inhibition de l’expression et de l’activation de Bcl-XL.  Effectivement, 

l’apoptose induite par le rituximab met principalement en jeu la voie intrinsèque ou 

mitochondriale régulée par les molécules de la famille Bcl-2, la voie extrinsèque des récepteurs 

de mort, avec notamment la signalisation de Fas, ne semblant pas nécessaire (Zhou et al., 2008). 

Les mécanismes sont à la fois caspase-dépendants et caspase-indépendants, ce qui a un intérêt 

clinique. En effet, la plupart des agents cytotoxiques de la chimiothérapie déterminent 

l’apoptose via des mécanismes caspases-dépendants et la majorité des résistances 

thérapeutiques sont aussi en lien avec ces processus. Ainsi la capacité d’un traitement à induire 

la mort cellulaire sans mettre en jeu le rôle des caspases permettrait d’échapper à un grand 

nombre de résistances. De la même façon, la surexpression de Bcl-2 est fréquemment retrouvée 

dans les lymphomes B non-hodgkiniens comme on l’a vu précédemment pour les DLBCL ; elle 

est associée au caractère agressif de ces lymphomes, leur résistance à la chimiothérapie et par 

conséquent à un pronostic très défavorable des patients. Le rituximab, associé à la 

chimiothérapie, est capable de lever cette résistance en diminuant l’expression de ces protéines 

anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 (Shan et al., 2000, Rezvani and Maloney, 2011) (Figure 

7). 

Comme on vient de l’évoquer, l’effet le plus probant du rituximab réside sûrement dans 

sa capacité à potentialiser l’effet des drogues cytotoxiques. In vitro, les études montrent qu’en 

diminuant la signalisation des voies de survie constitutivement activées dans les LNH (p38 

MAPK, PI3K/Akt, ERK-1/2, NF-B) cela permet de sensibiliser les cellules tumorales à la mort 

par apoptose induite par la chimiothérapie. Cet effet chimio-sensibilisateur du rituximab est 

observé dans les lignées résistantes comme les lignées sensibles au traitement par la 

chimiothérapie (Suzuki et al., 2007, Weiner, 2010). Finalement l’étude de l’ajout du rituximab 

à la chimiothérapie sur des modèles animaux a montré une potentialisation des deux traitements 
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et a permis la mise en place du protocole clinique utilisé à l’heure actuelle (Mohammad et al., 

2002, Schliemann et al., 2009).  

Le rituximab, en association avec la polychimiothérapie CHOP, a prouvé son efficacité 

dans les LNH à cellules B CD20 positifs. Cependant, et concernant les DLBCL, environ 10 à 

15% des patients sont réfractaires au traitement et 20 à 25% rechutent après une réponse initiale. 

De plus beaucoup de patients âgés ne sont pas éligibles aux traitements intensifs utilisant de 

fortes concentrations de drogues chimiothérapeutiques, et le pronostic de ces patients pour 

lesquels le traitement R-CHOP échoue est très défavorable (Coiffier, 2007, Sehn, 2012). Ainsi, 

plusieurs mécanismes de résistance ont été par la suite identifiés (Figure 7) et nous verrons à la 

fin de cette partie que de nouveaux anti-CD20 de 2e et maintenant de 3e génération ont été 

notamment élaborés pour tenter de palier à certaines formes de résistance. 

 

2.3.3 Résistances	au	rituximab	

Des mécanismes à l’origine de ces résistances ont été décrits pour chaque effet anti-

tumoral du rituximab (CDC, ADCC, signalisation apoptotique et sensibilisation à la 

chimiothérapie). La compréhension complète de ces mécanismes permettra de mettre en place 

de nouveaux traitements plus efficaces. 

2.3.3.1 Les	mécanismes		liés	à	l’anticorps	(Rituximab)	

La pharmacocinétique et la biodisponibilité des anticorps monoclonaux est déterminée 

d’une part par les caractéristiques de la molécule (en particulier sa nature chimérique et les 

spécificités de sa portion Fc), mais d’autre part par les caractéristiques de sa cible antigénique 

(CD20). Des anticorps antichimériques ont été détectés dans les sérums de patients traités par 

le rituximab ce qui pourrait, en théorie, réduire son efficacité. Dans l’état actuel des 

connaissances, dans les syndromes lymphoprolifératifs leur prévalence est rare (< 10 % des cas) 

et ils n’ont pas de signification clinique, mais c’est un point qui devra être particulièrement 

analysé au cours des maladies traitées par le rituximab. Un anticorps monoclonal peut diffuser 

dans la moelle osseuse et les organes lymphoïdes, mais la diffusion dans des sites, comme le 

cerveau, est moins bien connu. Dans l’état actuel des connaissances, un seul travail a été 

consacré à ce point. Seuls des taux très faibles de rituximab ont été détectés dans le liquide 

céphalorachidien d’un patient atteint d’un lymphome à localisation cérébrale. Ainsi, il apparaît 
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qu'une barrière hémato-encéphalique intacte limite l'entrée du rituximab dans le système 

nerveux central (Harjunpää et al., 2001).  

2.3.3.2 Les	facteurs		de	résistance	à	la	CDC	et	à	l’ADCC		

Les protéines régulatrices du complément (CD35 ou Complement Receptor type 1, 

CD46 ou Membrane Cofactor Protein, CD55 ou Decay Accelerating Factor et CD59) sont des 

protéines capables de bloquer l’activation du complément ou d’interférer avec la formation du 

complexe d’attaque membranaire (Figure 8). Elles sont exprimées par un grand nombre de 

cellules cancéreuses et pourraient leur conférer une protection contre la lyse du complément 

(Beers et al., 2010). CD35 intervient dans la fixation et l’inhibition du C3b et C4b, CD55 

accélère la dissociation des convertases C3 et C5, CD59 se fixe à C8 et C9 et empêche la 

formation de pores par les complexes d’attaque membranaire, l’étape finale de la CDC (Smith, 

2003). Ainsi, les cellules Ramos devenues résistantes au rituximab surexpriment les molécules 

CD55 et CD59. In vitro, la neutralisation de ces régulateurs par des anticorps permet 

d’augmenter l’efficacité du rituximab. Leur utilisation in vivo pose cependant quelques 

problèmes puisque les anticorps neutralisant ne différencient pas les cellules tumorales des 

cellules saines. Or, les cellules saines ont besoin de ces régulateurs pour se protéger de la lyse 

du complément, d’où la difficulté d’élaborer de tels traitements (Golay et al., 2001, Macor et 

al., 2007). 

Figure 8 : Les mécanismes potentiels de résistance à la cytotoxicité dépendante du système du complément. 
(Smith, 2003). Le DAF (Membrane-associate decay accelerating factor, ou CD55) et le CR1  (complement 
receptor 1 ou CD35) sont impliqués dans l’inhibition des C3 et C5 convertases. La formation du complexe 
d’attaque membranaire (MAC) est inhibée par CD59.  

Il existe trois types de récepteurs FcR: FcRI ou CD64, FcRII ou CD32 et FcRIII ou 

CD16. Ils comprennent des récepteurs activateurs tels que les isoformes FcRI, FcRIIa, et 
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FcRIIIa qui portent un motif ITAM (immunoreceptor tyrosine-based activation motif) 

contenant des résidus tyrosine. Ce motif est phosphorylé lors de la liaison à l’anticorps (anti-

CD20), déterminant une signalisation dans les cellules effectrices amenant à l’ADCC par 

phagocytose, ou l’exocytose de granules toxiques. Il existe également des récepteurs inhibiteurs 

tels que FcRIIb qui contiennent des motifs ITIM (immunoreceptor tyrosine-based inhibition 

motif). Ces récepteurs engendrent une signalisation opposée aux précédents et 

immunosuppressive vis-à-vis des macrophages, monocytes, cellules dendritiques et cellules B 

(Sondermann and Szymkowski, 2016). Les souris déficientes en récepteur inhibiteur FcRIIb 

semblent être hypersensibles au mécanisme d’ADCC, tandis que ce mécanisme d’ADCC ne 

semble pas être activé chez des souris déficientes en récepteurs activateurs FcRI et FcRIIIa, 

qui s’avèrent incapables de stopper la progression tumorale in vivo. Ces résultats démontrent 

que l’ADCC est dépendante des récepteurs FcR et que, pour atteindre une efficacité optimale, 

l’anticorps doit se lier de préférence aux récepteurs activateurs (Clynes et al., 2000). 

Concernant les résistances en lien avec l’ADCC, il existe un polymorphisme pour le 

récepteur FcRIIIa (CD16) qui a été décrit en 1997 par Koene et al, susceptible de modifier son 

affinité de liaison à la portion Fc de l’anticorps anti-CD20. Il entraîne la substitution d’une 

phénylalanine (F) en une valine (V) en position 158. Un tel polymorphisme serait susceptible 

de modifier la réponse de l’ADCC déclenchée par le rituximab et pourrait ainsi influencer la 

réponse au traitement (Koene et al., 1997). Les patients hétérozygotes ont un récepteur CD16 

de moins bonne affinité et présentent une réponse de type ADCC moins efficace que les patients 

homozygotes (Cartron et al., 2002). De plus, les cytokines comme l’IL-2, l’IL-12, l’IFNα et le 

GM-CSF sont connues pour améliorer l’ADCC et la phagocytose en stimulant l’activité ou 

l’expansion des cellules NK et des macrophages (Wing et al., 1989, Trinchieri, 2003). La 

prolifération des cellules NK médiée par l’IL-2 corrèle avec l’activité du rituximab chez les 

patients atteints de LNH (Gluck et al., 2004). Ainsi, certaines de ces cytokines utilisées en 

combinaison avec le rituximab améliorent le traitement, ce qui suggère que leur absence 

intrinsèque peut constituer un obstacle à l’effet du rituximab. 

 

2.3.3.3 Les	résistances	relatives	à	la	signalisation	apoptotique	

L’exposition répétée au rituximab conduit de façon inattendue à une hyperactivation 

constitutive des voies de survie, une surexpression des facteurs de résistance, et une 

augmentation du seuil de réponse à l'apoptose. Le développement de lignées cellulaires 
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résistantes au rituximab et à la chimiothérapie a montré que la résistance n’était pas toujours 

due à une régulation de l’expression du CD20, mais à une modification des voies de 

signalisation de survie. La balance survie/apoptose se fait par la modulation de l’expression de 

protéines pro-apoptotiques comme Bax et Bak ou anti-apoptotiques comme Bcl-2. Les études 

réalisées sur des lignées cellulaires résistantes au rituximab ont mis en évidence des 

modifications des acteurs pro et anti-apoptotiques. Ainsi, suite à une exposition prolongée au 

rituximab, on observe la régulation négative des régulateurs pro-apoptotiques (Bax, Bak) 

rendant les cellules résistantes à l’apoptose (Jazirehi et al., 2007, Jazirehi and Bonavida, 2011, 

(Rezvani and Maloney, 2011).  

L’expression des protéines Bcl-2 serait aussi associée selon Park et al à l’interleukine 

10 (IL-10) qui agit comme un facteur protecteur, favorisant la croissance cellulaire. En effet, 

l’inhibition de la boucle autocrine/paracrine réalisée par l’IL-10 (via STAT3) chez des patients 

atteints de lymphome diffus à grandes cellules diminue l’expression de Bcl-2 et sensibilise les 

cellules tumorales à l’activité cytotoxique des chimiothérapies. Des travaux récents ont montré 

une très forte expression des gènes associés à la signalisation de l’IL-10 (IL10, IL10RA et 

IL10RB) dans les DLBCL des sous-types GCB et ABC (Béguelin et al, 2015). Ces données 

suggèrent que l’interaction entre le facteur de croissance IL-10 et l’expression de Bcl-2 peut 

être une des causes de résistance aux chimiothérapies et pourrait être une cible pour le 

développement de nouveaux traitements  (Figure 9) (Park et al., 2009,    Béguelin et al., 2015).   
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Figure 9 : Mécanismes potentiels de résistance à l’apoptose induite par le Rituximab (Smith, 2003). 
L’activation de la boucle autocrine réalisée par l'IL-10, en se liant à son récepteur, active le facteur de transcription 
STAT3 conduisant à l’augmentation d’expression de Bcl-2 s’opposant à l’effet apoptotique du rituximab. 
Notamment, dans le cas des lymphomes de type ABC présentant une activation constitutive de la voie NF-B, 
l’IL10 réaliserait une boucle d’amplification de la surexpression de Bcl-2 inhibant fortement l’apoptose induite 

par les anti-CD20. 

 

2.3.3.4 Les	résistances	liées	à	l’expression	cellulaire	du	CD20	

La réponse au traitement peut être influencée par le taux initial du CD20 membranaire 

qui est différent entre les différentes maladies lymphoprolifératives. En effet, les cellules de 

leucémies lymphoïdes chroniques (LLC) par exemple expriment faiblement le CD20 en 

comparaison avec celles du lymphome du manteau ou du DLBCL. In vitro l’acquisition de la 

résistance au rituximab a été corrélée dans certains cas à une baisse de l’expression du gène et 

de la protéine CD20. Il ne s’agit pas simplement d’un « masquage » du CD20 par le rituximab, 

mais d’une réduction d’expression transitoire de son ARN messager (Jilani et al., 2003). H. 

Junji et al. ont aussi montré que le niveau de l’ARNm codant pour le CD20 ainsi que le niveau 

de la protéine diminuent fortement chez des patients atteints de LNH traités par R-CHOP. Un 

certain nombre de travaux sur des lignées humaines de DLBCL, ou sur des patients, ont montré 

que le traitement au rituximab diminuait cette expression allant jusqu’à la transformation des 

cellules vers un phénotype CD20 négatif. Ainsi, NA. Johnson et al. ont analysé le niveau du 

CD20 chez des patients atteints de DLBCL et ils ont montré que, contrairement à 

l’immunohistochimie, la cytométrie en flux permet de détecter une baisse du niveau du CD20, 
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corrélée à une survie inférieure des patients (Johnson et al., 2009). Cet effet du rituximab serait 

dû, au moins partiellement, à des mécanismes épigénétiques de régulation du gène du CD20 

(Czuczman et al., 2008, Hiraga et al., 2009, Miyoshi et al., 2012). En effet, le traitement de ces 

cellules notamment avec la 5-azacytidine restaure l’expression du CD20 (Hiraga et al., 2009). 

D’autres études montrent que le recrutement de l’histone désacétylase HDAC1, sur le 

promoteur du gène codant le CD20 (MS4A1), est aussi impliqué dans l’établissement du 

phénotype CD20 négatif des cellules tumorales B après traitement au rituximab (Sugimoto et 

al., 2009). 

Plus récemment, la présence d’une isoforme tronquée du CD20, issue d’un épissage 

alternatif, a été mise en évidence dans des cellules B de patients atteints notamment de DLBCL. 

Cette isoforme, absente dans les cellules B du sang périphérique des donneurs sains, est 

intracellulaire et serait impliquée dans la réduction d’expression de la forme sauvage. De plus, 

sa présence a été corrélée avec la résistance des patients au rituximab (Henry et al., 2010).   

Ainsi, alors que les connaissances scientifiques sur la régulation de l’expression du 

CD20 restent parcellaires, le ciblage de son expression membranaire, facteur déterminant de 

l’efficacité des anti-CD20, représente un nouveau défi thérapeutique en association avec 

l’immunothérapie dans les cancers des cellules B. C’est pourquoi, dans la seconde partie de 

nos travaux de thèse sur le rôle des neurotrophines dans les résistances thérapeutiques des 

DLBCL, nous avons démarré une étude sur l’analyse de l’expression de cette cible 

thérapeutique. 

 

2.3.3.5 Expression	du	CD20	à	la	surface	des	exosomes		

De façon intéressante, des études récentes in vitro et in vivo ont montré que les 

exosomes, microvésicules sécrétées par les cellules tumorales de lymphomes B agressifs, 

présentent le CD20 à leur surface et se comportent à ce titre comme des « récepteurs leurres » 

vis-à-vis des anti-CD20 thérapeutiques, comme le rituximab. Ainsi, ce processus permettrait 

aux cellules tumorales d’échapper à l’immunothérapie (Aung et al., 2011). La sécrétion des 

exosomes est réalisée en conditions physiologiques par les lymphocytes B, les cellules 

dendritiques et les précurseurs érythroblastiques au cours de leur maturation et également par 

beaucoup de cellules cancéreuses qui en sécrètent des quantités plus importantes que les cellules 

normales (Record et al., 2014). De plus, leur composition reflétant la cellule d’origine, les 

exosomes pourraient servir de marqueurs de diagnostic. Les exosomes issus de cellules 
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cancéreuses pourraient jouer un rôle important dans le développement et la progression des 

cancers, en modulant la communication intercellulaire avec les cellules du micro-

environnement (cellules endothéliales, immunitaires, stromales...). La sécrétion d’exosomes 

par les cellules tumorales, permettant le transfert de protéines (protéines de signalisation ou 

cytokines angiogéniques) et d’informations génétiques (miR) (Hannafon and Ding, 2013), 

constitue un mécanisme de survie, de dissémination et de résistance thérapeutique (Thompson 

et al., 2013). Cependant, peu de données rapportent la fonction potentiellement déterminante 

de la sécrétion d’exosomes dans des formes agressives de DLBCL (Aung et al., 2011). Ainsi la 

compréhension des mécanismes de régulation du processus de biogenèse et de sécrétion des 

exosomes dans le cas des DLBCL reste très incomplète notamment suite à l’exposition au 

rituximab, et peut présenter un réel intérêt clinique et thérapeutique. C’est pourquoi nous avons 

décidé, dans notre démarche expérimentale, de rechercher aussi l’impact des différents 

traitements (voies de signalisation des neurotrophines, flavaglines) et leur association avec le 

rituximab sur l’expression du CD20 au niveau exosomal. A cette occasion et en préambule de 

nos résultats sur les exosomes (article 2 en préparation), nous développerons plus en détails la 

structure, le processus de sécrétion et le rôle de ces microvésicules cellulaires et plus 

particulièrement leur fonction dans le processus tumoral. 

 

2.3.4 Evolution	de	l’immunothérapie	et	nouvelles	thérapies	ciblées	

Comme nous l’avons vu, de nombreux mécanismes de résistance au rituximab ont été 

identifiés. La compréhension de ces mécanismes a permis dans un premier temps de synthétiser 

de nouveaux  anti-CD20 (anti-CD20 de 2e puis de 3e génération) présentant une meilleure 

tolérance (anticorps humanisés ou entièrement humains) et/ou efficacité que le rituximab. Les 

anticorps anti-CD20 de 2e génération incluent l’ocrelizumab, le veltuzumab and l’ofatumumab. 

L’ocrelizumab et le veltuzumab sont des anti-CD20 humanisés alors que l’ofatumumab est un 

anti-CD20 entièrement humain. L’ocrelizumab présente une affinité de liaison plus importante 

que le rituximab aux variants de faible affinité du récepteur FcγRIIIa  et a montré son efficacité 

chez des patients réfractaires ou en rechute après le traitement au rituximab. Le veltuzumab 

est un anticorps anti-CD20 humanisé très proche du rituximab,  et dont la modification 

structurale augmente ses capacités de liaison lui permettant une meilleure activation du 

mécanisme CDC en comparaison avec le rituximab. L’ofatumumab est un anticorps 

entièrement humain approuvé par la FDA, en cours de développement clinique, qui reconnaît 
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spécifiquement un épitope englobant à la fois la petite et la grande boucle extracellulaires du 

CD20 (Figure 5), permettant une augmentation de l’activation du complément. Cet anticorps a 

démontré sa capacité à provoquer la lyse cellulaire, aussi bien dans les cellules à expression 

élevée et basse de CD20 que dans les cellules résistantes au rituximab. Cet anti-CD20 est celui 

le plus avancé dans le développement clinique. Il pourrait avoir encore une meilleure efficacité 

lors de son association avec la chimiothérapie, ce qui est testé actuellement dans les essais 

cliniques notamment sur les DLBCL. Des anticorps anti-CD20 de 3e génération sont en cours 

de validation ; contrairement à ceux de 2e génération c’est ici la région Fc de l’anti-CD20 qui 

est modifiée. L’objectif principal de ces nouveaux anti-CD20 est d’augmenter l’efficacité 

thérapeutique chez tous les patients, et notamment ceux qui présentent des variants de faible 

affinité des récepteurs FcR sur les cellules effectrices immunitaires responsables de l’ADCC 

(Singh et al., 2015). 

Bien que les anti-CD20 aient un grand avenir dans le traitement des LNH, la grande 

diversité des mécanismes moléculaires impliqués dans ces pathologies et la stabilisation des 

taux de survie à des taux d’environ 60% à 5 ans nécessitent la mise en place d’autres formes de 

traitements. En effet, malgré l’extrême hétérogénéité de ces lymphomes, la base du traitement 

standard est la même (R-CHOP) ce qui oriente progressivement les recherches vers des 

thérapies de plus en plus ciblées, voir même personnalisées.  

Dans le cas du DLBCL, plusieurs cibles moléculaires ont été identifiées parmi lesquelles 

celles en lien avec les régulateurs de l’activation des cellules B ou T. Parmi les stratégies, on 

trouve notamment des anticorps monoclonaux dirigés contre divers récepteurs membranaires 

impliqués dans l’activation des lymphocytes B comme le CD22 (epratuzumab), le CD40 

(dacetuzumab), des anticorps capables d’interférer avec l’inhibition des lymphocytes T 

(ipilimumab, anti-CTLA4), ou des anticorps bi-spécifiques capables d’activer les lymphocytes 

T au contact des cellules B tumorales (blinatumomab, anti-CD3/CD19). Ces anticorps 

thérapeutiques sont pour la plupart testés en association avec le rituximab et sont en cours 

d’essais cliniques.

En parallèle, les connaissances acquises sur les voies de signalisation dans les DLBCL ont 

permis le développement des nouvelles molécules thérapeutiques ciblant notamment la 

signalisation du BCR, qui est constitutivement activée dans ces lymphomes amenant à 

l’activation constitutive des voies de survie en aval. Ainsi, ces dernières années plusieurs 

inhibiteurs pharmacologiques sont entrés en clinique pour traiter les patients avec par exemple : 



 
 

34 
 

des inhibiteurs de kinases de la voie de signalisation de BCR telles que Syk (fostamatinib), Btk 

(Ibrutinib) et PI3K/mTOR (Idélalisib et NVP-BKM120 /évérolimus et temsirolimus), des 

inhibiteurs directs et indirects de la voie NF-B (Bortézomib, Z-PVRPR-FMK/lénalidomide), 

ou des inhibiteurs de kinases associées à la voie des TLR (ND-2158). Ces molécules 

pharmacologiques sont pour la majorité en cours d’essais cliniques ; elles n’ont pas, la plupart 

du temps, d’influence significative sur la survie des patients lorsqu’on les administre seules, 

mais pourraient apporter un bénéfice en association avec le rituxmab ou le traitement R-CHOP 

(Camicia et al., 2015). Cependant, si certaines molécules associées au rituximab ont permis 

d’améliorer sensiblement la survie des patients (ex : association lénalidomide/ rituximab dans 

le cas de patients atteints de DLBCL en rechute ou réfractaire), certains protocoles se sont 

avérés avoir un effet antagoniste du rituximab comme les inhibiteurs des voies Btk ou 

PI3K/Akt/mTor. En effet, comme on l’a évoqué à propos des mécanismes de régulation de 

l’expression du CD20, certaines signalisations cellulaires seraient impliquées dans 

l’augmentation de l’expression membranaire du CD20.  En inhibant ces signalisations, on 

déclencherait une diminution de l’expression du CD20 contre carrant les effets cytotoxiques du 

rituximab (Winiarska et al., 2014, Kohrt et al., 2014, Camicia et al., 2015). Ces résultats 

montrent que le développement de nouveaux traitement, basés sur des combinaisons avec des 

inhibiteurs de signalisation notamment kinasiques et des anti-CD20 devra être précédé d’une 

évaluation préclinique détaillée de leurs effets sur les cellules cibles, afin d’identifier 

d’éventuelles interférences entre les traitements. 

Du fait de l’extrême hétérogénéité de ces lymphomes au niveau des tumeurs et entre les 

différents patients, et la faible efficacité observée des monothérapies, il est devenu évident que 

les nouvelles stratégies devront associer plusieurs drogues en plus des traitements standards. 

L’objectif serait de cibler les voies de signalisations fortement activées, et de façon spécifique 

à chaque patient, pour aller vers des traitements plus personnalisés. Ces traitements devront être 

précédés d’études visant à identifier les patients pouvant bénéficier de telle ou telle thérapie 

ciblée, et prendre en compte aussi les divers types moléculaires déjà identifiés pour ces DLBCL. 

Cela sous-entend d’avoir accès à la signature génétique et moléculaire de chaque patient et/ou 

de biomarqueurs cliniques hautement spécifiques de chaque sous-type moléculaire. C’est dans 

ce contexte que se situe notre travail de thèse au laboratoire. Notre objectif a été d’analyser 

les conditions de sensibilisation aux anti-CD20 (rituximab) en recherchant de nouvelles cibles 

moléculaires impliquées dans l’échappement thérapeutique, et pouvant être utilisées comme 

des biomarqueurs diagnostiques et/ou pronostiques de ces pathologies.  
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3 Les	neurotrophines	

Les neurotrophines constituent une famille de facteurs de croissance, hautement 

conservés  phylogénétiquement (90% d’homologie entre la protéine NGF humaine et murine), 

structuralement liés, et qui ont été découverts initialement dans les années 50 pour leur rôle 

dans la différenciation, la survie et la prolifération des cellules nerveuses (Lee et al., 2001). Le  

premier membre appelé NGF (nerve growth factor) a été isolé et identifié en 1954 par l’équipe 

de Rita Levi-Montalcini (Cohen et al., 1954). Les autres membres incluent chez les mammifères 

le BDNF (Brain Derived Neurotrophic Factor) découvert en 1982 (Barde et al., 1982, Leibrock 

et al., 1989), puis dans les années 1990 la neurotrophine 3 (NT-3) (Hohn et al., 1990, Jones and 

Reichardt, 1990, Maisonpierre et al., 1990) et la neurotrophine 4/5 (NT-4/5) (Hallböök et al., 

1991).  

3.1 Des	gènes	aux	protéines		

Les gènes des neurotrophines sont très conservés chez les vertébrés et l’organisation des 

segments génomiques adjacents à ces gènes est aussi très similaire. Les études menées sur des 

poissons à mâchoires ont permis de montrer qu’ils sont issus de duplications successives du 

génome d’un chordé ancestral. Elles supposent également que les gènes ngf/nt3 et bdnf/nt4/5 

ont évolué selon des événements de duplication séparés. Ces duplications ont induit la 

formation de 4 neurotrophines chez l’homme où chacune d’entre elles assure des fonctions 

spécifiques. Cette multiplicité de molécules est en corrélation avec la complexité accrue du 

système nerveux des vertébrés acquise au cours de l'évolution (Hallböök, 1999). Les gènes 

codant le NGF, le BDNF, la NT-3 et la NT-4/5 chez l’homme sont localisés respectivement sur 

les chromosomes 1, 11, 12 et 19 (Tableau 1). 

Tableau 1: Caractéristiques génomiques des neurotrophines humaines. 

Neurotrophine Localisation 
chromosomique 

Taille de l’ARNm 

(pb) 
N° d’accession 

NCBI 
NGF 

BDNF 
NT-3 

NT-4/5 

1p13, 
11p13 
12p13 

19q13, 3 

1052 
4659 
1204 
1021 

NM_0025006 
NM_170735
NM_002527
NM_006179

 

Les produits des gènes des neurotrophines aboutissent à des précurseurs protéiques 

présentant une forte homologie de séquence et des poids moléculaires très proches. Toutes les 

neurotrophines sont synthétisées via le même processus de maturation (Figure 10). En effet, les 
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transcrits sont d’abord traduits en précurseurs protéiques ou pré-pro-neurotrophines  d’environ 

250 acides aminés, qui sont acheminés au sein du réticulum endoplasmique (RE) via leur 

peptide signal. Ces formes immatures sont séparées de leur peptide signal dans le RE donnant 

les pro-neurotrophines (proNTs, 30-35 kDa). Puis ces proNTs sont clivées par des protéases 

intracellulaires telles que la furine ou des proconvertases (Bresnahan et al., 1990, Seidah et al., 

1996), ou par des protéases extracellulaires après sécrétion comme la plasmine et certaines 

métalloprotéases (MMP-3 et MMP-7), ce qui permet de libérer les formes matures de 12 à 14 

kDa (Pang et al., 2004). Les neurotrophines matures s’homodimérisent de façon non covalente 

en complexes de 28 kDa. Ainsi, les différentes étapes de protéolyse intra et extracellulaire 

donnent naissance à de nombreuses isoformes des NTs dont les masses moléculaires vont de 

12 kDa à 35 kDa (Lee et al., 2001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 10 : Schéma des domaines constituant les neurotrophines. Le peptide signal (18 à 21 acides aminés) est 
représenté en rose pâle, le pro-domaine en rose foncé et le domaine de la neurotrophine mature en rouge clair. Les 
étoiles symbolisent les sites potentiels de N-glycosylation. Schéma adapté d’après (Lessmann et al., 2003). 
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Les NTs et les proNTs sont biologiquement actives et interagissent avec des récepteurs 

présents à la membrane plasmique. Les NTs possèdent une forte affinité pour les récepteurs Trk 

alors que les proNTs possèdent une forte affinité pour le récepteur p75NTR (Chao and Bothwell, 

2002).  

 

3.2 Les	récepteurs	Trk		

La découverte des récepteurs Trk a commencé en 1986 lors du clonage d’un gène 

transformant dans une biopsie de carcinome du côlon humain. Ce nouvel oncogène était activé 

par réarrangement entre des séquences codantes pour les domaines transmembranaire et 

tyrosine kinase de TrkA et des séquences du gène de la tropomyosine. Ce nouveau proto-

oncogène nommé NTRK1 (Neurotrophin Receptor Kinase 1) code pour une protéine 

transmembranaire appelée tropomyosin-related kinase A (Trk A) de 790 acides aminés qui 

possède les caractéristiques des récepteurs tyrosine kinase (Martin-Zanca et al., 1986). En 1989, 

un autre récepteur hautement similaire à TrkA nommé TrkB a été purifié (Klein et al., 1989). 

L’identification du NGF comme ligand de haute affinité de TrkA a été découverte beaucoup 

plus tard (Klein et al., 1991). Dans la même année, le BDNF a été identifié comme le ligand de 

haute affinité de TrkB (Klein et al., 1991b), et la NT-3 a été attribuée au récepteur TrkC 

(Lamballe et al., 1991). En 1994, il a été démontré que la NT-3 peut aussi se lier à TrkA et TrkB 

mais avec une affinité réduite (Brodeur et al., 2009).  

3.2.1 Structure	des	Trk	
Les récepteurs Trk ont tous une structure commune et font partie de la famille des 

récepteurs TK (tyrosine kinase). Ce sont des récepteurs transmembranaires glycosylés 

d’environ 800 acides aminés avec un poids moléculaire de 145 kDa. Les homologies de 

séquence peptidique entre ces récepteurs sont : 49% entre TrkA et TrkB, 51% entre TrkA et 

TrkC et 55% entre TrkB et TrkC (Nakagawara et al., 1995, Brodeur et al., 2009). Ces récepteurs 

sont constitués de trois domaines distincts représentés sur la figure 11. 

Le domaine extracellulaire d’environ 400 acides aminés, ne présente aucune analogie 

avec celui des autres récepteurs de facteur de croissance. Ce domaine possède une succession 

de motifs qui incluent une région riche en résidus leucine entourées de 2 régions riches résidus 

cystéine, suivie de deux domaines de type immunoglobuline C2 (Ig-C2) responsables de 
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l'interaction avec le ligand. Enfin, la partie extracellulaire du récepteur est très fortement 

glycosylée (Chao and Hempstead, 1995). Ces glycosylations semblent essentielles à la 

localisation transmembranaire des récepteurs Trk et à leur signalisation.  

Le domaine transmembranaire est composé d’une courte hélice α. 

Le domaine intracellulaire est composé d’un large domaine tyrosine kinase dont la 

séquence est conservée entre les espèces, et présente plus de 75% d’homologie avec celle des 

autres récepteurs à tyrosine kinase. La particularité du domaine intracellulaire est de présenter 

de nombreuses tyrosines phosphorylables permettant notamment le recrutement d’effecteurs de 

la signalisation des Trk. Ainsi on retrouve 3 tyrosines au sein du domaine TK responsables de 

la trans-autophosphorylation du récepteur  (pour TrkA, Y670/Y674/Y675). De même la 

tyrosine de la partie juxtamembranaire (Y490 de TrkA) est associée au recrutement de protéines 

Shc (Src Homology-2 Containing protein) et la tyrosine en C-terminale (Y785 pour TrkA) au 

recrutement de la PLC (PhosphoLipase C ) (Figure 11 et 12). 

 

Figure 11: Schéma de la structure des récepteurs Trk. Les récepteurs TrkA, B et C possèdent une structure 
commune composée d’un domaine extracellulaire comprenant des régions riches en cystéines, leucines et deux 

domaines « Ig-like C2», un domaine transmembranaire ainsi qu’un domaine intracellulaire doté d’une activité 

tyrosine kinase. La liaison des NTs à ces récepteurs de haute affinité et leur dimérisation s’effectuent au niveau 

des domaines « Ig-like ». 
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3.2.2 Isoformes	des	récepteurs	Trk			

Les transcrits des gènes des Trk sont soumis à un épissage alternatif conduisant à 

plusieurs  isoformes dont les  fonctions biologiques sont diverses.  

3.2.2.1 	Isoformes	de	TrkA		

Le gène NTRK1 codant pour le récepteur TrkA est situé chez l’homme sur le 

chromosome 1 et plus précisément en 1q21, et 17 exons ont été caractérisés (Valent et al., 1997). 

A l’heure actuelle, trois isoformes du récepteur TrkA ont été découvertes. Elles sont nommées 

TrkA-I, TrkA-II et TrkA-III (Brodeur et al., 2009). L’isoforme TrkA-I est produite suite à un 

épissage alternatif de l’exon 9 codant pour 6 acides aminés de la région extracellulaire proches 

du domaine transmembranaire de la protéine. Cependant cela n’altère pas la liaison de NGF et 

l’activation du récepteur. TrkA-II est l’isoforme la plus commune, non épissée et la plus longue. 

Elle présente un insert de 6 acides aminés dans le domaine extracellulaire qui n’affecte ni 

l’affinité de liaison du ligand ni la transduction du signal (Barker et al., 1993). En revanche, 

elle semble participer à la sélectivité du récepteur TrkA pour la NT-3, puisque la NT-3 ne se lie 

pas à la forme TrkA-I. TrkA-I est exprimée préférentiellement dans les tissus non-neuronaux 

alors que TrkA-II est retrouvée dans les tissus neuronaux ; cette expression différentielle 

pourrait être la source de la diversité des fonctions biologiques de ces deux isoformes (Clary 

and Reichardt, 1994). TrkA-III a été découvert en condition d’hypoxie comme un variant épissé 

des exons 6, 7 et 9 ce qui lui enlève le premier domaine Ig-like et plusieurs sites de N-

glycosylations. Cette isoforme, surexprimée en conditions d’hypoxie, présente un pouvoir 

oncogénique. TrkA-III est, en effet, capable d’induire une signalisation indépendante du ligand 

NGF et de promouvoir un comportement tumorigène de cellules de neuroblastome (Tacconelli 

et al., 2004). Très récemment de nouveaux variants de TrkA ont été détectés par 5’ RACE et 

PCR quantitative dans des tissus humains, ce qui montre l’existence de nouvelles isoformes 

dont l’extrémité N-terminale et le domaine extracellulaire sont tronqués. TRKAζII, est une 

glycoprotéine résidante dans des compartiments intracellulaires similaire à l’isoforme TRK III. 

TRKAκ est une isoforme qui a été détectée dans le noyau et le cytoplasme (Luberg et al., 2015).  

3.2.2.2 Isoformes	de	TrkB		

Le gène NTRK2 codant pour le récepteur TrkB chez l’homme est situé sur le 

chromosome 9 (9q22), mesure 350 kb et contient 24 exons (Stoilov et al., 2002). Plus de 100 

ARNm de 0.7 à 9 kb sont issus de la transcription du gène NTRK2 et au moins 36 isoformes 

protéiques de la protéine TrkB sont traduites à partir de ces transcrits (Middlemas et al., 1991, 
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Luberg et al., 2010). Il existe trois protéines principales décrites chez l’Homme. TrkB entier 

(Full Length, FL) résulte de l’épissage des exons 16 et 19 et garde son domaine TK intact. 

TrkB-T1 (ou TrkB-TK- ou TrkB95) contient un codon stop dans l’exon 16 et constitue 

l’isoforme la plus courte. Cette isoforme tronquée, retrouvée dans de nombreux tissus, possède 

le domaine extracellulaire permettant la liaison de BDNF et de NT-4/5 ainsi que la partie 

transmembranaire. Ce récepteur est en revanche dépourvu du domaine C terminal intracellulaire 

et ne possède donc pas d’activité tyrosine kinase (TK-). TrkB-T-Shc, identifié uniquement dans 

le cerveau, est épissé de l’exon 16 et se termine dans l’exon 19 juste après le site d’interaction 

avec la protéine Shc. Ce récepteur partage 100% d’homologie du domaine extracellulaire avec 

TrkB-T1, car tronqué aussi du domaine kinasique C terminal, mais diffère par sa partie 

intracellulaire possédant un domaine de liaison aux protéines Shc. Il ne peut être phosphorylé, 

ce qui suggère un rôle inhibiteur, mais son activité biologique reste à préciser (Stoilov et al., 

2002, Wong and Garner, 2012, Fenner, 2012). De façon générale, bien que des travaux 

suggèrent un rôle signalisateur, à la fois TrkB-T1 et TrkB-T-Shc pourraient agir comme des 

« récepteurs dominants négatifs » du TrkB-FL en interférant avec la liaison du ligand (Brodeur 

et al. 2009, Luberg et al., 2010). Enfin il faut signaler que des isoformes nouvelles et tronquées 

de TrkB ont été identifiées ces dernières années dans le système nerveux central. Ces isoformes 

sont les équivalents, mais tronqués dans leur domaine extra-cellulaire N-terminal, des 3 

protéines majeures précédemment décrites. Ces isoformes appelées TrkB-N-FL, TrkB-N-T1 et 

TrkB-N-T-Shc étant dépourvues de l’extrémité N-terminale, il est peu probable qu’elles soient 

transportées à la membrane plasmique et seraient donc principalement cytoplasmiques (Luberg 

et al., 2010).  

3.2.2.3 Isoformes	de	Trk	C		

Le récepteur TrkC est codé par le gène NTRK3 situé chez l’homme sur le chromosome 

15, en position 15q25, et contient 20 exons (Valent et al., 1997). Comme les 2 autres récepteurs, 

le transcrit de TrkC subit différents épissages alternatifs aboutissant à 4 isoformes chez 

l’homme: TrkC-A, TrkC-B, TrkC-C, et TrkC-D. TrkC-C est l’isoforme majoritaire et la 

séquence de référence pour les différentes isoformes de TrkC. Comparée à celle-ci, TrkC-A 

contient une insertion de 14 acides aminés localisée dans le domaine TK (McGregor et al., 

1999). Cela modifierait la spécificité de substrat de l’activité kinase de TrkC et pourrait altérer 

la réponse cellulaire en empêchant la fixation des protéines adaptatrices Shc et PLC (Guiton 

et al., 1995). TrkC-B est exprimée suite à une large délétion de la région cytoplasmique, 

emportant notamment le domaine tyrosine kinase dans son intégralité (Shelton et al., 1995). 
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Cette isoforme pourrait avoir un effet « dominant négatif » sur TrkC-C (Palko et al., 1999). 

Enfin, TrkC-D subit un épissage de l’exon 9 et, tout comme TrkC-A, une insertion de 14 acides 

aminés qui empêche la fixation des protéines partenaires Shc et PLC. Cependant, la délétion 

de l’exon 9 codant pour 9 acides aminés, situés dans la partie juxtamembranaire du récepteur, 

pourrait avoir des conséquences sur la spécificité de liaison ligand/récepteur (Shelton et al., 

1995). 

3.2.3 Voies	de	signalisation	des	récepteurs	Trks		

Nous avons choisi d’étudier le rôle des NTs dans le cas d’une maladie lympho-

proliférative et plus précisément d’un lymphome provenant des lymphocytes B. Aussi, nous ne 

présenterons dans ce paragraphe, comme dans celui sur p75NTR, que les signalisations liées à 

la fonction « facteur de croissance ». Nous n’aborderons donc pas celles plus spécifiques au 

système nerveux, comme la différenciation ou la plasticité neuronale, ni la signalisation 

particulière suite à l’internalisation et au transport rétrograde des récepteurs activés dans des 

endosomes du neurone. 

En présence de leurs ligands (neurotrophines dimériques) les Trks s’homodimérisent et 

s’activent par autophosphorylation des 3 tyrosines du domaine kinasique. La phosphorylation 

des autres résidus tyrosine, comme Y490 et Y785 de TrkA chez l’Homme, permet de créer des 

sites de liaison pour des protéines adaptatrices intracellulaires contenant des domaines de 

liaison aux tyrosines phosphorylées ou domaines SH2 (Src-homology 2) (Arévalo and Wu, 

2006, Reichardt, 2006). Les 3 voies de signalisation majeures activées par les 3 récepteurs 

tyrosine kinase Trk sont la voie des MAP kinases, de la PI3 kinase/Akt et de la PLCγ. Ces 

signalisations rendent compte du rôle important des Trk dans la croissance cellulaire, la survie 

et la différenciation des neurones. Mais elles sont aussi impliquées dans la survie, prolifération 

et invasion de divers types de cellules tumorales incluant les cancers du sein, poumon, le cancer 

colo-rectal, les neuroblasomes, ou ceux d’origine lymphoïde comme on le verra ensuite 

(Descamps et al., 2001, Brodeur et al., 2009, Zhang et al., 2010, Yang et al., 2013, Hillis et al., 

2016). 

 La fixation de la protéine Shc via son domaine SH2 sur une des tyrosines  

phosphorylées de Trk (ex Y490 pour TrkA) induit sa phosphorylation, puis, le recrutement de 

la protéine adaptatrice Grb2 (Rozakis-Adcock et al., 1992) qui interagit avec la protéine SOS 

(un facteur activateur de la petite protéine G Ras) via ses domaines SH3 (domaine d’interaction 

protéique reconnaissant des motifs riches en proline). L’activation de Ras initie notamment 
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l’activation en cascade de c-Raf-MEK1/2-ERK1/2 (Moodie et al., 1993). Finalement ce sont 

les kinases activées par ces MAPK, notamment Rsk (Ribosomal protein s6 kinase) et MSK1 

(Mitogen and Stress-activated protein Kinase 1), qui vont à leur tour phosphoryler et activer 

des facteurs de transcription comme CREB (cAMP Response Element Binding) ou Elk-1 

(membre de la famille ETS). Ces derniers activent la transcription de gènes essentiels pour la 

prolifération et  la différentiation cellulaire (Janknecht et al., 1993, Riccio et al., 1999, 

Reichardt, 2006) (Figure 12).  

La voie de la PI3K est engagée de façon Ras dépendante ou de façon indépendante par 

l’intermédiaire des protéines adaptatrices GAB, elles même recrutées par le complexe protéique 

Shc-Grb2 lié aux Trk (Holgado-Madruga et al., 1997, Vaillant et al., 1999). Il est également 

décrit que l’activation des Trk par le BDNF permet la phosphorylation de IRS1 (Insulin-

Receptor Substrate) et le recrutement ainsi que l’activation de la PI3K (Yamada et al., 1997). 

La PI3K induit la formation de phosphatidyl inositol 3,4-biphosphate et active, en collaboration 

avec des PDK (phosphoinositide-dependent kinase), la protéine Akt. Akt est au cœur de la 

régulation par phosphorylation de nombreuses protéines impliquées dans la survie cellulaire 

(Dudek et al., 1997), soit via la transcription de gènes soit via un effet direct sur des protéines 

de la cascade apoptotique. En effet, Akt entraîne la transcription de gènes décrits pour leur 

implication dans la survie cellulaire par l’intermédiaire notamment de NF-κB. NF-κB est 

séquestré dans le cytoplasme par IκB (Inhibitor kappaB) et la phosphorylation d’IκB par Akt 

provoque sa dégradation, libérant NF-κB qui peut alors agir sur la transcription de gènes de 

survie. D’autres voies de survie seraient activées par l’intermédiaire de la PKCζ atypique 

(Wooten et al., 1994). Finalement, la survie est engagée grâce au contrôle d’effecteurs 

directement impliqués dans la cascade apoptotique tels que Bad (Bcl-2-associated death 

protein) ou encore la caspase 9. Bad est un membre proapoptotique de la famille Bcl2 qui est 

inhibé lorsqu’il est phosphorylé par l’Akt.  

La PLCγ est recrutée sur le résidu phosphorylé Y785 de TrkA et sur les résidus 

correspondants de TrkB et de TrkC, et devient active suite à sa phosphorylation par l’activité 

kinasique des Trk (Figure 12). Une fois activée, elle hydrolyse les phosphatidylinositol 4,5-

biphosphates en inositol triphosphate (IP3) et en diacylglycérol (DAG). L’IP3, en provoquant 

le relargage du calcium, augmente la concentration du calcium intracellulaire et active les 

enzymes dépendantes du calcium (kinases dépendantes de Ca2+/calmoduline, PKC…), et le 

DAG stimule les isoformes de la protéine kinase C (PKC) (Berninger et al., 1993). Ces voies 

conduisent à l’activation de la cascade des MAPK et notamment d’Erk1/2 ce qui va, comme on 
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l’a vu précédemment, déterminer l’activité transcriptionnelle de CREB. De façon générale, 

l’ensemble de ces signalisations contrôlent l’expression et ou l’activité d’un grand nombre de 

protéines, parmi lesquelles des canaux ioniques et des facteurs de transcription (Corbit et al., 

1999, Reichardt, 2006). 

 

Figure 12: Représentation des voies de signalisations induites par l’activation des récepteurs Trk. La liaison 
des dimères de NTs à leurs récepteurs Trk respectifs entraîne l’activation de ces derniers par dimérisation et 

autophosphorylation des tyrosines Y490, Y670, Y674, Y675 et Y785 (cas de TrkA). Les récepteurs Trk engendrent 
alors diverses signalisations suite au recrutement de protéines adaptatrices comme Shc ou Grb2 ou Gab. Ces 
signalisations parmi lesquelles les voies Ras/Raf /MEK/ERK1/2, PI3K/Akt et la phospholipase C γ (PLCγ) 
convergent sur la régulation de facteurs de transcription comme CREB et NF-B contrôlant la survie, la 
prolifération et/ou la différentiation cellulaire. Schéma adapté d’après Arévalo & Wu, 2006. 

 

3.3 Le	récepteur	p75NTR			

En 1973 p75NTR a été  identifié comme étant le récepteur du NGF et il a été appelé NGFR 

(NGF Receptor) (Herrup and Shooter, 1973). En 1986, son clonage et des expériences de 

transfection ont révélé que ce récepteur se liait à NGF avec une faible affinité, il a été alors 
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renommé, récepteur de faible affinité du NGF (low affinity NGF receptor) (Chao et al., 1986, 

Johnson et al., 1986, Radeke et al., 1987). Avec la découverte des autres membres de la famille 

des neurotrophines, il est apparu que toutes les neurotrophines se liaient au p75NTR avec la 

même affinité dans tous les types cellulaires, d’où le nom p75NTR pour Neurotrophin Receptor 

(Rodriguez-Tébar et al., 1990, Glass et al., 1991, Rodríguez-Tébar et al., 1992). 

3.3.1 Du	gène	à	la	protéine	p75NTR		

Le gène du récepteur commun aux neurotrophines d’environ 23 kb, situé sur la région 

q21-q22 du chromosome 17 chez l’homme, contient 6 exons. Le promoteur du gène ne possède 

pas de séquence consensus TATA ou CAAT (Sehgal et al., 1988), mais des séquences 

conservées riches en GC proches du site d’initiation de la transcription ont été identifiées et 

représentent un élément de réponse pour le facteur de transcription SP1 (Specificity Protein 1). 

D’autres éléments de réponse, telle que les E-box, sont présents sur le promoteur du gène 

NGFR. Certaines permettent la liaison avec des activateurs transcriptionnels comme NeuroD 

ou bHLH, alors que d’autres recrutent des répresseurs de la transcription comme ME1, 

réprimant ainsi l’expression de p75NTR (Chiaramello et al., 1995). Enfin des séquences de 

réponse à différents récepteurs nucléaires ont été répertoriées dans le promoteur de NGFR 

comme le récepteur à l’acide rétinoïque (activation transcriptionnelle), celui de la vitamine D3 

et de la testostérone (répresseurs)  (Metsis et al., 1992, Naveilhan et al., 1996).  

La structure du récepteur p75NTR est bien conservée entre les espèces. Le récepteur 

p75NTR humain est une protéine glycosylée de 399 acides aminés répartis dans trois domaines : 

le domaine extracellulaire (222 aa), le domaine transmembranaire (22 aa), et le domaine 

intracellulaire (155 aa) (Roux and Barker, 2002) (Figure 13). 

Le domaine extracellulaire présente des caractéristiques des récepteurs appartenant à 

la superfamille des récepteurs du TNF (Yan and Chao, 1991). Cette partie extracellulaire du 

récepteur est composé de 4 domaines riches en cystéine appelés CRD (« Cystein-rich domain») 

et numérotés de 1 à 4 à partir de l’extrémité N-terminale. Chacun contient trois ponts disulfure 

intra-chaînes, entraînant une conformation spécifique à chaque domaine CRD et permettant la 

liaison des ligands (Banner et al., 1993, Holden et al., 1997). Enfin cette partie extracellulaire 

du récepteur présente un site de N-glycosylation et une région riche en O-glycosylations dans 

la partie juxta-membranaire, impliqués notamment dans l’adressage du récepteur à la membrane 

(Breuza et al., 2002). 
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Le domaine transmembranaire du récepteur p75NTR est constitué d’une hélice 

transmembranaire unique et sa séquence en acides aminés est hautement conservée quelle que 

soit l’espèce animale considérée (Chao and Hempstead, 1995). Différents travaux ont montré 

que ce domaine transmembranaire était essentiel à la dimérisation du récepteur. En effet, la 

présence d’une cystéine très conservée, C257, permet d’établir un pont disulfure entre deux 

monomères de p75NTR de manière indépendante de la présence du ligand (Nadezhdin et al., 

2016).  

Le domaine intracellulaire du récepteur p75NTR est phosphorylé sur des résidus sérine 

et thréonine (Grob et al., 1985, Taniuchi et al., 1986), et palmitoylé sur la cystéine 279 (Kahle 

et al., 1994).  Le rôle de ces modifications post-traductionnelles ne sont pas toutes connues, 

mais elles pourraient participer notamment à des interactions de type protéine-protéine, à la 

bonne maturation intracellulaire du récepteur ou à la localisation intracellulaire du récepteur. 

La phosphorylation du récepteur p75NTR pourrait également être impliquée dans la 

multimérisation du récepteur (Grob et al., 1985). La présence dans la partie intracytoplasmique 

du récepteur d’un domaine de mort « Death Domain (DD) » est une caractéristique des protéines 

de la famille des récepteurs au TNF dont fait partie p75NTR. Il s’agit d’un DD de type 2 composé 

de 80 aa qui permet à p75NTR de recruter des protéines spécifiques et empêche une 

multimérisation (Liepinsh et al., 1997, Roux and Barker, 2002). Le domaine juxtamembranaire 

(JM, également appelé « Chopper domain») constitué de 29 acides aminés permet le 

recrutement des protéines adaptatrices conduisant à l’activation des voies de signalisation 

impliquées dans l’apoptose cellulaire (Coulson et al., 2000). Le récepteur p75NTR contient 

également un site de liaison à des protéines à domaines PDZ (« Post-synaptic disc-large zona») 

par un motif SPV (Sérine-Proline-Valine) situé à l’extrémité C-terminale du récepteur. Cela 

favorise le recrutement de protéines à domaines PDZ comme des molécules adaptatrices 

permettant la formation de plateformes de signalisation intracellulaire (Doyle et al., 1996, 

Sheng and Sala, 2001). Enfin, la partie juxtamembranaire contient également la cystéine 279 

qui permet la palmitoylation du récepteur (Barker and Shooter, 1994). Cette modification post-

traductionnelle serait impliquée dans les fonctions biologiques de ce récepteur comme le 

clivage de ce récepteur par la -secrétase (cf paragraphe suivant) (Underwood et al., 2008) ou 

l’interaction de p75NTR avec TrkA (Mirnics et al., 2005). 
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Figure 13: Représentation schématique de p75NTR. Le récepteur p75NTR est composé d’un domaine 

extracellulaire qui contient 4 domaine riches en cystéines (CRD), d’un domaine transmembranaire contenant la 

cystéine C257 importante pour la dimérisation du récepteur, et d’une région cytoplasmique constituée d’un 

domaine chopper juxtamembranaire, d’un domaine de mort et de plusieurs sites de phosphorylation (Roux and 
Barker, 2002). 

 

p75NTR peut former des homodimères par des liaisons covalentes ou non covalentes, et 

cette homodimérisation est nécessaire pour le recrutement et l'activation des adaptateurs 

intracellulaires (Vilar et al., 2009). Il a été démontré très récemment que p75NTR existe 

principalement sous forme d’un trimère, semblable à d'autres protéines de la famille des TNFR. 

Les monomères et les trimères coexistent à la surface cellulaire, mais la formation de trimères 

n’est pas nécessaire pour l'activation du p75NTR (Anastasia et al., 2015). 

 

3.3.2 Les	différentes	formes	du	récepteur	p75NTR			

En plus de la forme complète du récepteur p75NTR, des formes tronquées ont été 

identifiées et sont le résultat soit d’un épissage alternatif, soit d’un processus de protéolyse 

(Figure 14).   

Des isoformes du récepteur p75NTR peuvent être le résultat d’un épissage alternatif 

éliminant l’exon 3, ce qui entraîne la délétion des domaines riches en cystéines 2, 3 et 4. Ce 

variant ne contient pas de site de fixation du ligand (Dechant and Barde, 1997, von Schack et 

al., 2001), et sa fonction précise n’est pas connue. Cependant, une inhibition de son expression, 

associée à un KO (Knock Out) de la forme complète de p75NTR entraîne des malformations du 
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système nerveux de la souris plus importantes que l’inhibition de l’expression de la forme 

complète uniquement.  

Comme d’autres récepteurs transmembranaires, p75NTR peut subir un processus de 

protéolyse de type RIP (« Regulated intramembrane proteolysis») (Brown et al., 2000). Ce 

processus consiste en la succession de deux clivages, un premier clivage du domaine 

extracellulaire générant un domaine extracellulaire soluble nommé p75-ECD (ou ectodomaine) 

par des α-sécrétases extracellulaires telles que ADAM 10 et ADAM 17/TACE (TNF Alpha 

Converting Enzyme). Ce fragment est capable de se lier aux neurotrophines. Le reste du 

récepteur reste lié à la membrane et correspond au fragment C-terminal ou p75-CTF 

comprenant les domaines transmembranaire et intracellulaire (ICD) de la protéine (Zupan et al., 

1989, Barker et al., 1991, Alderson et al., 2000). Ce premier clivage est suivi par un second 

réalisé sur le CTF par un complexe protéique γ-sécretase intracellulaire (« presenilin dependent 

γ-secretase »), qui génère un fragment intracellulaire p75-ICD avec une séquence signal de 

translocation dans le noyau. Ce fragment est alors dirigé vers le noyau, où il se comporte comme 

un facteur de transcription (Brown et al., 2000, Skeldal et al., 2011). Les parties 

transmembranaire et cytoplasmique de p75NTR prennent alors le nom de p75NTR-CTF (C-

Terminal Fragment). Le rôle des différentes formes tronquées de p75NTR reste mal connu. 

Cependant, il est désormais admis qu’elles participent également à la signalisation du récepteur 

après stimulation par les (pro) neurotrophines. 

 

Figure 14: Les différentes formes du récepteur p75NTR. Les isoformes de p75NTR sont générées par épissage 
alternatif ou protéolyse. p75-ECD (Extracellular Domain),  p75-CTF (C Terminal Fragment), p75-ICD 
(Intracellular Domain).  
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3.3.3 Voies	de	signalisation	du	récepteur	p75NTR		

Le récepteur p75NTR est le récepteur commun à toutes les NTs matures mais aussi à 

toutes les proNTs. Cependant, les proNTs se lient à p75NTR avec une affinité plus forte que les 

formes matures pour lesquelles il représente le récepteur de basse affinité (Lee et al., 2001). 

Finalement p75NTR peut aussi établir, comme on le verra ensuite, des interactions fonctionnelles 

avec d’autres récepteurs et notamment avec la sortiline et les Trk, et se comporter alors comme 

un co-récepteur. Ces interactions aboutissent à des effets biologiques complexes et parfois 

antagonistes de ceux déterminés par le monomère ou les dimères de p75NTR. Même si le 

monomère de p75NTR peut induire une signalisation, des travaux récents montrent que le 

récepteur est déjà sous forme de dimères avant la liaison à ses ligands. La fixation du ligand 

entraînerait uniquement un changement de conformation du dimère déterminant la séparation 

des DD, permettant alors le recrutement des protéines adaptatrices, et ainsi la signalisation 

cellulaire (Vilar et al., 2009, Lin et al., 2015).  

Le récepteur p75NTR ne présente pas dans son domaine intracellulaire d’activité 

enzymatique intrinsèque. Par conséquent, son activation requiert le recrutement de protéines 

adaptatrices pour déterminer une signalisation en aval.  La liaison du récepteur p75NTR par les 

neurotrophines peut induire selon le contexte cellulaire (nature des protéines adaptatrices, ou 

présence de co-récepteurs) deux effets majeurs : l’induction de l’apoptose, principalement par 

l’intermédiaire de la MAPK JNK, ou au contraire l’induction de la survie cellulaire, 

principalement par l’activation du facteur de transcription NF-κB (Figure 15).  

3.3.3.1 Voies	de	signalisation	conduisant	à	l’apoptose	

L’effet pro-apoptotique de p75NTR est lié à l’activation d’une MAPK, la c-jun N-

terminal kinase ou JNK. Ce processus fait suite au recrutement d’une protéine adaptatrice sur 

la partie cytoplasmique de p75NTR telle que NRIF (NT-receptor interacting factor), NADE (NT-

associated cell death receptor), NRAGE (NT-receptor interacting MAGE homolog) ou encore 

TRAF (TNF receptor-associated factors). Ces protéines se lient à des régions distinctes du 

domaine cytoplasmique de p75NTR soit au niveau du domaine Chopper, soit au niveau du DD 

(Ye et al., 1999, Salehi et al., 2002, Kenchappa et al., 2006, Kim and Hempstead, 2009). Ces 

protéines recrutent et permettent l’activation notamment d’une GTPase, Rac, suite à 

l’interaction du ligand avec le récepteur. Rac se lie sur le motif CRIB (« cdc-42/Rac1 interactive 

binding motif ») présent sur les MAPKKK (MAPK kinase kinases). Cette interaction favorise 

l’auto-phosphorylation des MAPKKK, induisant ainsi leur activation (Bazenet et al., 1998, 
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Hirai et al., 1996). Les MAPKKK activées induisent la phosphorylation des MAPK kinases 

MKK4 et MKK7 qui phosphorylent spécifiquement JNK (Walton et al., 1999). JNK, une fois 

activée, peut phosphoryler et activer des facteurs de transcription comme p53 ou c-Jun 

(Harrington et al., 2002), ou des régulateurs pro-apoptotiques, en particulier les protéines Bim, 

Bad et Bax (Bhakar et al., 2003, Becker et al., 2004). Cela détermine finalement la libération 

du cytochrome C à partir des mitochondries provoquant l’activation des caspases, en particulier 

des caspases 3, 6 et 9  (Whitfield et al., 2001, Nykjaer et al., 2005) (Figure 15). 

La signalisation pro-apoptotique du récepteur p75NTR induit également l’activation des 

sphingomyélinases associées à la membrane qui clivent la sphingomyéline en céramides et 

phosphatidylcholine (Dobrowsky et al., 1994). Les céramides peuvent induire l’activation de 

JNK et par conséquent de l’apoptose à fortes concentrations mais les mécanismes précis de 

cette activation ne sont pas connus (Brann et al., 2002). De façon intéressante, à faible 

concentration, ces céramides peuvent induire des effets inverses favorisant la survie cellulaire 

(Wang et al., 1999).  

3.3.3.2 Voies	de	signalisation	conduisant	à	la	survie	cellulaire		

De façon contradictoire, l’activation du récepteur p75NTR peut aboutir aussi à des effets 

anti-apoptotiques et prolifératifs en l’absence ou en présence des récepteurs Trk   (Hempstead 

et al., 1991, DeFreitas et al., 2001). Ces effets biologiques sont induits par l’activation du 

facteur de transcription NF-ҡB dont l’activation reste cependant modeste. Ce facteur est activé 

dans les cellules par trois voies : la première voie est induite par le recrutement de protéines 

adaptatrices de la famille TRAF, en particulier TRAF6 via une interaction avec le domaine 

juxtamembranaire du récepteur (Gentry et al., 2004). TRAF6 détermine l’ubiquitination de 

p75NTR et recrute le complexe -sécrétase générant la formation du fragment p75-ICD capable 

d’activer NF-κB (Powell et al., 2009). En effet le recrutement de TRAF6 sur p75-ICD va ensuite 

permettre de recruter et d’activer la PKC atypique iota (ou PKCι) (Wooten et al., 2001, Wooten 

et al., 2000) qui va phosphoryler l’inhibiteur IκB, libérant ainsi le facteur de transcription NF-

κB actif et induisant sa translocation au noyau (Wooten et al., 2000).  La deuxième voie est 

initiée par le recrutement d’une sérine/thréonine kinase, la protéine RIP-2 (« Receptor 

interacting-protein 2 »), qui possède un domaine de recrutement des caspases (domaine CARD 

ou « CAspase Recruiting Domain ») lui permettant de se lier au domaine DD du récepteur 

p75NTR après activation par les NTs. Une fois activée, RIP-2 va induire la survie cellulaire, via 

l’activation du facteur de transcription NF-κB (Khursigara et al., 2001). La signalisation du 
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récepteur p75NTR peut finalement conduire à l’activation de la voie de la PI3K, qui participe 

également à la survie cellulaire en phosphorylant la kinase Akt (ou PKB)  (Brunet et al., 1999, 

Atwal et al., 2000). L’activation d’Akt détermine alors l’activation de NF-κB via la 

phosphorylation de la kinase IKK1 (ou IKK) de IκB (Bui et al., 2002).  

              

Figure 15: Représentation schématique des voies de signalisation de p75NTR. La fixation des neurotrophines à 
p75NTR entraîne le recrutement de protéines adaptatrices sur les domaines  intracellulaires du récepteur. Elles initient, selon le 
contexte cellulaire, des voies de signalisation menant à l’apoptose impliquant notamment la kinase JNK, ou menant à la survie 
via par exemple l’activation de NF-κB. L’activation de p75NTR peut également aboutir à la production de céramides qui, en 
fonction de leur concentration, sont aussi impliqueés dans chacune des 2 voies précédentes. 

 

3.3.3.3 Interaction	de	p75NTR	avec	son	corécepteur	:	la	sortiline		

L’effet apoptotique des pro-neurotrophines est connu depuis longtemps (Lee et al., 

2001). Cependant, les récepteurs mis en jeu dans ces effets n’étaient pas clairement identifiés. 

En 2004, Nykjaer et collaborateurs ont démontré que le proNGF déterminait l’apoptose 

sélectivement par p75NTR et non par TrkA. Ils ont également démontré que la sortiline est le co-

récepteur de p75NTR dans l’action pro-apoptotique déclenchée par le pro-NGF, alors que 
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l’association du NGF au complexe p75NTR-TrkA active une signalisation de survie cellulaire 

(Nykjaer et al., 2004). De la même façon, la formation d’un complexe proBDNF-sortiline-

p75NTR est capable d’induire la mort de neurones sympathiques (Teng et al., 2005). Ces 

découvertes ont été confirmées dans un modèle de souris KO pour la sortiline, révélant 

l’importance du complexe proNT-p75NTR-sortiline dans la régulation de la viabilité neuronale 

(Jansen et al., 2007, Nykjaer and Willnow, 2012). 

La sortiline est une glycoprotéine d’environ 95kDa considérée comme l’archétype des 

membres de la famille des récepteurs « cargo » transmembranaires de type I, parmi lesquels 

figurent aussi la protéine SorLA/LR11 (Sortilin-related receptor L(DLR class) A) et les 

protéines SorCS (Sortilin-related receptor CNS expressed 1, 2 et 3) (Hampe et al., 2001, Nyborg 

et al., 2006). En effet, ces protéines comportent dans leur région extracellulaire un domaine 

présentant une forte homologie structurale avec la protéine d'adressage de la carboxypeptidase 

Y de la levure appelée Vps10p (Vacuolar protein sorting 10 protein). Ce domaine Vps10p 

occupe la majeure partie de la région extracellulaire de ces récepteurs et est impliqué dans la 

liaison de la sortiline avec ses ligands (Westergaard et al., 2004). La sortiline présente en réalité 

un grand nombre de ligands en plus des pro-NTs, parmi lesquels un autre neuropeptide, la 

neurotensine, dont elle constitue un récepteur de faible affinité (ce qui explique l’autre nom de 

la sortiline : NTSR3 -Neurotensin receptor 3) ou encore la LPL (Lipoprotein Lipase) et l’apoA-

V (apolipoprotein A-V) (Nykjaer et al., 2004, Nilsson et al., 2008). La partie transmembranaire 

de la sortiline est formée d’une seule hélice hydrophobe et se poursuit par un court domaine 

intracytoplasmique C-terminal ne lui permettant pas d’interagir directement avec des protéines 

de signalisation. Ainsi la sortiline doit s’associer avec un récepteur capable de signaliser pour 

induire ses effets biologiques. Enfin, la sortiline présente dans sa séquence carboxy-terminale 

un motif composé de résidus acides, homologue à celui retrouvé dans le récepteur Vps10p ; ce 

domaine est aussi identique à celui du récepteur MPR (récepteur du mannose-6 phosphate) des 

cellules de mammifères impliqué dans l’adressage des enzymes lysosomiales du réseau trans-

golgien vers les compartiments endosomiaux puis lysosomiaux. Ainsi, la sortiline est retrouvée 

majoritairement présente au sein du milieu intracytoplasmique (90%) et plus spécifiquement au 

niveau de l’appareil de Golgi et du réseau trans-golgien (Canuel et al., 2009). Les différentes 

données obtenues sur sa structure, sa localisation subcellulaire et ses partenaires protéiques ont 

finalement montré que la sortiline était une protéine multifonctionnelle. Elle est impliquée 

notamment, en plus de son rôle de co-récepteur : dans l’internalisation et l’adressage des 

protéines du réseau trans-glogien aux endosomes, dans le processus de sécrétion des proNTs, 



 

52 
 

ou la liaison et le trafic rétrograde des récepteurs Trk dans les neurones (Nielsen, 2001,  Skeldal 

et al., 2011, Nykjaer and Willnow, 2012). 

La sortiline montre donc une dualité fonctionnelle puisqu’elle peut jouer le rôle de 

transporteur mais également celui de co-récepteur. C’est ainsi qu’elle joue le rôle de co-

récepteur pour p75NTR (figure 16) par l’intermédiaire duquel elle engendre l’effet pro-

apoptotique des pro-neurotrophines qu’elle lie de manière spécifique (Nykjaer et al., 2004). En 

effet, contrairement au récepteur p75NTR qui lie uniquement les formes matures de NGF et 

BDNF, la sortiline ne peut lier que le pro-domaine de ces protéines. La présence de la sortiline 

permet la formation d’un site de haute affinité favorisant la liaison des proNTs à p75NTR (Feng 

et al., 2010). Ainsi, les pro-NTs se fixent simultanément sur la sortiline par leur prodomaine, et 

sur p75NTR par leur partie mature pour former un complexe ternaire, dont chacun des membres 

a été montré comme indispensable à l’induction d’apoptose (Nykjaer et al., 2004, Teng et al., 

2005). La signalisation induite met en jeu, comme on l’a vu pour l’apoptose induite par p75NTR, 

l’activation de JNK et des caspases 3 et 6 (Volosin et al., 2006). Des études récentes suggèrent, 

qu’en plus de son rôle de co-récepteur dans la signalisation apoptotique de p75NTR, la sortiline 

favoriserait le clivage de p75NTR et ainsi la libération de fragments p75NTR-ICD responsables 

finalement de la mort cellulaire (Skeldal et al., 2012). 

 

3.3.3.4 Interaction	de	p75NTR	avec	les	récepteurs	Trk		

L’activation de p75NTR par ses ligands peut initier l’apoptose dans des types cellulaires 

divers neuronaux et non neuronaux si celui-ci est exprimé indépendamment des Trk. Par  contre, 

lorsque p75NTR et les Trk sont exprimés dans les mêmes cellules, la voie de  signalisation 

déclenchée par les neurotrophines matures entraîne la survie des cellules (Teng and Hempstead, 

2004). Lorsque p75NTR est co-exprimé avec les Trk sur la même cellule, l’affinité de liaison des 

Trk pour les NTs est fortement augmentée comme cela a été démontré pour la liaison du NGF 

à TrkA (Hempstead et al., 1991). Différents travaux ont permis d’établir la réalité d’une liaison 

directe entre les récepteurs, et les études stœchiométriques récentes ont donné un rapport de 

2 :4 :2 indiquant que le complexe TrkA/NGF/p75NTR serait constitué de 2 dimères de NGF 

interagissant avec deux molécules de p75NTR et deux molécules de TrkA (Covaceuszach et al., 

2015). Concernant la signalisation induite par ce complexe ternaire, bien qu’elle reste à clarifier, 

certaines études tendent à montrer qu’elle serait différente de celles déclenchées et 

précédemment décrites par les Trk ou p75NTR (Barker, 2007). Cependant, plusieurs protéines 
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capables d’interagir physiquement et simultanément avec les récepteurs Trk et p75NTR 

permettent une signalisation renforcée lorsque le complexe p75NTR-Trk se forme (Arévalo et 

al., 2004,  Chang et al., 2004). Parmi ces protéines on trouve : la protéine ARMS (ankyrin 

repeat-rich membrane-spanning) (Roux and Barker, 2002), la cavéoline (Okamoto et al., 1998, 

Bilderback et al., 1999) qui est impliquée dans la formation d’invaginations de la membrane 

plasmique ou FAIM (Fas Apoptosis Inhibitor  Molecule) qui assure la croissance des neurites 

dépendante du NGF. Finalement, le complexe p62-TRAF6-IRAK décrit dans la signalisation 

de p75NTR apparaît comme un autre moyen d’associer les 2 signalisations, avec la liaison de 

TRAF6 à p75NTR et de p62 à TrkA (Wooten et al., 2001).  

De façon générale, la signalisation des récepteurs Trk inhibe à plusieurs niveaux la voie 

proapoptotique majeure induite par p75NTR, la voie JNK. De cette façon, l’activation de la voie 

Ras supprime la cascade d’activation de JNK. Cet effet est dépendant de l’activation induite 

par Ras de la voie PI3K, qui par ailleurs, est capable d’inhiber directement la voie JNK 

(Mazzoni et al., 1999). L’association de ces deux types de récepteurs peut également 

potentialiser la signalisation de survie induite par les récepteurs Trk. En effet, p75NTR peut lier 

la protéine adaptatrice des récepteurs Trk, Shc, et stimuler sa phosphorylation pour augmenter 

la signalisation qui en découle (Epa et al., 2004). Finalement, les deux types de récepteurs 

activent la voie NF-κB, ce qui permet un effet synergique des deux signalisations sur la survie 

cellulaire (Reichardt, 2006).  
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Figure 16: Interaction du récepteur p75NTR avec les récepteurs Trk et la sortiline. (d'après Kaplan and Miller, 
2004). La fixation des formes matures des neurotrophines sur les complexes p75NTR/Trk induit l’activation des 

signalisations de survie alors que la fixation des pro-neurotrophines aux complexes p75NTR/sortiline détermine la 
signalisation apoptotique. 
 

3.4 Les	récepteurs	des	neurotrophines	comme	cibles	thérapeutiques	

Pendant ces dernières années, plusieurs études ont montré que les récepteurs Trk 

peuvent être des cibles thérapeutiques dans le cas de différents types de cancer. Ces études 

suggèrent que l’inhibition de la voie de signalisation des neurotrophines peut être une stratégie 

pour améliorer les résultats des traitements conventionnels. Le K252a est un alcaloïde naturel 

analogue de la staurosporine, qui agit comme un inhibiteur de l’activité des kinases par un effet 

compétiteur de la fixation de l’ATP au domaine catalytique (Morotti et al., 2002). Au début le 

K252a a été décrit comme un inhibiteur de l'activité sérine/thréonine kinase, mais les travaux 

de Tapley en 1992 ont montré que le K252a est un inhibiteur puissant ciblant les récepteurs Trk 

(Trk A, TrkB et Trk C) (Tapley et al., 1992). Le K252a est également un inhibiteur partiel du 

récepteur PDGF, les concentrations utilisées pour cet inhibiteur sont faibles, de l’ordre du 

nanomolaire pour les récepteurs Trk, allant à des concentrations plus élevées pour le récepteur 

PDGF (Nye et al., 1992). Dans cette gamme de concentrations, le K252a  n’a pas présenté 

d’effet sur les récepteurs de l’EGF, FGF et IGF-1  (Nye et al., 1992, Chin et al., 1997, Morotti 

et al., 2002). Le K252a a été utilisé in vivo dans différents modèles murins de tumeurs réalisés 

notamment à partir de xénogreffes tumorales sur des souris immunodéficientes. Son injection 
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chez l’animal n’a pas montré d’effets toxiques chez les animaux traités, et elle a permis de 

confirmer le rôle de la signalisation BDNF/TrkB dans le développement tumoral comme pour 

le choriocarninome placentaire, ou le cancer pulmonaire (Kawamura et al., 2010, Odate et al., 

2013). 

Le lestauritinib est un dérivé synthétique du K252a appelé également CEP-701 

(Knapper et al., 2006). C’est un inhibiteur sélectif des Trk (Trk A, TrK B et Trk C) qui peut 

inhiber la croissance des cellules de neuroblastome in vitro et in vivo (xénogreffes tumorales) 

et améliorer considérablement l’efficacité de la chimiothérapie conventionnelle, via l’inhibition 

de la signalisation autocrine de survie BDNF/TrkB (Iyer et al., 2010). Il est actuellement en 

phase d’essais cliniques dans le cas du neuroblastome. Des résultats concluants ont été obtenus 

à partir de xénogreffes tumorales dans le cancer de la prostate (Weeraratna et al., 2001), 

cependant les essais cliniques réalisés ensuite n’ont pas permis de prouver l’efficacité du 

lestauritinib utilisé seul dans ce cancer.  

D’autres  inhibiteurs pan-Trk ont été testés, parmi lesquels AZ64 et GNF-4256 et 

AZ623. Ces molécules sont des inhibiteurs efficaces de l’activation de TrkA/B/C qui ont été 

utilisés en monothérapie à des concentrations très faibles, et qui ont montré un effet inhibiteur 

de la croissance tumorale dans des modèles de xénogreffes de neuroblastome. En outre, ils 

améliorent l’efficacité de la chimiothérapie, sans aucune toxicité supplémentaire (Zage et al., 

2011, Iyer et al., 2012, Croucher et al., 2015). Cependant, les études cliniques de ces agents 

n’ont pas été poursuivies.  

La cyclotraxine B est un petit peptide cyclique, qui exerce un rôle antagoniste très 

puissant et sélectif de TrkB (Cazorla et al., 2010). Ce modulateur allostérique de TrkB est un 

dérivé du BDNF produit en utilisant une approche peptidomimétique. Il se fixe sur TrkB et 

inhibe son activation par le BDNF (Chitranshi et al., 2016). Les résultats de l’étude montrent 

qu’il peut aussi induire des effets anxiolytiques et analgésiques dans des modèles animaux de 

la douleur neuropathique (Cazorla et al., 2011). La cyclotraxine B représente un outil 

prometteur pour l’étude de la signalisation de BDNF/TrkB dans les processus physiologiques 

et pathologiques, et pourrait servir pour le développement de nouvelles stratégies 

thérapeutiques, notamment dans le cas du cancer mais aussi les maladies neurologiques 

(Cazorla et al., 2010).  

Des altérations moléculaires liées à des réarrangements localisés dans les gènes NTRK ont été 

identifiées dans plusieurs tumeurs solides, y compris le cancer du poumon, le cancer colo-rectal 
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ou le glioblastome. Les essais précliniques et cliniques ont montré leur rôle potentiel en tant 

que biomarqueurs prédictifs pour l’inhibition ciblée, conduisant au développement clinique très 

récent d’une nouvelle classe de molécules ciblant ces types de récepteurs assez rares, qui sont 

actuellement en phase précoce d’investigation clinique (Passiglia et al., 2016). Ainsi, 

l’entrectinib est un inhibiteur sélectif ciblant les récepteurs Trk mais aussi d’autres récepteurs 

tyrosines kinase tels que ALK et ROS (Iyer et al., 2016). Les études in vitro et sur des modèles 

animaux (xénogreffes de lignées tumorales humaines) ont clairement montré la régression de 

la croissance tumorale lors du traitement par l’entrectinib (Lee et al., 2015). Il a été testé sur un 

patient atteint d’un cancer du poumon non à petites cellules présentant un réarrangement 

génétique de NTRK1 dans le cadre d’une étude de phase 1. Il  a permis d’obtenir une activité 

anti-tumorale significative chez ce patient, indiquant qu’il pourrait être un traitement efficace 

pour les tumeurs présentant des réarrangements des NTRK, y compris ceux ayant des métastases 

du système nerveux central (Farago et al., 2015). L’entrectinib est actuellement en cours 

d’essais cliniques de phase 1, chez des patients atteints de tumeurs solides contenant des 

altérations moléculaires des NTRK pour déterminer les doses maximales tolérés et/ou les doses 

recommandées pour la phase 2. Jusqu'à présent, 67 patients ont été tolérants  (Patel et al., 2015, 

De Braud et al., 2015, Iyer et al., 2016). LOXO-101 est un inhibiteur compétitif de l’ATP 

administré par voie orale. C’est un inhibiteur sélectif des récepteurs TrKA/B et C, avec des IC50 

très faibles (nanomolaire). Des études précliniques ont testé LOXO-101 dans des lignées de 

cellules tumorales humaines porteuses de fusion oncogénique avec NTRK1, révélant son action 

inhibitrice sur l’oncoprotéine de fusion produite, associée à une réduction de la croissance 

tumorale (Ardini et al., 2016). Dans le cadre d’études cliniques de phase 1 des patients porteurs 

de gènes de fusion ETV6-NTRK3 (fibrosarcome infantile) ou LMNA-NTRK1 (sarcome des 

tissus mous) ont été enrôlés ; les résultats sont très prometteurs car ils montrent que le traitement 

avec le LOXO-101 apporte un réel bénéfice aux patients avec une régression tumorale (Doebele 

et al., 2015, Nagasubramanian et al., 2016). 

En conclusion, parmi plusieurs inhibiteurs des Trk,  l’entrectinib et LOXO-101 sont à 

un stade plus avancé de développement clinique. Les deux agents ont montré une activité 

encourageante avec un profil de tolérance acceptable chez les patients atteints de différentes 

tumeurs solides. Ils sont en train de devenir de nouvelles options thérapeutiques prometteuses 

pour certains patients notamment atteints de cancers du poumon et présentant des altérations 

géniques des NTRK et les résultats des essais cliniques de phase 2 sont donc très attendus 

(Passiglia et al., 2016). 
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3.5 Neurotrophines	et	lymphocytes	B		
 

Les interactions entre le système immunitaire et le système nerveux ont suscité de 

nombreuses études. Elles ont permis notamment de montrer, de façon très inattendue pour des 

facteurs de croissance neuronaux, que les cellules immunitaires sécrétaient aussi des 

neurotrophines qui participaient à la régulation de leurs fonctions biologiques (Hillis et al., 

2016). Ainsi, le NGF est connu par son implication dans la survie, l’activation et la 

différenciation des lymphocytes B et T, des monocytes, des éosinophiles, des neutrophiles, des 

basophiles et des mastocytes (Tessarollo, 1998). Les cellules dendritiques expriment à la fois 

TrkA et p75NTR (Labouyrie et al., 1997), alors que les  lymphocytes T sécrètent le NGF et 

expriment p75NTR (Lambiase et al., 1997). Notre travail de thèse ayant porté sur le rôle de ces 

neuropeptides, et plus particulièrement de NGF et BDNF, dans la survie des lymphocytes B 

(LB), nous allons porter notre attention par la suite uniquement sur ces cellules. 

 

3.5.1 		En	conditions	physiologiques	

Peu de travaux à notre connaissance ont porté sur le rôle des proNTs dans les LB 

normaux, cependant, notre groupe a mis en évidence la production de pro-BDNF à partir de 

lignées cellulaires B humaines à différents stades de différenciation (Fauchais et al., 2008). 

Concernant les NTs matures, l’analyse de l’expression des neurotrophines par les lymphocytes 

B a révélé une expression basale du NGF dans les cellules B humaines naïves et activées. 

Comparées avec les cellules B naïves,  les lymphocytes B mémoire produisent huit fois plus de 

NGF alors que l’expression des récepteurs Trk était similaire. Ces données suggèrent un rôle 

du NGF dans la survie à long terme des lymphocytes B (Torcia et al., 1996). Bien que les études 

ont surtout concerné NGF, l’expression du BDNF a été aussi détectée dans les lymphocytes B 

humains et murins, comme dans des lignées lymphoblastoïdes représentant différents stades de 

maturation des lymphocytes B (Kerschensteiner et al., 1999) (Edling et al., 2004, Fauchais et 

al., 2008).  

Les trois récepteurs de haute affinité des neurotrophines (TrkA, TrkB et TrkC) ont été 

identifiés au niveau des transcrits et au niveau protéique dans les lymphocytes B humains. 

Cependant l’expression protéique des Trk est souvent faible et varie beaucoup en fonction des 
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modèles cellulaires utilisés (cellules B humaines périphériques, lignées cellulaires…). De 

même elle varie en fonction des conditions de culture, et globalement l’ensemble des données 

montre que l’expression des Trk est augmentée au cours de l’activation des lymphocytes B.  La 

localisation protéine membranaire des Trk est souvent difficile à mettre en évidence notamment 

dans les cellules au repos, alors que les ARNm sont détectés (D’Onofrio et al., 2000, Fauchais 

et al., 2008). Contrairement à TrkA qui, lorsqu’il est présent correspond à la forme complète 

du récepteur, la forme complète de TrkB (full-length TrkB) est souvent peu ou pas détectée, 

notamment dans les cellules B non activées. Par contre les différentes études rapportent la 

présence de la forme tronquée TrkB95 (Schenone et al., 1996) (Schuhmann et al., 2005, 

Fauchais et al., 2008). Il a été proposé que le récepteur TrkB était cytoplasmique, séquestré au 

repos dans les lymphocytes B et transféré à la membrane plasmique lors de la stimulation des 

lymphocytes B (Fauchais et al., 2008). L’expression du récepteur TrkC a été relativement peu 

étudiée dans les lymphocytes B, mais l’expression de l’ARNm codant pour ce récepteur a été 

observée dans les LB humains (D’Onofrio et al., 2000). La signalisation intracellulaire induite 

par les récepteurs Trk dans les cellules B serait similaire à celle vue précédemment pour les 

autres types cellulaires. Par exemple, la signalisation anti-apoptotique induite par NGF/TrkA 

semble converger sur des voies de signalisation communes aux récepteurs Trk et à celles du 

récepteur à l’antigène des cellules B (BCR), avec le partage de protéines adaptatrices comme 

Grb2 et Shs permettant ainsi l’activation de la protéine Ras (Melamed et al., 1999). On observe 

ainsi l’activation d’Erk-2 (Franklin et al., 1995) de la PI3K et de la PKCγ (Kronfeld et al., 

2002). 

Les données sont moins claires concernant l’expression du récepteur p75NTR par les 

lymphocytes B en conditions physiologiques. Les transcrits sont retrouvés dans les cellules B 

naïves et activées humaines, et au niveau des lignées cellulaires, mais les résultats sur 

l’expression de la protéine restent discutables tantôt relatant sa présence, tantôt son absence 

(Torcia et al., 1996, D’Onofrio et al., 2000, Fauchais et al., 2008). Finalement, les travaux de 

notre équipe ont démontré en 2008, pour la première fois, la présence du co-récepteur de mort, 

la sortiline, au niveau de lignées cellulaires représentatives des différents stades de maturation 

B, et dans des cultures primaires de cellules B (Fauchais et al., 2008). 

L’ensemble de ces résultats montre que les lymphocytes B ont le potentiel de répondre 

aux NTs matures mais aussi immatures (proNTs) par des circuits à la fois autocrines et 

paracrines. Il est important de noter ou de rappeler que l’expression des NTs et de leurs 

récepteurs par les lymphocytes T et B est induite ou augmentée au cours de l’activation des 
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cellules, et notamment lors d’un stress cellulaire (classiquement réalisé par une privation 

sérique ou l’introduction dans les cultures du ligand du récepteur de mort, Fas). De plus, des 

données très récentes suggèrent, même si cela n’a pas été démontré dans le cas des lymphocytes 

B, que ces régulations d’expression seraient aussi réalisées lors de la détection d’un signal de 

danger, comme un pathogène par la signalisation des TLR (Toll like receptor) (Krock et al., 

2016, Hillis et al., 2016).   

Le BDNF et le  NGF sont effectivement  impliqués dans la régulation de la fonction des 

lymphocytes B ; en revanche, les effets de la NT-3 et NT-4/5 sur les lymphocytes B n’ont pas 

été bien caractérisés. L’utilisation de souris knock-out pour le BDNF a montré son implication 

dans le développement des lymphocytes B. Ces souris présentent un nombre réduit de cellules 

B périphériques et un arrêt de la maturation des lymphocytes B au stade pré-B, sans affecter la 

différenciation ni le nombre des lymphocytes T (Schuhmann et al., 2005). Cet effet sur la 

maturation des cellules B peut s’expliquer notamment par la production du BDNF par les 

cellules stromales de la moelle osseuse, ce qui contribuerait par des effets paracrines à la survie 

et au développement des précurseurs B présents dans leur environnement (Labouyrie et al., 

1999). Il a été également montré que le BDNF protège les lymphocytes B de l’apoptose induite 

par le stress en condition de privation sérique (D’Onofrio et al., 2000, Fauchais et al., 2008). 

De la même façon, le NGF réalise un facteur de survie autocrine pour les cellules B, y compris 

pour les lymphocytes B mémoires. Cet effet a été associé à la forte production, sous stimulation 

NGF, de la protéine anti-apoptotique Bcl-2 (Torcia et al., 1996). Ainsi, l’utilisation d’anticorps 

neutralisants anti-NGF ou d’un inhibiteur de Trk, réduit le taux d’expression de Bcl-2 dans des 

cultures primaires de lymphocytes B ; dans ces études, l’absence de la signalisation des 

neurotrophines déterminait l’activation de la p38 MAPK, conduisant à la phosphorylation de la 

protéine Bcl-2, et finalement à l’apoptose (Rosini et al., 2000). Le NGF semble agir de façon 

synergique avec l’interleukine-2 (IL-2) en régulant l’activation et la prolifération des 

lymphocytes B. Ainsi, NGF régule l’expression du récepteur de l’interleukine-2 (Brodie and 

Gelfand, 1992, Thorpe et al., 1987) et régule in vitro la production d’Ig par les lymphocytes B 

activés (Kimata et al., 1991), indiquant que le NGF pourrait favoriser la différenciation des 

lymphocytes B en cellules productrices d’anticorps. 

En conclusion, il est donc maintenant admis que les NTs sont des régulateurs autocrines 

et paracrines, supplémentaires au réseau cytokinique, de la survie et la prolifération notamment 

des lymphocytes B normaux. Ces informations originales ont naturellement poussé les 

chercheurs à rechercher leur implication dans le contexte physiopathologique des maladies 



 

60 
 

lymphoprolifératives, comme les lymphomes B. En parallèle, beaucoup d’autres travaux ont 

identifié le rôle de ces neuropeptides et de leurs récepteurs dans le processus oncogénique et de 

façon originale, en plus des cancers du système nerveux, dans divers types de cancers non 

neuronaux (poumon, colo-rectal, thyroïde, pancréas, prostate, ovaire, sein, voies aéro-

digestives) (Wang et al., 2014, Hondermarck, 2012, Chopin et al., 2016). 

 

3.5.2 Neurotrophines,	lymphomes	B	et	DLBCL		

Alors qu’un grand nombre d’articles relatent le rôle potentiellement important des NTs 

dans les lymphocytes normaux, très peu d’études ont regardé les niveaux d’expression et les 

activités de ces neuropeptides dans les cancers des lymphocytes, et plus particulièrement des 

lymphocytes B. Cependant, globalement l’ensemble des données obtenues à partir de cellules 

B tumorales confirment le rôle pro-survie autocrine et/ou paracrine des NTs.  

De façon paradoxale, alors que la plupart des données sur les lymphocytes B normaux 

laissaient présager un rôle plus important à NGF, la grande majorité des travaux concernant les 

maladies lymphoprolifératives B ont mis en évidence le rôle potentiellement important de 

BDNF dans la survie et la résistance thérapeutique des cellules B tumorales (Hillis et al., 2016). 

Ainsi, la signalisation de survie liée à l’axe BDNF/TrkB est associée à la survie des lignées 

cellulaires de lymphomes de Burkitt, et son inhibition notamment en inhibant la synthèse de 

BDNF (siRNA)  à l’arrêt du cycle cellulaire et l’apoptose. De plus, l’inhibition de la 

signalisation de BDNF sensibilise les cellules aux effets cytotoxiques de la chiomiothérapie in 

vitro (Xia et al., 2014). Un axe « BDNF/TrkB » a été aussi identifié chez les patients atteints de 

myélome multiple et au niveau des lignées cellulaires humaines représentatives de cette 

pathologie, et le BDNF induit une protection partielle à l’effet apoptotique du bortezomib, 

notamment par activation de la voie PI3K (Pearse et al., 2005). 

La fonction de p75NTR est peu abordée car ce récepteur n’est souvent pas exprimé dans 

les cellules des patients. Enfin, les données sur la sortiline, obtenues essentiellement à partir de 

lignées cellulaires (de myélome multiple ou de lymphome de Burkitt), montrent qu’elle pourrait 

être impliquée dans l’effet pro-apoptotique observé en présence de proNTs. Cependant, une 

expression membranaire est observée suite à un stress des cellules (privation sérique) même si 

elle est retrouvée le plus souvent en intracellulaire. Il a été suggéré qu’elle aurait surtout un rôle 
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dans le processus de sécrétion de BDNF (D’Onofrio et al., 2000, Fauchais et al., 2008, Hillis et 

al., 2016).  

Les travaux réalisés par l’équipe où j’ai effectué mon stage doctoral ont beaucoup 

contribué à la connaissance du rôle de ces neuropeptides dans les DLBCL. En effet, à notre 

connaissance, une seule publication d’un autre groupe a analysé le rôle des Trk dans des 

lymphomes non-hodgkiniens et notamment les DLBCL (Sniderhan et al., 2009). Les données 

obtenues par l’équipe avant mon arrivée montraient que les lignées de type GCB (SUDHL-4 et 

SUDHL-6) exprimaient et sécrétaient les formes immatures et matures des neurotrophines 

(NGF et BDNF). Ces lignées exprimaient aussi (transcrits et protéines) les récepteurs TrkB, 

p75NTR et la sortiline. De plus l’expression des NTs et leurs récepteurs était modulée par les 

conditions de culture (stress, présence d’anti-CD20). Ainsi la sécrétion d’NGF était fortement 

augmentée lors du traitement des cellules par le rituximab. Enfin, des travaux préliminaires 

montraient que l’inhibition pharmacologique des Trk déterminait une forte apoptose et 

augmentait la sensibilité des cellules de type GCB à l’effet cytotoxique du rituximab (Bellanger 

et al., 2011).   

Ces résultats suggéraient que la sécrétion de NTs par les cellules tumorales de DLBCL 

pouvait leur permettre de survivre, et de s’adapter aux conditions du microenvironnement 

tumoral.  En effet, la modulation de l’expression des neurotrophines et de leurs récepteurs, 

observée après traitement au rituximab, peut représenter une des stratégies que les cellules de 

DLBCL utilisent pour augmenter leur résistance à la thérapie. C’est dans ce contexte que s’est  

situé un des objectifs de notre thèse. Dans un premier travail (article 1 et 2) nous avons 

poursuivi de façon plus approfondie l’étude du rôle des NTs dans les DLBCL, en abordant 

notamment leur signification clinique chez les patients et plus particulièrement en lien avec 

l’agressivité des sous-types et le processus de résistance thérapeutique.  				
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Le sujet qui m’a été confié pour réaliser mon stage doctoral correspondait à la poursuite 

des travaux initiés notamment par Lydie Dubanet, qui finissait sa thèse lorsque je suis arrivée 

au laboratoire. Elle a pu prolonger sa présence au laboratoire sur le premier semestre de ma 

thèse dans le cadre d’un poste d’ATER, et nous avons ainsi collaboré pour finaliser un article 

en cours en complétant les expérimentations avant de le soumettre pour publication. Cette 

participation active à ce travail m’a permise de figurer en co-premier auteur de ce premier article 

publié en 2015 dans la revue British Journal of Cancer. 

 

Ainsi au cours des deux premières années de ma thèse, j’ai notamment  pour cet article 

complété l’étude par l’immunohistochimie sur les biopsies des patients en augmentant leur 

nombre sur la cohorte initiale, afin d’analyser les éventuelles corrélations entre l’expression des 

neurotrophines ou leurs récepteurs et les données cliniques des patients. En parallele, j’ai réalisé 

avec l’aide d’un post-doctorant, Miguel Angel de la Cruz-Morcillo,  les expérimentations sur 

l’inactivation de la signalisation de p75NTR par la technique de shRNA inibant l’expression de 

ce récepteur. Les résultats de ces expériences ont permis de mettre en évidence le rôle pro-

survie inattendu de ce récepteur. Cette fonction pro-survie de p75NTR avait été suggérée par les 

études d’immuno-précipitation que j’ai réalisées  au niveau cellulaire, montrant que le récepteur 

p75NTR était le plus souvent associé à la forme phosphorylée (activée) des récepteurs Trk et non 

à la sortiline, son co-récepteur impliqué dans l’induction de mort. Enfin j’ai également realisé 

l’étude in vivo de l’inhibition pharmacologique des Trk (K252a) sur des modèles murins, 

obtenus à partir de xénogreffes de cellules de DLBCL humaines chez des souris 

immunodéficientes. Les résultats ont confirmé que l’inhibition de la signalisation des Trk réduit 

significativement la croissance tumorale des cellules de DLBCL et potentialise les effets anti-

tumoraux du rituximab. 
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Article	1:		Anti­apoptotic	role	and	clinical	relevance	of	neurotrophins	in	
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Abstract 

Background  

Diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL) is a fatal malignancy that needs to identify new 

targets for additional therapeutic options. This study aimed to clarify the clinical and biological 

significance of endogenous neurotrophin (NGF and BDNF) in DLBCL biopsy samples and cell 

lines. 

Methods 

We analysed expression of NGF, BDNF, and their receptors (Trk, p75NTR) in 51 biopsies and 

cell lines by immunohistochemistry, immunofluorescence and western blotting. To investigate 

the biological role of BDNF/TrkB/p75NTR axis, effects of neurotrophin signalling inhibition 

were determined on tumor cell survival and VEGF secretion. The pharmacological pan-Trk 

inhibitor K252a was used for in vitro and in vivo studies. 

Results 

A BDNF/TrkB axis was expressed in all biopsies, which was independent of the GCB/non-

GCB profile. p75NTR, TrkB and BDNF tumor scores were significantly correlated and high NGF 

expression was significantly associated with MUM1/IRF4, and the non-GCB subtype. DLBCL 

cell lines co-expressed neurotrophins and their receptors. The full length TrkB receptor was 

found in all cell lines, which was also phosphorylated at Tyr-817. p75NTR was  associated to Trk 

and not to its cell death co-receptor sortilin. In vitro, inhibition of neurotrophin signalling 

induced cell apoptosis. K252a caused cell apoptosis, decreased VEGF secretion and potentiated 

rituximab effect, notably in less rituximab-sensitive cells. In vivo, K252a significantly reduced 

tumor growth and potentiated the effects of rituximab in a GCB-DLBCL xenograft model.  

Conclusions 

This work argues for a pro-survival role of endogenous neurotrophins in DLBCLs and 

inhibition of Trk signalling might be a potential treatment strategy for rituximab resistant 

subgroups.

Keywords: DLBCL, neurotrophins, Trk, p75NTR, apoptosis, rituximab, VEGF.  
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Introduction: 

 Diffuse large B-cell lymphomas (DLBCL) are highly aggressive non-Hodgkin 

lymphomas (NHL). They are subdivided into 2 major prognostically significant subtypes, 

germinal center B-cell (GCB) and activated B-cell (ABC) type which are respectively of better 

and worse prognostic. GCB lymphoma gene expression profile clustered with normal germinal 

center B cells. By contrast, ABC lymphomas arise from B cells at a plasmablastic stage, just 

prior to germinal center exit, and therefore express genes that are frequently expressed in mature 

plasma cells (Alizadeh et al, 2000; Rosenwald et al, 2002; Wright et al, 2003). Although the 

Akt pathway is constitutively activated in most tumor cells and B-NHL cell lines (Arranz et al, 

1996; Suzuki et al, 2007), constitutive activation of the NF-κB pathway is crucial for survival 

of ABC-DLBCL cells but not GCB-DLBCL cells (Davis et al, 2001; Lam et al, 2005). Those 

lymphomas present an important clinical challenge. Despite significant survival improvement 

of patients obtained by combining a monoclonal anti-CD20 antibody, rituximab, with 

chemotherapy (R-CHOP immunochemotherapy), a subset of patients does not initially respond 

and several responsive patients develop rituximab resistance (Rezvani and Maloney, 2011).  

Neurotrophins (NTs) among with the nerve growth factor (NGF) and the brain-derived 

neurotrophic factor (BDNF) are a family of structurally and functionally related growth factors 

that are widely expressed in a variety of tissues including the immune system (Vega et al, 2003). 

NTs are synthesized as proforms (proNTs), and both forms are secreted and exert biological 

activities (Teng et al, 2010). The actions of NTs are mediated by three receptor classes: the 

common p75 neurotrophin receptor (p75NTR), the tropomyosin-related kinase receptors (TrkA 

for NGF and TrkB for BDNF), and the pro-NT receptor, sortilin (Reichardt, 2006). Trk 

receptors have also distinct isoforms that affect their function. In humans three major isoforms 

of TrkB are expressed, the full-length signal-transducing receptor TrkB-TK (or gp145TrkB) 

and two C-terminal truncated receptors thus lacking the tyrosine kinase domain, TrkB-T1 (or 

gp95TrkB) and TrkB-T-Shc (De Santi et al, 2009). Binding of NTs to the full-length TrkB 

receptor (TrkB-TK) triggers autophosphorylation of tyrosine residues in the intracellular kinase 

domain, followed by the activation of several survival signalling cascades, such as the 

phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)/Akt, MAPK, and PLC- pathways. As opposite, binding 

of NTs to p75NTR signals apoptosis, which involves activation of c-jun N-terminal kinase (JNK) 

and caspases. However, NTs binding to p75NTR also promotes activation of NF-B, thereby 

promoting NF-B dependent cell survival signalling (Reichardt, 2006). Indeed, p75NTR 

signalling is very complex. The receptors exist as dimers but an emerging consensus is that 
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p75NTR interacts with several co-receptors (as sortilin) and multiple ligands with important 

physiological consequences (Baker, 2007; Forsyth et al, 2014). Notably, in vivo and in vitro 

data have clearly indicated that p75NTR and Trk receptors functionally interact, but the precise 

means by which this occurs has remained unresolved.  It is well established that p75NTR 

potentiates Trk signalling and notably TrkA at least in part by enhancing NGF binding to the 

TrkA receptor (for review, see Barker, 2007).  The work of Wehrman et al, (2007) provides key 

insights into the structural and kinetic issues concerning p75NTR and TrkA interactions in NGF 

binding. Their structural data suggest the possibility of a ternary complex p75NTR/NGF/TrkA, 

yet the biochemical data indicate that this complex does not form in living cells. It was proposed 

that TrkA and p75NTR likely communicate through convergence of downstream signalling 

pathways and/or shared adaptor molecules, rather than through direct extracellular interactions.  

As contrast sortilin, an intracellular transport protein for NTs and proNTs, forms a high affinity 

co-receptor complex with p75NTR involved in the cell death effect of proNTs (Nykjaer et al, 

2004). Previous studies in our laboratory showed, for the first time in B cell lines that an 

autocrine BDNF production is up-regulated by stress culture conditions and exerts an anti-

apoptotic effect through the sortilin pathway (Fauchais et al, 2008). Moreover, we also reported 

that GCB-DLBCL cell lines secrete NT that can be modified by culture conditions (serum 

deprivation) or treatment with rituximab (Bellanger et al, 2011). We hypothesized that NTs 

signalling could have a potential autocrine /paracrine role in the clinical heterogeneity of human 

DLBCL.  

 Angiogenesis and the proangiogenic growth factor vascular endothelial growth factor 

(VEGF) have a known role in solid neoplasia, and there is increasing evidence that they also 

play a role in hematolymphoid neoplasia. Of note, VEGF could have a dual role in 

lymphomagenesis: as a paracrine angiogenic factor and as an autocrine growth factor 

(Gratzinger et al, 2007). While hypoxia-induced HIF-1α up regulation is the primary stimulus 

for VEGF production, aberrant activation of the PI3K and NF-B pathways can also contribute 

to increase HIF-1α in normoxic conditions and notably in malignant lymphoma cells (Qiao et 

al, 2010; Karar and Maity, 2011). Interestingly in DLBCLs, tumor cells from patients co-

expressed VEGF and its receptors VEGFR1 and VEGFR2, suggesting an autocrine loop for 

VEGF in lymphomagenesis (Wang et al, 2004; Gratzinger et al, 2008).  

The aim of the present study was to evaluate neurotrophin functionality in ABC and 

GCB like cell lines and their possible association with clinicopathological variables in 

DLBCLs. As BDNF/TrkB activation of the PI3K/mTOR pathway can lead to an increase in 
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HIF-1 that stimulates VEGF production (Nakamura et al, 2006), we also examined the 

potential relationship between neurotrophins and VEGF secretion in DLBCL cell lines. Finally, 

we investigated in vivo the efficacy of Trk pharmacological inhibition combined or not with 

rituximab in a GCB-DLBCL xenograft model. 

Material and methods: 

Patient samples 

Fifty-one cases of DLBCL treated in the hematology department of Dupuytren Hospital 

(Limoges, France) were collected from the “Tumorothèque” of Dupuytren Hospital. Tumors 

were classified according to the World Health Organization classification (Swerdlow et al, 

2008). DLBCL cases were DLBCL cases were then categorized as germinal center B-cell 

(GCB) or non-GCB subtype according to the Hans algorithm based on CD10, Bcl-6 and MUM1 

expression (Hans et al, 2004). Clinical data of the patients were reviewed and are summarized 

for all patients in Table 1. This study was conducted after approval of the local ethics committee 

(N° 98-2012-23). All patients have been informed of the use of their tissue samples in research 

studies. 

Immunohistochemistry 

Immunohistochemical studies were performed as previously described (Troutaud et al, 2010) 

using Envision Kit (Dako Denmark A/S). The anti-NGF, anti-BDNF, anti-p75NTR and anti-

TrkB were purchased from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA), anti-TrkA from 

R&D (Minneapolis, MN, USA), mouse isotypic control IgG1 from Cell Signalling (Beverly, 

MA, USA), and rabbit isotypic control was from Sigma (Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, 

USA). Validation of the specificity of the antibodies used for the IHC assays has been 

previously done (Bellanger et al, 2011). The staining intensity was scored from 0 to 4 as 

follows: 0, negative; 1, weak; 2, moderate; 3, strong; 4, very strong. Furthermore, to compare 

the expression of NGF, BDNF and/or TrkA, TrkB, p75NTR with clinical and pathological 

parameters, samples were grouped in high (staining intensity > median immuno-histochemical 

score) and low-expression groups (staining intensity ≤ median immunohistochemical score). 

Section stainings were analysed independently by DT and an hematopathologist (BP or MCD) 

who were blinded to each other’s scores, and without knowledge of clinical information. In case 

of disagreement, the staining results were re-analysed by the observers on a multihead 

microscope until consensus was reached. 



 

69 
 

 

Human B cell lines and cell cultures 

The human GCB-like DLBCL cell lines, SUDHL4 and SUDHL6, were obtained from Deutsche 

Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ, Braunschweig, Germany) and the 

two ABC-like DLBCL cell lines, OCI-LY3 and OCI-LY10, were a gift of Pr Feuillard (UMR 

CNRS 7276, Limoges University) with the kind agreement of Louis M. Staudt (National Cancer 

Institute, USA). The cell lines were grown in RPMI 1640 medium (Lonza) supplemented with 

10% heat-inactivated Fetal Bovine Serum (FBS) (Hyclone), 100 U/mL penicillin, 100 µg/mL 

streptomycin (Gibco) at 37°C in a humidified atmosphere containing 5% CO2.  For the viability 

tests, cells were incubated with: various concentrations of rituximab (1–20 µg/mL, 

MabThera®, stock 10 mg/mL, a generous gift from CHRU Dupuytren of Limoges, Pharmacie 

centrale), K252a (350 nM, Alomone labs, Jerusalem, Israel), pro-BDNF (1-10 ng/mL, Alomone 

labs), neutralizing anti-BDNF (15 µg/mL, Promega, Madison, USA), exogenous BDNF (100 

ng/mL, Promega), anti- p75NTR neutralizing antibody (1-10-100 ng/mL, clone ME20.4,  Merck 

KGaA, Darmstadt, Germany) alone or in combination. 

Cell viability assay  

Cellular viability was assessed using the colorimetric XTT (sodium 3′-[1-

(phenylaminocarbonyl)-3,4-tetrazolium]-bis(4-methoxy-6-nitro) benzene sulfonic acid 

hydrate)-assay (Cell Proliferation Kit II, XTT Roche) as previously reported (Bellanger et al, 

2011).  

Analysis of apoptosis  

Apoptosis was determined using the propidium iodide (PI)/Annexin V-FITC double staining 

method (kit Beckman Coulter, Immunotech, Marseille, France) as previously described 

(Bellanger et al, 2011). This method effectively distinguishes apoptotic cells from necrotic 

cells. Apoptotic cells exhibited intense green (FITC) and negative or intermediate red (PI) 

fluorescence (early and late stages of apoptosis, respectively). Necrotic cells exhibited strong 

green and red fluorescence. Cells were analysed with a FACSCalibur flow cytometer (Becton 

Dickinson, Heidelberg, Germany) acquiring 10 000 events gated on light scatter properties 

(forward vs side: FSC/SSC) to eliminate debris and cellular aggregates. 

Western blotting and immunoprecipitations 
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Western blotting was performed as described previously (Bellanger et al, 2011). Rabbit anti-

BDNF, anti-NGF, anti-NT3, anti-p75NTR, goat anti-sortilin, mouse anti-PARP-1 antibodies 

were purchased from Santa Cruz Biotechnology. Mouse anti-TrkB, anti-TrkA and anti-TrkC 

antibodies were purchased from R&D Systems. Anti-phospho TrkB (pY817) and anti-phospho-

TrkC (Y820) were purchased from Abcam (Epitomics, Burlingame, USA) and anti-phospho-

TrkA (Y490) from Cell Signalling (Beverly, MA, USA). Protein-loading control was 

performed with anti-βactin Ab (Sigma). Visualization of immunocomplexes was accomplished 

using the Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrate (Millipore). Western blots 

were scanned using a bioimaging system (Genesnap; Syngene Europe, Cambridge, UK).  

Co-immunoprecipitations were performed in accordance with the manufacturer’s instructions 

(Catch and Release kit, Millipore) with 500 µg of proteins and anti-p75NTR for 1 hour at room 

temperature. Finally immunoprecipitates were subjected to SDS-polyacrylamide gel 

electrophoresis, before analysis by western blotting (with anti-Trk, anti-sortilin and anti-

p75NTR). 

Immunofluorescence microscopy 

DLBCL cells were challenged with antibodies against Trk, BDNF, NGF, p75NTR and/or sortilin 

and analysed by immunofluorescence as previously described (Bellanger et al, 2011). Pictures 

were captured using a Leica microscope and a Leica digital camera. Images were processed 

using Leica IM500 Image Manager. 

Cell supernatant VEGF immunoassay 

Growth medium was collected and VEGF-A levels were determined using the human VEGF 

ELISA kit (PeproTech, Rocky Hill, USA) according to the manufacturer's recommendations. 

All tests were performed in duplicate.  

In vivo Xenografts 

All animal studies were conducted in accordance with the guidelines established by the internal 

Institutional Animal Care and Use Committee (CREEAL N°2-07-2012). 4 weeks old SCID 

mice (CB17.SCID) were supplied by Janvier Labs (Le Genest-Saint-Isle, France). For in vivo 

K252a efficacy, we used a DLBCL xenograft model. SCID mice were injected with 1×107 

SUDHL4 cells subcutaneously. After the tumors had become established (~6 weeks after tumor 

inoculation) mice were divided (day 0) into treatment and control groups (at least five mice per 

group). Intraperitoneal administration of K252a dissolved in physiological saline (0.5 mg/kg) 
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was performed every 3 days for 3 weeks. Rituximab was administered i.p., alone or in 

combination of K252a, at a dose of 25 mg/kg twice a week. For negative controls, treatment 

with vehicle alone was used. Animals weighted between 20 and 26 g on day of treatment. All 

animals were ear-tagged and monitored individually throughout the experiment. The dose of 

K252a chosen for this experiment was based on published studies (Kawamura et al, 2010). 

Tumor volume (cm3) was estimated by three weekly measurements of the length (L), width (W) 

and height (H) of the tumor using the formula: volume = L ×W × H. Mice were killed after 17 

days of treatment. Tumor control samples were harvested and analysed by 

immunohistochemistry for their human origin (with anti-human CD20, Dako Denmark A/S) 

and for NTs/p75NTR/Trk expression. Moreover, western blotting analysis of Ki-67 expression 

(Dako Denmark A/S), used to evaluate proliferative index, and of PARP cleavage for apoptosis 

induction were performed in some tumor samples from K252a treated and vehicle control mice. 

Statistical methods 

Statistical analyses were performed using the StatView v5.0 software (Abacus Concepts). 

Significance between groups in the in vitro and xenograft studies were done using a Student’s 

t test. For the DLBCL patient samples, mean comparisons were based on Mann-Whitney U test, 

and correlations between quantitative variables were assessed using the Spearman rank 

correlation coefficient ρ. P < 0.05 was considered statistically significant. 

 

Results 

DLBCL patient samples are characterized by a BDNF/TrkB axis and NGF expression is 
correlated with the ABC phenotype. 

We explored the pattern of NTs and their receptor expression in a cohort of 51 patients, with 

29 were evaluated as GCB subtype and 22 as non-GCB (Table 1). This study was performed at 

the transcript and protein levels. mRNA for NGF, BDNF, TrkA, full-length (TrkB145) and 

truncated TrkB, p75NTR and sortilin were found in GCB and non-GCB biopsies (Supplementary 

Figure S1). Interestingly, only some patients had transcripts for the full length TrkB receptor. 

We further examined all the biopsy samples at the protein level by immunohistochemistry as 

compared to normal reactive lymph nodes (RLN). As expected, positive stainings for BDNF, 

TrkB, p75NTR, and with a lesser intensity for NGF and TrkA, were observed in numerous B 

cells within the germinal centers of reactive lymph nodes (Figure 1 A). Furthermore, as shown 

in Figure 1 A and B, NTs expression was seen in tumor B cells of all DLBCL samples as well 
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as for TrkB with moderate to strong intensity staining. Of note, antibodies used for the protein 

study detect both forms of Trk receptors. In the majority, tumor samples were also moderately 

positive for TrkA and p75NTR. As for the reactive lymph nodes, immunostainings show 

evidence of a BDNF/TrkB axis in all DLBCL biopsy samples that was not significantly 

associated with a GCB or non-GCB phenotype. However, except for TrkA, stronger staining 

intensities were frequently observed with the non-GCB subtype of DLBCL patients (Figure 1 

A and B). Accordingly, NGF expression was correlated positively with Mum1, the ABC 

subtype marker and, as expected, with the non-GCB subtype (p = 0.008 and p = 0.04 

respectively, Supplementary Table S2). Indeed, a higher expression of NGF was found 

statistically associated to Mum1 positive compared to Mum1 negative biopsies (Figure 1 C and 

Supplementary Table S3). Finally TrkB expression was also positively correlated with those of 

BDNF and p75NTR (p = 0.01 and p = 0.006 respectively, Supplementary Table S2). No 

significant correlation was found with clinicopathological parameters (data not shown). 

Table 1. Baseline patient clinical characteristics 
 
 

 

Characteristic    Number of patients (n = 51) 
 
Age (range)       63 ±15 (29–89) 
 ≤ 60       18 
 > 60       33 
 
Sex (M/F)        32/19 
 
GCB        29 (57%)          
 Ann Arbor  Stage I/II    15 
   Stage III/IV    14     

 IPI  Low/low-intermediate (≤  2)  19 
   Intermediate-high/high (> 2)  10  
    
Non-GCB       22 (43%)                

Ann Arbor  Stage I/II      8 
  Stage III/IV    14  
IPI   Low/low-intermediate (≤  2)    9 
  Intermediate-high/high (> 2)  13 
 

Serum LDH level >1x normal    18 (35%)    
 
Therapy regimen      R-CHOP 
 
5-Year overall survival     69%      
 
 

 
M, male; F, female; LDH, lactate dehydrogenase. 
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Figure 1. Immunohistochemical staining in DLBCL tumor samples. (A) Examples of  NGF, BDNF, TrkA, 
TrkB, p75NTR stainings are done for a tumor biopsy of GCB and non-GCB DLBCL subtype (200x) as compared 
to normal reactive lymph node (RLN). (B) Box-plots analysis showing distribution of total immunostaining scores 
determined in non-GCB tumor samples (n= 22) as compared to GCB (n=29) DLBCL subtype. The horizontal line 
corresponds to the median value, the box length to the interquartile range. Box whiskers represent the maximum 
and minimum range excluding any extreme outliers (shown as dots). (C) Enhanced NGF expression is associated 
with MUM1 positive tumors. Results are expressed as means ± SD of immunostaining NGF scores. **:p<0.01 
(Mann-Whitney test). 

 

Both GCB and ABC subtypes of DLBCL cell lines express neurotrophins and their 
receptors. 

Our clinical data suggest that NTs and Trk receptors may be functional in DLBCL and could 

be also associated with an aggressive phenotype. We therefore used DLBCL cell lines of ABC 

(OCI-LY3 and OCI-LY10) and GCB (SUDHL4 and SUDHL6) subtype to comparatively 

analyse modulation of NTs signalling on cell survival. NGF, BDNF, NT3, their high affinity 

receptors TrkA, TrkB and TrkC respectively, and their low affinity receptor p75NTR with its 

coreceptor sortilin are present in all GCB and ABC DLBCL cell lines tested. Differences in 

protein expression were found (Figure 2 A) depending on cell lines but not on subtype of 

DLBCL. Trk receptors are produced even though the precursor form gp110 (TrkA110) 

predominated in the cell extracts. Notably a very week expression of mature form gp140 

(TrkA140) was always found by western blot for all DLBCL cell lines. In contrast, TrkB was 

expressed as both full-length (kinase-intact, TrkB145) and truncated (kinase-deleted, TrkB95) 
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isoforms. Membrane localization of all receptors except sortilin was also demonstrated in GCB 

and ABC-like cells by immunofluorescence analysis performed without cell permeabilization, 

as shown in Figure 2 B for SUDHL6 and OCI-LY10. Interestingly, NT stainings performed on 

cell surface colocalized with Trk receptors that strongly suggests autocrine/paracrine loops 

involved in the regulation of tumor cell survival. Accordingly, basal activation notably of a 

fraction of TrkB was observed in DLBCL cell lines as demonstrated by the phosphorylation of 

Tyr-817 (Figure 2 C). Furthermore, p75NTR was found associated to TrkA and TrkB by co-

immunoprecipitation analysis (Figure 2 D) and not to sortilin. This association was also 

detected with the phosphorylated Trk as shown in Figure 2D for TrkB (phospho-TrkB Y817) 

suggesting a survival role for p75NTR by p75NTR/Trk interaction in growing cells, rather than an 

apoptotic function mediated by p75NTR/sortilin association. Finally, we also observed by 

immunofluorescence analysis some p75NTR /Trk co-localization at the cell membrane of 

DLBCL cell lines, as it is shown for TrkB in SUDHL6 cells (Figure 2 B).  
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 Figure 2. Comparative study of the pattern expression of neurotrophins and their receptors in GCB and 
ABC like DLBCL cell lines. (A) Analysis of NGF, BDNF, NT3 and their receptor expression in cell lysates of 
two GCB like (SUDHL4 and SUDHL6) and two ABC like (OCI-LY3 and OCI-LY10) cell lines, by western 
blotting after a 72h culture. Blots were reprobed with anti-β-actin as a loading control. Data are representative of 
at least 4 independent experiments. (B) Immunofluorescence staining performed without cell permeabilization in 
DLBCL cell lines confirmed surface Trk receptors and neurotrophins or p75NTR expression on tumor B cells 
(revealed by Alexa Fluor 488, in green or Alexa Fluor 594, in red).  Merged image (yellow) revealed NTs/Trk or 
Trk/ p75NTR colocalization in DLBCL (in blue: DAPI staining). Data are done for SUDHL6 to compare with OCI-
LY10 and are representative of at least 3 independent experiments. (C) TrkB-phosphotyrosine Y817 level was 
revealed by western blotting in all DLBCL cell lysates after a 72h culture in basal conditions. (D) Protein lysates 
from all cell lines were subjected to immunoprecipitation (IP) with anti-p75NTR or anti-phospho TrkB (Y817) 
followed by immunoblotting (WB) with indicated antibodies, showing p75NTR interaction with Trk receptors but 
not with sortilin. Data are representative of 3 independent experiments. 

 

 

Trk receptors are functional in DLBCL cell lines and their inhibition potentiates 
rituximab sensitivity of GCB as well as ABC cell lines. 

We have previously shown that Trk pharmacological inhibition induces apoptosis of a GCB 

cell line, SUDHL4, and synergizes rituximab induced cytotoxicity (Bellanger et al, 2011). ABC 

cell lines are known to be more resistant to therapeutic agents like rituximab. To test if Trk 

receptors promote differential effect on cell survival in DLBCL cell lines, we exposed ABC 

and GCB cells to a pharmacologic pan-Trk inhibitor, K252a, for 48h. Inhibition of Trk 

activation by K252a was confirmed in cell lines as shown in Figure 3 A, for SUDHL4 and OCI-

LY10, by the reduced phosphorylation of TrkB (Y817) as well as TrkA (Y490) and TrkC 

(Y820) receptors. Results showed that Trk inhibition significantly decreased cell viability of 

GCB cells (as shown for SUDHL4 in Figure 3 B). This effect was observed also for the ABC 

cell line, OCI-LY10, even though it was only significant after 72h of treatment. As expected no 

significant effect of rituximab was observed for the ABC cell line viability in contrast to the 

GCB. As contrast, rituximab induced apoptosis in the two cell lines but GCB cells were higher 
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sensitive than ABC subtype when considering the total apoptotic response and notably in 

presence of 1 µg/ml of rituximab (Figure 3 C). Sensitivity of cells to K252a was also confirmed 

by analysis of cellular apoptosis as shown for SUDHL4 and OCI-LY10 in Figure 3 C. Indeed, 

inhibition of Trk receptors with K252a induced a significant apoptosis in OCI-LY10 with 

41.6% ± 7.4 of apoptotic cells vs 27.1% ± 6.8 in controls (means of 5 independent experiments, 

p = 0.003). As expected, we also confirmed the significant apoptotic effect of K252a in 

SUDHL4 cells (with 38.6% ± 16.5 of apoptotic cells vs 15% ± 5.0 in controls, means of 5 

independent experiments, p = 0.004). Interestingly, association of rituximab and K252a 

treatments induced a significant increase of SUDHL4 and OCI-LY10 apoptotic cell percentage 

as compared to rituximab alone (i.e. 42.2% ± 13.4 of apoptotic cells for SUDHL4 cells treated 

with K252a + rituximab 20 µg/mL vs 31.5% ±5.2 for rituximab alone – p = 0.02 and 51.6% ± 

6.1 of apoptotic OCI-LY10 cells treated with K252a + rituximab 20 µg/mL vs 41.2% ±7.6 for 

rituximab alone – p = 0.04).  It is noteworthy that this synergistic apoptotic effect was also 

significantly observed, using the XTT assay, on SUDHL4 and OCI-LY10 cell viability within 

48h of culture when K252a was associated to the higher rituximab concentration (Figure 3 B). 

We confirmed the higher apoptotic response obtained with combined treatments in all GCB and 

ABC cell lines tested by detection of the cleaved form of the PARP-1, as shown for SUDHL4 

and OCI-LY10 in Figure 3 D. Thus, inhibition of Trk signalling can significantly improve the 

rituximab sensitivity of DLBCL cells, included the less sensitive rituximab ABC phenotype. 
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Figure 3. Pharmacological inhibition of Trk receptors sensitizes the effect of rituximab in ABC and GCB 
cell lines. GCB (SUDHL4) and ABC (OCI-LY10) like DLBCL cells were exposed to rituximab (RTX, 1 and 20 
µg/mL) with or without (C, controls) pharmacological inhibitor of Trk receptors, K252a (350 nM). (A) Inhibition 
of Trk signalling by K252a was confirmed in both cell lines by western blot analysis of TrkA, TrkB and TrkC 
receptor phosphorylation. (B) Viability of cells was evaluated during 48h and 72h using the XTT test and data are 
expressed as means ± SD of relative cell viability (ratio) related to control obtained from 4 independent 
experiments. **:p<0.01 and ***: p<0.001 when compared to DMSO controls (Student’s t-test). (C) Apoptosis 
induced by rituximab and/or K252a was analysed by flow cytometry using the Annexin-V-FITC/PI dual staining.  
Ratio of early and late apoptotic (lower right quadrant) and necrotic (upper right quadrant) cells obtained after 36 
h cell culture are expressed as cell percentages. Example of flow cytometric analysis representative of 3 
experiments is done. (D) Rituximab (R) or/and K252a (K) induced apoptosis was also evaluated by western blot 
analysis of the poly (ADP-ribose) polymerase (PARP) cleavage after 48h exposure in cell lysates. Data are 
representative of 3 independent experiments. FL: full-length (FL), CL: cleaved PARP. Actin expression is done 
as loading reference. 
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Evidence of a BDNF/TrkB/p75NTR axis in GCB cell lines. 

Given the ability of K252a to inhibit survival of malignant DLBCL cells, and because full-

length TrkB was produced by GCB and ABC like cell lines (as seen in Figure 2 A), we next 

further explored the BDNF axis in these cells. Blocking endogenous BDNF with neutralizing 

antibodies for 48h decreased cell viability in both GCB cell lines SUDHL4 and SUDHL6 with 

more significance for SUDHL4 (p<0.01; Figure 4 A). Moreover, exogenous pro-BDNF (10 

µg/mL) significantly decreases the cell viability (p<0.05) of both GCB cell lines. Similar results 

could be observed with antagonistic anti-p75NTR suggesting that p75NTR/TrkB interaction is 

involved in survival signalling activities (Figure 4 A). However, no significant effect was found 

for the ABC cell line tested (OCI-LY10). The apoptotic effects of pro-BDNF, anti-BDNF and 

anti-p75NTR neutralizing antibodies were confirmed in cell lysates of GCB cell lines which 

revealed the proteolytic cleavage of PARP-1 (Figure 4 B). Of note, PARP cleavage was 

sometimes also observed notably in OCI-LY3 cells following exposition to exogenous pro-

BDNF and antagonist p75NTR antibodies as compared to control. Collectively, our results 

suggest a pro-survival function of the BDNF/TrkB/p75NTR axis in the DLBCL cells, which 

could be more decisive for the GCB phenotype. 

 

Rituximab and Trk inhibition decrease VEGF secretion by DLBCL cells. 

Previous studies have shown that neurotrophins, and notably BDNF/TrkB, modulate VEGF 

production (Nakamura et al, 2006). We quantified VEGF secretion in culture cell supernatant 

(Figure 4 C and D). We observed that VEGF production significantly varied between DLBCL 

cells rather than cell subtype, with for example 252 ± 60 and 190 ± 41 pg/mL for SUDHL4 and 

OCI-LY10 respectively (data obtained from 5 independent assays). In contrast, the OCI-LY3 

cell production was higher and more variable with VEGF production of 501 ± 133 pg/mL. No 

significant effect of anti-BDNF, exogenous pro-BDNF and anti-p75NTR treatments was 

observed on VEGF secretion in the GCB and ABC cell lines tested (Figure 4 C). However, 

when cells were exposed to the Trk inhibitor, K252a, we observed a strong decrease in VEGF 

secretion that reached levels, for SUDHL4 cells, lower than the threshold detection of the 

ELISA kit used for VEGF quantification. Furthermore, this effect was detected for all GCB and 

ABC cell lines tested (as shown for OCI-LY3 in Figure 4 D). Finally, we showed that rituximab 

significantly decreased VEGF secretion. Interestingly, as shown in Figure 4 C and D, this effect 

was only observed for the rituximab sensitive GCB cell lines (i.e. SUDHL4) and not for the 

more resistant ABC cells (OCI-LY10 and OCI-LY3). 
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Figure 4. A BDNF neurotrophin axis is functional in DLBCL cell lines Effect of neutralization of 
endogenous BDNF (with anti-BDNF, 15 µg/mL) or p75NTR signalling (with anti-p75NTR neutralizing 
antibodies, 1 and 10 ng/mL) and exogenous pro-BDNF (1 and 10 ng/mL) was analysed on DLBCL cells 
during 72h.  (A) Viability of cells exposed to anti-BDNF or pro-BDNF or anti-p75NTR was evaluated in 
reference to rituximab response (1µg/mL) using the XTT metabolic test. Data obtained on GCB DLBCL 
cells after 72h exposure are done as means ± SD of relative cell viability (ratio) related to control 
obtained from 7 independent experiments. Student t test was used to determine significance, *: p<0.05; 
**:p<0.01 and ***: p<0.001 when compared to controls (C). (B) Analysis of apoptosis revealed by 
western blotting detection of PARP cleavage. Data obtained for GCB cell lines (SUDHL4 and 
SUDHL6) compared to ABC cell lines (OCI-LY10 and OCI-LY3) are representative of 3 independent 
experiments. Actin is done as loading control. (C) VEGF secretion by DLBCL cells was quantified by 
ELISA in cell supernatants after 48h. Results are expressed as means ± SD (pg/mL) of at least 4 
independent assays. **:p<0.01 when compared to controls (Student t test). (D) Effect of Trk inhibition 
by K252a exposure was also analysed on VEGF secretion as compared to rituximab (1µg/mL) in 
SUDHL4 and OCI-LY3 supernatants. Results are expressed as means ± SD (pg/mL) of 3 independent 
assays. nd= non detectable. 
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Trk receptor inhibition decreases tumor growth in a GCB-DLBCL xenograft model. 

To investigate the potential in vivo efficacy of the pan-Trk pharmacologic inhibitor K252a, we 

used a DLBCL xenograft model. SCID mice were subcutaneously inoculated with SUDHL4 

cells and tumors were allowed to establish for 6 weeks before treatment. As shown in Figure 5 

A, we confirmed by immunohistochemistry the human cell origin phenotype of the tumors by 

human CD20 expression, and the potential role of a BDNF/TrkB/p75NTR axis as for human 

DLBCL biopsies. Tumors were significantly smaller in animals treated with K252a than 

controls 12 days after treatment initiation (p<0.05) and until the end of experiment (p<0.01 at 

18 days post treatment). Compared with controls, treatment with K252a alone was shown to 

result in a 35% reduction in tumor volume (3.52 vs 5.36 cm3, Figure 5 B). This effect was 

associated with a reduced Ki67 expression and an increase of PARP cleavage demonstrating 

apoptosis in tumor samples of K252a treated mice in reference to vehicle controls (Figure 5 C). 

As expected, rituximab administered i.p at 25 mg/kg/d twice a week was significantly more 

efficacious than K252a monotherapy, with approximately 70% tumor growth rate inhibition at 

day18. However, combination therapy led to a significant improvement in tumor growth 

inhibition versus rixitumab monotherapy, with a marked effect through day3 to day8 (p<0.05), 

and approximately 85% tumor growth rate inhibition at day18 (Figure 5 B). 
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Figure 5. In vivo efficacy of K252a in a DLBCL xenograft model. For the GCB-DLBCL xenograft 

model, SCID mice were injected with 1×107 SUDHL4 cells subcutaneously. (A) The human SUDHL4 

cell origin of tumors was confirmed by immunohistochemistry (with anti-human CD20) and 

representative stainings for NGF, BDNF, Trk and p75NTR receptor are done (x400).  (B) After the tumors 

had become established (~6 weeks after tumor inoculation), mice were treated with vehicle (Controls, 

n = 10), K252a (0.5 mg/kg, n = 10) or rituximab (25 mg/kg, n = 5) or both agents (n = 8) for 3 weeks. 

Results are expressed as mean tumor volumes (cm3) ± SD. *, ** p < 0.05 and 0.01 respectively vs control 

group, Student’s t test. (C) Example of a representative western blotting analysis of Ki67 expression 

and PARP cleavage is shown for tumor samples of K252a treated mice compared with vehicle control 

mice. Actin is done as loading control. 
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Discussion  

Several recent studies have provided evidence for a role of Trk pathway activation 

contributing to chemoresistance in tumorigenesis from non-neural tissues (Thiele et al, 2009; 

Akil et al, 2011; Okugawa et al, 2013). We have previously shown that GCB cell lines produce 

neurotrophins (NGF, BDNF) that were modulated by culture conditions (Bellanger et al, 2011). 

This prompted us to evaluate the role of neurotrophins and/or their receptors in tumor clinical 

heterogeneity of DLBCLs. We thus analysed their expression in a cohort of 51 DLBCL patients. 

Although a direct prognostic value was not established here, our results show that expression 

of NGF, BDNF and their Trk and p75NTR receptors occur in DLBCL tumors. Furthermore, we 

report for the first time evidence of a strong BDNF/TrkB phenotype in DLBCL that seems not 

in relation with cell-of-origin classification. On the contrary higher expression of NGF was 

associated with the non-GCB profile and notably the ABC phenotype characterized by 

prominent nuclear factor-κB activation. Even though, as the immunohistochemistry Hans 

algorithm used for cell of origin (COO) subtype determination is considered imperfect (Hans 

et al, 2004), these associations must to be confirmed in a larger cohort of patients. This finding 

is however consistent with a previous report showing, in normal stimulated B cells, NF-κB 

activation as a key regulatory event for B-cell-derived NGF production (Heese, et al, 2006). 

This can explain the correlation observed in the present work, even if weakly, between high 

NGF expression and non-GCB subtype (mostly ABC) of DLBCLs. These data strongly suggest 

that autocrine/paracrine NT survival loops are involved in DLBCL tumor survival and 

aggressiveness. Moreover as TrkB, p75NTR and BDNF expressions are correlated, we 

hypothesize a pro-survival BDNF/TrkB/p75NTR axis in DLBCLs. 

We therefore used DLBCL cell lines of ABC phenotype to evaluate neurotrophin 

functionality compared to GCB cells. Both GCB (SUDHL4/6) and ABC (OCI-LY3/10) cell 

lines express membranous TrkA, TrkB and TrkC receptors, even if weakly, and produce their 

neurotrophin ligands NGF, BDNF and NT3 respectively. Although antibodies used for 

immunofluorescence detected all forms of Trk receptors, a prominent expression of the TrkA 

precursor (TrkA110) and with a lesser extend truncated form of TrkB receptors (gp95TrkB) 

were detected by western blotting. Moreover, immunoprecipitation studies showed that p75NTR 

is associated with TrkA110 and gp95TrkB receptors suggesting a biological role for these 

isoforms. Accordingly, a particular role of truncated form of TrkB (gp95) was previously 

reported in various B cell lines (Fauchais et al, 2008; Sniderhan et al, 2009). Furthermore, Trk 

receptors and notably TrkB was found phosphorylated at tyrosine 817 in all cell lines. This last 
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data provides evidence for a membranous expression of the full-length TrkB receptor 

(gp145TrkB) and probably activation of PLCɤ pathways in basal culture conditions. 

Interestingly p75NTR and phospho-TrkB can be also coimmunoprecipitated suggesting they are 

certainly in close proximity to one another which we proved by immunofluorescence 

colocalization of p75NTR/TrkB at the plasma membrane of DLBCL cell lines. It has long been 

known that p75NTR potentiates Trk signalling and it was proposed that TrkA and p75NTR 

communicate through convergence of downstream signalling pathways and/or shared adaptor 

molecules (Wehrman et al, 2007). The higher detection of truncated form of TrkB than 

TrkB145 itself, that we also observed at the transcript level in DLBCL tumor samples, has been 

recently observed in other non neuronal cancers like for example breast tumors (Vanhecke et 

al, 2011). To date, little is known on the biological role of truncated TrkB, lacking the kinase 

domain, but recent works suggest cooperation between p75NTR and truncated TrkB (TrkB-T1 

or gp95TrkB). Indeed, TrkB-T1 was proposed to act as dominant-negative to p75NTR in neurons 

(Michaelsen et al, 2010). Therefore, our results argue for an association of p75NTR to activate 

Trk in DLBCL cell lines suggesting a synergistic signalling. Moreover, some p75NTR/truncated 

Trk complex may interfere with the apoptotic signalling of p75NTR which need to 

heterodimerize with the co-receptor sortilin (Nykjaer et al, 2004). This hypothesis is consistent 

with the fact that sortilin expression cannot be clearly observed at the cell membrane, neither 

in anti-p75NTR immunoprecipitates from cell lysates.  

 We also observed a co-localization of Trk receptors and their respective ligands at the 

cell surface of DLBCL cells, suggesting that NTs mediate autocrine loops. Therefore we used 

the pan-Trk pharmacological inhibitor K252a, to evaluate the functionality of pro-survival Trk 

receptors expressed by our DLBCL cell lines (i.e. TrkA, TrkB and TrkC). Results showed that 

inhibition of Trk signalling by K252a induced apoptosis in cells of both DLBCL subtypes. 

These data confirm previous reports obtained in NHL cell lines including DLBCL lines 

(Bellanger et al, 2011, Sniderhan et al, 2009), but in the present study we compared the effect 

of Trk inhibition between ABC and GCB cell lines. Furthermore, we demonstrated a synergistic 

apoptotic effect of K252a with rituximab. Interestingly, this effect was significant even for the 

ABC cell lines tested (OCI-LY10 and OCI-LY3) which were less sensitive or unresponsive to 

rituximab as compare to the GCB lines. The apoptosis-induced response of B lymphoma cells 

exposed to rituximab is well known, and mechanisms imply inhibition of survival pathways 

that are constitutively activated in most of NHL like PI3K/Akt, Erk1/2, and NF-κB leading also 

to chemosensitization (Suzuki et al, 2007; Weiner, 2010). Interestingly, these survival pathways 

are also activated by Trk signalling, (Teng et al, 2010) and thus targeted by the Trk 
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pharmacologic inhibition, leading to a potential additive action with rituximab exposure. The 

less sensitivity of the ABC cells, OCI-LY10, as compared to GCB (SUDHL4 and SUDHL6) is 

in agreement with earlier studies, showing that, as for ABC DLBCLs, ABC lines are 

characterized by constitutive NF-κB activation (Davis et al, 2001; Wright et al, 2003). The 

ability of NF-κB to inhibit responses to cancer therapeutic agents was proposed to contribute 

to the refractory clinical behaviour of ABC DLBCLs (Baldwin, 2001). Interestingly, in the OCI-

LY3 cell line, K252a was shown to induce a subnuclear distribution of NF-B resulting in the 

sequestration of RelA in the nucleolus, thereby inhibiting NF-B dependent gene transcription 

(Sniderhan et al, 2009). In this regard, the K252a sensitivity of the ABC cell lines suggests that 

targeting these Trk signalling may lead to improvements in rituximab-containing treatment 

protocols. 

Since a clear full-length TrkB expression was found in all cell lines, we therefore 

evaluated the functionality of the BDNF/TrkB axis in these cells. Results obtained with 

neutralizing anti-BDNF or anti-p75NTR as well as pro-BDNF cell exposure showed a cytotoxic 

effect with cell apoptosis that was revealed by the proteolytic cleavage of PARP-1 which is a 

pro-apoptotic signature (Chaitanya et al, 2010). This effect, however lower than the rituximab 

response, was only significant in the GCB cell lines. Accordingly, analysis of relative mRNA 

expression suggested a BDNF/TrkB pathway that could be more present in the two GCB cell 

lines tested as compared to the two ABC subtype (Supplementary Figure S2); as contrast a 

significant marked expression of p75NTR mRNA was found in the ABC cell line, OCI-LY3. 

These differences in NT phenotypes observed in DLBCL cell lines compared to primary tumors 

could result from multiple factors as the inaccuracy of current immunohistochemistry Hans 

algorithm, or culture conditions of ABC cell lines (i.e. RPMI culture medium with 10% SVF 

which is not always used in others studies for these cells). However, the limited set of cell lines 

for each subtype used in this work don’t allow us to conclude on the differential expression and 

function of NT across GCB and ABC cell lines.  

The cytotoxic effect observed with exogenous pro-BDNF suggests evidence of some 

p75NTR/sortilin complex at cell membrane, which signalling may be enhanced by this treatment. 

To clarify p75NTR function in DLBCL we recently performed p75NTR downregulation in GCB 

and ABC cell lines with shRNA. We significantly reduced levels of p75NTR in SUDHL4, 

SUDHL6 and OCI-LY10 (Supplementary Figure S3), and this inhibition significantly increased 

rituximab sensitivity of the three cell lines. However, we did not observe reduction in cell 

viability without rituximab, as with antagonistic anti-p75NTR. Presumably we could not detect 
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cell death in cells transfected with p75NTR shRNA, as p75NTR expression was not completely 

abolished (~50% of protein inhibition). Even though preliminary, these recent data confirm a 

survival function of p75NTR in DLBCL cells that could be involved in rituximab resistance of 

some more aggressive subtype like ABC. Collectively results obtained by different inhibitions 

of NT signalling in the present work argue for a pro-survival BDNF/TrkB/p75NTR axis in 

DLBCL cells that was also suggested by the DLBCL tumor sample results. 

The tumor microenvironment has been shown to be an important prognostic factor in 

patients with DLBCL, and two stromal gene-expression signatures that predicted survival in 

CHOP and R-CHOP-treated patients were identified. The prognostically favorable stromal-1 

signature reflects extracellular-matrix deposition and histiocytic infiltration. By contrast, the 

prognostically unfavorable stromal-2 signature, including VEGFR2 receptor, reflects tumor 

blood-vessel density (Lenz et al, 2008). Indeed, VEGF was strongly detected in DLBCL tumor 

cells which co-express VEGF and its receptors VEGFR1 and VEGFR2, suggesting autocrine 

loops (Wang et al, 2004; Gratzinger et al, 2008). Of note, VEGF /VEGFR–mediated autocrine 

loops have been implied in the survival and growth of NHL cell lines (Wang et al, 2004). 

Interestingly, VEGFR2 involved in neovascularization and not VEGFR1 expression predicts 

poor overall survival in DLBCL treated with immunochemotherapy (R-CHOP) (Gratzinger et 

al, 2010).  Anti-VEGF therapies (bevacizumab) have been also evaluated in recent clinical 

studies. Results showed that bevacizumab might only be beneficial in DLBCL with high 

relative expression of endothelial markers and angiogenic regulators (Seymour et al, 2014). In 

the present work we also focused on VEGF secretion. As expected, we detected VEGF secretion 

in all tested DLBCL cell supernatants. Interestingly, pharmacological inhibition of Trk 

signalling significantly reduced VEGF secretion in both groups, suggesting for the first time in 

DLBCLs a link between neurotrophins and VEGF production. In addition our finding that 

rituximab only affects VEGF secretion of the rituximab sensitive GCB cell lines indicates, for 

the first time, a relationship between rituximab-induced apoptosis and secretion of this growth 

factor. Activation of the PI3K/AKT/mTOR pathway, which is observed in the majority of 

human cancers including most of the DLBCLs, can increase VEGF secretion both by HIF-1 

dependent and independent mechanisms (Karar and Maity, 2011). As NGF-TrkA and/or 

BDNF/TrkB activation of the PI3K/mTOR pathway leads to an increase of HIF-1 that 

stimulates VEGF promoter activity and transcription in neuroblastoma cells (Nakamura et al, 

2006; Nakamura et al, 2011), we propose that Trk signalling pathway contributes to VEGF 

secretion in DLBCL cells. Consistent with this hypothesis, rituximab by inhibiting the same 
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survival pathway could lead, as Trk signalling inhibition by K252a, to the inhibition of VEGF 

production that we observed in the present work for GCB cell lines. This effect could be 

prevented in ABC cell lines that continue to secrete VEGF even after rituximab exposure, by 

the constitutive activation of NF-κB pathway known also to be involved in HIF-1 activation 

(Karar and Maity, 2011).  

Finally, inhibition of endogenous Trk signalling by K252a was evaluated with a GCB-

DLBCL xenograft model. Data show a statistical reduction of tumor growth which was 

associated with a cytotoxic effect on tumor cells, as we demonstrated in the in vitro study. This 

effect was however lower than rituximab monotherapy. Blocking BDNF/TrkB signalling by 

K252a was recently shown to suppress tumor growth also in gastric cancer, but it did not affect 

5-fluorouracil sensitivity (Okugawa et al, 2013). Interestingly, consistent with our in vitro 

studies, we demonstrate here for the first time that in combination regimen, pharmacological 

Trk inhibition potentiates the effects of rituximab monotherapy on established DLBCL 

xenografts. However, further mechanistic investigations will be necessary to precise if 

concomitant K252a and rituximab therapy result in synergistic or additive effects. 

Altogether, our data show evidence for a pro-survival role of endogenous neurotrophins 

in DLBCLs that could be involved in aggressive phenotypes. Notably, as we propose in Figure 

6, our results indicate that inhibition of Trk signalling could be a potential treatment strategy 

for ABC subtype and subgroup of DLBCL depending to a large extent on angiogenesis via 

VEGF for tumor survival and proliferation. 
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Figure 6. Schematic representation of a neurotrophin axis in the biology of DLBCL cells. Neurotrophins (NT) 

are produced as pro-neurotrophins (pro-NT) and secreted by tumor B cells. Enzymatic cleavage leads to the release 

of mature NTs in cell microenvironment that realize autocrine/paracrine loops of regulation. In ABC phenotype, 

activation of the NF-B pathway enhances the production of NGF. NT signalling (i.e. BDNF/TrkB145) potentiates 

cell survival pathways and VEGF secretion that are already dependent of constitutively activated pathways in 

DLBCL cells (PI3K/Akt, MAPK and for ABC subtype the NF-B pathway). This effect could lead to enhanced 

resistance to treatment. p75NTR receptor should be involved in cell survival by its interaction with Trk receptor (i.e. 

full-length TrkB145 or truncated TrkB95) rather than in apoptosis by its sortilin association. Anti-CD20 therapy 

(i.e. rituximab) inhibits also the constitutively activated survival pathways (like PI3K-Akt) in B tumor cells leading 

in chemosensitization to drug-induced apoptosis. Thus Trk pharmacological inhibition (i.e. K252a) can contribute 

to enhance cell sensitivity to rituximab therapy, notably for relative resistant phenotypes as ABC subtype of 

DLBCL. 
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 Supplementary information 

Material and Methods 

RT-PCR analysis of biopsy samples 

Total RNA was extracted from frozen biopsy specimens with Qiagen RNeasy isolation system 

(Qiagen, Hilden, Germany), treated with RNase-free DNase I (Qiagen) and quantified by the 

OD260/280 ratio using the Nanodrop spectrophotometer ND-1000 (Labtech). The RNA quality 

was evaluated on Agilent 2100 bioanalyser using the RNA 6000 Labchip kit (Agilent 

Technologies, Palo Alto, CA). For cDNA synthesis total RNA (2 µg) was reverse transcribed 

with the Super Script III First-strand synthesis kit (Invitrogen) according to the manufacturer's 

instructions, using oligo(dT) or with high-capacity cDNA reverse transcription kit (Applied 

Biosystems, Foster City, CA), Amplification was performed using TaqDNA polymerase 

(Invitrogen) and specific primers as previously reported [17, 18]. Transcripts of NGF, BDNF, 

TrkA, TrkB, p75NTR and sortilin were obtained using UnoCycler (VWR, Fontenay-sous-Bois, 

France). Thirty-five PCR cycles were performed (94°C for 30 s, 58°C or 60°C for 30 s as 

previously described in Bellanger et al, 2011, 72°C for 45s,  and an extension step of 72°C for 

7 min). 

	

Real-time quantitative PCR analysis 

Total RNA (1 µg) was used as template for cDNA synthesis (Applied Biosystems, Foster City, 

CA) and the cDNAs were used for quantitative real-time PCR analysis using TaqMan probes, 

labeled with 5′ reporter dye 6FAM and the 3′ Minor Groove Binder-Non-Fluorescent Quencher 

(MGB-NFQ) (Applied Biosystems).  Experiments were performed in duplicate in at least three 

independent experiments and PCR runs were performed and analysed on an Applied 

Biosystems StepOnePlus Real-Time (Applied Biosystems), with a two-step PCR protocol 

(95°C for 20 s followed by 40 cycles of 95°C for 3 s and 60°C for 30 s). Each reaction was 

assessed using 400 nM of the forward and reverse primers, 200 nM labeled probe, and 100 ng 

cDNA template (RNA-cDNA equivalent) mixed with TaqMan Fast-Univ Master Mix (Applied 

Biosystems). BDNF, full-length (TrkB145) and truncated (TrkB95) TrkB, and p75NTR primers 

were purchased from Lifetechnologie. The sequences of primers and TaqMan probes are shown 

in Table S1. Data were normalized to Hypoxanthine phosphoribosyltransferase (HPRT) 

housekeeping gene as an internal control (Predesigned Human HPRT Primer/Probe Mix; 

Applied Biosystems). The quantitative PCR efficiency was assessed using regression curve 

performed with cDNA serial dilutions samples (400, 200, 100, 50, and 25 ng cDNA) (Peirson 
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et al. 2003) (PMID: 12853650). The comparative Ct method was used for relative 

quantification of gene expression. 

 

Transfections and lentivirus infections 

293T cells were transfected with pLKO control vector or pLKO_shp75NTR vector (Sigma 

SHCLND-NM_002507) following standard procedures. 48 hours after transfection, media

containing lentiviral particles (control or shp75NTR) was collected and used for DLBCL cell 

lines infection. 48 hours after infection, cells were selected with 5 µg/ml of puromycin. p75NTR 

interference was confirmed by western blotting and pRT-PCR.

 

 

 
Figure S1.  mRNA expression of neurotrophins and their receptors in DLBCLs: 
comparison with cell-of-origin classification. RT-PCR analysis was performed on 6 non GCB 

and 10 GCB DLBCL patient biopsies using specific primers to NGF, BDNF, TrkB (truncated 

and full-length receptors), TrkA, p75NTR and sortilin. Constitutively expressed actin or GAPDH 

(patient 10 to 16) is a control of PCR efficiency. 
           

NGF

BDNF

TrkA

TrkB95

TrkB145

p75NTR

Sortilin

Actin/GAPDH

1        2        3        4            5        6        7        8        9          10      11      12      13      14     15      16 

1: non-GCB 5: non-GCB 9: GCB 13: non-GCB
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Figure S2. Modulation of BDNF, TrkB and p75NTR transcript expressions in DLBCL cell lines. Quantification 

polymerase chain reaction assay was performed to measure the mRNA relative levels of BDNF, full-length 

(Trk145) and truncated (Trk95) TrkB and p75NTR in GCB (SUDHL4 and SUDHL6) versus ABC (OCI-LY3 and 

OCI-LY10) cell lines. Gene expressions were compared to the SUDHL4 cell line mRNA levels and normalized to 

HPRT housekeeping gene mRNA levels. Histograms represent relative quantification means ± SEM. “p” values 

were evaluated by comparing to the SUDHL4 mRNA levels by One-Way ANOVA.  
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Figure S3. Inhibition of p75NTR expression increases the rituximab sensitivity of DLBCL 
cell lines. Human GCB-like (SUDHL4 and SUDHL6) and ABC-like (OCI-LY10) DLBCL cell 

lines were transduced with lentivirus carrying shRNA against p75NTR (shp75) or empty vector 

(sh_C). (A) Viability was assessed with or without rituximab (1 µg/ml) 48 hours after treatment 

by using XTT method. Histograms show the quantification of at least three independent 

experiments performed in triplicates each one. (B) Relative levels of p75NTR were evaluated by 

qRT-PCR for the three DLBCL cell lines. (C) Protein levels for p75NTR were analysed by 

western blotting in DLBCL cell lysates for controls (sh_C) or p75NTR reduced conditions 

(sh_p75). Actin was used as loading control. Student t test was used to determine significance, 

*: p<0.05; and ***: p<0.001 when compared to controls. 
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Table S1. Sequences of primer pairs and probes used for real-time RT-PCR    
             
Names   Sequences GenBank 

references 
BDNF Forward GGCTATGTGGAGTTGGCATT NM_170735.5 

Reverse CAAAACGAAGGCCTCTGAAG 
Probe ATTTCTGAGTGGCCATCCCAAGGTCTAG 

TrkB-FL  
Full lenght 
(TrkB145) 

Forward CTGGTGAAAATCGGGGACT  NM_006180.3 

 

Reverse AGGAAATTCACGACGGAAAG 
Probe TGTACAGCACTGACTACTACAGGGTCGGTG 

TrkB-T1  
Truncated 
(TrkB95) 

Forward AAGATCCCACTGGATGGGTA NM_00100709
7.1 Reverse GGAAGTGCTGCTTATCTGGG 

Probe ATAAAGGAAAAGACAGAGAAAGGGGCTGTG 

P75NTR  
 

Forward CACCACCGACAACCTCATC NM_002507.3 
Reverse AAGCAGAACAAGCAAGGAGC 
Probe CCTACATAGCCTTCAAGAGGTGGAACAGCT 

 

 

Table S2. Correlation of combined immunohistochemical scores and DLBCL subtype 

 NGF TrkB 
BDNF  0.353 

p=0.01 

p75NTR  0.377 
 p=0.006 

Mum1/IRF4 0.369 
 p=0.008 

 

GCB  
versus non-GCB phenotype 

0.280 
p=0.04 

 

 

  Correlation coefficient and p-value as determined by the Spearman rank correlation test. 

 

Table S3. Phenotype characteristics and NGF status of patients with DLBCL 

  NGF expression     
Low1        High 

N                         21            30 

MUM1/IRF4  
              Negative   
               positive 

                       
                        11               6      p=0.03  
                        10               24               

               

1 NGF staining scores of 0-2 are denoted as “low” and scores of 3-4 as “high” 

                     N: number of patients - p -value as determined by the Fisher’s exact test. 
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Article	2:	Préambule	

Rapppel	sur	les	exosomes		

Les exosomes sont des vésicules extracellulaires de taille nanométrique, qui sont des 

acteurs probables d’un mécanisme de communication intercellulaire et jouent un rôle, comme 

on le verra ensuite, dans la physiopathologie des tumeurs. Les exosomes ont été décrits  pour 

la première fois en 1981 comme des  microvésicules sécrétées par différents types cellulaires 

in vitro et ayant une composition lipidique différente de la membrane plasmique, ce qui suggère 

une origine différente et plus complexe qu’un simple bourgeonnement membranaire (Trams et 

al., 1981). Les exosomes peuvent être sécrétés par quasiment tous les types cellulaires, 

notamment les réticulocytes, les lymphocytes T cytotoxiques, les lymphocytes B, les cellules 

dendritiques, les mastocytes, les plaquettes et les cellules épithéliales (Wubbolts et al., 2003, 

Kharaziha et al., 2012). Du fait de leur  origine endosomale, les exosomes sont riches en 

molécules de CMH II et en tétraspanines (CD37, CD53, CD63, CD81, CD82...). Les exosomes 

ont été détectés dans des fluides biologiques tels que le sang (Caby et al., 2005), la salive 

(Ogawa et al., 2008), le liquide céphalo-rachidien (Street et al., 2012), le lait maternel (Admyre 

et al., 2007), le liquide amniotique ou l’urine (Pisitkun et al., 2004). 

Le mécanisme de formation des exosomes a été observé « par hasard » en 1987, en 

suivant l’endocytose du récepteur à la transferrine (TfR) par des réticulocytes en maturation, en 

microscopie électronique, dans différents compartiments cellulaires. Ils ont été d’abord 

observés à la membrane, puis dans des endosomes précoces, ensuite dans des microvésicules à 

l’intérieur d’endosomes multi-vésiculés (ou corps multivésiculaires, MBV) et enfin dans le 

milieu extracellulaire après fusion des MBV avec la membrane plasmique (Johnstone, 2005).  

La	biogenèse	des	exosomes		

L’origine des exosomes réside dans la formation de vésicules intraluminales (ILV) dans 

les endosomes multivésiculés (MVE) (Figure 17). La composition des exosomes produits est 

ainsi étroitement liée à la machinerie permettant la formation de ces ILV. Différentes études  se 

sont focalisées sur cette problématique et il apparaît que la formation des exosomes ne résulte 

pas d’une seule et unique machinerie mais de différents mécanismes indépendants (Keller et 

al., 2006). Un des mécanismes important met en jeu la capture de protéines, internalisées à 

partir de la surface cellulaire ou issues de l’appareil de Golgi, par la machinerie de transport 

endosomal ESCRT (Endosmal Sorting Complex Required for Transport). Cette machinerie 

nécessite que ces protéines soient préalablement ubiquitinylées. Elle est constituée de 3 
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complexes protéiques ESCRT 0, ESCRT I et ESCRT II qui interviennent de façon coordonnée 

et hiérarchique dans la formation des ILV. Au cours de ce processus, des ARN cytosoliques et 

d’autres protéines peuvent directement accéder à l’intérieur des vésicules en formation avant 

leur clivage, pour donner des vésicules libres dans les MVB (Robbins and Morelli, 2014). 

Cependant ce mécanisme n’est pas l’unique existant. En effet, même après l’inhibition de tous 

les complexes ESCRT simultanément à l’aide de shRNA, tous les compartiments de la voie 

d’endocytose sont intacts et il y a toujours création d’ILV et d’exosomes (Stuffers et al., 2009). 

De plus certaines protéines comme les molécules de classe II du CMH, retrouvées dans les 

exosomes, ne nécessitent pas d’être ubiquitylées pour être adressées dans les ILV, mettant en 

évidence l’existence de mécanismes ESCRT indépendants. Ainsi, un autre mécanisme de 

formation des ILV semble reposer sur la propriété des céramides à induire la coalescence des 

radeaux lipidiques déterminant ensuite une invagination de la membrane endocytaire au niveau 

de ces microdomaines lipidiques. La scission de la vésicule dans le lumen se produirait lorsque 

les lipides des deux « bouts » de la couche lipidique externe de la vésicule sont suffisamment 

proches pour se mélanger et qu’il y a accumulation de LBPA (Lysobisphospha-tidic Acid) au 

niveau du « cou » de la vésicule (Subra et al., 2007). Effectivement les exosomes sont enrichis 

en sphingolipides, céramides et composants des radeaux lipidiques comme le cholestérol  (de 

Gassart et al., 2003). 

Pour devenir des exosomes, les ILV formées doivent être libérées dans le milieu 

extracellulaire. Cette libération implique tout d’abord un transport du corps multivésiculaire 

jusqu’à la membrane plasmique de la cellule, puis une fusion membranaire qui permettra alors 

la sécrétion des ILV dans le milieu extracellulaire. Ce trajet est initié et contrôlé par des 

protéines appelées Rabs, GTPases que l’on retrouve aussi associées à la membrane de différents 

compartiments cellulaires. Les Rabs (Rab 4, Rab7, Rab 11, Rab 27 a et b, Rab 35) contrôlent 

le trafic membranaire intracellulaire et la fusion du MVB à la membrane plasmique, cette 

dernière étape semblant nécessiter en plus le rôle de protéines de la machinerie SNARE (soluble 

NSF attachment protein receptors). 

L’étude des protéines communément retrouvées dans les exosomes a révélé une 

spécificité de la population protéique présente et une absence totale des protéines de la 

mitochondrie ou du réticulum endoplasmique. Bien que des facteurs d’élongation et histones 

soient parfois observés dans les échantillons, ces protéines sont probablement des contaminants 

protéiques issus des corps apoptotiques, qui sont isolés en même temps que les exosomes. La 

composition des exosomes issus de différentes cellules est publiée dans la base de données 
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ExoCarta. Deux autres bases existent : Vesiclepedia (Kalra et al., 2012) et EVpedia (Kim et al., 

2013) dans lesquelles sont publiées des données sur les compositions (protéines, lipides et 

ARN) des exosomes et des micro-vésicules (MV). Cependant, ces données doivent être 

relativisées et peuvent prêter à discussion en fonction des méthodes utilisées pour la purification 

des exosomes, parfois sous-optimales. Les exosomes sont des vésicules de 50 à 100 nm de 

diamètre qui ont une densité comprise entre 1,13 et 1,19 g/ml et peuvent être purifiées en 

fonction de leurs caractéristiques (taille et densité) par des méthodes d’ultracentrifugation 

continue ou discontinue et/ou ultrafiltration (Théry et al., 2009). Cependant, un facteur limitant 

dans la caractérisation des vésicules extracellulaires est l’absence de méthodes fiables pour les 

quantifier. Une des méthodes pour analyser de petites quantités d’exosomes est une procédure 

de FACS optimisée basée sur le marquage des vésicules isolées avec des sondes fluorescentes 

analysées par cytométrie en flux (Nolte-’t Hoen et al., 2012). En complément, le NanoSight 

LM10 est basé sur la diffusion automatique des nanoparticules en fonction de leur taille sur une 

base individuelle, bien qu’il soit difficile d’établir une distinction entre les vésicules et les petits 

agrégats (Lo Cicero et al., 2015). Les  protéines, qui peuvent être présentes dans les exosomes, 

sont issues notamment des données de spectrométrie de masse obtenues après analyse des 

vésicules extracellulaires issues de différents types cellulaires. On peut répartir les différentes 

protéines en fonction de leur localisation dans les exosomes et leur rôle (Figure 17) : à leur 

membrane les exosomes présentent des protéines d’adhésion comme les intégrines et les 

tétraspanines, des protéines de signalisation intracellulaire comme les synténines, des protéines 

impliquées dans la présentation des antigènes comme les CMH I et II (Lamparski et al., 2002,  

Lynch et al., 2009), et d’autres  protéines comme  les flotillines connues par leur ancrage à la 

membrane des radeaux lipidiques (Street et al., 2012). A l’intérieur,  les exosomes contiennent 

des protéines du cytosquelette telles que les actines, les tubulines ou encore les myosines. C’est 

aussi le cas de certaines Rab, histones, enzymes du métabolisme cellulaire comme la GAPDH, 

ou encore de protéines jouant un rôle dans l’initiation de la synthèse protéique comme EEF1A1 

(Eukaryotic translation elongation factor 1 alpha 1). Enfin les exosomes contiennent aussi des 

protéines jouant un rôle dans la formation des ILV au niveau des MVB, telles que Alix ou les 

protéines des complexes ESCRT (Gonzales et al., 2009) et des protéines chaperones HSP70 et 

HSP90 (Kang et al., 2008). Notons qu’à côté de ces protéines « structurales et communes » des 

exosomes, ces nanovésicules présentent à leur surface notamment des protéines spécifiques, 

signature de leur cellule d’origine. Ainsi, les vésicules sécrétées par les cellules B normales ou 

malignes expriment, comme on l’a vu dans l’introduction, le marqueur CD20, cible aussi de 

l’immunothérapie. 
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Les exosomes contiennent également des phospholipides, des shingomyélines, du 

cholestérol et des gangliosides (Wubbolts et al., 2003). Ils contiendraient aussi des céramides, 

des glycérophospholipides, des phospholipides insaturés et des phosphatidyléthanolamines 

(Subra et al., 2007, Trajkovic et al., 2008). 

En plus des protéines, les exosomes transportent également des quantités non 

négligeables d’ARNm et ARN non codants, incluant des microARN (miARN) qui sont 

distribués et fonctionnels dans les cellules cibles dites réceptrices. Ce dernier élément est très 

important parce que la présence d’ARNm dans les exosomes entraîne le transfert de 

l’information génétique permettant l’expression de certaines protéines par des cellules qui ne 

les expriment pas auparavant. De même, les microARN peuvent induire une inhibition ciblée 

de l’expression de certaines protéines dans les cellules réceptrices (Record et al., 2011, Robbins 

and Morelli, 2014, Wang and Lotze, 2014). 

 
Figure 17: Différentes vésicules sécrétées par les cellules et principales molécules retrouvées dans les 
exosomes (adapté selon Théry et al, 2009). Les vésicules de sécrétion sont formées à partir de l’appareil de Golgi 

et contiennent du matériel contenu dans le lumen du compartiment. A l’opposé, les vésicules membranaires 

sécrétées par les cellules contiennent du matériel d’origine cytosolique. On distingue les vésicules qui émanent 

directement de la membrane plasmique (microvésicules et particules membranaires), et celles qui ont pour origine 
l’invagination d’une membrane intracellulaire : exosomes. Les protéines listées ici ont été retrouvées dans environ 
30% des exosomes répertoriés dans la littérature (sécrétés par des cellules en culture et retrouvés dans les fluides 
biologiques). 
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Rôle	des	exosomes	dans	le	processus	tumoral		

De nombreuses fonctions ont été attribuées aux exosomes ces dernières années mais la 

plupart des études ont été menées sur des modèles in vitro et peu en conditions physiologiques. 

Ainsi le rôle in vivo de ces nanovésicules reste à préciser. 

Les données in vitro ont abouti à l’idée que les exosomes étaient un vecteur central de la 

communication intercellulaire, mais aussi réalisaient des plateformes de signalisations 

(signalosomes) modulant notamment le fonctionnement du système immunitaire. Ainsi, de 

nombreuses études ont montré que les exosomes sécrétés par des cellules présentatrices 

d’antigènes, dont les cellules B, expriment les molécules de classe I et II du CMH et des 

molécules de co-stimulation et d’adhérence à leur surface. Ces caractéristiques permettent aux 

exosomes d’activer directement les lymphocytes T CD8+ et CD4+ induisant une forte réponse 

immunitaire (Raposo et al., 1996, Zitvogel et al., 1998). De plus, les exosomes produits par les 

cellules dendritiques peuvent aussi transmettre de manière active leur CMH II (Théry et al., 

2002) ou leur CMH I (Lynch et al., 2009) à des modèles de cellules dendritiques n’exprimant 

pas ces molécules, pour leur permettre d’activer les lymphocytes T. 

La découverte que la plupart des cellules cancéreuses étaient capables de sécréter des 

exosomes a suscité un intérêt scientifique important pour comprendre leur fonction 

physiopathologique, et un certain nombre de travaux ces 10 dernières années ont permis de 

confirmer le rôle des exosomes tumoraux in vivo. Le groupe de Clothilde Théry a beaucoup 

contribué à la progression des connaissances dans ce domaine, en utilisant notamment des 

cellules tumorales dont le processus de sécrétion d’exosomes avait été interrompu de façon 

stable (inhibition de l’expression de Rab27a), puis en analysant leur capacité in vivo à 

développer des tumeurs et à interagir avec le système immunitaire. Alors que les tumeurs 

contrôles se développaient progressivement et formaient des métastases, celles qui présentaient 

une diminution de 50% du processus de sécrétion des exosomes, suite à la perte d’expression 

de Rab27, ne se développaient presque pas (Bobrie and Théry, 2013). D’autres travaux relatent 

par exemple que les exosomes issus de sérum de patientes atteints de cancer du sein,  mais pas 

ceux de personnes saines, induisent la formation de tumeurs chez des souris injectées avec des 

cellules épithéliales non cancéreuses (Melo et al., 2014). Ces données suggèrent que les 

exosomes peuvent contribuer au développement de la tumeur mais aussi à la progression 

tumorale incontrôlée, en permettant la transformation des cellules normales en cellules 

malignes (Zhang et al., 2015). 
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Les données expérimentales montrent globalement que les exosomes peuvent avoir 

plusieurs rôles dans le processus tumoral (Figure 18) : ils peuvent manipuler l’environnement 

local et systémique contribuant à la croissance de la tumeur et à sa dissémination. Ils peuvent 

aussi moduler et programmer le système immunitaire pour induire une réponse immune anti-

tumorale (immunogénicité, notamment via la forte densité des Ag tumoraux) comme l’inhiber 

(immunosuppression locale ou systémique). De plus les exosomes tumoraux sont très 

hétérogènes d’un cancer à l’autre, et comme on le voit peuvent induire un réseau d’interactions 

cellulaires complexes (Kahlert and Kalluri, 2013).     

         

 

Figure 18: Rôle des exosomes dans la tumorigenèse. (Ge et al., 2012). Les exosomes sont fortement impliqués 
dans l’initiation, la croissance, la progression tumorale notamment par le transfert de protéines oncogéniques et 
d’acides nucléiques. Ainsi, par exemple, les exosomes dérivés de tumeurs peuvent activer des cellules 
endothéliales, convertir des fibroblastes et les cellules souches mésenchymateuse en myofibroblastes, ou dégrader 
la matrice extra-cellulaire (ECM) pour faciliter l’angiogenèse tumorale et les processus de métastases. Les 

exosomes issus des cellules tumorales contribuent aussi à créer un microenvironnement immunosuppresseur en 
induisant l’apoptose des cellules T effectrices, en inhibant l’activité des cellules NKs, ou en favorisant l’activation 
des lymphocytes T régulateurs. A l’inverse, par le transfert d’Ag, ils participent à l’initiation d’une réponse 

immuniatire anti-tumorale. Finalement, les exosomes peuvent participer au développemernt de résistance 
thérapeutique via l’exportation de drogues et la neutralisation des anticorps utilisée dans l’immunothérapie.  
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Exosomes	et	résistance	thérapeutique			

Les exsomes peuvent aussi contribuer au développement de résistances thérapeutiques 

à travers toute une variété de mécanismes. Les cellules tumorales peuvent transmettre aux 

cellules sensibles, via les exosomes, des protéines associées au processus de résistance aux 

drogues, créant donc une population plus importante de cellules qui ne sont pas affectées par 

les traitements utilisés dans la chimiothérapie (Corcoran et al., 2012). Ce mécanisme peut aussi 

impliquer le transfert de microARN. Ainsi, dans une étude sur des lignées de cancer du sein, le 

groupe de Chen a comparé des lignées résistantes aux traitements (adriamycine et docétaxel) 

avec des  lignées sensibles. Plus précisément, ils ont analysé les microARN contenus dans les 

exosomes des lignées sensibles comparativement aux lignées résistantes. Certains microARN 

(miR-100, miR-222, miR-30a, miR-17) semblent être transférés dans les cellules pour conférer 

la chimiorésistance. Une fois transférés aux cellules sensibles, ces miARN modifient la 

progression du cycle cellulaire et affecte les voies de l’apoptose pour diminuer la sensibilité 

aux médicaments (Chen et al., 2014). 

Il a été démontré que la modulation de la chimiosensibilité des autres cellules n’est pas  

le seul moyen par lequel les exosomes augmenteraient la chimiorésistance. Ils participent à la 

résistance thérapeutique en permettant l’efflux des drogues y compris dans les lymphomes B 

agressifs, même si les données sont peu nombreuses. En effet, les cellules tumorales peuvent 

séquestrer les médicaments utilisés dans la chimiothérapie dans les compartiments subcellu-

laires et les exporter via les exosomes pour se protéger de leurs effets cytotoxiques (Safaei, 

2005, Chapuy et al., 2008). La biogenèse des exosomes dépend notamment, comme on l’a vu, 

de l’expression de molécules « transporteur », et des travaux ont montré l’implication de 

protéines associées au phénomène de résistance multidrogue (MDR) notamment le transporteur 

ABCA3 (ATP binding Cassette transporter A3) dans des cellules leucémiques et 

lymphomateuses B (Chapuy et al., 2008, Aung et al., 2011). Ce transporteur, impliqué dans le 

transport des lipides endogènes, est localisé aux niveaux des membranes intracellulaires. 

Contrairement aux autres membres de la famille des ABC, il ne confère pas un efflux classique 

des substrats physiologiques et drogues mais plutôt une séquestration intracellulaire et un 

transport vésiculaire. Ainsi de façon très intéressante, une étude très récente, réalisée sur des 

lignées cellulaires de DLBCL, montre que l’inhibition génétique ou chimique d’ABCA3 

empêche, en inhibant le processus de sécrétion des exosomes, l’efflux des drogues utilisées 

dans la chimiothérapie (anthracyclines) et augmente leur rétention intracellulaire et par 

conséquent leur efficacité cytotoxique. (Koch et al., 2016).  
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Finalement, et c’est le mécanisme que nous avons choisi d’étudier au cours de notre 

thèse, les exosomes peuvent interférer avec l’action des anticorps de l’immunothérapie en 

modulant leur liaison aux cellules tumorales. Ainsi les exosomes sécrétés par les cellules de 

cancer du sein, surexprimant le récepteur HER2, présentent aussi ce récepteur à leur surface ce 

qui interfère avec l’efficacité des anticorps thérapeutiques ciblant ce marqueur (trastuzumab) 

(Ciravolo et al., 2012). C’est aussi le cas pour les cellules de lymphomes B qui secrètent des 

exosomes porteurs du CD20, cible des anticorps thérapeutiques, ce qui détermine des 

« récepteurs leurres » pour les anti-CD20 thérapeutiques. La fixation des anti-CD20 aux CD20 

des exosomes protège les cellules tumorales des effets cytotoxiques induits par les anti-CD20. 

Ces travaux, certes réalisés seulement in vitro, suggèrent que les exosomes participeraient par 

ce processus aux mécanismes d’échappement thérapeutique dans les lymphomes B agressifs 

(Aung et al., 2011). 

En conclusion, les exosomes se révèlent donc tenir un rôle clé dans le processus de 

tumorigenèse notamment en participant au développement tumoral et métastatique ou en 

interférant avec l’efficacité des traitements. C’est sur ce dernier aspect que nous avons choisi 

de nous concentrer dans le cadre de notre thèse. En effet comme nous l’avons souligné, peu de 

données rapportent la fonction potentiellement déterminante de la sécrétion d’exosomes dans 

les lymphomes agressifs et donc les DLBCL. Or, la modulation de l’expression du CD20 au 

niveau cellulaire comme exosomal reste un élément central des futures stratégies thérapeutiques 

de ces cancers. 
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Abstract  

Despite significant survival benefit of Diffuse Large B-cell Lymphomas (DLBCL) patients 

when treated with R-CHOP immunochemotherapy, approximately 10-15% of patients exhibit 

primary refractory disease and 20-25% relapse after initial response to therapy. Decreased 

CD20 expression has been postulated to be one of the most important etiologies contributing to 

rituximab resistance. Furthermore, recent data show that exosomes released from aggressive B-

cell lymphoma cells carry the CD20 target antigen and act as decoy targets upon rituximab 

exposure, allowing lymphoma cells to escape from humoral immunotherapy. We have 

previously demonstrated that BDNF/TrkB can realize autocrine / paracrine loops involved in 

the survival of human DLBCL cell lines. In the present work we evaluated the capacity of a 

recently characterized agonist of TrkB (7,8-DHF) to regulate CD20 expression and interfere 

with rituximab treatment. Our results confirm in vivo, on a DLBCL xenograft model, that 

secretion of exosomes allow DLBCL cells to escape from rituximab cytotoxicity. We also 

demonstrated a reduced CD20 expression at the exosome level after rituximab exposure. 

Finally, results strongly suggest for the first time that neurotrophin signaling may contribute to 

therapeutic resistance in DLBCL in regulating cell survival and exosomes CD20 levels. 
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Introduction: 

Diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL) is the most common subtype of NHL, 

accounting for 30% to 40% of all newly diagnosed cases in the world. DLBCLs are highly 

aggressive and heterogeneous lymphomas that would imminently be fatal without treatment. 

Two major prognostically significant subtypes have been identified which differ from the cell 

origin, germinal center B-cell (GCB) and activated B-cell (ABC) type of better and worse 

prognostic respectively (Alizadeh et al., 2000; Wright et al., 2003; Lenz and Staudt, 2010). 

Although the Akt pathway is constitutively activated in most tumor cells and B-NHL cell lines, 

a hallmark of ABC DLBCL is constitutive activation of the NF-κB pathway. This constitutive 

activation confers a selective advantage for survival and resistance to conventional 

chemotherapeutic regimens (Davis et al., 2001; Lam et al., 2005; Bonavida 2014). Monoclonal 

anti-CD20 antibody, rituximab, in combination of CHOP chemotherapy (R-CHOP 

immunochemotherapy) has been widely used with favourable results and is the standard 

treatment for several kinds of B-NHL, included DLBCL, but many patients are not cured with 

this immunotherapy (Coiffier, 2007; Rezvani and Maloney, 2011). Indeed primary or acquired 

resistance to rituximab has become a considerable problem.  Several mechanisms of resistance 

have been predicted but their clinical significance remain unclear. However, decreased CD20 

expression has been postulated to be one of the most important etiologies contributing to 

rituximab resistance. Thus targeting the modulation of CD20 membrane expression, that 

represents a key factor determining the anti-CD20 effectiveness, could be an important 

challenge for novel therapy combined with immunotherapy in B-cell neoplasms. 

Recent data show that exosomes released from aggressive B-cell lymphoma cells in 

vitro and in vivo carry the CD20 target antigen and act as decoy targets upon rituximab 

exposure, allowing lymphoma cells to escape from humoral immunotherapy (Aung et al., 

2011). Exosomes are small membrane vesicles secreted by several cell types during exocytic 

fusion of multivesicular bodies with the plasma membrane. In normal condition, exosomes are 

secreted from erythroid progenitors during their maturation process, as well as from B-

lymphocytes and dendritic cells. Exosomes are able to play multiple immunomodulatory 

functions leading to investigations aiming at vaccinations against malignant disease. 

Importantly, cancer cells have been shown to secrete exosomes in greater amounts than normal 

cells (Kahlert, 2013), and as exosome composition seems to be cell and tissue specific, they are 

highly suitable to serve as diagnostic markers. Current knowledge of tumor derived-exosomes 

suggests that they can play an important role in the development and progression of cancer. 
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They are able to modulate intercellular communication within the tumor microenvironment by 

the transfer of multiple signaling molecules like protein, lipid and RNA cargo (Hannafon and 

Ding, 2013). In hematopoietic cells, exosomes have been also detected in the supernatant of 

several tumor cell lines, including the T-lymphoblastic cell line Jurkat and the erythroleukemic 

cell line K562.  In B cells data related with exosomes were focused in EBV (Epstein-Barr virus)-

transformed human B-cell lines (Gutzeit et al., 2014) and very few studies have examined their 

role in B-NHL. Furthermore, the biological stimuli regulating exosome secretion quantitatively 

and/or qualitatively still remain poorly defined and notably after rituximab exposure. 

Neurotrophins (NTs) among with the brain-derived neurotrophic factor (BDNF) are 

structurally and functionally related growth factors that are widely expressed in a variety of 

tissues including the immune system. Binding of BDNF to its high-affinity receptor TrkB 

triggers cell survival by activating several signalling pathways (PI3K/Akt, MAPK, and PLC-

). Recently we have demonstrated that BDNF can realize autocrine / paracrine loops involved 

in the survival of human DLBCL cell lines. Furthermore inhibition of Trk signalling induced 

cell apoptosis and potentiated the cytotoxic effect of rituximab in vitro and in vivo (Bellanger 

et al, 2011; Dubanet and al, 2015). We hypothesized that BDNF/TrkB signaling could interfere 

with rituximab sensitivity and thus may contribute to therapeutic resistance. 

The objective of this work was to evaluate the effect of 7,8-Dihydroxyflavone (7,8-

DHF), a recently characterized agonist of TrkB (Jang and al, 2010), on cell survival, exosome 

secretion and CD20 expression in reference to rituximab exposure effect. This work was 

performed on different ABC (OCI-LY3/10) and GCB (SUDHL4/6) DLBCL human cell lines

known to be respectively less and more sensitive to the rituximab. We finally performed in vivo 

experiments, using a GCB-DLBCL xenograft model in SCID mice, to analyze 7,8-DHF effect 

on the exosome capacity to interfere with rituximab treatment. The findings discussed in this 

study may improve our understanding of the molecular events leading to the expression of 

CD20 at the cellular and exosomal levels. 
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Material and methods: 

Human B cell lines and cell cultures 

The human GCB-like DLBCL cell lines, SUDHL4 and SUDHL6, were obtained from Deutsche 

Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ, Braunschweig, Germany) and the 

two ABC-like DLBCL cell lines, OCI-LY3 and OCI-LY10, were a gift of Pr Feuillard (UMR 

CNRS 7276, Limoges University) with the kind agreement of Louis M. Staudt (National Cancer 

Institute, USA). The cell lines were grown in RPMI 1640 medium (Lonza) supplemented with 

10% heat-inactivated Fetal Bovine Serum (FBS) (Hyclone), 100 U/mL penicillin, 100 µg/mL 

streptomycin (Gibco) at 37°C in a humidified atmosphere containing 5% CO2.  For the viability 

tests, cells were incubated with rituximab (1 µg/mL, MabThera®, stock 10 mg/mL, a generous 

gift from CHRU Dupuytren of Limoges, Pharmacie centrale), K252a (350 nM, Alomone labs, 

Jerusalem, Israel), 7,8-DHF (500 nM , Sigma-Aldrich, France) alone or in combination. 

 

Analysis of apoptosis  

Apoptosis was determined using the propidium iodide (PI)/Annexin V-FITC double staining 

method (kit Beckman Coulter, Immunotech, Marseille, France) as previously described 

(Bellanger et al, 2011). This method effectively distinguishes apoptotic cells from necrotic 

cells. Apoptotic cells exhibited intense green (FITC) and negative or intermediate red (PI) 

fluorescence (early and late stages of apoptosis, respectively). Necrotic cells exhibited strong 

green and red fluorescence. Cells were analysed with a FACSCalibur flow cytometer (Becton 

Dickinson, Heidelberg, Germany) acquiring 10 000 events gated on light scatter properties 

(forward vs side: FSC/SSC) to eliminate debris and cellular aggregates. 

 

Western blotting  

Cell or exosome pellets were treated with RIPA buffer and after centrifugation at 12,000g for 

12 minutes the supernatant was collected. Western blotting steps were performed as described 

previously (Bellanger et al, 2011). Rabbit anti-CD63 and mouse anti-β-actin were purchased 

from Sigma-Aldrich. Rabbit anti-flotillin 1 and anti-flotillin 2 were purchased from Cell 

Signaling Technology. Mouse anti-CD20 was purchased from Dakko. Horseradish peroxidase 

(HRP)–conjugated secondary antibodies were from Dako. Blotted proteins were detected and 

quantified using the Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrate (Millipore) and a 

bioimaging system (Genesnap; Syngene).  
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Flow cytometry and immunofluorescence analysis of surface CD20 expression 

Indirect immunofluorescence analysis was carried out after washing the cells three times in 

PBS. Cells were then incubated with PE-labeled anti-CD20 antibody (mouse IgG2a anti-CD20-

PE, Beckman Coulter) or isotypic control (mouse IgG-PE, Beckman Coulter) for 30 min at 4°C 

at the concentration recommended by the manufacturer. After washing, cells were resuspended 

in PBS/0.1% PFA. CD20-positive cells were analyzed with a FACS Calibur flow cytometer 

(Becton Dickinson, Heidelberg, Germany) acquiring 10 000 events after gating on light scatter 

properties (forward vs side: FSC/SSC) to eliminate debris and cellular aggregates. The mean 

fluorescence intensity (MFI) values were used as a semiquantitative measure of the CD20 

expression.  

Alternatively, DLBCL cells were challenged with antibodies against CD20 and analyzed by 

immunofluorescence as previously described (Bellanger et al, 2011). Images were captured 

using a Leica microscope and a Leica digital camera, and were processed using Leica IM500 

Image Manager, or a confocal laser scanning microscope (LSM 510 META, Zeiss). 

 

Exosome preparation and quantification  

Exosomes were harvested from 72h supernatants of SUDHL4, SUDHL6, OCI-LY3 and OCI-

LY10 cultured in RPMI 1640 with 10% exosome-depleted FBS by differential centrifugation 

and ultracentrifugation, according to standard protocols (Théry and al., 2006). The final pellets, 

that contained exosomes, were then resuspended immediately in PBS (when used for in vivo 

experiments or flow cytometry) or in lysis buffer (when used for western blotting).  Exosomes 

were quantified by measuring whole protein (Bio-Rad DC Protein Assay). Western blot 

analysis detecting flotillin-1 or flotillin-2, CD63 and CD20 expression in comparison with 

whole cell lysates were realized as described before.  

 

Immunocapture of exosomes for flow cytometry analysis 

For immunoisolation, 35 µl (~5.107 billes) of 4-μm-diameter aldehyde/sulfate latex beads 

(Interfacial Dynamics, Portland, OR, USA) were coated with anti-CD63 mAb and then mixed 

with exosome samples followed by overnight incubation at 4° C, according to standard 

protocols (Théry and al., 2006). After washing, beads were labelled with anti-CD20-PE and 

samples were then processed for flow cytometry as described before for the expression of 

membrane CD20. 
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Electronic microscopy  

Purified exosomes were captured using immunobeads coupled with anti-CD63 antibodies and 

analyzed using transmission electron microscopy (TEM) at the Poitiers University (Service 

Anatomie et Cytologie Pathologiques CHU-La Milétrie). 

 

In vivo Xenografts 

All animal studies were conducted in accordance with the guidelines established by the internal 

Institutional Animal Care and Use Committee (CREEAL N°2-07-2012). 4 weeks old SCID 

mice (CB17.SCID) were supplied by Janvier Labs (Le Genest-Saint-Isle, France). For analyze 

the in vivo effect of exosomes derived from 7,8-DHF treated-cell cultures on rituximab efficacy, 

we used a DLBCL xenograft model. SCID mice were injected with 1×107 SUDHL4 cells 

subcutaneously. After the tumors had become established (~6 weeks after tumor inoculation) 

mice were divided (day 0) into treatments and control groups (6 mice per group). Rituximab 

(25 mg/kg) was administered i.p. twice a week, alone or in combination of purified exosomes 

(1.107 cells-drived exosomes) from 72h DLBCL cell cultures (SUDHL4 and OCI-LY3) 

exposed or not to 7,8-DHF (500 nM). For negative controls, treatment with vehicle alone was 

used. Animals weighted between 20 and 26g on day of treatment. All animals were ear-tagged 

and monitored individually throughout the experiment. Tumor volume (cm3) was estimated 

every 3 days during 2 weeks by measurements of the length (L), width (W) and height (H) of 

the tumor, using the formula: volume = L ×W × H. Mice were killed after 14 days of treatment.  

 

Statistical methods 

Statistical analyses were performed using the StatView v5.0 software (Abacus Concepts). 

Significance between groups in the in vitro and xenograft studies were done using a Student’s 

t test. p < 0.05 was considered statistically significant. 

 

 

 

Results 

Characterization of exosomes purified from DLBCL cell line supernatants 
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ABC and GCB DLBCL-derived exosomes were isolated from cell culture supernatants by 

differential centrifugation. The purified exosome samples were examined by TEM, and purified 

vesicles were observed with heterogeneous sizes, ranging from approximately 50 to 150 nm 

(Fig 1A). The western blot analysis revealed the exosome specific proteins CD63 and flotilline-

1/2 commonly identified in exosomal preparations. These proteins were detected in the 

exosome samples after 48h of cell culture, and were enriched after 72h (Fig 1B). To compare 

exosome secretion by the different DLBCL cells, we quantified whole proteins of the exosome 

samples (Fig 1C). OCI-LY3 cells seemed to have the highest level of exosome secretion. As 

expected GCB and ABC-derived exosomes carried CD20, however SDS-PAGE analysis of 

CD20 showed only one of the two immunoreactive bands found in total cellular lysates (see Fig 

2D), that are known to reflect different phosphorylation status of the protein. Of note, a higher 

CD20 exosomal expression was found in OCI-LY3 exosomes when compared to SUDHL4 

cells (Fig 1D). Taken together, our results confirmed the exosome quality of the isolated 

fractions, and the differential secretion by DLBCL cell lines that seemed not to be in relation 

with the DLBCL subtype. 

 

 

Figure 1. Characterization of exosomes purified from DLBCL cell line supernatants. Exosomes were purified 
from 10 ml of DLBCL cell line supernatants (A) Structural analysis of OCI-LY3-derived exosomes: micrographs 
from electron microscopy (exosomes were purified according Clotilde Thery and al., 2006). (B) The exosomes 
markers flotillin-1 and CD63 were detected by western blot analysis. (C) Relative quantification of exosomes: 
amount of exosome protein accumulated over 72 h in the culture medium of DLBCL cells (means of 2 independent 
experiments) (D) Western blot analysis of CD20 exosomal expression in SUDHL4 and OCI-LY3 cells. 
 

A TrkB agonist protects DLBCL cells from rituximab-induced apoptosis  

We have previously shown an autocrine BDNF/TrkB signaling in DLBCL cell lines (Dubanet 

et al, 2015). To further explore the mechanisms involved in the TrkB effects on DLBCL cell 

D

B
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survival, we used a TrkB agonist (7,8-DHF) (Jang et al, 2010). GCB and ABC DLBCL cell 

lines were pre-exposed to 7,8-DHF (500nM) with or without rituximab (Rtx 1µg/ml) and a pan-

Trk inhibitor (K252a, 350 nM) in complete medium exosomes-free for 72 h. Apoptosis was 

detected by FACS analysis using the PI/annexin V-FITC dual staining. As expected, TrkB 

activation and inhibition were associated to enhanced and reduced phosphorylation (Y817) of 

the receptor respectively (Fig2A). As we previously reported, inhibition of Trk signaling 

(K252a) induced a strong apoptosis as shown for SUDHL4 in Fig 2B. Interestingly, eventhough 

no effect was observed when used alone, preincubation of cells for 30 minutes with the TrkB 

agonist confered a protection against acute rituximab-induced apoptosis. This effect was 

cancelled by K252a exposure demonstrating TrkB involvement in the cell protection effect of 

7,8-DHF. 

 In vitro regulatory effects of rituximab and 7,8-DHF on the CD20 cellular and exosomal 
level in DLBCL cell lines 

Expression of cellular membrane CD20 was analyzed by flow cytometry in rituximab-treated 

SUDHL4 cells after 48h and 72h. Rituximab exposure strongly reduced CD20 membrane 

expression in DLBCL cells as previously reported (Czuczman and al, 2008) (Fig 2C). This 

reduction was not associated to membrane rituximab binding as it was confirmed for the total 

CD20 level by western blot analysis in lysates of all DLBCL cell lines tested. Indeed, this 

reduction was observed both for the rituximab-sensitive (SUDHL4) and less sensitive (OCI-

LY3) cell line, as indicated by the PARP cleavage data (Fig2D).  However, level of surface 

CD20 expression was not modified after 48 and 72h (data not shown) cell exposure with DHF 

or K252a. Expression of CD20 was further analyzed by western blot on exosomes derived from 

10 mL of ABC (OCI-LY10) and GCB (SUDHL4) cell supernatants after 48h of culture. 

Flotillin-2 was used as control to analyze exosome release. Data from flotillin-2 expression 

suggest that rituximab increases exosome release as previously reported (Aung and al, 2011). 

This side-effect of rituximab was observed for GCB and ABC cell lines. Of note, we show for 

the first time a reduced CD20 expression by exosomes derived from SUDHL4 and OCI-LY10 

cells exposed to rituximab (Fig 2E), that we confirmed by cytometric analysis on 

immunocaptured CD63+ exosomes (data not shown). As contrast, DHF exposure induced 

variable effects depending to the cell line. Interestingly, DHF strongly enhanced CD20 
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expression on exosomes derived from SUDHL4 cells, and with a lesser extend for exosomes 

purified from OCI-LY10 (Fig 2E).  

 

 

 

 

Figure2. Effect of a TrkB agonist (7,8-DHF) in cell survival and CD20 expression in DLBCL cell lines. 
SUDHL4 cells were exposed to treatments (Rituximab, Rtx 1µg/ml or/and the Trk inhibitor K252a 350 nM and 
7,8-DHF 500 nM) for 72h (A) TrkB phosphorylation status (p-TrkB at Y817) was analyzed by western blot. Actin 
was used as a loading control. (B)  Flow cytometric analysis of apoptosis was realized using the PI/annexin V-
FITC dual staining. Data are expressed as means of 2 independent experiments. (C) Expression of cellular 
membrane CD20 was analyzed by flow cytometry with specific antibody conjugated to PE in SUDHL4 cells after 
48h. Histograms are representative of 3 independent experiments, in green the isotype Ab control and in red the 
MFI value of CD20 positive cells (gated in M1). (D) Reduced expression of CD20 after rituximab exposure was 
also confirmed in cell lysates by western blot analysis, in rituximab sensitive cells (SUDHL4) and less sensitive 
(OCI-LY3) as indicated by the cleavage of PARP. (E) Expression of exosomal membrane CD20 was analyzed by 
western blot in exosomes purified from GCB (SUDHL4) and ABC (OCI-LY10) cell supernatants (10 mL) after 
48h treatment. Quantification of CD20 expression in reference to flotillin-2 was also done. Results are 
representative of 2 independent experiments. 

C
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Indeed, the strong CD20 expression observed in exosomes from OCI-LY10 after rituximab 

treatment seems to reflect a global enhanced secretion of exosomes, as revealed by the flotillin-

2 expression. Even preliminary, these results strongly suggest that TrkB signaling may interfere 

with the rituximab cytotoxic effect in DLBCL cells by up-regulating CD20 expression at the 

exosomal level that could be associated also with a global enhanced exosome secretion.  

Exosomal evasion of rituximab therapy in a DLBCL xenograft model is modulated by the 
DLBCL subtype 

Recent data show that exosomes released from aggressive B-cell lymphoma cells act as decoy 

targets upon rituximab exposure, allowing lymphoma cells to escape from humoral 

immunotherapy (Aung et al., 2011). To further explore this protection, we analyzed in vivo the 

effects of exosomes derived from GCB-DLBCL cells as compared to ABC sub-type. We used 

a GCB-DLBCL xenograft model in which SCID mice were subcutaneously inoculated with 

SUDHL4 cells. Each group of mice received different treatments: i.p. injection of rituximab or 

PBS solution (control mice), in association or not with exosomes purified from cell supernatants 

after 72h of cell culture of OCI-LY3 or SUDHL4. Tumor growth in mice treated only with 

SUDHL4 and OCI-LY3-derived exosomes was not significantly different from control (Fig 

3A). As expected our data show that DLBCL-derived exosomes allow tumors to escape 

rituximab effect. Interestingly, OCI-LY3-derived exosomes protect more significantly tumors 

against rituximab cytotoxicity than SUDHL4-derived exosomes. This result may be related to 

the higher amount of secreted exosomes that we observed for OCI-LY3 cells as compared to 

SHDHL4, and/or exosomal CD20 abundance.  

In vivo effect of exosomes derived from 7,8-DHF cell cultures on rituximab resistance in 
DLBCL 

Our in vitro data showed that treatment with TrkB agonist, 7,8-DHF, enhanced CD20 exosomal 

expression. Therefore, we used SUDHL4-derived exosomes from 7,8-DHF-treated culture cells 

to explore their capacity to modulate the rituximab effect in vivo. As shown in Fig 3B, exosomes 

derived from DHF-treated SUDHL4 tends to slow down tumor growth when injected alone in 

mice, but this effect was not significant as compared to control mice.  In double-treated mice 

(with rituximab and exosomes derived from DHF-treated SUDHL4) rituximab inhibitory effect 

was nearly completely canceled and tumor growth was significantly rescued (Fig 3B). Indeed, 

tumor volumes were not significantly differents from those of mice treated only with SUDHL4-

derived exosomes. However, there is still a significant down-modulation of tumor growth, that 

we observed from 9 days post-treatment, in double-treated mice when compared with tumor 
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growth in control. All together this data show for the first time that TrkB activation enhances 

exosomal evasion of rituximab treatment in a DLBCL xenograft model. This effect could be 

correlated with the up-regulated CD20 expression at the exosome level that we observed in cell 

cultures exposed to 7,8-DHF. 

  

 

Figure 3. In vivo experimental approach: effect of exosomes on the rituximab efficacy in a GCB-DLBCL 
xenograft model. For the GCB-DLBCL xenograft model, SCID mice were injected with 1×107 SUDHL4 cells 
subcutaneously. Mice were injected in i.p, twice per week for 3 weeks with exosomes purified from supernatants 
of different cell cultures: exosomes from OCI-LY3 cell cultures (exo3), exosomes from SUDHL4 cell cultures 
(exo4), exosomes from SUDHL4 cells treated with 500 nM DHF (exo4DHF). Mice were also injected (i.p) or not 
(control injected with vehicle) at the same times with rituximab (25 mg/kg) (Rtx). Tumor size was measured every 
3 days during 2 weeks and tumor volume is expressed as the ratio to tumor size at day 0 for each group (N=6 
mice/group – Student’s t test). (A) GCB and ABC derived exosomes differentially reduced rituximab efficacy on 
tumor growth. (B) Effect of TrkB activation by 7,8-DHF on the capacity of exosomes to allow rituximab escape. 

 

Discussion 

We have previously shown that autocrine BDNF/TrkB survival pathways may affect 

rituximab efficacy in DLBCL (Dubanet et al, 2015). Present study provides for the first time in 

vitro and in vitro evidence for a role of TrkB in cell escape from rituximab treatment that could 

involve exosomal CD20 regulation. 

Decreased CD20 expression has been postulated to be one of the most important etiologies 

contributing to rituximab resistance. The impact of CD20 levels at onset of the disease on 

patient prognosis has been analyzed, showing a significantly inferior overall and progression-

free survival for CD20 negative patients who received R-CHOP treatment compared to patients 
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who were CD20 normal (Suzuki et al, 2012). Moreover, a CD20-negative phenotypic 

transformation was observed in patients after rituximab treatment, and in B lymphoma cells 

rituximab was shown to down regulate CD20 gene expression partially by using epigenetic 

mechanisms (Czuczman et al. 2008; Hiraga et al., 2009; Miyoshi et al., 2012). Thus, targeting 

the modulation of CD20 membrane expression is still an important challenge for novel therapy 

in DLBCL.  

7,8-Dihydroxyflavone (7,8-DHF) is a member of the flavonoid family that has been identified 

as the first small-molecule compound that crosses the blood brain barrier, binds with high 

affinity and specificity to the BDNF, and activates its down-stream signaling cascade (Jang et 

al, 2010). We have previously shown in ABC and GCB DLBCL cell lines that BDNF and TrkB 

can realize autocrine loops that may be involved in tumor cell survival. Moreover, Trk 

inhibition (K252a) induced apoptosis of DLBCL cells and significantly potentiated the 

cytotoxic effects of rituximab in vitro and in vivo in a SUDHL4-DLBCL xenograft model 

(Dubanet et al., 2015). In the present work, we used 7,8-DHF to mimic BDNF effect in DLBCL 

cells. We show that 7,8-DHF protected DLBCL cells from rituximab-mediated apoptosis and 

this effect was cancelled in presence of the pan-Trk inhibitor, K252a. These results, with the 

enhanced phosphorylation of TrkB induced by 7,8-DHF, demonstrate the survival protection 

realized by BDNF/TrkB pathway in DLBCL that may lead to rituximab resistance. Erk and Akt 

signaling pathways, involved in the TrkB signaling (Arévalo & Wu, 2006) have been also 

demonstrated to control the up-regulated expression of CD20 on human tumor B cells 

(Wojciechowski et al, 2005; Winiarska et al, 2014). Thus, we further evaluated the role of TrkB 

activation on the regulation of CD20 membrane expression. We first analyzed CD20 membrane 

level of DLBCL cells exposed to different treatments. We confirmed the previously reported 

down-regulation of CD20 level after rituximab exposure (Johnson et al. 2009; Miyoshi et al, 

202). Moreover, we show that this effect is observed in GCB as well as in ABC DLBCL cell 

lines. However, no significant variation of membrane CD20 levels was found after incubation 

with 7,8-DHF or K252a alone.  

Exosome secretion occurs in a variety of different cell types, especially tumor cells and 

hematopoietic cells, including B and T lymphocytes (Raposo et al, 1996; Bobrie and Théry, 

2013). The biologic functions attributed to tumor-derived exosomes include immune-

suppression, stimulation of angiogenesis, and modulation of the tumor stroma (Andreola et al, 

2002; Liu et al, 2006; Zhang et al., 2015). However, exosome secretion may also contribute to 

drug resistance.  Indeed, exosome release from B-cell lymphoma cells, by the expression of 
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CD20, has been shown to act as decoy targets upon rituximab exposure, allowing lymphoma 

cells to escape from humoral immunotherapy (Aung et al, 2011). Morever, recently DLBCL 

cells were shown to efficiently extrude doxorubicin and pixantrone, in part compacted in 

exosomes (Koch et al, 2016). However, mechanisms of CD20 regulation at the exosomal level 

need to be clarify for the different DLBCL cell sub-types. Thus we evaluated also CD20 

expression in exosomes derived from GCB in comparison to ABC cell lines. Results show that 

exosomal CD20 expression was variable independently of the sub-type of DLBCL, with a 

higher level for exosomes derived from OCI-LY3. This variation may mirror the differences in 

CD20 membrane levels in parental cell lines, as it has been reported among tumor B cell lines, 

or in patients (Olejniczak et al, 2006; Johnson et al, 2009). Of interest, present data show that 

rituximab also determines a strong reduction of CD20 expression at the exosomal level in GCB 

and ABC cell lines. To our knowledge, this is the first report suggesting that CD20 expression 

in exosomes is down-regulated by rituximab. In addition even preliminary, we found for the 

first time that TrkB activation enhances in vitro CD20 expression in exosomes derived from 

SUDHL4 cells. To further evaluate in vivo the role of exosomes in rituximab susceptibility of 

DLBCL cells, we established xenografts of SUDHL4 cells in SCID mice.  We found that 

exosomes may have in vivo a differential protective effect against rituximab treatment, 

depending of DLBCL sub-type.  OCI-LY3-derived exosomes were more effective than 

SUDHL4-derived exosomes. We hypothesize that this effect could be associated to the higher 

exosome CD20 levels demonstrated for OCI-LY3 cells by the in vitro analysis. Of interest, 

exosomes-derived from SUDHL4 cells exposed to the TrkB agonist were able to strongly 

inhibit in vivo the rituximab efficay on tumor growth. Eventhough these data have to be 

confirmed, they strongly suggest that, by enhancing CD20 level on exosomes, TrkB activation 

may allow cells to escape rituximab therapy. This effect of TrkB could be mediated by 

activation of PI3K/AKT and ERk signaling pathways that have been recently identified as 

important regulators of CD20 transcription and CD20 level in tumor B-cells (Winiarska et al., 

2014) (Wojciechowski et al., 2005). However, additional experimental data are needed to 

confirm the molecular mechanisms of TrkB-regulated exosomal CD20 expression. 

In conclusion, results presented in this study, as shown in the schematic representation (figure 

4) show for the first time in DLBCL that TrkB signaling pathway could be involved in tumor 

B-cell resistance to rituximab-mediated apoptosis by regulating both cell survival and exosomes 

CD20 level. Thus, the cell sensitivity to rituximab therapy involving CD20 expression at 
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cellular and exosome membranes may be influenced by differential BDNF/TrkB signaling that 

could vary in function of the sub-type or aggressive phenotypes of DLBCL. 

 

Figure 4. Schematic representation of how neurotrophin signaling may interfere with rituximab sensitivity. 
Recent data show that exosomes released from aggressive B-cell lymphoma cells carry the CD20 antigen and act 
as decoy targets upon rituximab exposure, allowing lymphoma cells to escape from humoral immunotherapy.  
Binding of BDNF (or the TrkB agonist, 7,8-DHF) to its high-affinity receptor TrkB triggers activation of several 
survival signaling pathways, such as the PI3K/Akt, MAPK and NF-B known to be inhibited in the apoptotic 
effect of rituximab. Recently we have demonstrated that BDNF can realize autocrine/ paracrine loops involved in 
the survival of human DLBCL cell lines. Our present data strongly suggest that TrkB signaling may affect also 
rituximab sensitivity, and thus therapeutic resistance, in regulating CD20 exosomal expression that could vary 
between DLBCL subtypes (ABC and GCB).  
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Article	3:	Préambule	

Emergence	 en	 oncologie	 du	 rôle	 des	 prohibitines	 et	 des	 facteurs	 d’initiation	 de	 la	
traduction	protéique	:	évaluation	d’un	nouvel	outil	 thérapeutique	pour	 les	DLBCL,	 les	
flavaglines.	

	
Les flavaglines (ou rocaglamides) sont une famille de molécules, dérivées du 

rocaglamide extrait de plantes asiatiques du genre Aglaia, qui présentent des propriétés 

anticancéreuses uniques. La première flavagline bioactive, le rocaglamide, a été identifiée en 

1982 sur la base de ses effets anti-leucémiques (King et al., 1982). Depuis, une centaine de 

flavaglines naturelles ont été caractérisées à partir de ces plantes, qui ont toutes une structure 

chimique de type cyclopenta[b]benzofurane. Ces molécules présentent des effets inhibiteurs de 

la croissance tumorale à des concentrations très faibles (nM) (Li-Weber, 2015). Leurs fonctions 

antitumorales ont été démontrées in vitro sur plusieurs lignées tumorales, mais aussi in vivo 

dans différents modèles de cancers murins (notamment du sein, de la prostate et dans des 

leucémies à cellules B), et sur la croissance tumorale de xénogreffes réalisées chez la souris de 

différentes lignées tumorales humaines (Kim et al., 2006, Lucas et al., 2009). L’intérêt pour ces 

composés vient notamment du manque de toxicité envers les cellules saines normales (cellules 

endothéliales de la veine ombilicale, cellules épithéliales intestinales, lymphocytes 

périphériques, cellules souches hématopoïétiques et cardiomyocytes) (Ribeiro et al., 2012). De 

plus, un certain nombre d’études in vivo ont montré que ces molécules sensibilisent à l’effet de 

drogues de la chimiothérapie et interfèrent avec certaines résistances thérapeutiques 

(Basmadjian et al., 2013). Dès 1996 on a attribué l’effet anti-tumoral de ces molécules à une 

inhibition de la synthèse protéique, mais les mécanismes moléculaires n’ont été découverts que 

beaucoup plus tard. Ainsi ce n’est qu’en 2008 que l‘activité anti-tumorale de certaines 

flavaglines comme la molécule naturelle, le silvestrol, a été attribuée à leur capacité à interférer 

avec l'activité de l’hélicase eIF4A, empêchant l'incorporation de la protéine eIF4A libre dans le 

complexe eIF4F (Bordeleau et al., 2008). La capacité du silvestrol (ou de l‘épisilvestrol) à se 

lier à eIF4A a été confirmée en 2013 par Chambers et al, avec une très haute spécificité. De 

plus, en 2012 les prohibitines PHB1 et PHB2 ont été identifiées comme d’autres cibles des 

flavaglines (Polier et al., 2012). Cette découverte est très intéressante en oncologie, car en se 

fixant sur les PHBs, les flavaglines inhibent la signalisation Ras-c-Raf-MEK-ERK, voie de 

survie très souvent suractivée dans de nombreux types de cancers.  En effet, c-Raf doit interagir 

avec les PHBs pour être ensuite phosphorylé par Ras et ainsi déclencher la cascade des MAPK 

menant à Erk (Rajalingam et al., 2005). De plus, en se liant aux PHBs et en inhibant la 
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signalisation Ras-c-Raf-MEK-ERK, les flavaglines inhibent aussi la phosphorylation et 

l’activation de kinases en aval dont les Mnk (MAP kinase signal-intergrating kinases). Or le 

substrat des Mnk, qui est fortement impliqué par ses fonctions oncogéniques dans la biologie 

des cellules tumorales, est le facteur d’initiation eIF4E (Proud, 2015). En effet, eIF4E intervient 

dans la formation du complexe eIF4F impliqué dans la traduction « cap‐dépendante » des 

ARNm, qui est composé de 3 protéines distinctes: l’eIF4E qui lie spécifiquement la coiffe 

méthylée en 5’ de l’ARNm (m7Gppp-), l’hélicase eIF4A et une molécule « d’échafaudage » 

eIF4G qui assure la cohésion de l’ensemble. Bien que la signification de la phosphorylation de 

l’eIF4E (sur la Ser209 de son extrémité C-terminale) ne soit pas encore tout à fait comprise, 

elle a été associée à une augmentation de l’affinité de liaison de l’eIF4E pour la coiffe des 

ARNm. De plus, eIF4E stimulerait préférentiellement la traduction de certains ARNm (dits 

« eIF4E sensitive ») codant pour des protéines de survie et oncogènes impliqués dans le 

développement tumoral et/ou le processus métastatique tels que les cycline D1 et D3, c-Myc, 

le VEGF (vascular endothelial growth factor), Bcl-2 ou c-Myc (Graff et al., 2008, Robert et al., 

2009). Ainsi, les niveaux de la forme phosphorylée et totale du facteur eIF4E ont été retrouvés 

très élevés dans un certain nombre de cancers chez l’homme et associés à un mauvais pronostic 

y compris dans les DLBCL (Demosthenous et al., 2015, Proud, 2015). 

Le groupe de Laurent Désaubry (UMR 7200, Université de Strasbourg) avec qui 

l’équipe EA3842 collabore, synthétise des flavaglines et a identifié des dérivés présentant des 

activités biologiques supérieures aux molécules naturelles. De façon  intéressante, ces nouvelles 

flavaglines dont celle que nous avons utilisée dans ce travail de thèse, le FL3, ont la capacité 

de se lier aux cibles moléculaires décrites précédemment, PHBs et eIF4A, ne sont pas soumises 

au mécanisme d’efflux des drogues (résistance multi-drogues, MDR) et potentialisent  les effets 

anticancéreux des anthracyclines (Thuaud et al., 2009, Polier et al., 2012, Boussemart et al., 

2014). Ces dernières années, comme nous venons de l’évoquer, un certain nombre de travaux 

ont montré l’intérêt dans divers cancers, y compris les lymphomes agressifs comme les 

DLBCL, à développer de nouvelles stratégies thérapeutiques ciblant la machinerie de traduction 

protéique (Hagner et al., 2010, Horvilleur et al., 2014). De plus, alors que des études très 

récentes relatent que l’augmentation d’expression de PHB1 est associée à un mauvais pronostic 

dans certains cancers, comme le cancer du poumon non à petites cellules (Zhu et al., 2015), 

aucune donnée n’existait, au démarrage de notre thèse, sur le rôle des PHBs dans les DLBCL. 

C’est pourquoi dans cette dernière partie de notre travail nous avons évalué les effets anti-

tumoraux d’une flavagline synthétique, le FL3, et notamment en lien avec une potentielle 
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sensibilisation aux effets cytotoxiques de l’immunothérapie. En effet, comme on l’a vu, ces 

flavaglines ciblent des signalisations différentes (PHBs, eIF4A) mais qui pourraient s’avérer  

complémentaires des effets cytotoxiques des anti-CD20. 

Les résultats obtenus et présentés ci-après ont fait l’objet d’un article que nous avons soumis 

pour publication dans le journal Blood. 
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Abstract

Diffuse large B-cell lymphomas (DLBCLs) are highly aggressive and heterogeneous. 

Treatment with R-CHOP immunochemotherapy (combination of monoclonal anti-CD20 

antibody, rituximab, with CHOP chemotherapy) provides a significant survival benefit for most 

patients, but most who fail R-CHOP have a dismal outcome. Within the last decade, next-

generation sequencing technologies have unveiled the remarkable molecular complexity of 

DLBCL that may be exploited for therapeutic benefit. Here, we evaluated the antitumoral 

efficacy of FL3 in DLBCL cell lines. FL3 is a ligand of the scaffold proteins, prohibitin 1 and 

2, and the initiation factor of translation, eIF4A. FL3 strongly induced apoptosis of DLBCL 

cells in vitro and in vivo in a GCB-DLBCL xenograft murine model. It also sensitized GCB and 

ABC cell lines to the cytotoxic effect of rituximab. Apoptosis was associated with prohibitin 1 

(PHB1) translocation from mitochondria to the nucleus, suggesting a role in FL3-induced cell 

death of DLBCL cells.   FL3 reduced ERK and eIF4E phosphorylation and downregulated total 

Akt and VEGF protein levels. It also directly altered eIF4F complex formation and activity. We 

also observed this effect in FL3 treated cells during rituximab exposure. Finally, data obtained 

on biopsy samples from DLBCL patients showed a high expression of PHB1 in tumor B cells 

that may be decisive for cell survival and patient outcome. In summary, our results suggest that 

the flavagline FL3, by targeting both PHB and eIF4A, may be an attractive therapeutic option, 

in particular to overcome resistance to immunochemotherapy.  

 

Key points: 

 The PHBs and eIF4A ligand, FL3, promotes in vitro and in vivo anti-tumoral capacities 

in DLBCL and synergizes rituximab-induced apoptosis.
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Introduction

Diffuse large B-cell lymphomas (DLBCLs) are highly aggressive non-Hodgkin lymphomas 

(NHLs), for which the incidence increases with age (median age at diagnosis is 70 years). Gene 

expression profiling subdivides DLBCLs into two major subtypes, the germinal center B-cell 

(GCB-DLBCL) and activated B-cell (ABC-DLBCL) subtypes. Among them, patients with 

GCB DLBCL have a better prognosis.1 The pathogenesis of DLBCL is not fully understood, 

but recent studies have highlighted several features. Gene alterations in DLBCL primarily 

involve multiple lesions in genes involved in epigenetic regulation (the histone 

methyltransferase, MLL2), genes that control immune recognition by T cells (β2-

microglobulin, CD58, etc.), and those associated with post-germinal center differentiation, 

several of which lead to NF-κB activation (CD40, Toll-like receptor, etc.).2 Aberrant signaling 

through mTOR leads to the upregulation of eukaryotic initiation factor-4B (eIF4B) expression, 

a coactivator of eIF4A helicase. This results in the upregulated synthesis of downstream eIF4B 

targets such as DAXX, BCL2, and ERCC5, which contribute to DLBCL survival and 

chemoresistance.3 Moreover, aberrant expression of several biomarkers, including MYC, 

BCL2, eIF4E, and VEGF, have been linked to a poor prognosis.4-6 R-CHOP 

immunochemotherapy (a combination of anti-CD20 antibody, rituximab, with CHOP 

chemotherapy) provides a significant survival benefit to most patients, but approximately 10-

15% of patients exhibit primary refractory disease and 20-25% relapse after initial response to 

therapy.7 Many elderly patients are not eligible for intensive therapeutic approaches, and the 

outcome in patients who fail R-CHOP is dismal. 7-9 The development of new drugs is still 

clearly needed to target relapsing or non-responsive patients. 

Flavaglines are natural compounds, characterized by a common cyclopenta[b]furan skeleton, 

that are extracted from medicinal plants of the genus Aglaia and display anticancer activities.10 

These compounds inhibit the proliferation of tumor cells at low concentrations without toxicity 

to normal cells, and show no sign of toxicity in mice. They trigger apoptosis through various 

pathways including those that involve cytochrome C, apoptosis inducing factor (AIF), and 

caspase 12, as well as the JNK and p38MAP kinase pathways, depending on the cancer cell 

type.11-14 Although flavaglines have been known to inhibit protein synthesis since 1996, their 

molecular mechanism has only been recently uncovered. They exert their activities by binding 

to eukaryotic initiation factor-4A (eIF4A) and prohibitins (PHBs)15-18, which have been 

recently identified as therapeutic targets in oncology, including lymphoma.19,20 Binding to 

eIF4A leads to translational inhibition through stabilization of RNA-bound eIF4A in the eIF4F 
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complex, preventing new incorporation of free eIF4A.15,21   Prohibitin 1 (PHB1) and prohibitin 

2 (PHB2) are scaffold proteins that have been implicated in the regulation of diverse cellular 

processes, including the Ras-mediated c-Raf-MEK-ERK signaling pathway.22,23 Binding of 

flavaglines to PHBs specifically inhibits the PHB-c-Raf interaction, thus preventing membrane 

localization of the complex.16 Inhibition of the Ras-Raf-MEK-ERK pathway by flavaglines also 

leads to down-regulation of MNK-1-mediated phosphorylation of eIF4E, and consequently, the 

cap-dependent synthesis of many proteins involved in cell division and resistance to 

apoptosis.16,18  

Inhibition of eIF4A and prohibitins using flavaglines may be a potential therapeutic strategy for 

DLBCL. Here, we show that flavagline-dependent interference with the eIF4F complex and 

survival pathways resulted in significant antitumoral efficacy using cell lines and a GCB-

DLBCL xenograft murine model.  

  

Methods  

Patient samples 

Tumor biopsy specimens were obtained before treatment from 53 patients with de novo DLBCL 

treated in the hematology department of Dupuytren Hospital (Limoges, France). The clinical 

features of these patients have been previously described.24 Tumors were classified according 

to the World Health Organization classification 25 and categorized as belonging to the germinal 

center B-cell (GCB) or non-GCB subtype according to the Hans algorithm based on CD10, 

BCL6, and MUM1 expression.26. All samples were studied after approval of the local ethics 

committee (N° 98-2012-23).  

Cell culture 

Two GCB-DLBCL lines (SUDHL4 and SUDHL6 - DSMZ) and two ABC-DLBCL lines (OCI-

LY3 and OCI-LY10 given by Pr. Feuillard, UMR CNRS 7276, Limoges University, with the 

kind agreement of the Louis M. Staudt, National Cancer Institute, USA) were used. Cells were 

grown in RPMI 1640 medium (Lonza) supplemented with 10% heat-inactivated fetal calf serum 

(Hyclone), 100 U/ml penicillin, and 100 µg/ml streptomycin (Gibco).  
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Cell viability assay 

5 × 104 cells/well were seeded in flat-bottom 96-well microtiter plates (Starsted, Inc.) and FL3 

(0-100 nM) or solvent (DMSO) was added in triplicate. FL3 was synthesized according to an 

established procedure.27 Cell viability was assessed after 48 and 72 h using the XTT assay (Cell 

Proliferation Kit II, XTT Roche) according to the manufacturer's instructions. Results are 

expressed as the relative cell viability (ratio) compared to untreated control cells. Nonlinear 

dose-response curves were fitted to the data using Graphpad Prism Version 5 software. From 

these curves, GI50 (the concentration of FL3 at which the fraction of affected cells is 50%) and 

Emax values (the fraction of affected cells at the maximum effect of FL3) were calculated for 

each DLBCL cell line tested. 

Analysis of apoptosis 

DLBCL cells (1 × 106 cells/mL) were treated with FL3 (20 nM) or rituximab (RTX, 1 and 20 

µg/mL MabThera®, a generous gift from the CHRU Dupuytren of Limoges, Pharmacie 

Centrale) alone or in combination. After 48 h, apoptosis was determined using the propidium 

iodide (PI)/Annexin V-FITC double staining method (kit Beckman Coulter, Immunotech) as 

previously described.28  

Immunofluorescence and confocal microscopy 

The cellular (mitochondria, nucleus) localization of AIF and PHB1 upon FL3 exposure was 

studied by immunofluorescence staining and confocal microscopy analysis. Details are given 

in the Supplemental Methods.  

 

Subcellular fractionation 

For analysis of the intracellular trafficking of AIF and PHB1, subcellular fractionation was 

performed using a nuclear/cytoplasmic fractionation kit (Thermo Fisher Scientific), according 

to the manufacturer's protocol. We used GAPDH (Sigma Aldrich) and Histone 3 antibodies 

(Santa Cruz) as controls for the cytoplasmic and nuclear fractions, respectively. 

Western blotting  

Proteins were obtained from whole cell lysates using lysis buffer (20 mM Tris–HCl [pH 7.5], 

1% NP-40, 10% glycerol, and 150 mM NaCl supplemented with 1% protease and phosphatase 

inhibitor mixtures) (Sigma) as previously described. 24 The proteins (50 µg/lane) were then 

separated on 5-15% SDS-polyacrylamide gels and transferred onto PVDF membranes (Merck 
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Millipore). The membranes were probed with the primary Abs: mouse anti-Akt, rabbit anti-

phospho-Ser473Akt, rabbit anti-Erk1/2 or anti-phospho-Erk1/2, anti-AIF, anti-PHB1, anti-

eIF4E or anti-Phospho-eIF4E (Cell signaling Technology), mouse anti-PARP (Santa Cruz 

Biotechnology) and anti-βactin (Sigma), and rabbit anti-VEGF (Abcam) and then with 

horseradish peroxidase (HRP)–conjugated secondary antibodies (1:1000, DakoCytomation). 

Blotted proteins were detected and quantified using the Immobilon Western Chemiluminescent 

HRP Substrate (Millipore) and a bioimaging system (Genesnap; Syngene). 

7-Methyl-GTP cap binding assay  

5 x 105 cells were washed in PBS and resuspended in lysis buffer. After centrifugation, (16 000 

x g for 10 min at 4°C) 200 µg protein was applied to 20 µL immobilized -aminophenyl-7-

methyl-guanosine 5’-triphosphate (m7GTP) agarose beads (Jena Bioscience) and incubated for 

3 h at 4°C. The samples were analyzed for eIF4A and eIF4E by western blotting. 

Cell supernatant VEGF immunoassay 

Growth medium was collected and VEGF-A levels were determined using the human VEGF 

ELISA kit (PeproTech), according to the manufacturer's instructions. All tests were performed 

in duplicate. Results are expressed in pg/ml. 

Immunohistochemistry (IHC) 

IHC stainings were performed as previously described using the Envision Kit (Dako Denmark 

A/S).29 Rabbit anti-PHB1, anti-PHB2, anti-AIF antibodies were purchased from Cell Signaling 

Technology and mouse anti-Ki67 was obtained from Dakko. Mouse and rabbit isotypic control 

antibodies were purchased from Sigma. For PHB expression in biopsy samples, the staining 

intensity was scored from 0 to 4 as follows: 0, negative; 1, weak; 2, moderate; 3, strong; 4, very 

strong. All tumor samples were PHB1 positive. For statistical analysis, a staining index score ≥ 

3 indicated tumors with high PHB1 expression, and < 3 low PHB1 expression. 

In vivo Xenografts  

All animal studies were conducted in accordance with the guidelines established by the internal 

Institutional Animal Care and Use Committee (CREEAL N°2-07-2012). Four-week-old SCID 

mice (CB17.SCID) were supplied by Janvier Labs. Mice were inoculated with 1 × 107 SUDHL4 

cells subcutaneously. All animals were ear-tagged and monitored individually. After the tumors 

had become established (~6 weeks) i.p. administration of FL3 (15 mg/kg diluted in DMSO/PBS 

with 5% Cremophor) or vehicle alone (DMSO/PBS with 5% Cremophor) was performed two 
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times per week for two weeks. The tumor volume (cm3) was estimated by three weekly 

measurements and calculated using the formula length x width x height. Mice were killed after 

13 days of treatment and tumor samples were harvested for analysis. 

Statistical analysis 

Statistical analyses were performed using StatView v5.0 software (SAS Institute; Cary, NC). 

Significance between groups in the in vitro and xenograft studies was determined using the 

Student’s t-test. For the DLBCL patient studies, correlations between quantitative variables 

were assessed using the Spearman rank correlation coefficient. The duration of overall survival 

(OS) was calculated from the date of diagnosis to the date of last follow-up or death. The 

duration of progression-free survival (PFS) was calculated from the date of diagnosis to the 

time of progression or death. Kaplan-Meier survival curves were used to estimate OS and PFS 

rates, and the log-rank (Mantel-Cox) test was used to assess differences in survival between 

groups. P values < 5% were considered to be statistically significant 

 

Results 

FL3-mediated cell cytotoxicity in DLBCL cells 

The cytotoxicity of FL3 (1-100 nM) was evaluated on GCB (SUDHL4 and SUDHL6) and ABC (OCI-

LY3 and OCI-LY10) DLBCL subtype cell lines. FL3 significantly reduced cell viability of all cell lines 

after 72 h of treatment with 50% growth inhibition (GI50) values between 15 and 32 nM (Figure 1A). 

Cytotoxicity increased slightly in a dose- and time-dependent manner, but the cell lines were relatively 

resistant to high concentrations of FL3 with a maximum of 51 to 61% cells affected (Emax) at 100 nM. 

We further investigated the cell signaling pathways involved in FL3-mediated cytotoxicity. Using the 

propidium iodide (PI)/Annexin V-FITC double staining method, we demonstrated that 20 nM FL3 

induced apoptosis in all cell lines tested as shown for SUDHL4 and OCI-LY10 cells in Figure 1B. This 

effect was confirmed by detection of the cleaved form of the caspase substrate polyADP-ribose 

polymerase (PARP, Figure 1C). Flavaglines, particularly FL3, have been shown to sensitize cells to 

drug targeted therapy30. We thus investigated whether FL3 could potentiate rituximab-induced apoptosis 

in GCB, and ABC DLBCL cell lines that are less sensitive to rituximab (Figure 1B and C). FL3 enhanced 

rituximab cytotoxicity in resistant ABC cell lines (OCI-LY3 or OCI-LY10) and the combination proved 

to be synergistic in the SUDHL4 and OCILY-10 cell lines (Figure 1 B). 
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Figure 1. Apoptosis is involved in FL3-mediated cytotoxicity in GCB- and ABC-DLBCL cell lines. (A) Dose-
response of GCB (SUDHL4/6) and ABC (OCI-LY10) DLBCL cell-line viability after 72 h FL3 treatment using 
the XTT test. The plot shows the means ± SEM of four independent experiments performed in triplicate. Inset: 
The chemical structure of FL3. The table shows 50% growth-inhibition values (GI50) and maximum effected cells 
(Emax) for each cell line. (B) Flow cytometry analysis of cellular apoptosis induced by DMSO (Control) or 20 
nM FL3 with or without rituximab (1 µg/ml) for 72 h by PI/Annexin V-FITC double staining. Results are shown 
for the SUDHL4 and OCI-LY10 cell lines as the mean percentages of apoptotic cells of five independent 
experiments. **indicates a significant difference between the two cell lines (p < 0.01) (C) western blot analysis of 
poly (ADP-ribose) polymerase (PARP) cleavage in GCB (SUDHL4, SUDHL6) and ABC (OCI-LY3, OCI-LY10) 
cell lysates  from non-treated cells or cells treated with 20 nM FL3 with or without rituximab (1µg/ml) for 48 h. 
Data are representative of three independent experiments. FL: full-length (FL), CL: cleaved PARP. Actin was used 
as a loading control. 

Mitochondria-nuclear translocation of AIF and PHB is associated with FL3-induced 
apoptosis 

Previous reports have implicated the mitochondrial protein AIF in FL3-mediated, caspase-

independent cell death.27 Thus, we analyzed the localization of AIF in DLBCL cells upon 

exposure to FL3. We mostly detected AIF in the cytosolic fraction (Figure 2A) in non-treated 

cells, specifically in mitochondria, as revealed by colocalization of AIF with the mitochondrial 

Tom20 protein (Figure 2B). After treatment with 20 nM FL3 for 72 h, a fraction of AIF 

translocated to the nucleus and colocalized with DAPI staining (Figure 2A and 2B). We 

analyzed the expression and localization of PHBs in the DLBCL cell lines as flavaglines prevent 
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tumor growth and sensitize resistant cancer cells to apoptosis by binding to PHBs.16 PHB1, and 

to a lesser extend PHB2, were found in all DLBCL cell lines tested (Figure 2C).  

 
 
Figure 2. Shift of AIF and PHB1 from mitochondria to the nucleus during FL3-induced apoptosis in DLBCL 
cell lines. (A) The intracellular localization of AIF was studied in SUDHL4 and OCI-LY3 cell lysate nuclear (N) 

and cytosol (C) fractions after 72 h of FL3 exposure by western blot analysis. GAPDH expression was used to 

demonstrate the purity of the fractions. Results are representative of two independent experiments. (B) Nuclear 

translocation of AIF was also observed by confocal analysis as shown for OCI-LY3 cells after 72h exposure of 

FL3 (20 nM). Single confocal sections show fluorescence in green (Alexa-488, AIF), red (Alexa-594, Tom-20), 

and blue (DAPI staining, nuclei). Merged images were performed and revealed AIF/mitochondria colocalization 

(yellow) in control cultures and AIF/nuclear colocalization in some cells after FL3 exposure. The profiles of blue, 

green, and red fluorescence colocalization were analyzed using quantification software (Zeiss). The peaks of 

fluorescence colocalization are labelled with arrows. Similar results were obtained in three independent 

experiments. (C) Protein level of Prohibitin1 (PHB1) and Prohibitin2 (PHB2) in GCB and ABC cell lines was 

analyzed by western blotting and actin was used as a loading control.  Representative images from at least three 

independent experiments are shown. (D) Mitochondrial localization of PHB1 in GCB and ABC DLBCL cell lines 

under basal culture conditions. SUDHL4 and OCI-LY3 were stained with anti-PHB1 (revealed by Alexa-488 

conjugated secondary Ab) anti-Tom20 (mitochondria) and DAPI (nuclei) as indicated in (B). Merged images were 

performed and show substantial PHB1/mitochondria colocalizations (yellow) after 72 h of basal culture conditions. 

The profiles of blue, green, and red fluorescence colocalization were analyzed using quantification software 

(Zeiss). Examples of peaks of fluorescence colocalization are labelled with arrows. Similar results were obtained 

in at least three independent experiments.  (E) FL3-induced nuclear translocation of PHB1 in DLBCL cell lines. 

OCI-LY3 and SUDHL6 cells were treated or not (control, C) with FL3 (20 nM) for 72 h.  Nuclear and cytosol 

fractions of cell lysates were prepared and subjected to western blot analysis. Histone H3 expression was used to 

demonstrate the purity of the fractions. The results shown are representative of two independent experiments. 
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We further investigated the effect of FL3 on PHB1 localization as the subcellular localization 

of PHBs may determine their final effects on cell survival and apoptosis.23 PHB1 was found 

mainly in the mitochondria in the control cultures, as revealed by the colocalization of PHB1 

staining with the mitochondrial marker (Tom20) (Figure 2D). Subcellular fractionation 

followed by western blot analysis showed that PHB1 translocated into the nucleus after cell 

exposure to FL3 (Figure 2E). These data suggest that PHB1 translocation from mitochondria to 

the nucleus may be involved as AIF in FL3-induced apoptosis of DLBCL cells. 

FL3 reduces ERK signaling, eIF4E phosphorylation, and eIF4A cap-binding activity in 
DLBCL cell lines  

We first evaluated the phosphorylation status of multiple cellular kinases in DLBCL cell lines 

upon 48h FL3 exposure (20 nM) using the human phospho-kinase antibody array (details 

available in supplemental Methods). SUDHL4 and OCI-LY3 displayed a similar 

phosphorylation status profile (FigureS1), except for phospho-p53, reflecting the different p53 

mutational status of the two cell lines (wild-type for OCI-LY3 and mutated for SUDHL4). We 

observed a slight decrease in phosphorylated p38 and ERK1/2 levels in SUDHL4 and OCI-LY3 

cells, respectively after FL3 exposure (FigureS1B). We confirmed that 72 h FL3 treatment 

reduced ERK1/2 phosphorylation in both OCI-LY3 and SUDHL4 cells in a concentration-

dependent manner by western blot analysis (Figure 3A). These effects strongly suggest 

involvement of PHB-dependent regulation of the Ras-Raf-MEK-ERK-MNK1 pathway. 

Consistent with this hypothesis, we observed a marked reduction in the phosphorylation of the 

cap binding eukaryotic initiation factor 4E (eIF4E), a major downstream effector of MNK1, in 

SUDHL4 cells and, to a lesser extent, in OCI-LY3 cells. This effect was sustained when FL3 

was associated with rituximab exposure in SUDHL4 cell cultures (Figure 3 B and C).  

We tested whether the formation of the eIF4F complex, and thus cap-dependent translation, is 

involved in FL3 cell sensitivity, as FL3 also inhibits eIF4A activity.30 We determined the status 

of the eIF4F complex in the various cell lines using a cap-binding assay in which synthetic 

m7GTP-Agarose beads were used to capture eIF4E and its binding partners (i.e. eIF4A). FL3 

reduced eIF4A cap-binding in the GCB and ABC cell lines tested, as well as the eIF4E protein 

level, particularly in SUDHL4 cells (Figure 3 D). We also observed this effect under rituximab 

treatment. Altogether, our results demonstrate that FL3 targets and disrupts the eIF4F complex 

in DLBCL cell lines whether or not they are treated with rituximab. 
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Figure 3. FL3 reduces Erk pathway and eIF4A cap-binding activity in DLBCL cell lines.Whole cell lysates 

of GCB (SUDHL4) and ABC (OCI-LY3) cell lines obtained from 72 h cultures in the presence or absence (C, 

control) of FL3 (1-20 nM) and/or Rituximab (Rtx, 1µg/ml) were used for western blot analysis of: (A) extracellular 

signal-regulated kinase ERK1/2 (ERK), phospho-ERK1/2 (p-ERK), and PARP expression. (B) Total and phospho-

eIF4E protein levels. Results are representative of three independent experiments. (C) Densitometry analysis of 

phospho-eIF4E to total eIF4E levels is shown for SUDHL4 cell lysates. Data are the means ± SD of three 

independent experiments. (D) Protein lysates from cell cultures were harvested following 72 h treatment and 
incubated with m7GTP agarose beads overnight at 4°C. Western blot analysis was performed to observe eIF4A 

and eIF4E binding to m7GTP in eluates from beads (m7GTP pull-down) and total extracts (input). Data are 

representative of two independent experiments.   
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Akt and VEGF protein levels are highly reduced in FL3-treated DLBCL cells. 

The phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)/AKT signaling pathway may be constitutively 

activated in DLBCL. Thus, we finally analyzed the phosphorylation status of Akt under FL3 

treatment. We confirmed the presence of activated p-Akt in the control cell lysates, as expected 

(Figure 4A). We observed a large reduction of Akt phosphorylation 72 h after FL3 exposure, 

but in contrast to ERK1/2, this effect was associated with a significant reduction of Akt protein 

levels in the cell lysates relative to controls (Figure 4A). This effect was selective for Akt and 

did not affect other proteins, such as ERK1/2, -actin (Figure 4A and 4B), GAPDH, or PI3K 

(data not shown). The decrease in Akt level was FL3 dose-dependent (Figure 4B) for all cell 

lines tested.  

 
Figure 4. FL3 inhibits Akt and VEGF protein levels in a dose-dependent manner. Whole cell lysates of 

SUDHL4 and OCI-LY3 cell lines obtained from 72 h cultures in the presence or absence (C, control) of FL3 (1-

20 nM) were used for western blot analysis of: (A) total (Akt) and phospho-Ser473-Akt (p-Akt) expressions (B) 
the concentration-dependent effect of FL3 on Akt protein levels in DLBCL cell lysates. Actin is shown as a loading 

control.  Results are representative of three independent experiments. (C) ELISA quantification of VEGF in the 

supernatant of SUDHL4 and OCI-LY3 cell lines treated or not (DMSO control) with various concentrations of 

FL3 for 48 h. Results are expressed as the means ± SD of biological assays performed in duplicate and obtained 

in two independent experiments. (D) Western blot analysis of VEGF in SUDHL4 and OCI-LY3 cell lysates with 

or without (C) FL3 treatment (20 nM). PARP cleavage was evaluated for apoptotic analysis as in Figure 1; actin 

was used as a loading control. Results are representative of two independent experiments. 
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Finally, we evaluated the protein levels of one of the downstream targets of eIF4F, VEGF, as 

we showed that FL3 impairs eIF4F complex formation and activity. The apoptotic effect of FL3 

was associated with a strong reduction of VEGF-A secretion by DLBCL cells that was also FL3 

concentration-dependent (Figure 4C). Reduced VEGF secretion in the cell supernatants 

correlated with a large decrease in VEGF protein levels in the cell lysates, as for Akt, that was 

more pronounced for the VEGF-A189 than the VEGF-A165 isoform (Figure 4D). These data 

confirm the effective disruption of eIF4E-driven translation by FL3 in DLBCL cells.  

 

 

FL3 decreases tumor growth in a GCB-DLBCL xenograft model. 

We used a DLBCL xenograft model to investigate the in vivo efficacy of FL3. SCID mice were 

subcutaneously inoculated with SUDHL4 cells and tumors were allowed to become establish 

for six weeks before treatment. Treatment with FL3 (15 mg/kg, i.p.) induced strong and 

significant inhibition of DLBCL tumor growth (Figure 5A), with a 49% reduction in tumor 

volume 13 days after treatment relative to controls (1.64 vs 3.36 cm3). This effect was 

associated with reduced Ki67 expression (Figure 5B) and increased PARP cleavage (Figure 

5C), demonstrating apoptosis in tumor samples of FL3 treated mice. We also observed strong 

localization of AIF in the nucleus of several tumor cells from FL3 treated mice by IHC analysis 

(Figure 5B). In vivo analysis confirmed that FL3-induced apoptosis was accompanied by 

reduced phosphorylation of ERK1/2 and decreased Akt expression in biopsy tumor samples 

(Figure 5C). 
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Figure 5. FL3 inhibits the growth of DLBCL tumors xenografted in mice. SCID mice bearing tumors from 
SUDHL4 cells were injected i.p. with either vehicle or FL3 (15 mg/kg) twice per week for two weeks. (A) The 
means + SEM of tumor volume from the mice are shown. **indicates a significant difference between the control 
group and FL3 group (p = 0.015). The arrow indicates the start of FL3 treatment. (B) Tumors were immunostained 
for Ki67 and AIF. IHC photographs are representative fields from control and FL3 treated animals. (C) Western 
blotting was performed to detect the protein expression levels of the indicated molecules from tumor samples. 
Actin or GAPDH were used as the internal controls. Representative data of two independent experiments are 
shown for vehicle control- and FL3-treated mice. 
 

 
PHB1 is highly expressed in tumor B cells of DLBCL patients 

PHBs have an important role in the etiology of cancers. We thus evaluated the expression of 

PHB1 and PHB2 in 53 patient samples, comprising 30 with a GCB subtype and 23 with a non-

GCB subtype. We compared PHBI and PHB2 staining in the tumor samples with that of normal 

reactive lymph nodes (RLN) by IHC. PHB1 was significantly more abundant than PHB2 in 

DLBCL tumor cells (mean score of 2.7 ± 0.8 and 1.7 ± 1.3 for PHB1 and PHB2 respectively, 

p < 0.001, t-test), although the staining was variable (Figures 6A and 6B). We also observed 

positive staining for PHB1 and, to a lesser extent, PHB2 in most B cells within the germinal 

centers of RLNs (Figure 6A). We mostly detected this strong immunoreactivity in perinuclear 
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mitochondria as revealed by highly AIF expression in the patients’ biopsy samples (Figure 5A), 

as expected from our in vitro data. PHB1 and PHB2 staining strongly correlated with each other 

(p < 0.0001) and also significantly correlated with AIF staining (p = 0.001 and p = 0.006 for 

PHB1 and PHB2, respectively, table 1). We further investigated the correlation between 

enhanced PHB expression and clinicopathological parameters, but we did not observe 

differential PHB expression in relation to DLBCL subtype or clinical parameters (data not 

shown). An analysis of survival data showed that high PHB1 expression tended to be associated 

with shorter OS and shorter PFS (p = 0.07) in our patient cohort (Figure 6C), although we found 

no statistical difference. These results suggest that PHB1 may be involved in tumorigenesis and 

the clinical course of DLBCL.  
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Figure 6. Immunophenotype and prognostic impact of PHB expression in DLBCL (A) Examples of 

immunohistochemical stainings of PHB1, PHB2, and AIF in DLBCL tumor samples (x400) and normal reactive 

lymph nodes (RLN, 200x)). (B) Box-plot analysis showing the distribution of total immunostaining scores 

determined for the tumor samples (n = 53). The horizontal line corresponds to the median value and the box length 

to the interquartile range. Box whiskers represent the maximum and minimum range excluding extreme outliers 

(shown as dots). (C) Kaplan-Meier plots of OS and PFS in patients with DLBCL (n = 50) stratified by PHB1 

expression level. 

 
 
Table 1: Correlation coefficients for the relationship between PHB and AIF levels in DLBCL. 

(n=53) PHB1 PHB2 
PHB2 0.683 

p<0.0001 

 

AIF 0.443 
p=0.001 

0.390 
p=0.006 

           Correlation coefficient and p-value as determined by the Spearman rank correlation test. 

 

 

Discussion 

The present study was designed to evaluate the anti-tumoral efficacy of the flavagline, FL3, 

in DLBCL with the ultimate goal of promoting tumor regression or preventing tumor relapse. 

We focused on FL3 because of its abilities to inhibit eIF4A and PHB1, its capacity to overcome 

multidrug resistance, and its in vivo activity.27,30  We demonstrated the in vitro and in vivo 

(xenografts in mice) antitumor effect of FL3 in DLBCL that was mediated by apoptosis 

pathways. FL3 targets the downstream effector-signaling pathways of PHB and alters eIF4F 

complex formation and activity in DLBCL cells. Finally, data obtained on biopsy samples 
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suggest, for the first time, that an FL3 target, PHB1, may be a negative prognostic factor in 

DLBCL patients treated with immunochemotherapy. 

The apoptotic effect of FL3 involved AIF translocation to the nucleus, as well as a caspase-

dependent pathway demonstrated by PARP cleavage in DLBCL. Of interest, FL3 demonstrated 

synergistic cytotoxicity in combination with rituximab, which was also significant for ABC cell 

lines. The hallmark of ABC DLBCL is constitutive activation of the NF-κB pathway which 

provides a selective advantage for survival and resistance to conventional therapeutic 

regimens.31,32 Consistent with this, inhibition of NF-

demonstrated  to sensitize resistant leukemic T cells toward cancer therapy induced apoptosis.33 

We have previously shown that a high level of AIF in tumor B cells of patients with DLBCL 

was predictive of longer OS in non-rituximab treated patients, suggesting its proapoptotic role 

in the cytotoxic effects of chemotherapeutic agents.29 Emerging protocols targeting caspase-

independent systems are being developed for clinical trials34,35,  as defects in the control of cell 

death are a major cause of resistance to tumor therapy. Collectively, our data indicate that FL3 

may be a potential therapeutic option for DLBCL by enhancing the cytotoxicity of conventional 

therapy (R-CHOP).  

Flavaglines were recently shown to exert their antitumor activity, including in leukemia and 

Eμ-Myc lymphoma mouse models, by binding to the RNA helicase eIF4A and stabilizing its 

interaction with mRNA. This action prevents incorporation of free eIF4A into the eIF4F 

complex.17,36-39 We examined the role of the eIF4F complex in the FL3 sensitivity of DLBCL 

cell lines  using a cap-binding assay. We showed that FL3 induced a marked decrease in eIF4F 

complex formation and activity. These data suggest the direct inhibition of eIF4A by FL3 and, 

consequently, on eIF4F-dependent mRNA translation in DLBCL. The natural flavagline, 

silvestrol, was recently shown to reduce eIF4A cap-binding activity and oncoprotein expression 

under BCR activation in DLBCL cell lines.40 From a therapeutic perspective, we show here that 

combination treatment with FL3 and rituximab can lead to sustained inhibition of eIF4A and 

eIF4F activity, improving the anti-tumor efficacy over that of rituximab alone. 

Flavaglines can also indirectly inhibit the translational machinery by inhibiting MEK/ERK 

signaling, leading to the inhibition of eIF4E phosphorylation.12,16,18 Indeed, eIF4E is 

phosphorylated by mitogen-activated protein kinase (MAPK)-interacting kinases 1 and 2 

(MNK), the substrates of Erk1/2,  as well as by p38 MAPKs.41 The MEK/ERK signaling 

pathway is stabilized or up-regulated in a large number of cancers, including lymphoma.40-45 
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Here, we observed reduced phosphorylation of ERK1/2 following FL3-induced apoptosis of 

GCB and ABC cell lines that we also confirmed in the in vivo model. Furthermore, we show 

for the first time that FL3 strongly inhibits eIF4E phosphorylation in DLBCL cell lines, with a 

greater effect in SUDHL4 than OCI-LY3. eIF4E has been implicated in tumorigenesis, 

including lymphomagenesis, and eIF4E phosphorylation at Ser209 upon activation of ERK1/2 

or p38 MAPKs is  required for the oncogenic potential of  eIF4E.46,47 Although eIF4E globally 

regulates cap-dependent protein synthesis, it contributes to malignancy by selectively enabling 

the translation of a limited pool of mRNAs including those that encode key proteins involved 

in cellular growth, angiogenesis, survival, and malignancy (e.g. cyclin D1, c-Myc, VEGF, 

matrix metalloprotease 9).19 Inhibition of eIF4F activity by FL3 may account for the inhibition 

of VEGF synthesis and subsequent Akt degradation48, that we observed. This may collectively 

promote a pro-apoptotic feedback loop in DLBCL cells.  

The binding of flavaglines, including FL3, to PHB proteins has been implicated in the 

inhibition of the MEK/ERK signaling pathway.16 This interaction prevents PHB-c-Raf 

membrane localization, thereby inhibiting c-Raf activation and Raf-MEK-ERK-MNK1-

mediated phosphorylation of eIF4E.16,22 However, the role of PHBs in tumorigenesis is 

complex.20 PHBs may promote survival or cell death depending on their intracellular 

localization, post-translational modifications, environment, and the cell-type.20,23 We first 

evaluated the expression of PHBs in DLBCL cell lines as there were no published studies in 

DLBCL. PHB1 and, to a lesser extent, PHB2 were strongly expressed in both DLBCL 

subgroups. We further investigated the shift in localization of PHB1 in DLBCL cells following 

FL3 exposure. PHB1 mainly localized to the mitochondria in growing cells and colocalized 

with AIF, as already described.49 Similar to AIF, PHB1 shifts from the cytoplasm to the nucleus 

during FL3-induced apoptosis. Our data provide further support for a close relationship between 

PHB and AIF during apoptosis.50 The mechanisms responsible for the PHB translocation are 

yet to be clearly identified, but the phosphorylation of PHB1 by Akt was recently shown to 

mediate its mitochondrial localization.51 Here, we suggest that the reduction of Akt activity in 

DLBCL cells following FL3 exposure may be critical for the re-localization of PHB to the 

nucleus. Nuclear re-localization of PHBs during apoptosis involves a direct interaction between 

PHBs and both p53 and Rb, which may explain its role in promoting apoptosis.50 Our results 

strongly indicate that nuclear localization of PHB1 is involved in the apoptotic effect of FL3, 

although additional studies are needed to determine their precise role in the nucleus. 
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Our in vitro data indicate that PHBs may be crucial for DLBCL cell survival.  Thus, we 

further analyzed PHB1 and PHB2 protein levels in 53 sample biopsies of patients by IHC. We 

confirmed that PHB1 was more highly expressed than PHB2. PHB and AIF stainings were 

highly correlated, suggesting the colocalization of these proteins in mitochondria, as in the 

DLBCL cell lines. We also observed, for the first time, that a high expression of PHB1 tends 

to correlate with an aggressive clinical course. Indeed, evidence of a role for PHB1 in cancer 

progression has been recently reported.20,23 PHB1 is overexpressed in many tumors, suggesting 

a potential role in cancer progression.52 PHB1 is proven to be associated with tumors, but this 

is the first study to examine the role of PHB1 in B lymphomas. Although confirmation in a 

large cohort of patients is necessary, present data suggest that PHBs play a crucial role in 

DLBCL cell survival, and may be a potential novel therapeutic target in DLBCL. 

In light of recent scientific knowledge in cell signaling, including the role of PHBs and 

eIF4A in the etiology of cancer (summarized in Figure 7), we propose that flavaglines may be 

a promising tool in DLBCL therapeutic strategies to sensitize tumor cells to conventional 

therapy. 
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Figure 7. Schematic representation of FL3 targets in DLBCL cells. 
In DLBCL, the constitutive activation of the Ras/MAPK and PI3K/Akt/mTOR signaling pathways plays a critical 

role in oncogenesis, regulating mRNA translation (phosphorylation of 4E-BP, release of free eIF4E) and cellular 

transformation. These pathways converge on a crucial effector of translation, the initiation factor eIF4E, which 

binds the 5’cap of mRNAs and controls the translation of various malignancy-associated mRNAs. The association 

of PHB1/PHB2 with c-Raf at the inner plasma membrane is involved in the MEK/ERK/MNK1 signaling pathway. 

Binding of FL3 to PHB1/2 prevents their interaction with c-Raf, inhibiting Raf/MEK/ERK/MNK1 mediated 

phosphorylation of eIF4E. FL3 may also stabilize RNA-binding of eIF4A in the eIF4F complex, inhibiting the 

incorporation of free eIF4A into this complex. Consequently, FL3 inhibits the synthesis of proteins involved in 

cellular growth, angiogenesis, survival, and malignancy (e.g. c-Myc, VEGF, BCL2, cyclin D1, etc.), thus 

triggering tumor cell apoptosis. As VEGF-R signaling is involved in mTOR-mediated Akt stabilization, the 

inhibition of VEGF production by FL3 may also reduce intracellular Akt levels, which may contribute to cell 

death. In the mitochondria, PHB1 and PHB2 heterodimers associate to form a PHB complex involved with AIF in 

the morphological and functional integrity of the mitochondria. Our data show that FL3-induced apoptosis is 

associated with AIF and PHB1 translocation from the cytoplasm (mitochondria) to the nucleus in DLBCL cell 

lines. In the nuclear compartment, AIF may participate in apoptosis, primarily in a caspase-independent context. 

PHB1 has been shown to colocalize with many transcription factors, such as p53, Rb, and E2F, and could trigger 

cancer cell apoptosis by E2F-, p53- or P53 inducible gene 3- (PIG3) dependent mechanisms. (Adapted from Li-

Weber, 2014 and Peng et al., 2015). 
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Supplementary information 

Supplemental methods 

Immunofluorescence and confocal microscopy 

Cells (2 x 106) were fixed with PBS/4% paraformaldehyde for 10 min on ice and permeabilized 

with cold methanol (at -20°C). After washing in PBS, the samples were further blocked with 

PBS/3% BSA for 20 min and primary Abs (rabbit anti-AIF or anti-PHB1, from Cell Signaling 

Technology and mouse anti-Tom20, from Santa Cruz Biotechnology), or IgG controls were

added and the cells incubated overnight at 4°C. The cells were then washed in PBS/1% BSA 

and incubated with Alexa-labeled secondary Abs (goat anti-mouse Alexafluor 594 or goat anti-

rabbit Alexafluor 488, Invitrogen, Thermo Fisher Scientific) for 1 h on ice. After two washes, 

the samples were finally incubated with DAPI (Molecular Probes, Invitrogen), placed under a 

coverslip, and sealed using mounting media (Dako). Images were captured using a Leica 

microscope and a Leica digital camera, and were processed using Leica IM500 Image Manager, 

or a confocal laser scanning microscope (LSM 510 META, Zeiss). 

Phosphokinase proteome analysis  

Analysis of the phosphokinase proteome profiling of cell lysates was performed with the 

Proteome Profiler Human Phospho-Kinase Array Kit (R&D systems) according to 

manufacturer’s instructions. The array is spotted in duplicate with capture and control 

antibodies for 46 kinases. 500 µg protein was used in each experiment. Detection of the 

Phospho-Kinase Array was performed using the Immobilon Western Chemiluminescent HRP 

Substrate (Millipore). Scanned images were analyzed by extracting the pixel density of each 

spot on the array using the Image J software (National Institutes of Health, Maryland, U.S) and 

were expressed as arbitrary units (a.u.). Multiple film exposures were used to verify the linearity 

of the samples analyzed and to avoid saturation of the film. In antibody arrays, the average 

signal of the pair of duplicate spots, representing each phosphorylated kinase protein, was 

calculated after subtraction of background values (pixel density) from negative control spots 

and normalization to average values from positive control spots. The spot intensities were 

normalized as recommended by manufacturers by subtracting the averaged background 

intensity obtained from the negative control spots from each of the measurements.  
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Supplementary figures  

Figure S1. Effect of FL3 on the kinase phosphorylation profile of DLBCL cell lines.  
SUDHL4 and OCI-LY3 cells were either untreated (C) or treated with 20 nM of FL3 for 48h. Parts A 

(A and B) and B (C and D) of the human phospho-kinase array were each incubated with 500 µg of cell 

lysate proteins. (A, C) Representative examples of two kinase arrays are done. (B, D) Graphs represent 

the mean spot pixel intensities of indicated proteins.  
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DISCUSSION,	CONCLUSION,	PERSPECTIVES		
L’ensemble de notre travail de thèse a concerné les mécanismes de résistance et donc 

aussi de sensibilisation à l’immunothérapie ciblant le CD20 (rituximab) dans les DLBCL. Nous 

avons abordé ces mécanismes sous 2 axes : (i) un axe « Neurotrophines » évaluant l’impact des 

boucles autocrines de survie réalisées par ces facteurs de croissance très originaux pour des 

cellules immunitaires (ii) un axe « Flavaglines » nous permettant de découvrir de potentielles 

nouvelles cibles thérapeutiques pour ces lymphomes, comme les PHBs ou le facteur d’initiation 

eIF4A. 

DLBCL et résistance au rituximab: implication de l’axe BFNF/ TrkB /p75NTR  

Cette  première partie de notre  travail a abouti à la mise en évidence d’un axe de survie 

BFNF/TrkB/p75NTR pouvant interférer avec les effets cytotoxiques de l’immunothérapie et plus 

particulièrement ceux du rituximab. Ces résultats ont été obtenus en combinant plusieurs 

approches, in vitro (lignées cellulaires humaines de DLBCL), in vivo (modèle de  xénogreffes 

tumorales chez des souris  SCID) et chez les patients en analysant des biopsies tumorales par 

immunohistochimie. Les cellules B tumorales des patients présentent effectivement des taux 

élevés de neurotrophines et de leurs récepteurs de haute (Trk) et de basse affinité p75NTR. Ces 

expressions semblent plus importantes chez les patients non-GCB mais seule l’expression du 

NGF a été significativement corrélée au type plus agressif non-GCB (ABC) sans doute en lien 

avec la signalisation NF-B représentative de ce sous-type, comme on l’a discuté dans l’article 

paru dans British Journal of Cancer.   

L’originalité de notre travail a été de montrer par des approches de shRNA (en plus de 

l’utilisation d’anticorps antagonistes de p75NTR) le rôle pro-survie de p75NTR dans les DLBCL, 

alors qu’il est plus classiquement vu comme un récepteur de mort. En effet si l’expression et 

l’implication des neurotrophines dans la tumorigenèse et la chimiorésistance a été démontrée 

dans plusieurs tumeurs non neurales (Thiele et al., 2009, Akil et al., 2011, Okugawa et al., 

2013), le rôle de p75NTR en oncologie reste contreversé. Il est proposé tantôt comme un 

suppressur tumoral dans certains cancers (carcinomes de la protate, vessie, estomac, foie) où il 

est sous-exprimé et où sa surexpression inhibe la prolifération et induit l’apoptose (Jin et al., 

2007, Khwaja et al., 2008). Dans d’autres cancers dont les mélanomes, cancers du pancréas, 

gliomes et cancers du sein il exerce, comme on le suppose dans les DLBCL, un rôle plutôt de 

promoteur tumoral en favorisant la survie et l’invasion des cellules cancéreuses (Marchetti et 

al., 2004, Wang et al., 2008, Vanhecke et al., 2011). Il est intéressant de noter que la fonction 
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pro-tumorale de p75NTR dans ces cancers est associée à l’effet du NGF et nécessite son 

interaction avec TrkA (Dollé et al., 2003, Bapat et al., 2016, Chakravarthy et al., 2016).  Nos 

travaux de thèse montrent que dans les cellules de DLBCL le récepteur p75NTR était le plus 

souvent retrouvé associé à TrkA et TrkB et non à son co-récepteur de mort, la sortiline. Ces 

données suggèrent fortement que cette interaction est nécessaire à la signalisation de survie de 

p75NTR. L’analyse de ces interactions entre les différents récepteurs, Trk, p75NTR et sortiline à 

la surface des cellules de DLBCL, à l’aide notamment de la technique de PLA (Proximity 

Ligation Assay) permettrait sans doute de préciser leur nature et leur dynamique en fonction 

des traitements. 

Malgrè les données des patients sur NGF, nous avons choisi de nous concentrer sur l’axe 

BDNF/TrkB car seule la protéine TrkB était exprimée dans sa forme complète (en plus de 

tronquée) dans les lignées cellulaires de DLBCL. Cependant, au cours de la thèse nous avons 

abordé la fonctionnalité des récepteurs Trk in vitro comme in vivo en utilisant un inhibiteur 

pharmacologique pan-Trk, le K252a. En effet, les approches par si ou shRNA pour inhiber 

spécifiquement la synthèse du récepteur TrkB dans les lignées cellulaires de DLBCL n’ont pas 

abouti. L’induction de l’apoptose cellulaire et la potentialisation de l’effet du rituximab par le 

K252a notamment dans les cellules moins sensibles au rituximab, ont été confirmées ensuite in 

vivo sur la croissance tumorale de xénogreffes réalisées à partir de cellules de DLBCL humaines 

sur des souris SCID. L’utilisation d’anticorps neutralisants anti-BDNF nous a permis de 

confirmer plus spécifiquement le rôle pro-survie de la signalisation BDNF/TrkB. Ce travail a 

été poursuivi et complété par la suite, en utilisant un agoniste des récepteurs TrkB (7,8-DHF). 

Nous avons démontré alors, en cohérence avec les résultats précédents, que la stimulation in 

vitro de TrkB protégeait les cellules de DLBCL de l’apoptose induite par le rituximab. Cette 

protection était annulée par le co-traitment avec le K252a. 

Pour approfondir le rôle des NTs dans le processus de résistance thérapeutique des 

DLBCL, nous avons choisi de cibler les résistances au rituximab dans un premer temps et 

d’étudier par conséquent l’expression du CD20. En effet, l’activation des voies PI3K/AKT et 

Raf/MEK/ERK lors de la signalisation des Trk (Lawn et al., 2015) sont aussi impliquées dans 

la régulation positive au niveau transcriptionnel et protéique du CD20 (Wojciechowski et al., 

2005, Winiarska et al., 2014). Ce travail a été entrepris au niveau des cellules mais aussi au 

niveau des exosomes produits par les cellules de DLBCL. En effet, le processus de sécrétion 

des exosomes est connu pour être impliqué à plusieurs niveaux, comme on l’a vu dans l’étude 

bibliographique, dans l’échappement thérapeutique. Ainsi nous avons utilisé l’agoniste de TrkB 
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pour réaliser cette étude. Les résultats les plus originaux sont ceux retrouvés au niveau des 

exosomes, suite à la mise au point du protocole de purification et de caractérisation de la 

sécrétion d’exosomes par les lignées cellulaires GCB et ABC. Nous avons d’abord comparé 

l’expression du CD20 dans une lignée du sous-type ABC et une lignée du sous-type GCB. La 

lignée OCI-LY3 (sous-type ABC), connue pour sa faible sensibilité au rituximab, semble 

exprimer plus de CD20 à la surface des exosomes que la lignée SUDHL4 (sous-type GCB) 

connue pour sa plus forte sensibilité. Même si ces résultats restent à confirmer par d’autres 

approches, ils semblent corréler avec ceux de l’étude in vivo (xénogreffes) où nous montrons  

que les exosomes issus de la lignée OCI-LY3 restaurent de façon très significative la croissance 

tumorale chez les souris traitées pourtant avec le rituximab.  Cet  effet protecteur est moins 

important quand les souris sont  co-injectées avec le rituximab et les exosomes issus de la lignée 

sensible SUDHL4. Ainsi, nous faisons l’hypothèse que la relative résistance au rituximab des 

lignées ABC par rapport aux lignées GCB pourrait être aussi en lien avec l’expression 

différentielle du CD20 au niveau des exosomes par les lignées des deux sous-types. Bien que 

très préliminaires les résultats obtenus avec l’agoniste de TrkB sont très prometteurs. En effet, 

une forte augmentation de l’expression du CD20 est observée dans les exosomes issus des 

cultures de cellules SUDHL4 en présence de l’agoniste de TrkB (7,8-DHF) et ces exosomes 

réalisent in vivo (xénogreffes tumorales de SUDHL4) une protection quasi-totale vis-à-vis du 

rituximab.  

En conclusion, l’ensemble de nos résultats sur les NTs indiquent que l’inhibition 

sélective de la voie BDNF/TrkB pourrait permettre dans certains cas où cette voie est sur-

exprimée, de sensibiliser aux effets des anti-CD20 à deux niveaux : en augmentant l’apoptose 

dans les cellules tumorales, et en interférant avec le rôle des exosomes dans l’échappement 

thérapeutique. 

Un certains nombre de perspectives se dégagent pour confirmer notamment les données sur les 

exosomes : 

 valider par d’autres techniques plus précises notamment la microscopie éléctronique et 

la cytométrie en flux (après immunocapture pour les exosomes), les études in vitro sur 

la régulation d’expression du CD20 par les lignées cellulaires humaines de DLBCL 

(GCB versus ABC) au niveau cellulaire, membranaire et exosomal, en fonction des 

différents traitements. 
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 préciser le rôle de la signalisation des NTs sur ce processus, en utilisant un inhibiteur 

sélectif de TrkB (cyclotraxin-B) et des lignées de DLBCL déficientes en BDNF et/ou 

TrkB  par la technique CRISPR-cas9.  

 Analyser l’expression du CD20 dans les tumeurs des souris traitées avec les exosomes 

et l’immunothérapie. 

 débuter une analyse des exosomes circulants chez les patients atteints de DLBCL en 

fonction de leur statut biologique et clinique. Ce travail ouvre des perspectives plus 

larges que la seule présence du CD20 dans les exosomes produits par les cellules 

tumorales B au cours de ces pathologies. Notamment, nous avons débuté une analyse 

des acteurs de la signalisation des NTs au niveau des exosomes. Ainsi, les exosomes 

retrouvés dans le sang peuvent refléter l’état général de la personne et pourraient être de 

nouveaux marqueurs biologiques utilisés comme outils de diagnostic, pronostic et/ou 

de suivi au cours du processus tumoral. Pour exemple, certains microARN contenus 

dans les exosomes produits par certaines tumeurs comme le cancer de la prostate, le 

cancer du poumon sont spécifiques des cellules tumorales et sont des biomarqueurs 

potentiels pour le diagnostic de ces pathologies (Rabinowits et al., 2009, Hessvik et al., 

2013, Li et al., 2016). De même, la claudine-4 contenue dans les exosomes sanguins des 

patientes atteintes d’un cancer ovarien n’est pas retrouvée dans les exosomes sanguins 

des personnes saines et pourrait être un biomarqueur diagnostic (Li et al., 2009).   

Les flavaglines: ligands de nouvelles cibles thérapeutiques dans les DLBCL? 

Cette deuxième partie de notre thèse a été orientée vers la recherche de nouveaux 

« candidats médicaments » pour ces lymphomes avec comme objectif là encore, de permettre 

notamment une sensibilisation aux anti-CD20. 

Ce travail se situe dans le cadre d’une collaboration avec le groupe du Dr Laurent 

Désaubry de l’Université de Strasbourg qui nous a fourni notamment les flavaglines (FL3) qui 

sont synthétisées dans son laboratoire. L’originalité de ce travail a été de mettre en évidence de 

nouvelles cibles thérapeutiques potentiellement importantes dans ces lymphomes, et peu ou pas 

étudiées jusqu’alors. Ainsi nous montrons que, dans les DLBCL, la flavagline FL3 détermine 

l’apoptose et la sensibilisation aux effets cytotoxiques du rituximab par une inhibition directe 

(eIF4A) et indirecte (via le rôle des PHBs dans la stabilisation de la voie Erk) du processus de 

traduction des ARNm cap-dépendante. Cette régulation met en jeu notamment les protéines 

PHBs dont le rôle n’avait pas été évalué dans ces cancers. Nous avons commencé à analyser la 
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signification physiologique et clinique des PHBs dans les DLBCL. Les premiers résultats 

obtenus sur une cohorte de 53 patients (30 GCB et 23 non‐GCB) sont très intéressants suggérant 

que la forte expression de PHB1 pourrait être associée avec un mauvais pronostic des patients. 

L’ensemble de ces résultats permet d’envisager que les flavaglines seraient de bons candidats 

pour sensibiliser et augmenter l’efficacité de l’immunothérapie dans les DLBCL, en ciblant des 

voies alternatives et complémentaires aux effets apoptotiques du rituximab. 

Les perspectives de ce travail vont être d’approfondir les mécanismes moléculaires des 

flavaglines dans leurs effets anti-tumoraux sur les DLBCL. Nous nous attacherons plus 

précisément à définir l’implication et le rôle d’une des cibles des flavaglines, les PHBs, plus 

originale dans ces cancers. Pour cela nous envisageons :

 de compléter l’analyse chez les patients en augmentant leur nombre afin de vérifier si la 

tendance observée pour PHB1, en lien avec le mauvais pronostic clinique, se confirme. 

  d’étudier l’effet de la surexpression de PHB1 notamment par la technique de CRISPR-

cas9 sur la sensibilité des cellules tumorales aux effets cytotoxiques de différents 

traitements (rituximab, flavaglines).  

 De rechercher si les flavaglines ont la capacité de moduler l’expression du CD20 au 

niveau transcriptionnel et au niveau protéique. Des résultats préliminaires très récents 

suggèrent que les flavaglines (FL3) pourraient moduler et stabiliser l’expression du CD20 

membranaire au niveau des lignées cellulaires de DLBCL, notamment suite à l’exposition 

des cellules au rituximab. Le rôle éventuel de régulations épigénétiques du gène du CD20 

sera envisagé. L’expression du CD20 sera finalement étudiée aussi au niveau des 

exosomes. 

En conclusion l’ensemble de notre travail de thèse s’inscrit dans la compréhension des 

mécanismes moléculaires multiples et souvent complexes rendant compte de la très forte 

hétérogénéité clinique des DLBCL. Ils devraient contribuer aussi, notamment par les 

perspectives qu’ils ouvrent, à une meilleure connaissance des voies impliquées dans la 

régulation de l’expression du CD20 dans les cellules tumorales et au niveau des exosomes. 

Enfin ils soulignent l’importance de développer des thérapies ciblées et proposent de nouvelles 

stratégies pour sensibilier à l’action des thérapies conventionelles, et tenter de prévenir les 

échecs thérapeutiques encore trop fréquents dans ces lymphomes.
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