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RESUME

Les récepteurs cellulaires membranaires se divisent normalement en deux grandes
familles selon leur capacité d’induction des voies de signalisation. La premiére famille est
constituée par les récepteurs classiques qui induisent une signalisation positive qui active une
voie de signalisation sous-jacente en présence de leur ligand et qui sont inactifs en absence du
ligand. La deuxieme famille de récepteurs cellulaires membranaires récemment décrite, a
laquelle nous nous intéressons dans les travaux de cette these, sont les récepteurs a dépendance
qui se comportent différemment : en présence de leurs ligands, ces récepteurs induisent une
voie de signalisation « positive », favorisant la survie et la prolifération cellulaire tandis qu’en
I’absence de leur ligand, ils induisent une voie de signalisation « négative » menant a
I’activation de I’apoptose par I’activation extrinseque des caspases.

L’objectif principal des travaux de cette thése est d’explorer le role des récepteurs a
dépendance dans les hémopathies malignes et d’évaluer I’effet de leur ciblage par des anticorps
ciblant la nétrine ou I’ectodysplasine.

Dans un premier lieu, nous avons criblé différents types d’hémopathies malignes pour
I’expression de la nétrine-1 et de ses récepteurs a dépendance, DCC et UNCSB, afin de
déterminer les lignées cellulaires potentielles pour le ciblage de la nétrine-1 par un anticorps
anti-nétrine-1 humanisé. Selon les résultats de ce criblage, les lymphomes non-hodgkiniens
(LNH) a cellules du manteau et les myélomes multiples (MM) paraissent étre les principales
hémopathies cibles pour des traitements ciblant la nétrine-1. Quant aux myélomes multiples,
des données de criblage de la nétrine-1 et de ses récepteurs obtenus sur des échantillons de
patients semblent montrer une surexpression de ces protéines chez les patients atteints de cette
maladie. Le ciblage de la nétrine-1 dans ce type d’hémopathies réduisait la viabilité cellulaire
d’un mod¢le cellulaire de myélome multiple dans le cadre d’une combinaison du NP137 avec
un inhibiteur de protéasome, le bortézomib. In vivo le traitement par NP137 des souris porteuses
de xénogreffes de lignées de myélomes multiples humains ne réduit la croissance tumorale
significativement par rapport aux souris non-traitées que lorsqu’il est combiné a la
dexaméthasone. Par ailleurs I’exposition ex vivo au NP137 des échantillons frais de MM
provenant des patients, €tait associé a une réduction du pourcentage des plasmocytes tumoraux
chez certains patients.

Dans la deuxieme partie de la theése nous nous sommes intéressés a 1’évaluation de
I’ectodysplasine Al (EdaAl) et son récepteur a dépendance EDAR dans les leucémies aigués
myéloides (LAM), suite a des données du TCGA qui suggerent une surexpression de ce couple
dans ce type d’hémopathie. Nos résultats de criblage montrent a la fois une surexpression de
ces molécules dans 3 modeles cellulaires de LAM et suggerent une surexpression de EdaAl et
d’EDAR dans une cohorte de 220 patients de LAM. In vitro, I’exposition a un anticorps
anti-EdaA1 (NP604) des modeles cellulaires n’impactait pas leur viabilité en monothérapie
mais induisait ’apoptose en combinaison avec un inhibiteur de c-FLIP, le lupéol, suggérant un
role de cette protéine dans la résistance de ce type d’hémopathies au traitement. L’analyse de
I’expression et du clivage de c-FLIP et de la caspase-8 dans les lignées de LAM traitées par le
lupéol montrant un clivage de ces deux protéines apres traitement suggere que le lupéol impacte
I’interaction du domaine de mort d’EDAR avec c-FLIP et caspase-8 d’une maniére similaire a
ce qui se passe dans le cas des récepteurs de mort. Ces résultats exigent une confirmation a
travers 1’é¢tude des interactions de ces protéines entre elles.

Si ces données sont confirmées, le ciblage de la signalisation des récepteurs a
dépendance pourrait étre envisagé dans ces deux types de cancers.



ABSTRACT

Cellular receptors are normally divided into two large families according to their ability
to induce signaling pathways. The first family includes the classic receptors which work as an
on/off switch that induces a positive signaling pathway in the presence of their ligand and which
are deactivated in the absence of the ligand. The second family, in which we are interested in
this thesis, is a recently described cell membrane receptors called dependence receptors which
are always active; in the presence of their ligand, these receptors induce a “positive” signaling
pathway often leading to cell survival, whereas in the absence of their ligand, they induce a
“negative” signaling pathway often leading to apoptosis by extrinsic activation of caspases.

The main objective of the work of this thesis is to explore the role of dependence
receptors in hematological malignancies and to assess the effect of their targeting using anti-
netrin-1 and anti-ectodysplasin antibodies.

First, we screened different types of hematological malignancies for the expression of
netrin-1 and its dependence receptors, DCC and UNCS5B, in order to determine the potential
cell lines for netrin-1 targeting by a proposed humanized anti-netrin-1 antibody. According to
these screenings, mantle cell lymphoma non-Hodgkin's lymphomas (NHL) and multiple
myelomas (MM) appear to be the main target malignancies for anti-netrin-1 treatment (NP137).
NP137 appears to be effective against NHL by targeting netrin-1 both secreted in a paracrine
and / or autocrine fashion in an established co-culture model. In addition, in an NHL model,
netrin-1 seems to accelerate cell proliferation evaluated by the CFSE test. As for multiple
myelomas, screening data for netrin-1 and its receptors obtained from patient samples seem to
show an overexpression of these proteins in patients suffering from this disease. Targeting
netrin-1 in this type of hematological malignancies reduced the cell viability of a multiple
myeloma cell model when combining it with a proteasome inhibitor, bortezomib. In vivo
treatment with NP137 of mice grafted with ectopic xenografts of multiple human myelomas
significantly reduced tumor growth compared to untreated mice only when it was combined
with dexamethasone. Furthermore, ex vivo exposure to NP137 of fresh MM samples from
patients was associated with a reduction in the percentage of tumor plasma cells in some
patients.

In the second part of the thesis, we will focus on the evaluation of the targeting and
prognostic value of ectodysplasin A1 (EdaAl) and its dependence receptor EDAR in acute
myeloid leukemia (AML) following TCGA data which suggest an overexpression of this couple
in this type of hematological malignancies. Our screening results show both overexpression of
this couple in 3 AML cell models and suggest overexpression of EdaAl and EDAR in a cohort
of 220 AML patients. In vitro, the exposure to the proposed anti-EdaA1 antibody (NP604) of
cell models does not affect their viability in monotherapy but induced apoptosis when combined
with a c-FLIP inhibitor, lupeol, suggesting a role for this protein in the resistance of this type
of malignancies to the proposed treatment. Analysis of the expression and the cleavage of c-
FLIP and caspase-8 in the AML lines treated with lupeol showing a cleavage of these two
proteins after treatment suggests that lupeol impacts the interaction of the death domain of
EDAR with c-FLIP and caspase-8 in a similar way to what happens in the case of death
receptors. These results require confirmation by studying the interactions of these proteins with
each other.

If these data are confirmed, targeting the signaling pathways of dependence receptors
could be considered in these two types of cancer.
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Chapitre I : Les Lymphomes Non-Hodgkiniens

1.1. Définition et facteurs de risque

Les lymphomes non-Hodgkinien (LNH) constituent un groupe d’hémopathies développées a
partir des lymphocytes (Figure 1). Les LNH se développent principalement dans le systeme
lymphatique, notamment dans les ganglions lymphatiques, mais peuvent toucher tous les
organes. La majorité des LNH sont issus des lymphocytes B (80-85%) et le reste dérive des
lymphocytes T et des NK[1]. Les LNH se distinguent des maladies de Hodgkin, dont la
caractéristique histologique la plus spécifique est la présence de cellules de Reed-Sternberg,

qui représentent environ 10% de I’ensemble des lymphomes.

Le développement des différentes formes de LNH est associé a plusieurs facteurs de risque,

parmi lesquels on peut citer :

Les agents infectieux :
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LNH [8]. Le risque est également élevé chez les individus souffrant d’'une immunodéficience

apres une greffe d’organe sous traitement immuno-suppresseur [9].

Maladies génétiques comme le syndrome de Klinefelter, le syndrome de Chédiak — Higashi et

le syndrome d'ataxie — télangiectasie[10], [11]

Maladies auto-immunes comme le syndrome de Sjogren, la maladie cceliaque, la polyarthrite

rhumatoide et le lupus érythémateux disséminé [12]

Exposition a certains toxiques comme les biphényles polychlorés (PCB)[13]-[15], et les

dioxines.
Certains traitements médicaux comme la radiothérapie et la chimiothérapie.
1.2. Epidémiologie

Le lymphome non-hodgkinien est la septieme forme de cancer la plus fréquemment
diagnostiquée aux Etats-Unis, représentant 4,3% de tous les cancers, avec environ 74 200
nouveaux cas (19,6 pour 100 000 ) en 2019. Le LNH est également la huitieme cause de déces
par cancer aux Etats-Unis, avec environ 5,6 pour 100 000 en 2019. Le nombre total des déces
était estimé a 19 970 en 2019 [16]. Environ 2,2% des hommes et des femmes auront un
diagnostic de LNH a un moment donné au cours de leur vie. Selon les données du SEER, 1’age

médian au diagnostic du LNH est de 67 ans.

Au cours des 20 dernicres années, l'incidence du lymphome non hodgkinien a augmenté
régulierement dans tous les groupes d'age et chez les deux sexes, de 3 a 5% par an [17]. La
raison de cette augmentation n'est pas claire, bien que 1'augmentation de 1'dge de la population
exposée entraine une augmentation supplémentaire du nombre total absolu de patients atteints

de LNH [17], [18].
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1.3. Physiopathologie

La plupart des tumeurs malignes lymphoides dérivent des lymphocytes a différents stades de
différenciation. Il existe deux types de tissus lymphoides : primaires (moelle osseuse et thymus)
et secondaires (sang, rate, ganglion lymphatique et muqueuses). Pour comprendre les
mécanismes de développement des lymphomes, les événements qui surviennent pendant la

maturation normale des lymphocytes doivent étre considérés.

Au cours du développement normal des lymphocytes B, les cellules proviennent des tissus
lymphoides centraux ol les précurseurs des lymphocytes B subissent un réarrangement des
chaines lourdes et 1égeéres des immunoglobulines (Ig) et I’expression d'un récepteur d'antigene
de surface fonctionnel, le B cell receptor (BCR). Ce réarrangement est rendu possible par des
enzymes qui provoquent des ruptures dans les doubles brins ADN [19]. Malgré les processus
de réparation de I'ADN dans les cellules, certaines subissent des translocations
chromosomiques suite a ces cassures chromosomiques, ce qui aboutit a une activation du

proto-oncogene dans le lymphome [20]—[22].

Les descendants de ces cellules précurseurs, appelées cellules B naives, migrent dans les tissus
lymphoides périphériques. Les cellules B naives subissent une expansion clonale dans les
centres germinatifs, qui se trouvent dans le cortex des ganglions lymphatiques [23]. Dans le
centre germinatif des ganglions lymphatiques, les genes des immunoglobulines seront encore
modifiés par I'hyper mutation somatique, un processus par lequel les cellules subissent des

mutations et des recombinaisons [24].
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1.4.Diagnostic
1.4.1. Dépistage

Les symptomes du LNH peuvent étre divisés en deux parties, toutes les deux nécessaires pour
bien diagnostiquer la maladie : les symptomes généraux et les symptomes reliés a la localisation
initiale du LNH. Les symptomes généraux comprennent de la fievre qui ne peut pas étre
expliquée par une infection ou une autre maladie, la perte de poids sans cause connue, la
transpiration excessive, la fatigue. Plusieurs territoires lymphoides peuvent étre atteints, sus-
ou sous-diaphragmatiques, comprenant les ganglions lymphatiques mais aussi les autres tissus

lymphatiques.

Plusieurs examens complémentaires vont étre réalisés pour préciser la nature et I’extension de

la maladie :
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édition de la classification de I'Organisation mondiale de la santé (OMS) des tumeurs des tissus
hémopoiétiques et lymphoides, publiée en 2016 (tableau 1)[25]. Plus de 70 sous-types
spécifiques de LNH ont été identifiés par 'OMS. Les sous-types de LNH sont classés par les
caractéristiques des cellules de lymphome, y compris leur morphologie, la présence de protéines

a la surface des cellules et leurs caractéristiques génétiques[25], [26].

Sous type de LNH Epidémiologie Anomalie génétique
Lymphome Folliculaire 20-30% des LNH adultes Bcl-2
Lymphome de la zone 9% des LNH adultes Myd88
marginale
Lymphome a cellules du | 5 ;100 qoq 1 NH adultes Bl-1, cyclin DI
manteau
Lymphome diffus a grandes Bcl-2 (15-30%), Bcl-6 (20-
cellules B 30-40% des LNH adultes 40%), c-myc (5-15%)
Lymphome de Burkitt 1% des LNH adultes c-myc, Bcl-6

Tet2, Dnmt3A, Idh2, RhoA,
CD28

Tableau 1 : extrait de la cinquieme édition de la classification de 1'Organisation mondiale de

la santé (OMS) des tumeurs des tissus hémopoiétiques et lymphoides.

Lymphome a cellules T 5-10% des LNH adultes

Les sous-types de LNH sont également caractérisés en fonction de la progression de la

maladie[27], [28]:
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prend en compte la localisation des adénopathies et des autres atteintes afin de déterminer le

stade de la maladie. Les principaux stades figurent dans le tableau 2.

Critere |

I Atteinte d'une seule aire ganglionnaire.

I Atteinte de deux régions ganglionnaires ou plus du méme c6té du
diaphragme.

11 Atteinte d’aires ganglionnaires des deux c6tés du diaphragme

v Atteinte(s) extranodale(s)

Tableau 2 : systeme de stadification de Ann Arbor des lymphomes non-hodgkiniens. Un E est
ajouté aux stades I, IT ou III, s'il y a une atteinte viscérale contigué.

1.5. Traitement
1.5.1. Les traitements conventionnels du lymphome non Hodgkinien
a- La Chimiothérapie

La chimiothérapie cytotoxique est un traitement systémique qui utilise des médicaments pour
arréter la croissance des cellules cancéreuses, entrainant la mort cellulaire. La chimiothérapie
est administrée a plusieurs reprises (cycles) et peut étre administrée par voie orale, par injection
ou par perfusion[31]. La poly chimiothérapie reste aujourd’hui un traitement essentiel pour les
LNH. 1l s’agit d’une combinaison de différentes drogues pour maximiser la destruction des
cellules tout en minimisant la toxicité qui se chevauchent. Le schéma de chimiothérapie utilisé
dépend du stade et du type de LNH. La combinaison de chimiothérapie la plus courante pour le
traitement initial du LNH agressif est appelée CHOP et contient quatre médicaments: le
cyclophosphamide, I'hydroxy-daunomycine (doxorubicine), 1'Oncovin® (vincristine) et la
prednisone [32]. 1l existe €galement d'autres combinaisons courantes de chimiothérapie,
notamment : bendamustine, fludarabine, cyclophosphamide, étoposide, composés du platine.
Des exemples de molécules chimiothérapeutiques couramment utilisées pour le traitement du

LNH sont répertoriés dans le tableau 3 en fonction de leurs mécanismes d'action.
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Mécanisme d’action

Exemple

Modification de la structure
de ’ADN

Formation de liaisons
covalentes avec ’ADN

Agents alkylants :
cyclophosphamide
ifosfamide
bendamustine

Coupure de ’ADN

Bléomycine

Agents intercalants

Anthracyclines
doxorubicine
daunorubicine

Anti-métabolites

Inhibition de la synthese des
acides nucléiques

fludarabine
cladribine
gemcitabine
Cytarabine
gemcitabine
méthotrexate

Agents anti tubuline

Perturbation des fuseaux
mitotiques

Alcaloides de Vinca
Vincristine
Vinblastine
Vinorelbine

Tableau 3 : agents chimiothérapeutiques utilisés pour le traitement des hémopathies B

b- La radiothérapie

La radiothérapie consiste a utiliser des rayons X a haute énergie, des électrons ou des protons
pour détruire les cellules cancéreuses. Un régime de radiothérapie consiste généralement en un
nombre spécifique de traitements administrés sur une période de temps définie et sur un
territoire précis du patient. Il est généralement administré apres ou en plus de la chimiothérapie,
selon le sous-type de LNH. Il est le plus souvent administré aux patients atteints d'un lymphome
localisé, ce qui signifie qu'il n'implique que 1 ou 2 zones adjacentes, ou les patients ayant un
ganglion lymphatique particulierement volumineux. Il peut également étre administré pour le
traitement de la douleur ou a tres faible dose (seulement 2 traitements) aux patients atteints

d'une maladie avancée qui présentent des symptdmes localisés qui peuvent étre soulagés par la
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radiothérapie. Cependant, le role de la radiothérapie continue d'étre largement discuté ;
l'interprétation étant compliquée par les différentes populations d'essais, les méthodes
d'évaluation du risque, ainsi que par les différences de la fréquence du traitement et de dose de

rayonnement[33].
1.5.2. Petites molécules inhibitrices ciblées

Au cours des dernieres années, il y a eu une augmentation du nombre de petites molécules
ciblées entrant dans le développement clinique ou approuvées dans les lymphomes. Les
inhibiteurs de petites molécules interrompent généralement les processus cellulaires en
interférant avec la signalisation intracellulaire d'enzymes spécifiques. Ces enzymes déclenchent
une cascade moléculaire qui peut entrainer la croissance, la prolifération, la migration et
I'angiogenese cellulaires dans les tissus normaux et malins[34], [35]. La plupart de ces
molécules ciblent la signalisation par le récepteur spécifique des lymphocytes B (BCR) tels que
les inhibiteurs de la tyrosine kinase de Bruton, les inhibiteurs de la phosphatidylinositol
3-kinase (PI3K) et les inhibiteurs de la tyrosine kinase de la rate (spleen tyrosine kinase SYK)

alors que d’autres ciblent le Bcl-2.
a- Inhibiteurs de la signalisation par BCR

La tyrosine kinase de Bruton (BTK) est impliqué dans de multiples voies de transduction de
signaux régulant la survie, l'activation, la prolifération et la différenciation des cellules
lymphoides de lignée B[36], [37]. Des inhibiteurs covalents et non covalents de la BTK sont
développés en tant qu'agents thérapeutiques pour diverses indications. L'inhibition de la BTK
a été associée a une réduction de la migration, de la prolifération et de la survie des cellules[38]—
[41]. L'ibrutinib, un inhibiteur de BTK le plus développé a démontré une tolérabilité et une
activité impressionnante dans une gamme de lymphomes a cellules B. Il s'agit d'une petite
molécule disponible par voie orale qui agit comme un inhibiteur irréversible de la BTK en se

liant a 1'acide aminé cystéine-481, pres du site actif. L'ibrutinib est actuellement approuvé par
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la Food and Drug Administration des Etats-Unis (FDA) pour la LLC non traitée et en rechute,
le lymphome a cellules du manteau en rechute (MCL), la macroglobulinémie de Waldenstrom

et le lymphome de la zone marginale (MZL)[37], [42].

La PI3K est une autre kinase qui est activée suite a 1’activation de la voie du BCR. Elle active
ensuite AKT et mTOR pour favoriser la prolifération et la survie des cellules malignes. La
déréglementation de cette voie a été associée a plusieurs types de LNH[43]—[45]. Plusieurs
études ont montré que le ciblage de PI3K dans les lymphomes a cellules du manteau ralentit la
progression de la tumeur[46]—[48]. De plus, l'isoforme PI3K4 est fortement exprimée dans les
cellules CLL. L'idelalisib est un puissant inhibiteur oral du PI3KJ9, actuellement approuvé pour
une utilisation dans les cas de FL et CLL réfractaires[49], [50]. II est utilisé en monothérapie
ou en association avec d’autres agents chimiothérapeutiques ou des anticorps monoclonaux.
Néanmoins une toxicité importante limite actuellement son utilisation[51]. Les inhibiteurs de
PI3K de deuxieme génération comprennent ceux en cours de développement comme le TGR-

1202 ou approuvés comme le duvelisib et le copanlisib [35], [52], [53].

La tyrosine kinase de la rate SYK est essentielle au développement et a la prolifération des
lymphocytes B et des études récentes ont montré 1’'implication de cette protéine dans la
pathogenese du LNH[54], [55]. L'inhibition de la SYK par des inhibiteurs ciblés de petites
molécules entraine une diminution de l'activit¢t mTOR dans le MCL, le lymphome de Burkitt
et le CLL[56]. Le fostamatinib, un inhibiteur compétitif de SYK, est en cours d’¢évaluation dans

le traitement des lymphomes.

b- Inhibiteurs de Bcl-2

Bcl-2 est un régulateur apoptotique clé et joue un role important dans la survie de cellules

lymphoides normales et malignes [57]—[59]. La famille comprend les protéines de pro-survie
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et pro-apoptotiques [60]-[62]. Dans les cellules lymphoides malignes, leur équilibre passe a la
pro-survie permettant a ces cellules d'échapper a I'apoptose[63]-[65]. Le vénétoclax (ABT-199)
est un inhibiteur de BCL-2 de deuxieme génération qui est a la fois puissant et hautement

sélectif [66], [67].

1.5.3. Immunothérapie

L'immunothérapie anti tumorale est un traitement qui vise a mettre en jeu le systeéme
immunitaire pour pouvoir lutter contre le cancer. Certains types d'immunothérapie ne ciblent
que certains types cellulaires ou protéine précise, tandis que d'autres affectent le systeme
immunitaire de maniere générale. Plusieurs types différents d'immunothérapies ont été évaluées
chez les patients porteurs de syndromes lymphoprolifératifs : anticorps monoclonaux ciblant
des molécules membranaires, inhibiteurs de points de controle du systeme immunitaire,

cytokines, thérapie par lymphocytes T a récepteur d'antigene chimérique (CAR) et vaccins.

a- Anticorps monoclonaux

La thérapie par anticorps monoclonaux a également été appelée immunothérapie passive par
opposition a immunothérapie adoptive (telle que celle représentée par la perfusion de cellules
immunitaires). Le rituximab a été le premier anticorps monoclonal (mAb) développé a des fins
thérapeutiques. Il cible la molécule CD20, une protéine membranaire trouvée a la surface de
toutes les cellules B matures qui ont généralement une expression constitutive et constante et
fournit donc une excellente cible thérapeutique. Le rituximab a représenté une avancée
thérapeutique majeure contre cette maladie, en particulier pour le traitement des formes
indolentes et agressives de LNH et de LLC a cellules B [68]—[70]. Apres le rituximab, plusieurs
autres anti-CD20mAbs ont été développés et approuvés par la FDA pour le traitement des
tumeurs malignes a cellules B, dont le tositumomab, l'ofatumomab, l'ibritumomab et
I'obinutuzumab [71]-[77]. En plus des mAb anti-CD20, d'autres anticorps dirigés contre

d'autres antigenes de surface tels que CD22 (epratuzumab), CD23 (lumiliximab) et anti CD80
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(galiximab) et CD79b ont été développés [78]—[81]. Une autre approche tres intéressante est
lI'application du blinatumomab, un anticorps bispécifique engageant les cellules T (BiTE), qui
cible a la fois les antigenes CD19 et CD3. Bien que le blinatumomab soit actuellement utilisé
uniquement pour le traitement de la leucémie lymphoblastique aigué [82]-[85], des résultats
prometteurs ont également été obtenus dans les lymphomes a cellules B, ou le blinatumomab
était utilis€ en monothérapie [86], [87]. Finalement, des études ont également montré
I’efficacité du ciblage de PD-1 par le nivolumab et le pidilizumab pour traiter les lymphomes
folliculaires ainsi que des cas de lymphome diffus a grandes cellules B mais ces traitements

restent plus efficaces dans le cas des lymphomes hodgkinien. [88]-[90]

b- Cytokines

Les cytokines les plus couramment utilisées sont les interférons (IFN)[91]-[94]. L'interféron
alpha (IFN-a) est une cytokine produite par les leucocytes pour aider le systéme immunitaire a
combattre les infections. L'IFN-a recombinant a montré une activité cytotoxique contre les
tumeurs malignes des cellules B en activant la signalisation IFN-aR dans les cellules B et
induisant ainsi 1'apoptose, inhibant la prolifération et la progression du cycle cellulaire[95]—
[98]. Bien que I'[FN-o démontre une bonne activité anti-tumorale, sa toxicité systémique

importante réduit I’index thérapeutique.

c- Thérapie adoptive par cellules T

Le récepteur antigénique chimérique (CAR) est une protéine immunogene synthétique qui
reconnait et cible une protéine présente a la surface de cellules tumorales. Ce CAR est exprimé
par des lymphocytes T autologues (cad venant du patient lui-méme) apres leur modification
génétique. Ces lymphocytes exprimant le CAR sont appelés lymphocytes T a récepteur
antigénique chimérique (CAR-T). IIs sont ensuite réinjectés chez le patient et vont pouvoir

s’amplifier et attaquer les cellules qui seront reconnues par le CAR [99], [100]. Les cellules

21



CAR-T peuvent exprimer une ou plusieurs molécules co-stimulantes, telles que CD28, OX40

ou CD19 [101]-[103].

Des résultats cliniques remarquables ont été obtenus dans des hémopathies malignes B, en
particulier des DLBCL et CLL traités avec des cellules CAR-T avec une spécificité pour le
CD19 [104]-[107]. Les infusions de cellules CAR-T-anti-CD19 autologues ont montré une
éradication complete des cellules B du sang et de la moelle osseuse chez certains patients

pendant des périodes prolongées, démontrant leur puissante activité biologique [108], [109].
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Figure 1 : origine cellulaire des différentes hémopathies.

Les lymphomes non-Hodgkinien (LNH) constituent un groupe d’hémopathies développées a
partir des lymphocytes. Les LNH se développent principalement dans le systeme
lymphatique, notamment dans les ganglions lymphatiques, mais peuvent toucher tous les
organes.

Le myélome multiple (MM) ou maladie de Kahler est une maladie de la moelle osseuse. C’est
un cancer qui touche les plasmocytes, qui produisent normalement les anticorps [110] II se
caractérise par la croissance incontrolée de plasmocytes clonaux (PC) et conduit a la
production de gammaglobulines en exces.

La leucémie aigué€ myéloide (LAM) est une hémopathie développée a partir des cellules
progénitrices des lignées myéloides. Cette néoplasie est caractérisée par la croissance rapide
anormale des cellules immatures et un défaut de différenciation, avec un retentissement
important sur ’hématopoiese normale.
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Chapitre II : Le Myélome Multiple

2.1. Définition et facteurs de risque

Le myélome multiple (MM) ou maladie de Kahler est une maladie de la moelle osseuse. C’est
un cancer qui touche les plasmocytes, qui produisent normalement les anticorps [110]. 1l se
caractérise par la croissance incontrélée de plasmocytes clonaux (PC) et conduit a la production
de gammaglobulines en exces (Figure 1). Ces anticorps anormaux produits par les cellules
cancéreuses peuvent étre a l’origine d’une insuffisance rénale ou d’un syndrome
d’hyperviscosité. Les plasmocytes peuvent également former une masse dans la moelle osseuse
ou les tissus mous. Les caractéristiques cliniques du myélome multiple peuvent inclure une
perte de la fonction normale de la moelle osseuse, une structure osseuse défectueuse et une

insuffisance rénale.

Chez certains patients cette maladie ne présente aucun symptome au départ. Au fur et a mesure
de sa progression, des douleurs osseuses, des saignements, des infections fréquentes et une

anémie peuvent survenir ainsi que des complications comme 1'amylose.

D’apres 1’organisation mondiale de santé, la cause du myélome multiple est inconnue. Les
facteurs de risque comprennent l'exposition aux radiations, les antécédents familiaux. Le
myélome multiple se développe apres une phase de gammapathie monoclonale de signification
indéterminée (MGUS) caractérisée aussi par la production des anticorps anormaux mais de
facon plus faible, souvent asymptomatique, mais détectable par des tests sanguins au

laboratoire, qui évolue parfois vers un myélome multiple maligne[111].
2.2. Epidémiologie

Des études statistiques menées par I’institut national du cancer aux Etats-Unis sous le
programme SEER (Surveillance, Epidemiology, and End Results) ont montré que le myélome
multiple est le deuxieme cancer du sang le plus fréquent apres le lymphome non hodgkinien
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aux Etats-Unis. En 2019, 32110 adultes (18 130 hommes et 13 980 femmes) ont été
diagnostiqués aux Etats-Unis. Le nombre de décés en 2019 i cause du MM a été estimé a 12 960
(6 990 hommes et 5 970 femmes)[112]. A I'échelle mondiale, le myélome multiple a touché

488 000 personnes et a causé 101 100 déces en 2015[113], [114].

L’age médian de survenue du myélome multiple se situe entre 65 et 70 ans et il est plus fréquent
chez les hommes que chez les femmes avec un sexe ratio entre 1,1 et 1,3 [110], [115]. 1l est rare

avant I'dge de 40 ans[110]. Sans traitement, la survie typique est de sept mois [116].
2.3. Physiopathologie

Le myélome multiple (MM) est une maladie qui se développe dans la moelle osseuse. Ceci
signifie que les différents types de cellules osseuses sont présentes dans le microenvironnement
des cellules plasmocytaires cancéreuses, en particulier les ostéoblastes (OBL) et les ostéoclastes
(OCL). Ces dernieres peuvent interagir avec les plasmocytes cancéreux par le biais de
différentes cytokines qu’ils secrétent. Un déséquilibre dans I’activité des OBL et des OCL
entraine un remodelage de la structure osseuse en augmentant la résorption et diminuant la

synthese du tissu osseux[117], [118].

Les 1ésions osseuses observées dans le myélome multiple sont principalement causées par les
ostéoclastes plutdt que par les cellules tumorales plasmocytaires[119]. Des études ont montré
que les OCL s'accumulent uniquement sur les surfaces de résorption osseuse adjacentes aux
cellules de MM. En effet, les cellules du MM adherent aux cellules du stroma de la moelle
osseuse (BMSCs) par I’interaction de VLA-4 exprimés par les plasmocytes tumoraux et
VCAM-1 des BMSCs. Cette adhérence provoque la sécrétion de plusieurs protéines et des
cytokines tel que RANKL, IL-6, IL-11, IL-1B, MIP-1a ainsi que des TNF. Ces molécules
induisent a la fois la prolifération des cellules MM ainsi que la prolifération des

ostéoclastes[120]-[125].
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En outre, des études ont montré que des OBL venant des patients souffrant d’un myélome
multiple sont plus susceptibles a I’apoptose induite par le TNFa[126]. D’autres études réalisées
par Evans et al. ont montré également la sécrétion des facteurs inhibiteurs des OBL par les
cellules du MM[127]. La nature de ces facteurs est mal connue. Des candidats possibles incluent
DKKI1 ainsi que d’autres facteurs qui bloque la voie de signalisation Wnt[128]—[130], ainsi que

des interleukines comme IL-3[131] et IL-7[132].

2.4. Diagnostic

Le diagnostic de myélome multiple repose sur la mise en évidence d’un anticorps monoclonal
et/ou de chaines légeres clonales et une analyse de la moelle osseuse décelant des plasmocytes
anormaux. La stadification fait appel a I’'imagerie médicale recherchant des 1ésions osseuses.
Une autre constatation courante est une élévation du taux de calcium sanguin et une insuffisance

rénale.

2.4.1. Dépistage

Une électrophorese des protéines du sang et des urines peut mettre en évidence la présence
d'une paraprotéine (protéine monoclonale ou protéine M), avec ou sans réduction des autres
immunoglobulines (normales) ou des chaines légeres libres d’immunoglobulines (Figure 2). La
paraprotéine est une immunoglobuline anormale produite par le clone tumoral. Des mesures
quantitatives de la paraprotéine sont nécessaires pour établir un diagnostic et surveiller la

maladie.
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Figure 2 : électrophoreéses des protéines provenant du sérum d’un individu sain (graphe
bleu) et d’un individu atteint de myélome multiple (graphe vert) montrant un pic de
paraprotéine (anticorps monoclonal).

En théorie, le myélome multiple peut produire toutes les classes dimmunoglobulines, mais les
paraprotéines IgG sont les plus courantes, suivies des IgA et IgM. Les myélomes IgD et IgE
sont tres rares[133]-[135]. De plus, les chaines 1égeres des anticorps peuvent €tre sécrétées
isolément : chaines légeres k (kappa) ou A (lambda), correspondant a un « myélome a chaines
légeres ». Les personnes sans présence d'une protéine monoclonale peuvent avoir un myélome
« non sécrétoire » (ne produisant pas d'immunoglobulines); cela représente environ 3% de

toutes les personnes atteintes de myélome multiple[136].

Des résultats supplémentaires peuvent inclure une élévation du taux de calcium (lorsque les
ostéoclastes décomposent les os, les libérant dans la circulation sanguine), une élévation du
taux de créatinine sérique due a une fonction rénale réduite, qui est principalement due aux
dépdts de paraprotéines dans le rein, ainsi que des immunoglobulines totales, I’'uromoduline et

I'albumine[137].

D’autres tests sanguins comme la quantification de la f2-microglobuline peuvent fournir des
informations pronostiques. Aux analyses sanguines et urinaires s’ajoute 1’imagerie du squelette.

Il peut s'agir d'une analyse par rayons X du crane, du squelette axial et des os longs proximaux
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et/ou d’une imagerie par IRM qui est plus sensible que la radiographie simple dans la détection
des lésions lytiques. Parfois, une tomodensitométrie est effectuée pour mesurer la taille des

plasmocytomes des tissus mous.

2.4.2. Cyto et Histopathologie

Un myélogramme et parfois une biopsie de moelle osseuse est généralement réalisée pour
estimer le pourcentage de moelle osseuse occupé par les plasmocytes. Ce pourcentage est un
des éléments utilisés comme critere diagnostique du myélome. L'immunohistochimie ou la
cytométrie en flux détecte les plasmocytes qui expriment certains marqueurs de surface comme
le CD56, CD38, CD138 et CD319 et n’expriment pas d’autres comme CD19, CD20[138]. La
cytométrie en flux est souvent utilisée pour établir la nature clonale des plasmocytes, qui
n'expriment généralement que la chaine légere kappa ou lambda. La cytogénétique peut
également étre réalisée dans le myélome a des fins pronostiques, y compris une hybridation in

situ fluorescente spécifique au myélome et un caryotype virtuel.

Les plasmocytes observés dans le myélome multiple sont dystrophiques. Dans leur cytoplasme,
I’appareil de Golgi produit généralement une zone de couleur claire adjacente au noyau, appelée
halo périnucléaire, parce qu'ils produisent activement des anticorps. Le noyau unique est
excentrique, déplacé par un cytoplasme abondant. D'autres morphologies courantes observées,

mais qui ne sont pas habituelles dans les plasmocytes normaux, comprennent :
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Certaines études ont identifié des criteres et des mutations génétiques qui servent a évaluer le
risque d’atteinte par un myélome multiple. En effet, les personnes atteintes de délétion du
chromosome 13 ou d'hypodiploidie par cytogénétique conventionnelle, t (4; 14), t (14; 16), t
(14; 20) ou 17p- par des études de génétique moléculaire, ou avec un indice d'étiquetage

plasmatique élevé (3 % ou plus) sont considérés comme ayant un myélome a haut risque[ 139].

2.4.3. Classification

En 2003, le International Myeloma Working Group (IMWG) a défini les criteres diagnostiques
du myélome symptomatique, du myélome asymptomatique et de la gammapathie monoclonale
de signification indéterminée (MGUS, monoclonal gammapathy of unknown

significance)[138]. Ces criteres ont par la suite été remis a jour en 2009 [140].

a- Myélome symptomatique

Les criteres suivants doivent étre réunis :

1-
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Et/ou
Population plasmocytaire entre 10 et 60 %
ET
Absence de retentissement tissulaire (ROTI)
c- MGUS
Composant monoclonal < 30 g/L
ET
Population plasmocytaire clonale < 10% sur 1’examen médullaire
ET

Absence de retentissement tissulaire (ROTI)

2.4.4. Stadification

Lorsque le diagnostic de MM est posé, il faut alors définir le stade de la maladie. Deux
classifications sont actuellement utilisées. La premicre est celle de Salmon et Durie, établie en
1975 et encore largement utilisée. Celle-ci a été complétée par la classification internationale

qui apporte des informations pronostiques.

a- Stadification de Salmon et Durie

Elle distingue 3 stades en fonction de 1'existence de 1ésions osseuses, du taux d'hémoglobine,

de la calcémie et de I'importance du composant monoclonal.

Le stade I- myélome de faible masse tumorale

Tous les criteres diagnostiques suivants sont présents

30



31



Ou B2-microglobuline >=3.5 mg/L and < 5.5 mg/L

Stade I1I :

B2-microglobuline >= 5.5 mg/L
2.5. Traitement

Au cours de la derniere décennie, de nouveaux agents sont devenus des traitements de myélome
multiple, améliorant considérablement le pronostic de la maladie[142]. Le taux de survie a cinq
ans a régulierement augmenté[143]. Malgré 1'évolution rapide des paradigmes de traitement, le
myélome multiple reste incurable[144], [145]. Au fur et a mesure que les patients atteints de
myélome multiple progressent dans leur maladie, ils peuvent recevoir une multitude de schémas

thérapeutiques ultérieurs, chacun étant associé a des risques et toxicités uniques.
2.5.1. Les traitements conventionnels du myélome

Le traitement des patients atteints de myélome multiple comporte plusieurs volets, dont le

traitement symptomatique et le traitement de fond.

Le traitement symptomatique et les soins de support ont considérablement amélioré la qualité
et/ou la durée de vie des patients atteints de myélome multiple. Les antalgiques majeurs jouent
un role important chez les patients présentant des douleurs en relation avec des localisations
osseuses. L’administration d’immunoglobulines polyvalentes permet de pallier le déficit
immunitaire humoral fréquemment observé chez ces patients et prédisposant a des infections
pulmonaires souvent graves. L’administration de facteurs de croissance hématopoiétiques telles
que I’érythropoiétine permet de réduire ou de prévenir I’anémie liée a la maladie elle-méme ou
aux traitements de fond. Les biphosphonates réduisent I’incidence des événements osseux tels

que les fractures ou tassements vertébraux et ’hypercalcémie[ 146], [147].

A T’heure actuelle le myélome multiple reste trés probablement une maladie incurable, en

dehors du contexte tres particulier de certains sujets jeunes recevant une allogreffe de moelle
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osseuse[148]. Le traitement « a visée curative » s’est en revanche considérablement diversifié
pendant la derniére vingtaine d’années avec 1’introduction de nouvelles molécules ayant un
mécanisme d’action différent de celui des agents anticancéreux conventionnels. Pendant
environ cinquante ans, le traitement du myélome multiple a fait appel aux agents alkylants
(melphalan, cyclophosphamide) associés a un stéroide ou a 1’association
vincristine/adriamycine/dexamethasone (VAD)[149]. Dans les années 90 I’intensification
thérapeutique par du melphalan a fortes doses associé a la réinjection de cellules souches
autologues s’est imposée comme étant le traitement de consolidation de choix chez les patients
« jeunes » (de moins de 65 ans)[150]. Plusieurs études ont par la suite étudié la place de
I’irradiation corporelle totale[151] ou 1’administration de deux cures de melphalan a fortes
doses[152]. L’introduction de ces thérapeutiques intensives a permis des gains importants a la

fois en survie sans rechute et en survie globale.

Les inhibiteurs du protéasome sont l'une des classes d'agents les plus importantes a avoir
émergé pour le traitement du myélome multiple au cours des deux dernieres décennies, et
constituent désormais un des piliers du traitement. Trois agents de cette classe ont été approuvés
par la Food and Drug Administration des Etats-Unis : le bortézomib, composé de premiére
classe, le carfilzomib de deuxieme génération et le premier inhibiteur du protéasome oral,
l'ixazomib. Ces agents agissent en inhibant le protéasome 26S, qui joue un role essentiel dans
la pathogenese et la prolifération de la maladie. L'inhibition du protéasome entraine de multiples
effets, notamment l'inhibition de la signalisation NF-kB, l'accumulation de protéines
malformées, entrainant un stress endoplasmique du réticulum et conduisant a la régulation
négative des récepteurs des facteurs de croissance, la suppression de I'expression des molécules
d'adhésion et I’inhibition de I'angiogenese; ils sont souvent combinés a d’autres agents
thérapeutiques, y compris les médicaments immunomodulateurs, les anticorps monoclonaux et

les inhibiteurs de I'histone désacétylase.
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Les immunomodulateurs (IMiD), comme le thalidomide et ses dérivés, le 1énalidomide et le
pomalidomide, sont aussi des agents thérapeutiques majeures dans le traitement du MM [153],
ou leur efficacité a été démontrée chez des patients nouvellement diagnostiqués, éligibles ou
non a la transplantation autologue de cellules souches hématopoiétiques (ASCT), les patients
ayant recu une ASCT ou méme en cas de maladie réfractaire/récidivante[153]. En plus des
effets antiprolifératifs et pro-apoptotiques sur les cellules cancéreuses, les IMiD exercent une
fonction de régulation immunitaire et interferent avec les interactions du microenvironnement
tumoral[154]. In vitro, les IMiDs ont amélioré la prolifération des cellules T, la sécrétion d'IL-
2 et IFN-y et I'activation des cellules NK[155], [156]. Le 1énalidomide a amélioré les réponses
immunitaires induites par le blocage des points de contrdle immunitaires [157] et a inhibé la
prolifération des cellules régulatrices T (Treg) [158]. In vivo, le 1énalidomide a augmenté
I’immunité anti-tumorale endogene[159], ainsi que le nombre de cellules T CD8 + mémoires

et effectrices[160].

2.5.2. Nouvelles approches thérapeutiques

a- Myélome multiple asymptomatique

Pour I’heure, aucun traitement n’est recommandé pour les myélomes asymptomatiques en
dehors d’essais thérapeutiques et seule une surveillance est préconisée. Les recommandations
de PIMWG préconisent de répéter le bilan 2 a 3 mois apres le diagnostic puis tous les 4 a 6
mois pendant un an puis tous les 6 a 12 mois[161]. Cependant des essais cliniques ont montré
le possible intérét d’une intervention thérapeutique précoce pour les MM

asymptomatiques[ 162].

b- Myélome Multiple symptomatique

Deux groupes de patients sont distingués, ceux éligibles a un traitement intensif (moins de 65

ans, voire 70 ans et absence de comorbidité importante) de ceux non éligibles a une autogreffe
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de cellules souches hématopoiétiques (de facon générale, les patients de plus de 65 a 70 ans

et/ou présentant une comorbidité importante).

Chez les sujets é€ligibles a une intensification thérapeutique, le principe du traitement de
premiere ligne repose sur la succession de phases d’induction, d’intensification, de
consolidation et de maintenance. La phase d’induction est actuellement constituée d’une
triplette thérapeutique associant un inhibiteur de protéasome, un immunomodulateur de la
famille des IMIDset de la dexaméthasone[163]. Quatre cycles sont habituellement réalisés, au
cours desquels un recueil de cellules souches hématopoiétique est réalisé apres mobilisation par
cyclophosphamide (Endoxan). L’intensification thérapeutique est réalisée par une autogreffe
de cellules souches hématopoiétiques apres conditionnement par du melphalan a haute
dose[150], [151]. Un traitement de consolidation et de maintenance peut permettre d’améliorer
la réponse et ainsi diminuer la maladie résiduelle[164]. Le traitement de consolidation
comprend classiquement la combinaison utilisée dans la phase d’induction. Enfin, un traitement
de maintenance est administré pendant une période d’un an, souvent par un immunomodulateur.
Le 1énalidomide a recu I’AMM dans cette indication début Mars 2017. De nombreuses études
ont montré une corrélation entre la qualité de la réponse au traitement et les taux de survie sans
progression et survie globale dans le MM chez les sujets éligibles a un traitement intensif, d’ou

I’importance d’obtenir une réponse complete[165].

L'intensification thérapeutique par autogreffe de cellules souches périphériques n’est pas
accessible aux patients 4gés en raison de morbidités associées trop importantes. Cependant le
traitement par la Iénalidomide en combinaison avec la dexaméthasone améliore
significativement la survie sans progression, par rapport au régime triplet basé sur un alkylateur
MPT chez les patients agés atteints d'un myélome multiple nouvellement diagnostiqué qui

n'étaient pas éligibles pour la transplantation de cellules souches[166].
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VMP (Bortezomib, Melphalan, Prednisone) : la combinaison VMP s’est avérée supérieure au
MP pour la survie sans progression, la survie globale, la survie sans traitement et les taux de
réponses completes dans 1’essai international de phase 3 VISTA (Velcade as Initial Standard
Therapy)[167]. RD (Revlimid et Dexamethasone) : un essai récent de phase 3 dirigé par la
fondation internationale pour le myélome a montré la supériorité d’une combinaison par RD
pendant 18 mois ou jusqu’a la rechute en comparaison d’un traitement associant MPT

(melphalan, prednisone, thalidomide)[166].

2.5.3. Thérapie ciblée et immunothérapie

Aux traitements cités précédemment s’ajoute 1’utilisation des anticorps monoclonaux ciblant
les plasmocytes tumoraux. Les anticorps approuvés incluent le daratumumab, ciblant le CD38,
et I’elotuzumab, ciblant SLAMF7. [168][169]-[171] [172], [173], ont été développés et ont
démontré une efficacité prometteuse. Ces anticorps monoclonaux ciblent des marqueurs de
surface des plasmocytes (CD38 et SLAMF7) et induisent une réaction de type ADCC
(Antibody dependent cell-mediated cytotoxicity) permettant I’activation des cellules NK contre
les cellules tumorales. Les anticorps anti CD38 font 1’objet de trés nombreuses études cliniques
en monothérapie et en combinaison, a la fois dans des situations de maladie avancée et en
premiere ligne de la maladie[174]. L'antigene de maturation des cellules B (BCMA) serait
impliqué a la fois dans la croissance des cellules myélomateuses et dans I'immunodéficience
induite par la maladie[175]. Un anticorps anti-BCMA a montré une activité cytotoxique dans
un modele murin[176]. Le BCMA est largement exprimé sur des échantillons de myélome frais
avec une internalisation rapide apres liaison a un anticorps spécifique, ce qui suggere qu'elle
pourrait étre une cible intéressante pour une approche immunoconjuguée[177], [178]. Le
BCMA est également exploré comme cible pour la thérapie adoptive par lymphocytes T[179].
Des essais de cellules CART-BCMA en phase précoce sont actuellement en cours chez les

patients atteints de myélome récidivant et réfractaire (NCT 02546167; NCT02658929) et un
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rapport récent d'une augmentation de la dose chez 12 patients a montré de tres bonnes réponses
partielles chez 3 patients (NCT02215967) [180]. De plus, une étude de phase 1 en cours évalue
la sécurité du BI836909, un anticorps monoclonal bispécifique CD3/BCMA chez les patients

en rechute MM(NCT02514239).

Une nouvelle génération d’immunothérapies dans la prise en charge des cancers est représentée
par les inhibiteurs de checkpoint PD-1 et PD-L1[181], [182]. Ces approches sont actuellement

a I’étude, ce qui permettra d’en définir la place dans I’arsenal thérapeutique du MM.

Les thérapies ciblées de type « petites molécules » explorées dans le myélome incluent le
vénétoclax (inhibiteur de Bcl-2)[183], le S63845 (inhibiteur de Mcl-1)[184] et le selinexor
(inhibiteur de XPO-1)[185]. Ces derniers traitements font particuliérement I’objet d’é¢tude chez
des patients présentant des sous-groupes moléculaires spécifiques de tumeurs. En effet, le
venetoclax semble avoir une efficacité notable dans les MM avec t(11 ;14) qui présentent un
ratio Bcl-2/Bcl-XL élevé. 1l sera intéressant d’étudier le nouvel inhibiteur de Mcl-1 dans les
MM avec gain de 1q — siege du gene MCL-1. Par ailleurs, il a été rapporté une efficacité
particuliere du sélinexor dans les cancers du poumon présentant une mutation de KRAS, famille

de geénes qui est souvent muté dans le myélome multiple.
2.5.4. Evaluation de la réponse au traitement

L’¢évaluation de la réponse au traitement du my¢lome repose essentiellement sur le suivi du
composant monoclonal dans le sang et/ou dans les urines. L’examen de la moelle osseuse est
indiqué afin de définir la réponse complete stringente en évaluant le pourcentage de
plasmocytes tumoraux présents dans la moelle (par technique de cytométrie en flux et de next

generation sequencing)[186], [187].
Criteres de réponse

Ces parametres permettent de définir les situations suivantes
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a- Rémission compleéte « vraie » :
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l1ésion osseuse ou d'un plasmocytome des tissus mous ou l'augmentation de volume

d'une 1ésion préexistante.

Les nouvelles technologies d’analyse de la moelle osseuse (cytométrie en flux et NGS)
permettent de définir des rémissions moléculaires avec des seuils de sensibilité de I’ordre de 1

cellule pathologique pour 10° ou 10°.
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Chapitre III : Leucémie Aigué Myéloide.

3.1. Définition et facteurs de risque

Le mot leucémie vient du grec « leuko » et « hemia » qui signifient « un grand nombre de
globules blancs ». La leucémie aigué myéloide (AML en anglais ou LAM en francais) est une
hémopathie développée a partir des cellules progénitrices des lignées myéloides (Figure 1).
Cette néoplasie est caractérisée par la croissance rapide anormale des cellules immatures et un
défaut de différenciation, avec un retentissement important sur 1’hématopoi¢se normale [188],
[189]. Les leucémies aigués myéloides sont le type le plus commun parmi les leucémies de
I’adulte, représentant 80% des cas dans cette tranche d’age. Les LAM peuvent survenir « de
novo » ou évoluer sur un terrain leucémique, tel qu’une myélodysplasie ce qui représente un
mode évolutif fréquent chez les personnes agées. De nos jours, les taux de survie dans le jeune
groupe de patients se sont améliorés alors que malheureusement le pronostic chez les patients
de plus de 65 ans reste péjoratif avec une mortalit¢ de 70% dans l'année suivant le

diagnostic[188], [190].

Le développement de la leucémie aigué myéloide est associé€ a plusieurs facteurs de risque,
notamment les anomalies génétiques, l'dge, les maladies hématologiques antérieures,
I'exposition aux produits chimiques ou aux rayonnements, et I’exposition a plusieurs agents

thérapeutiques cytotoxiques et mutagenes.
3.2. Epidémiologie

L'incidence mondiale la plus élevée de LAM a été observée aux Etats-Unis, en Australie et en
Europe occidentale. Aux Etats-Unis, le nombre de cas s'éléve a un total de trois a cing pour
100 000 habitants. En 2015, 20 830 nouveaux cas de LAM ont été diagnostiqués. L'incidence
de la LAM est fortement liée a I'age. Par exemple, environ 1,3 cas de LAM de moins de 65 ans

ont été signalés sur 100 000 personnes. Le nombre de cas augmente avec I’age des individus,

40



pour atteindre environ 12,2 cas chez des patients de plus de 65 ans sur 100 000 individus[188].
L'age médian de diagnostic de la LAM est d'environ 68 ans et la prévalence est plus élevée chez
les hommes que chez les femmes. En effet, les hommes sont 1,2 a 1,6 fois plus susceptibles de
développer un LAM durant leur vie selon des études récentes faites sur les populations des

Etats-Unis, Royaume-Uni, Canada, Danemark, Australie et I’ Algérie[191]-[195].

Selon le programme SEER (Surveillance, Epidemiology, and End Result) des Etats-Unis,
l'incidence des LAM est également liée a 1'origine ethnique. Le SEER a documenté dans sa base
de données que les enfants agés de 1 a 4 ans ont montré une incidence de 0,8 pour 100 000
personnes chez les garcons et les filles. De plus, au cours de la premiere année de vie, la race
caucasienne présente une incidence 3 fois plus élevée que la population de race noire. Les
rapports générés par le programme SEER entre 2009 et 2015 ont montré que seulement 28,3%

des patients atteints de LAM étaient vivants 5 ans apres le diagnostic[196].

En 2019, 21 450 nouveaux cas de LAM ont été prévus aux Etats-Unis parmi lesquels 11 650
sont des hommes et 9 800 sont des femmes. La population qui est la moins affectée sont les
jeunes qui ont moins de 20 ans avec seulement 4.5% des cas[196]. Le nombre de morts aux
Etats-Unis a été estimé a 10 920 au total parmi lesquels on compte 6 290 hommes et 4 630

femmes[197].

Les données francaises des registres des cancers du réseau Francim, estiment I’incidence
annuelle des LAM en France a 2800 nouveaux cas, avec un age médian au diagnostic de 71 ans
et un sexe ratio hommes/femmes de 1,1. Le taux d’incidence en France est superposable a celui
observé en Europe[198], [199] et est supérieur au taux d’incidence standardisé sur la population

mondiale.

Toutes ces études démontrent la nécessité de développer de nouveaux traitements, en particulier

chez les sujets agés.
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3.3. Physiopathologie

La leucémie aigué myéloide est une maladie clonale maligne caractérisée par différentes
altérations moléculaires et génétiques et une faible production de cellules hématopoiétiques
saines. Ces altérations inhibent la différenciation des cellules et induisent la prolifération ou
I'accumulation de blastes[200]. Les blastes remplacent le tissu hématopoiétique normal,
déclenchant 1'apparition de cytopénies[201], [202]. L'accumulation de cellules immatures
cancéreuses commence dans la moelle osseuse, mais dans la plupart des cas, elle se propage et
s'accumule rapidement dans le sang et se propage parfois a d'autres parties du corps comme les
ganglions lymphatiques, la rate, le foie, les testicules et le systeme nerveux central[203], [204].
Les cellules blastiques, ou « blastes » se caractérisent par leur activité myéloperoxydase, et par

leur immunophénotype de molécules de surface ou intracytoplasmiques [205].

Plusieurs anomalies cytogénétiques récurrentes ont été décrites dans certaines formes de LAMs,
telles que t (8;21), t (15;17), l'inversion 16, la trisomie 8 et les suppressions de parties, ou de la
totalité, des chromosomes 5 ou 7 [206]. Souvent, les translocations chromosomiques se
produisent dans des régions critiques qui contiennent des proto-oncogenes, ce qui génere une
protéine de fusion anormale qui est généralement un facteur de transcription ou une protéine
impliquée dans la signalisation intracellulaire causant des troubles de croissance et de
différenciation cellulaires, ce qui a son tour augmente la probabilit¢ d’une transformation
maligne. Quelques exemples de génes mutés sont le facteur de liaison central (CBF), le
récepteur d'acide rétinoique-o (RAR-a), la famille des génes HOX, MLL, et autres. D'autres
mutations activatrices d'oncogenes peuvent mener a la transformation maligne parmi lesquelles
sont celles qui affectent FLT3, KIT, N-RAS, FES, FOS, GATA-1, JUN B, MPL, MYC, p53,

PU.1, RB, WT1, WNT, NPM1 et CEPBA[207].
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3.4. Diagnostic

3.4.1. Dépistage

Le premier indice d'une leucémie aigué myéloide est généralement un résultat anormal d’une
formule de numération sanguine complete. Alors qu'un exces de globules blancs anormaux
(leucocytose) est une constatation courante avec la leucémie avec la présence de blastes dans
le sang, la leucémie aigué myéloide peut également se manifester par des diminutions de la
numération des plaquettes, des globules rouges ou des leucocytes normaux.[208] Alors qu'un
diagnostic présumé de LAM peut étre établi en examinant le frottis sanguin périphérique
lorsqu'il y a des blastes leucémiques circulants, un diagnostic définitif nécessite un
myélogramme qui confirmera un envahissement médullaire par plus de 20% de cellules
blastiques [209]—[212]. La moelle osseuse ou le sang est examinée au microscope, par
cytométrie en flux ainsi que par analyse cytogénétique et moléculaire afin de confirmer le
diagnostic de leucémie, différencier la LAM des autres types de leucémie, et pour pouvoir
classer la maladie selon les classifications FAB et OMS. Certaines études peuvent également
étre effectuées pour rechercher des mutations spécifiques dans des genes tels que FLT3
(CD135), la NPM1 et KIT (CD117), qui peuvent impacter sur la prise en charge de la

maladie[213].

D’autres colorations sur des frottis de moelle osseuse ou du sang frais peuvent étre appliqués
comme le noir Soudan combiné a la myéloperoxydase pour pouvoir bien différencier la LAM

de la leucémie aigué€ lymphoide et bien classer la maladie[214].

3.4.2. Classification

L'idée de classer les maladies généralement et les LAM spécifiquement est basée sur
I'importance d'organiser les différentes maladies en un groupe partageant des caractéristiques

biologiques similaires. De plus, il est essentiel de classer ces hémopathies pour avoir une
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meilleure compréhension de la pathogenese. Définir différents sous-groupes dans une
classification est un outil qui peut conduire a identifier le pronostic et la meilleure approche

thérapeutique en fonction du type de LAM[215].

A T’heure actuelle il existe deux classifications différentes pour les LAM ; une ancienne
classification qui s’appelle FAB (Franco-Américano-Britannique) et une plus nouvelle
classification établie par I’OMS et s’appelle « World Health Organization classification of

AML ».

a- Classification « Franco-Américano-Britannique » (FAB)

En 1976, pour la premiere fois, un systeme de classification international a été défini afin
d’établir et organiser les différents sous-types de LAM. Ce systeme reconnu par la classification
« franco-américano-britannique », classait les LAM en six sous-types différents de M1 a M6,
en utilisant comme référence les caractéristiques morphologiques et la cytochimie des cellules
leucémiques. La discrimination entre les monoblastes et les myéloblastes a été réalisée en tenant
compte de la morphologie et en utilisant I’alpha-naphtyl acétate estérase (ANAE) pour établir

les sous-types M1-M6 des LAM.

Plus tard, en 1985, le groupe FAB composé de Bennett et ses collegues, a identifié un manque
dans la classification en raison du fait que les caractéristiques morphologiques n'étaient pas
suffisantes pour faire la distinction entre les myéloblastes et les lymphoblastes. Par conséquent,
le groupe FAB a utilisé la myéloperoxydase (MPO) ou la réaction du noir Soudan pour
identifier et différencier la LAM de la LAL. De plus, au cours de cette classification FAB
révisée, des marqueurs immunologiques ont été utilisés pour identifier deux nouveaux
sous-types de LAM; la leucémie myéloide aigué avec une différenciation myéloide minimale
(AML-MO) et la leucémie mégacaryoblastique (AML-M7) présentant toutes deux une réaction
négative au noir Soudan, complétant la classification FAB connue de nos jours[215], [216].

(Tableau 4).
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Type de LAM Nom
MO Leucémie indifférenciée
M1 Leucémie myéloblastique non différenciée
M2 Leucémie myéloblastique différenciée
M3 Leucémie promyélocytaire
M4 Leucémie myélomonocytaire
M5 Leucémie monoblastique
M6 Leucémie erythroblastique
M7 Leucémie mégacaryoblastique

Tableau 4: classification FAB (franco-américano-britannique) des AML.

b- Classification de ’OMS « World Health Organization classification »

L'amélioration réalisée dans le diagnostic et la prise en charge des patients atteints de LAM au
cours des années qui ont suivi la mise en place de la classification FAB, a rendu nécessaire
d'intégrer toutes ces nouvelles données générées dans un nouveau systeme de classification
proposé par 1'Organisation mondiale de la santé (OMS). En 2001, I'OMS a généré ce nouveau
systtme pour classer les différents types de LAM et en 2008, cette classification a eu sa

premiere mise a jour[217]. Enfin, en 2016, la nouvelle version a été publiée[218], [219].

Cette méthode de classement prend en compte plusieurs aspects, y compris les informations
génétiques comme la génétique cellulaire et moléculaire, I'immunophénotype, la morphologie
et les données cliniques, pour classer les LAM en six catégories principales: LAMs avec des
anomalies cytogénétiques récurrentes, LAMs avec anomalies associées aux myélodysplasies,
néoplasies myéloides post chimiothérapie, LAMs non classées par ailleurs (NOS), sarcome
myéloide (sarcome granulocytaire) et prolifération myéloide liée a la trisomie 21
constitutionnelle (syndrome de Down) (tableau 5). Dans la catégorie des LAMs liées a des
anomalies génétiques, une amélioration peut étre observée par rapport a la version 2008. Les
translocations chromosomiques décrivaient 11 sous-types différents de LAMs auxquelles se
sont ajoutés, dans la nouvelle version, deux nouveaux types pour les mutations de NPM1 et

CEBPA[188], [218], [220].
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Type

Description

LAMs avec des anomalies
cytogénétiques récurrentes

AML avec t (8:21) (q22; q22); RUNX1-RUNXIT1

AML avec inv (16) (p13.1g22) ou t (16; 16) (p13,1; q22);
CBFB-MYHI11

APL avec PML-RARA

AML avec t (9; 11) (p21.3; q23.3); MLLT3-

KMT2A

AML avec t (6; 9) (p23; q34.1); DEK-NUP214

AML avec inv (3) (q21.3926.2) ou t (3; 3) (q21,3; q26,2);
GATA2, MECOM

AML (mégacaryoblastique) avec t (1; 22) (p13,3; q13,3);
RBM15-MKL1

AML avec BCR-ABLI (entité provisoire)

AML avec NPM1 muté

AML avec mutations bialléliques de CEBPA

AML avec RUNX1 muté (entité provisoire)

LAMs avec anomalies
associées aux myélodysplasies

Soit faisant suite a un syndrome myélodysplasique ou un
syndrome myéloprolifératif/dysplasique

Soit avec anomalie(s) cytogénétique(s) de syndrome
myélodysplasique :

Anomalies équilibrées :
Anomalies déséquilibrées : | t(11;16)(q23.3;p13.3)
-7/del(7q) t(3;21)(q26.2;q22.1)
del(59)/t(5q) t(1;3)(p36.3;921.2)
i(17q)/t(17p) t(2;11)(p21;923.3)
-13/del(13q) t(5;12)(q32;p13.2)
del(11q) t(5;7)(q32:q11.2)
del(12p)/t(12p) t(5;17)(q32;p13.2)
idic(X)(q13) t(5;10)(q32;q21.2)

t(3;5)(q25.3;935.1)

Néoplasies myéloides post
chimiothérapie

Cette catégorie comprend les personnes qui ont déja subi
une chimiothérapie et / ou une radiothérapie et qui ont
ensuite développé une LAM ou un SMD.

LAMs non classées par
ailleurs (NOS)

LA Myéloblastique avec différenciation minime
LA Myéloblastique sans maturation

LA Myéloblastique avec maturation

LA myélomonocytaire

LA monoblastique / monocytaire

LA érythroide aigué ou pure

LA mégacaryoblastique

LA Myéloblastique a composante basophile

LA avec myélofibrose

Sarcome
myéloide(granulocytaire)

Sarcomes myéloides de novo sans évidence de maladie
médullaire.

Prolifération myéloide liée a la
trisomie 21 constitutionnelle

Réaction leucémoide transitoire.
LAM associée a la trisomie 21 constitutionnelle.

Tableau 5 : classification des AML selon I’0OMS.
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3.5. Traitement

Le traitement général des LAM est resté le méme pendant plus de 30 ans. Les protocoles de
traitement qui utilisent les chimiothérapies ont en effet tres peu évolués. La prise en charge va
dépendre de facteurs pronostiques. L'age du patient et son état physique est 1'un des principaux
parametres qui permettent d'établir la meilleure stratégie thérapeutique par les cliniciens. Le
profil cytogénétique et moléculaire des blastes est également un élément important pour le
choix du traitement de consolidation des patients répondeurs [221]. En utilisant ce profil, les
patients atteints de LAM peuvent €tre classés en cas favorables, intermédiaires et indésirables,

ce qui peut aider a mieux adapter la thérapie[195].

3.5.1. Traitements conventionnels par chimiothérapie.

Le traitement standard de la LAM est la chimiothérapie. La combinaison d'agents
chimio-thérapeutiques comme une anthracycline (daunorubicine ou idarubicine) et la
cytarabine (ARA-C (Cytosine-Arabinoside)), est I'approche thérapeutique standard pour les
patients atteints de LAM. Le protocole thérapeutique est composé de deux phases; le premier a
pour objectif d'obtenir une rémission complete [222], [223]. Dans la deuxieme phase, une fois
la rémission complete atteinte, il est nécessaire de maintenir la réponse. Les patients atteints de
LAM sont généralement traités avec des doses moyennes ou élevées d'ARA-C et, en plus de
cela, en fonction de la classification favorable/intermédiaire/défavorable du patient, une greffe
allogeénique si un donneur est disponible, ou une intensification avec autogreffe dans le cas

contraire.

La cytarabine, ou aussi cytosine arabinoside (ARA-C), a été synthétisée pour la premiere fois
en 1958 et utilisée dans le traitement de la LAM depuis 1969 apres 1'approbation de 1’agence
américaine des produits alimentaires et médicamenteux (FDA). L'administration orale
d'ARA-C est inefficace en raison du métabolisme rapide du médicament par le foie et les

intestins. Ainsi, ARA-C est appliqué par injection intraveineuse ou sous-cutanée. L'ARA-C ne

47



peut tuer que les cellules en cours de syntheése d'ADN (phase S) et les cellules en transition de
la phase G1 a la phase S. Ce composé présente une forte inhibition de la synthese d'ADN en
inhibant 1'ADN polymérase. Le médicament peut également provoquer des aberrations
chromosomiques comme des cassures et des fragmentations importantes. Une fraction du

médicament peut étre incorporée dans I'ADN et 'ARN[224], [225].

Les anthracyclines constituent le deuxieme groupe de molécules utilisés pour le traitement des
LAM. Ces médicaments chimio-thérapeutiques avaient été découverts dans les années 1960 a
partir d’extraits de Streptomyces peucetius. Ce groupe contient quatre différentes molécules ;
la daunorubicine (DNR), la doxorubicine (DOX), I'épirubicine (EPI) et I'idarubicine (IDA). Ces
agents agissent comme des intercalaires d'ADN. Par insertion dans la double hélice d'ADN ils
inhibent la topoisomérase 11, et bloquent la synthese ADN / ARN / protéine. Ils provoquent
aussi la fragmentation de I'ADN et inhibent sa réparation. Finalement, les anthracyclines se
réduisent dans les cellules en un radical libre de type semiquinone formant des especes réactives
de l'oxygene (ROS), responsables de toxicité, notamment myocardique. Une concentration
élevée de ROS produira un stress oxydatif, des dommages a I'ADN et une peroxydation

lipidique conduisant a I'apoptose[226]—[228].

La mitoxantrone est également une molécule de synthese, apparentée aux anthracyclines et qui
inhibe la topoisomérase II de facon similaire et cause 1’apoptose cellulaire par des mécanismes

similaires a ceux causés par les anthracyclines.

Comme mentionné précédemment, le traitement des LAM est composé de deux phases ; la

premiere phase est I’induction et la deuxieéme phase est la consolidation.

a- Phase d’induction

L'objectif de cette phase est d'éliminer le plus rapidement possible le plus grand nombre de

cellules leucémiques chez le patient nouvellement diagnostiqué. La « combinaison 3 + 7 » est
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la stratégie thérapeutique la plus couramment utilisée chez les patients atteints de LAM, dans
laquelle ils recoivent 45 mg/m? ou 60 mg/m? d'une anthracycline sous forme de daunorubicine
par voie intraveineuse pendant 3 jours. La dose de daunorubicine peut étre augmentée chez les
patients présentant des mutations considérées comme de mauvais pronostic comme DNMT3 et
KMT2A[229]-[234]. Ces patients recoivent également 100 mg/m? de cytarabine par voie
intraveineuse pendant 7 jours. Cette combinaison a montré une rémission complete chez 65 a
70% des patients agés de 18 a 60 ans. De plus, des essais cliniques réalisés ont démontré une
rémission compléte dans 80% des cas de LAM avec un traitement a haute dose de cytarabine
associé a de l'idarubicine et de I'étoposide. Chez les patients agés de plus de 60 ans, le taux de
rémission est plus faible[235] di a la présence des anomalies cytogénétiques qui causent un
résistance a ce type de chimiothérapie. Habituellement, les jeunes adultes de moins de 60 ans
sont les meilleurs candidats au traitement (3+7) et le niveau d'intensité peut varier en fonction

de la santé du patient.
b- Phase de consolidation

Suite a la vérification de 1’¢limination de la majorité des cellules leucémiques durant la phase
d’induction, la phase de consolidation commence. Cette phase aussi nommée phase de
post-rémission, se focalise sur 1’élimination du reste des cellules leucémiques cancéreuse et
aussi prévient toute rechute possible du patient. La stratégie suivie durant cette phase contient
a la fois, des chimiothérapies administrées ainsi que des greffes allogéniques ou autologues de

moelle osseuse.

La chimiothérapie est généralement le premier recours chez les patients éligibles. Chez les
jeunes patients, la chimiothérapie consiste a administrer 2 a 4 cycles de cytarabine en utilisant
une condition des concentrations suivantes : dose élevée (3g/m?), dose intermédiaire (400

mg/m?) ou dose standard (100 mg/m?)[236]-[238].
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Normalement, les patients qui présentent un risque €élevé de rechute sont les patients qui vont
étre orientés vers une consolidation par une allogreffe ou une autogreffe. Les allogreffes ont un
avantage sur les autogreffes en terme d’activité antileucémique puisqu’elles sont associées a
une réaction de type greffon contre leucémie mais également une toxicité plus importante en
raison de la réaction de greffon contre 1’hdte qui n’est pas observée en cas d’une

autogreffe[239]-[241].

3.5.2. Thérapies ciblées

Malgré toutes les options thérapeutiques mentionnées ci-dessus qui utilisent des molécules
cytotoxique systémiques, la majorité des patients seront soit d’emblée réfractaires au traitement
soit présenteront une rechute apres une réponse initiale. Ces patients sont le plus souvent atteints
de mutations génétiques et d’aberrations chromosomiques. Parmi ces mutations on peut citer ;
des mutations qui touchent le geéne NPM1 ainsi que le géne codant pour un récepteur a activité
tyrosine kinase FLT3 (CD135). Un grand nombre d’études récentes sont a la recherche de
drogues qui peuvent pallier le probléme d’augmentation du nombre des patients présentant un

mauvais pronostic.

Des inhibiteurs des récepteurs a activité tyrosines kinases (TKR) étaient largement utilisés dans
plusieurs cancers solides. A I’heure actuelle, IIs forment un centre d’intérét aussi pour les LAM
et sont en cours de développement. L’inhibition de la FLT3 a été démontrée comme une cible
thérapeutique importante[242], [243]. D’une part, le sorafénib a démontré la possibilité
d’obtenir des rémissions completes dans le cadre d’études cliniques de phase I et II. Par contre,
les patients qui ont participé a ces études ont fait face a une rechute durant les 9 mois qui ont
suivi 1’obtention de la rémission[244]. La midostaurine, un autre inhibiteur de FLT3, de
premiere génération, a été testé chez les patients[245]—[248]. Les patients ont développé une

résistance contre cet inhibiteur comme dans le cas de sorafénib. En revanche, la midostaurine
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en combinaison avec d’autres drogues chimio-thérapeutiques a montré une meilleure réponse

chez les patients[249].

Pour surmonter le probleme de la résistance acquise aux inhibiteurs de FLT3, la focalisation de
la recherche clinique s'est déplacée vers deux inhibiteurs de FLT3 de deuxieme génération ; le
crénolanib et le gilteritinib (approuvé par la FDA), car les deux démontrent une activité contre
les mutations FLT3-ITD et FLT3-TKD. Des études cliniques en phase II ont montré une
réponse des patients a ces deux inhibiteurs incluant les patients qui ont déja développé une
résistance au inhibiteur de premiere génération[250], [251]. Le quizartinib est un autre
inhibiteur de FLT3 qui a démontré, par administration par voie orale, durant la phase I d’un
essai clinique réalisé sur 76 patients souffrant d’une rechute de LAM, un taux de réponse chez

30% des patients parmi lesquels 13% ont atteints un rémission complete[252].

Une autre approche a consisté a explorer 1’utilisation des inhibiteurs de STAT, famille déja
utilisée dans le traitement de certains cancers solides. Ceci a été également exploité dans les
LAM en se basant sur la relation entre la phosphorylation de STAT3 et le mauvais pronostic
chez environ 50% des patients de LAM[253]. En effet, différents inhibiteurs de STAT3 (C188-
9 et MM-206) testés ont démontré une induction de 1’apoptose dans des lignées de LAM. Dans
le méme contexte, des co-inhibiteurs de STAT3 et STATS (OPB-31121) diminuaient la

croissance des lignées de cancers solides ainsi que des lignées de LAM[254], [255].

Dans le cas de la LAM [I’immunothérapie par anticorps repose actuellement sur un
immunoconjugué approuve, avec de nombreuses autres approches en cours d’études cliniques.
L’anticorps approuvé des 2000 est le gemtuzumab ozogamicin qui est un anticorps humanisé
conjugué a une molécule cytotoxique qui s’appelle la calichéamicine. Cet anticorps cible a la
fois le CD33 normalement exprimé sur les lignées myéloides et clive ’ADN en causant des

aberrations irréversibles menant a 1’apoptose.[256]—[260]. Un anticorps ciblant le CD37 a été
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également développé montrant un potentiel thérapeutique en cas de LAM[261]. Plusieurs autres

approches, y compris des bispécifiques, sont en cours de développement.
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Chapitre IV : Récepteurs a Dépendance

Les récepteurs cellulaires membranaires se divisent en deux grandes catégories. Des récepteurs
classiques qui fonctionnent comme des interrupteurs on/off, induisant seulement une voie de
signalisation positive en présence de leur ligand. D’autres récepteurs connus sous le nom de
récepteurs a dépendance sont toujours actifs, mais leur activité dépend de la présence de leur
ligand ; en présence de leur ligand ces récepteurs induisent une voie de signalisation positive
qui mene a la survie et la croissance cellulaire alors qu’en absence de leur ligand, ils induisent
des voies de signalisation apoptotiques souvent par a travers de I’activation extrinséque des

caspases.

Le role de ces récepteurs est souvent étudié lors de I’embryogenese puisqu’ils sont impliqués
souvent dans la différentiation cellulaire. Au cours des dernieres décennies, plusieurs études
ont montré aussi que ces récepteurs jouent un role dans la suppression des tumeurs en régulant
la survie des cellules. Toutefois, les cellules cancéreuses développent plusieurs moyens pour
échapper a la mort cellulaire. Ceci inclus la délétion de ces récepteurs a dépendance ou la
surexpression du ligand. La nétrine-1 et ses récepteurs a dépendance DCC et UNCS5B sont le
prototype le plus étudié dans le cadre des cancers mais la famille des récepteurs a dépendance
inclus une vingtaine de couples récepteurs ligand (Figure 3) parmi lesquels on trouve également

I’ectodysplasine Al et son récepteur EDAR.
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Figure 3 : illustration de quelques ligands et récepteurs a dépendance

4.1. Les récepteurs a la nétrine-1 : DCC et la famille des UNC5

Au cours du développement du systeme nerveux durant ’embryogenése, des connections entre
les neurones sont établies d’une facon précise suite a la capacité des fibres neuronales, appelées
axones, a croitre en direction de leurs cibles a travers un réseau dense et complexe. Afin de bien
s’orienter dans leur environnement et atteindre leur cible finale, les axones des neurones
possédent a leur extrémité une structure spécialisée qui s’appelle cone de croissance. Le cone
de croissance interagit avec 1’environnement et intégre des signaux a travers les récepteurs et
des molécules de guidage exprimés a sa surface et dans 1’espace intercellulaire. Les nétrines
représentent une des différentes familles de molécules solubles secrétées dans cet
environnement afin de transmettre au cone de croissance des signaux attractifs ou répulsifs pour

moduler la croissance et 1’orientation de 1’axone.

Des leur découverte durant le XX®™ sigcle, les nétrines étaient étudiées principalement pour le
role qu’elles jouaient dans la mise en place du systéme nerveux. Cependant, leur role dans le

maintien de I’homéostasie des différents tissus devient de plus en plus étudi¢. Dans ce chapitre
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nous détaillons les principaux récepteurs de nétrine-1 (DCC et UNCS5) et nous examinerons leur

implication dans les différents tissus ainsi que dans certains cancers.

4.1.1. Les nétrines

Les nétrines sont des petites molécules protéiques diffusibles qui forment une famille de
protéines impliquées dans la guidance axonale. Elles ont obtenu leur nom du mot Sanskrit

« netr » qui signifie « celui qui guide » en se référant a leur statut de facteurs chimiotropiques.

a- La famille des nétrines

Les nétrines étaient tout d’abord découvertes dans les nématodes particulierement dans C.
elegans en 1990, lors d’un criblage génétique visant a isoler les geénes impliqués dans la
migration neuronale et le guidage axonal, et a cette époque elles étaient nommées UNC6 [262].
En 1994, le groupe de Marc Tessier-Lavigne purifia et clona pour la premiere fois chez les
vertébrés, deux protéines homologues a UNC-6 nommées : nétrine-1 et nétrine-2. Dans la
méme équipe, un homologue de UNC-6 a été identifié comme un repere vital pour les axones
commissuraux de rongeurs dans la moelle épiniere [263]. Suite a cette découverte, les études
réalisées ont identifié de nombreux orthologues a UNC-6 dans différentes especes. Chez les
invertébrés, des orthologues ont été décrits chez Drosophila melanogaster[264], chez la sangsue
[265], et chez I’anémone de mer [266]. Chez les vertébrés, autres que les orthologues trouvés
chez le poulet, des études ont identifié¢ des orthologues a UNC-6 chez le poisson zebre [267],
le xénope, la souris, le rat, les singes et finalement ’homme. Les nétrines sont donc
généralement structurellement fortement conservées entre les différentes especes animales

(nématodes, grenouille, souris, homme...)[263].

A partir de 2009, toutes les nétrines connues a I’heure actuelle avaient été découvertes. Chez
les mammiferes six nétrines ont été identifiées. Les nétrines-1, 3, 4 et 5 sont des protéines

sécrétées, alors que G1 et G2 sont des protéines liées a la membrane, attachées par des résidus
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de glycophosphatidylinositol [268]—[270]. Les deux versions, nétrine-G1 et nétrine-G2, ne se
retrouvent que chez les vertébrés. On pense qu'elles ont évolué indépendamment des autres

nétrines afin de faciliter la construction du cerveau [271].

b- Structure des nétrines

Les nétrines ont toutes une taille proche de 600 acides aminés et une masse moléculaire de
70kDa environ. Structuralement, les nétrines sont composées de trois domaines principaux.
Certains domaines sont homologues a la laminine a l'extrémité amino-terminale. Le domaine
C-terminal est le site ol la majeure partie de la variation est observée entre les especes et
contient différents acides aminés qui permettent une interaction avec des protéines spécifiques

dans la matrice extracellulaire ou a la surface de la cellule[268].

Outre la présence d’un peptide signal, I’extrémité N-terminale est caractérisée par la présence
d’un domaine VI et d’un domaine V respectivement homologues aux domaines globulaires VI
et V des laminines. Le domaine V des nétrines comporte trois motifs EGF (Epidermal Growth
Factor) appelés V-1, V-2 et V-3 et apparentés a des répétitions similaires au domaine V des
laminines. Les laminines sont sécrétées sous forme de gros hétérotrimeres composés des sous-
unités a, B ety [272]. Les domaines V et VI des nétrines-1 a 3 et G sont similaires a la chaine y
des laminines, tandis que ceux de la nétrine-4 sont similaires a la chaine B [273]. La nétrine-5
est une exception puisqu’elle ne possede pas de domaine VI et son domaine V ne contient que

deux répétitions EGF[274]. (Figure 4)

Le domaine C-terminal des nétrines, ne présente pas d'homologie avec les laminines. Pour les
nétrines-1 a 4, ce domaine présente une structure en hélice a. Le domaine C des nétrines est
notablement enrichi en acides aminés basiques qui seraient autant de sites de fixation pour les
molécules chargées négativement de la matrice extracellulaire et de la surface cellulaire
(exemple : héparine, chondroitine sulfate, protéoglycanes et glucolipides)[263], [275]. La

biodisponibilité des nétrines dépendrait donc a la fois de leur taux d'expression et de la
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composition du milieu extracellulaire. Le domaine C, appelé C', des nétrines-G n'est pas
conservé mais son caractere hydrophobe permet leur ancrage a la membrane plasmique via un

groupement GPI[276], [277]. (Figure 4)

i ‘| UNC6
Netrin-4/p | ° Netrin-1,-2,-3  Netrin-G
Vi Vi
Vi Vi
V2 V2
V3 V3
C CZ
: Laminin k GPIA

Figure 4 : structure de la famille des nétrines.

Représentation schématique montrant la structure des nétrines, apparentées a la laminine. La
laminine est une protéine hétérotrimérique composée des chaines a J et y. Les nétrines
possedent trois domaines : un domaine VI, un domaine V (composé de trois motifs EGF V1,
V2 et V3) et un domaine C riche en acides aminés basiques. Les domaines VI et V des
nétrines sont apparentés a la chaine B (Nétrine-4/f) ou a la chaine y (Nétrines 1, 2, 3, G1 et
(G2) de la laminine. Les nétrines G s’inserent a la membrane par une ancre GPI
(GlycosylPhosphatidyllnositol). (Vincenzo Cirulli and Mayra Yebra 2007)

c- Expression de la nétrine-1 au cours du développement et chez I’adulte

La nétrine-1 est le membre le plus étudié de la famille des nétrines. Chez I'homme, la nétrine-1

est codée par le gene NTN1 localisé sur le chromosome 17p13-p12.

Les nétrine-1 joue un rdle important au niveau du chimiotactisme qui se déroule dans le systeme
nerveux central en développement ; un axone en croissance se dirigera vers ou s'éloignera d'une
concentration plus élevée de nétrine selon 1’expression de ses récepteurs a la surface cellulaire.
La nétrine-1 s’exprime depuis le début de la croissance embryonnaire lors de la formation du

systeme nerveux primitif du feetus. Elle s’exprime par suite dans les cellules neuroépithéliales
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de la plaque du plancher, groupe de cellules sécrétrices spécialisées situées au niveau de la ligne
médiane ventrale de la moelle épiniere[278], ainsi que dans d'autres points du systéme nerveux,
notamment le mésoderme somatique, le pancréas et le muscle cardiaque[276]. Son rdle
principal est dans le guidage axonal, la migration neuronale et la morphogenéese de différentes
structures de ramification[279]. Un gradient de nétrine-1 émanant de la plaque du plancher
orienterait ainsi la migration des cellules et des axones par rapport a la ligne médiane
ventrale[280]. Ainsi, une déficience en nétrine-1 chez la souris aboutit, entre autres, a des
défauts majeurs de projections axonales vers la ligne médiane du cerveau, illustrés par 1'absence
de certaines commissures comme le corps calleux ou les commissures de 1'Hippocampe et les
commissures antérieures[281], laissant présager le role de la nétrine-1 dans le guidage de
certains axones. D’autres études ont montré que les souris présentant des mutations dans le géne
de la nétrine-1 étaient dépourvues d’axones commissuraux du cerveau antérieur et de la moelle

épiniere[282].

Il a été découvert que les nétrines jouent un role clé dans le développement et la régulation
mature des tissus en dehors du systeme nerveux. Parmi les tissus non neuronaux impliqués
figurent les tissus des poumons, du placenta[283], des vaisseaux sanguins, du pancréas, des
muscles[284] et des glandes mammaires[279], [285]-[296]. La nétrine contribue a la
morphogenese des tissus en contrOlant la migration et 1'adhésion cellulaires au cours du

développement dans différents organes[277].

Dans les glandes mammaires en développement, les extrémités en croissance du réseau
canalaire sont constituées de deux couches constituées de cellules épithéliales luminales et de
cellules de coiffe. Les cellules luminales sécretent la nétrine -1 qui se lie au récepteur néogénine
(homologue du DCC) sur les cellules du capuchon. Cela permet une adhésion entre les deux
couches de cellules, ce qui est nécessaire pour la morphogenese correcte des bourgeons

terminaux (TEB) dans les glandes mammaires. La perte du gene codant pour la nétrine-1 ou la
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néogénine conduisent a une formation inappropriée de TEB, suggérant que plutdot que d'agir
comme une molécule guide comme dans les systemes neuronaux, la nétrine-1 sert d'adhésif

dans le tissu mammaire[277], [295].

Au cours de la morphogenese du poumon embryonnaire, les cellules épithéliales expriment la
nétrine-1 et la nétrine-4. Ces nétrines entourent les bourgeons de I'endoderme dans la membrane
basale, empéchant ainsi les cellules de 1'extrémité distale d'exprimer DCC et UNCS5B. Cela
permet un développement normal du poumon et empéche la sur-ramification et le

bourgeonnement potentiellement dangereux[277].

Dans le développement pancréatique, la nétrine-1 est exprimée dans les cellules canalaires
épithéliales et se localise a la membrane basale. La nétrine-1 s'associe a plusieurs éléments de
la matrice extracellulaire, notamment le collagene IV, la fibronectine et les protéines intégrales
a6B4 et a3B1. Ces éléments de la matrice extracellulaire sont responsables de 1'adhésion et de
la migration des cellules épithéliales, ce qui suggere que la nétrine-1 est associée au guidage

des cellules épithéliales dans le pancréas embryonnaire[277], [290].

Chez l'adulte, le profil d'expression de la nétrine-1 est moins décrit dans la littérature.
Globalement, la nétrine-1 est exprimée a des taux beaucoup plus faibles qu'au cours du
développement et présente un profil d'expression assez différent notamment dans le SNC[297].
Ainsi, I'expression de la nétrine-1 au niveau de la plaque du plancher diminue progressivement
pour disparaitre des la naissance[280]. Dans la moelle épiniere, on la retrouve néanmoins dans
certaines populations de neurones (motoneurones, interneurones) et dans les oligodendrocytes
qui assurent la myélinisation des axones [298]. La nétrine-1 est également détectée, faiblement,
au niveau du cervelet (interneurones) [299] et de quelques populations neuronales du striatum
et de la substance noire [300], [301]. Au niveau du SNP, les cellules de Schwann expriment la

nétrine-1[302], [303]. La nétrine-1 est faiblement exprimée en-dehors du systéme nerveux. Les
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principaux tissus dans lesquels on a détecté la nétrine sont le sein, le foie, le colon, I’intestin

gréle, le ceeur, la prostate, les poumons[304] et les ovaires[305].

4.1.2. Les récepteurs a dépendance de la nétrine-1 : DCC et UNC5

Les deux récepteurs principaux décrits pour la nétrine en 1990 sont DCC (deleted in colorectal
cancer) et UNC5 (uncoordinated 5). En effet, chez Caenorhabditis elegans, comme Unc-6, les
genes Unc-40 et Unc-5 ont également été décrits pour leur implication dans le guidage et la
migration axonale. Ces génes sont trouvés mutés dans plusieurs maladies d’ou leur nom
«uncoordinated ». En 1990 Hedgecock et ses collegues ont démontré qu’une mutation au
niveau des gene Unc-40 ou Unc-5 affecte la projection ventrale ou dorsale respectivement. Par
contre, une mutation du gene Unc-6 avait un impact sur les deux projections[262]. Ceci était la
base des études qui suivaient et qui ont identifié Unc-40, Unc-5 et Unc-6, les homologues
respectifs de DCC, UNCS et nétrine-1 chez les vertébrés. Ces trois protéines ont fait 1’objet
d’une grosse partie des études de recherche portant sur le systéme nerveux pendant plus de 3

décennies.

Cependant, DCC et UNCS5 ne sont pas les seuls récepteurs de la nétrine-1. En effet, la
néogénine, A2b, les intégrines a6P4 et a3pB1 ainsi que DSCAM (Down’s Syndrome Cell
Adhesion Molecule) sont également des récepteurs de nétrine-1[295], [306]-[310]. De plus,
des nouveaux ligands possibles de UNCS5 ont été également identifiés ; des études ont montré
que la délétion de UNCSC entraine plusieurs malformations au niveau du SNC tandis que
’ablation de la nétrine-1 ne cause pas les mémes aberrations, indiquant la participation d’autres

molécules[271], [311].

a- DCC : structure et expression

Deleted in Colorectal Cancer est un récepteur transmembranaire de 1447 acides aminés (190

kDa) également connu sous le nom de DCC, qui, chez I'homme, est codé par le gene DCC. Sa
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famille comprend DCC et néogenine [312], [313]. Les études sur DCC ont commencé des le
début des années 90 quand il a été découvert dans une étude sur le cancer colorectal en
1990[314], le DCC a fait 'objet de nombreuses recherches ; il a occupé une place controversée
en tant que gene suppresseur de tumeur pendant de nombreuses années et il est bien connu
comme récepteur de guidage des axones qui s’active suite a la fixation de la nétrine-1[315].
Récemment, le DCC a été caractéris€ comme un récepteur a dépendance, et de nombreuses
hypotheses ont ravivé 1'intérét pour sa fonction en tant que gene suppresseur de tumeur, car il

peut s'agir d'un suppresseur de tumeur dépendant du ligand qui est souvent sous exprimé.[316]

Le gene DCC est localisé sur le chromosome 18q et produit 29 exons. Ceci, théoriquement,
donne 13 différentes variantes de protéines. La protéine DCC est composée de 10 domaines
extracellulaires de 1100 acides aminés dont 4 domaines d’immunoglobulines (Igl, Ig2, Ig3 et
Ig4) et 6 domaines de fibronectine III (Fnl, Fn2, Fn3, Fn4, Fn5 et Fn6). Ce long domaine
extracellulaire est tres conservé et présente des homologies de séquence avec les molécules
d’adhésion neuronale de la famille NCAM (Neural Cell Adhesion Molecule). La partie
intracellulaire et transmembranaire fait 325 acides aminés et elle est constituée de 3 domaines
conservés (P1, P2 et P3) avec un domaine appelé ICD formé de 21 acides aminés, localisé entre
P1 et P2. Le domaine ICD est responsable pour I’induction de 1’apoptose. De nombreuses
¢tudes ont essay¢ de cartographier le site d’interaction de la nétrine-1 avec DCC et ont conclu

que la nétrine-1 se lie par ses domaines V et VI aux domaines Fn4 et Fn5 de DCC[317], [318].

Chez I’homme, le DCC se trouve peu exprimé. Il est détecté dans de nombreux tissus adultes
et en développement, surtout au niveau du SNC ol son expression est maximale. Par
conséquence, 1’expression de DCC comme la nétrine-1 est retrouvée dans diverses parties du
cerveau dont le cortex, le thalamus, le mésencéphale et le cervelet et les systemes visuels et
olfactifs. Au niveau du SNC, le DCC est exprimé au niveau de la commissure antérieure et le

corps calleux. L'expression du DCC est dorsale de facon complémentaire a celle de la nétrine-
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1 surtout au niveau de la moelle épinic¢re ou il participe a I’attraction des axones vers la
concentration €élevée de nétrine-1[281], [313]. Au niveau du systeme nerveux périphérique,
DCC s’exprime durant les phases précoces du développement de certains ganglions sensoriels,

du systeme nerveux entérique ainsi que dans certains nerfs comme le nerf sciatique[319].

En outre, le DCC se trouve aussi exprimé en dehors du SN, notamment dans I’épithélium de
nombreux tissus tels que le tractus digestif, la peau, les poumons, la vessie et la prostate[276],
[320]. Chez I’adulte, I’expression du DCC est relativement faible mais ubiquitaire[321], [322],

mais avec un taux d’expression plus important dans les zones ou subsiste une neurogenése[323].

b- UNCS : structure et expression

La famille UNCS5 comprend quatre membres : UNC5H1 a 4 chez les rongeurs et UNCS5A, B, C
et D chez ’homme [324]-[326]. Chez ’homme, ils sont codés par les génes localisés au niveau
des chromosomes 5q35.2, 10g22.1, 4921-23 et 8p12 respectivement[327]. Ce sont également
des récepteurs de guidage neuronal dotés de fonctions supplémentaires en dehors du systeme

nerveux.

Les récepteurs UNCS sont des récepteurs transmembranaires de type I et d'un poids moléculaire
d'environ 110kDa. En 1997, les travaux de Leonardo et ses collegues ont mené a I’exploration
de deux protéines de rat homologues de UNC-5; UNCS5HI et UNC5H2. Les protéines
découvertes présentent une similitude de séquence avec UNC-5 sur toute la longueur, mais sont
plus similaires entre elles (52% d'identité) qu'a UNC-5 (28% d'identité dans chaque cas).
Comme UNC-5, le domaine extracellulaire des deux protéines UNC5H1 et UNC5H2 ont deux
domaines de type immunoglobuline et deux répétitions de thrombospondine de type 1, une
région couvrant la membrane et un grand domaine intracellulaire. Les protéines UNCSH
possedent également chacune une séquence de signalisation qui n’existe pas dans UNC-5. La
topologie prédite par Leonardo et al. en 1997 des protéines UNCSH a été vérifiée en utilisant

des anticorps dirigés contre les domaines extracellulaires et intracellulaires des versions
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recombinantes des protéines exprimées dans des cellules transfectées. La région extracellulaire
contient deux domaines de type immunoglobuline (Igl et Ig2) et deux domaines
thrombospondine de type I (TSP1 et TSP2). Les domaines cytoplasmiques des deux protéines
UNCS5H ne contiennent pas de motifs de signalisation répandus, ce qui n’a pas aidé a identifier
les domaines intracellulaires. Seule une petite région d'homologie avec Zona Occludens-1 (ZO-
1 ; une protéine qui se localise aux jonctions adhérentes et elle est impliquée dans la formation
des jonctions) a été identifiée [328], [329]. Il s’est théoris¢ que ces fragments intracellulaires
de ressemblance entre UNCS et la partie c-terminale de ZO-1 aident a I’interaction de la partie
intracellulaire du récepteur avec le cytosquelette de la cellule d’ou le role de UNCS dans
’attraction, la répulsion et la migration cellulaire[330]. Durant la méme année, Ackerman et
ses collegues ont découverts une troisieme protéine similaire aux deux protéines UNC5SHI et
UNC5H2[325]. Cette protéine était le troisieme homologue de UNC-5 appelé aussi UNC5H3
ou UNCS5C. La quatrieme protéine de cette famille, UNC5H4 ou UNCSD, a été identifiée en
2002 par Dieter Engelkamp. Il a également démontré la similarité entre ces 4 protéines en
alignant les séquences d’acides aminés relatives a chacune d'entre elles[331]. Finalement, en
2009, les structures cristallographiées par Wang et ses collegues ont identifié deux autres
domaines intracellulaires de ces protéines, qui s’ajoutent au domaine nommé ZU-5 (fragment
semblable a ZO-1). Ces deux domaines sont UPA (Unc-Pidd-Ankyrins) et DD (Death Domain).
Le domaine UPA est commun aux protéines UNCS5, PIDD et Ankyrin et contient une séquence
d'interaction avec le domaine P3 de DCC appelée DB (DCC Binding). Enfin, un domaine de
mort DD, homologue a celui des récepteurs de mort classiques de la famille du TNF est présent
au niveau C-terminal[332]. La nétrine-1 se lie via ses domaines V et C aux deux domaines

immunoglobulines de la partie extracellulaire des récepteurs UNC5[317], [318], [333].

L’expression des récepteurs de la famille UNCS est aussi liée au développement du systeéme

nerveux central mettant en jeu la nétrine-1[334], [335]. Au cours du développement, UNC5A
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et B sont exprimés au niveau de la moelle épiniere, dans les motoneurones ventraux et dans les
ganglions sensoriels dorsaux respectivement[326]. Ces deux récepteurs sont aussi exprimés
dans le cervelet et le cortex en cours de développement[331]. UNCS5A est nécessaire au
développement de la moelle épiniere. En effet, sa délétion chez la souris altere sa morphologie
par manque d'apoptose entrainant I'augmentation du nombre de certains motoneurones[336].
La délétion de UNCSB est létale au cours du développement en raison de I’incapacité de
formation des vaisseaux sanguins, par voie de novo, ce qui empéche 1'étude de sa fonction au
niveau du SNC[294]. De plus, certaines études ont montré que UNCS5B est également exprimé
dans les neurones corticaux et hippocampiques [337] et dans les cellules de Schwann[338],
[339]. UNCS5C semble étre fortement exprimé dans le cervelet. Son invalidation n’est pas létale
dans tous les cas. Ackerman et ses collégues ont démontré qu’une mutation spontanée qui
touche I’exon 13 du produit de ce géne cause une atrophie du cervelet causée par une mauvaise
migration des cellules granulaires[325]. Les souris qui possedent une telle malformation portent
le nom de souris rcm (rostral cerebellar malformation) et présentent une perte de coordination
des mouvements. Des études ont expliqué ce phénomene par les défauts lors de la migration
des cellules granulaires, ce qui ne permet plus de reconnaitre la limite rostrale du cervelet[340]—
[342]. Finalement, UNCS5D joue un role essentiel dans le cortex somatosensoriel et le centre de
vision et conditionne la survie des cellules corticales par sa dépendance a la nétrine-1[335],

[343].

Au cours du développement UNC5B, C et D sont exprimés dans plusieurs organes en dehors
du systeme nerveux tels que les poumons, les bourgeons des membres, les yeux et les vaisseaux
sanguins tandis que I’expression de UNCS5A reste exclusive au systeme nerveux central[331],

[344].

64



4.1.3. Signalisation des récepteurs DCC et UNCS en présence de nétrine-1

Suite a leur liaison a la nétrine-1, les deux récepteurs DCC et UNCS induisent des voies de
signalisation connues pour leur implication dans le guidage axonal. Toutes les cellules du
systéme nerveux qui possédent un axone s’orientent dans leur environnement grice a une
structure spécialisée appelée cone de croissance qui amene 1’axone, grace aux voies de
signalisation déclenchées suite aux interactions récepteur/ligand, vers sa cible finale. L’axone
est capable d’accomplir cette tiche grace a son cytosquelette sous-jacent formé essentiellement
d’actine et de microtubules qui subit un remodelage et exécute la réponse appropri¢e[276],

[345], [346].

Les études qui caractérisent les voies de signalisation induites par DCC sont beaucoup plus
nombreuses que celles qui décrivent les voies de signalisation de UNCS5. Brievement, en
présence de nétrine-1, I’homodimérisation de DCC induit un signal d’attraction[347]. Par
contre, les récepteurs de la famille UNCS5 assurent la répulsion qui nécessite la signalisation via
des hétérodimeres des récepteurs UNC5-DCC ou des homodimeres des récepteurs UNC5[262],

[294], [348], [349].
a- Signalisation induite par DCC

La fixation de la nétrine-1 a DCC induit sa dimérisation via son domaine intracellulaire
P3[307], [318], [350], [351]. Cette dimérisation, voir multimérisation, par les multiples
domaines de liaison de la nétrine-1 a DCC[351]-[353] est davantage favorisée suite a la
formation du radeau lipidique, essentiel pour cette signalisation, grace aux interactions des
micro-domaines membranaires[353]-[357]. Ce réarrangement de conformation va permettre
par suite a DCC d’interagir avec de nombreuses protéines intracellulaires telles que la protéine
adaptatrice Nckl (non catalytic region of tyrosine kinase adaptor protein), les protéines a
activité tyrosine kinase FAK et Fyn, la protéine kinase sérine-thréonine Pak1 (p21-activating

kinase 1), ainsi que les protéines de liaison a 1'actine Ena/Vasp et N-WASP (neuronal Wiskott-
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Aldrich Syndrome protein). Le recrutement de celles-ci conduit alors a I'activation de plusieurs
voies de signalisations, parmi lesquelles la voie des Rho GTPases impliquant Cdc42 et Racl,
la voie des seconds messagers dans laquelle intervient ' AMPc, I'GMPc et le calcium; et celle

des MAPK[358]. (Figure 5)

Les Rho GTPases appartiennent a une famille de protéines qui jouent un role dans 1'organisation
du cytosquelette et les interactions adhésives. Ces protéines se trouvent sous deux formes, et
bascule constamment entre les deux. Ainsi, elles sont soit sous forme active liée au GTP, soit
sous forme inactive liée au GDP. Cette oscillation entre les deux formes est assurée grace a
deux protéines enzymatiques ; GEFS (Guanine nucleotide Exchange Factors) qui favorisent
I'échange de GDP pour du GTP et les GAPS (GTPase activating proteins) qui stimulent
I'activité GTPase donc une inactivation des Rho GTPases[276]. L'activité des Rho-GTPases est
régulée également par un complexe contenant différentes protéines dont Pak-1 et N-
WASP[358]. Les protéines a activité tyrosine kinase de la famille Src (Src, Fyn) et FAK qui
interagissent avec DCC respectivement au niveau de ses domaines P2 et P3 pourraient aussi
activer les Rho-GTPases telles que Racl et cdc42. En effet, la fixation de nétrine-1 sur DCC
induit la phosphorylation des protéines DCC, FAK et Fyn ce qui active Racl et cdc42 via la
phosphorylation de la protéine p130CAS[359], [360]. L’activation de Racl et cdc42 induit
respectivement une augmentation de la surface cellulaire et du nombre de filopodes nécessaires
a la motilité du cone de croissance. De plus, en présence de nétrine-1, la RhoA (Ras homologous

member-A) est inhibée, ce qui favorise la croissance axonale[361], [362]. (Figure 5)

La réponse du cone de croissance a différentes molécules de guidage dont la nétrine-1 est
régulée par les taux intracellulaires de seconds messagers comme I'AMP cyclique, le GMP
cyclique ou le calcium (Ca2+). Dans le cone de croissance, la concentration en Ca2+ est
conditionnée par le ratio AMPc/GMPc. L’augmentation de ce ratio induit I’attraction du cone,

et sa diminution induit la répulsion. La liaison de la nétrine-1 a DCC induit la production
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d'AMPc et donc I’augmentation du ratio AMPc/GMPc engendrant ainsi 'entrée de Ca2+
intracellulaire via les canaux a calcium de type L, ce qui favorise la croissance des cones et
l'attraction axonale[363]-[366]. Au niveau des axones embryonnaires, la nétrine-1, via DCC,
activerait une Adénylate Cyclase soluble (ACS) capable de produire de I'AMPc et engendrant
une activation de la protéine kinase A (PKA) elle-méme a l'origine de 1'activation des canaux a

calcium qui transportent le Ca2+ dans la cellule et induisent 1’attraction[367], [368]. (Figure 5)

Finalement, en présence de nétrine-1, les MAPK telles que ERK1/2 sont recrutées au niveau du
domaine intracellulaire de DCC, ce qui induit leur phosphorylation par MEK1/2, des MAPK
kinases qui interagissent avec DCC pour induire ’attraction[369]. P38 est une autre MAPK
activée par phosphorylation. Elle collabore avec les MAPK ERK1/2 et également induit une
activation locale de la caspase-3, requise par exemple pour la réponse d'axones rétiniens de

xénope a la nétrine-1, et pour le remodelage local du cytosquelette[370]. (Figure 5)
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Figure 5 : signalisation positive de DCC en présence de nétrine-1.

La fixation de nétrine-1 sur DCC induit la dimérisation/multimérisation du récepteur par son
domaine P3, en formant des radeaux lipidiques sur la membrane. Ensuite, DCC active
plusieurs voies de signalisation aboutissant au remodelage du cytosquelette régulant
notamment la croissance, 1'orientation et la motilité (des axones et des dendrites du SNC).
L'ensemble de ces voies permettrait notamment d'assurer la motilité du cone de croissance des
neurones vers sa cible.

Fyn : Proto-oncogene tyrosine-protein kinase. FAK : focal adhesion kinase. Nck1 :
Cytoplasmic protein NCK1. Pak1 : Serine/threonine-protein kinase PAK 1. Cdc42 : Cell
division control protein 42 homolog. Racl : Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1.
RhoA : Ras homolog family member A. N-wasp : Wiskott—Aldrich Syndrome protein.
ERK1,2 : extracellular signal-regulated kinases. P38 : mitogen-activated protein kinases.
ACS : adenylyl cyclases. PI3K : Phosphoinositide 3-kinases. PLCy : Phospholipase C gamma.
PKA : protein kinase A.
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b- Signalisation induite par UNC5

Comme évoqué précédemment, les récepteurs UNCS5 induisent la répulsion des axones soit par
une homodimérisation ou plus communément par une hétérodimérisation avec un récepteur
DCC[299], [348]. Leur implication dans la chimiorégulation de la croissance axonale et
vasculaire est moins décrite que DCC[348]. En effet UNCS5A, B et C sont capables de lier la
nétrine-1 par leurs domaines immunoglobulines avec des affinités différentes. UNC5B possede
la plus basse constante de dissociation pour sa liaison a la nétrine-1 donc c’est le complexe le
plus stable et favorable suivi par UNCS5C et finalement UNC5A[326]. Malgré la rareté des cas
dans lesquels UNCS5 peut repousser les neurones par son homodimérisation, quelques études
ont décrit certains cas dans lesquels UNCS5 peut agir seul durant le phénomene de répulsion.
Masuda et ses collegues ont démontrer que les axones DRG de la souris exprimant UNC5C
seulement, sont repousser par la nétrine-1[371]. La répulsion des axones par hétérodimérisation
de DCC avec UNCS5 est mieux connue. L’étude réalisée au sein de 1’équipe de Elke Stein en
1999 a démontré que I’attraction initiée par DCC peut étre convertie en répulsion lors de la
surexpression de UNC5B dans les neurones exprimant DCC. En effet, la nétrine-1 présente
dans I’environnement de la cellule exprimant UNCS5B induit un rapprochement d’un récepteur
UNCSB avec un récepteur DCC en s’accrochant de part et d’autre a leurs domaines
extracellulaires. Suite a cette liaison, le domaine intracellulaire P1 de DCC interagit avec le
domaine intracellulaire DB de UNCS5B et par conséquence convertit 1’attraction en répulsion.
La liaison de la nétrine-1 a I’hétérodimere DCC/UNCS5 diminue le ratio AMPc/GMPc [367],
[368] qui selon le mécanisme décrit dans la signalisation de DCC doit induire nécessairement

une répulsion du cdne de croissance.

Quant a I’homodimérisation de UNCS5, elle induit la répulsion évidement a travers d’un
processus différent. La liaison de la nétrine-1 aux récepteurs UNCS5 homodimérisés induit la

phosphorylation de leur domaine intracellulaire ZUS5 souvent par des tyrosine kinases comme
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la Srcl[372]. Cette étape initiale est essentielle au recrutement d’autres protéines de
signalisation. Lors de I’étude du cas de I’homodimérisation de UNCS5C, les études ont démontré
que la tyrosine phosphatase Shp2 est recrutée pour interagir ainsi avec des GTPases de la famille
Rho ce qui réorganise le cytosquelette[373]. Des mutations au niveau des domaines
intracellulaires phosphorylés lors de 1’activation de UNCS5 causent une perturbation dans le
guidage axonal des motoneurones chez C. elegans[374]. Plusieurs GTPase ont été identifiées
comme acteurs essentiels dans cette voie de signalisation parmi lesquels on trouve Gi-alpha2 et

PIKE-L[337], [375].

UNCS5A interagit d’une autre fagon avec les protéines intracellulaires. En effet, suite a la liaison
de la nétrine-1 sur ce récepteur la protéine kinase C et la PICKI1 sont recrutés et
induisent I’internalisation de ce récepteur ce qui diminue sa capacité a rétracter les cones de
croissance des cellules hippocampiques mais a I’inverse ce phénoméne est inversé en une

attraction[376], [377].
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Figure 6 : induction de I'apoptose par le récepteur DCC.

En présence de nétrine-1, le récepteur DCC est dimérique/multimérique, et son domaine
intracellulaire interagit avec la caspase-3. Quand la nétrine-1 se détache du récepteur, DCC
est clivé au niveau du résidu D1290 par des protéases de type caspase (ou d'autres protéases).
Cette étape permet l'exposition de son domaine ADD (Addiction Dependence Domain) et des
partenaires pro-apoptotiques intracellulaires sont ainsi recrutés comme la DIP13a et la
caspase-9. La caspase-9 est alors activée ce qui résulte en une activation de la caspase-3 et
induit potentiellement une amplification du clivage des autres récepteurs DCC, aboutissant a
l'induction de la mort cellulaire par apoptose.
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4.1.4. Signalisation de DCC et de UNC5 en absence de la nétrine-1: récepteurs a

dépendance.

Au contraire des récepteurs classiques, un récepteur a dépendance est un récepteur capable
d’induire une voie de signalisation intracellulaire méme en absence de son ligand. Cette voie

de signalisation ameéne souvent a I’apoptose d’ou sa nomenclature.

Ce concept a été identifié par Patrick Mehlen et Dale Bredesen en 1998 durant une étude in
vitro impliquant le couple nétrine-1/DCC[378]. 1l a été également démontré que la famille des
récepteurs UNCS5 agit aussi comme récepteurs a dépendance[379]-[381]. En tant que récepteurs
a dépendance, les récepteurs DCC et UNCS5 ne sont pas inactifs en absence de nétrine-1 mais
induisent un signal d’apoptose[378]. Pour faire cela, plusieurs acteurs cytoplasmiques
s’engagent parmi lesquels un petit nombre est déja connu. Quant aux voies de signalisation, une
variété est proposée mais en général elles restent toujours a 1’état d’ébauche. La littérature a
décrit auparavant quelques phénomeénes nécessaires a 1’induction de 1’apoptose par DCC et
UNCSB en absence de nétrine-1 parmi lesquels on cite : (1) La localisation des récepteurs dans
les radeaux lipidiques (les micro-domaines membranaires faisant office de plateforme de
signalisation)[355], [382] ; (2) un état de monomérisation[350] ; (3) le clivage de leur domaine
intracellulaire par des protéases de type caspase conduisant a I’exposition d’'un domaine pro-
apoptotique appelé ADD (Addiction e Domain)[378] ; et finalement (4) le recrutement de
plusieurs protéines pro-apoptotiques (de différentes natures selon DCC ou UNCS5) qui forment
un complexe d’activation des caspases effectrices, dont la caspase-3, et aboutit a la mort de la

cellules[350].

a- Induction d’apoptose via DCC

En absence de nétrine-1, la caspase-3 clive le domaine intracellulaire de DCC in vitro. Le
domaine de mort ADD a été bien cartographié en amont du site de clivage par la caspase-3.

ADD correspond aux acides aminés 1243 a 1264. 1l a été aussi démontré que le résidu Asp1290
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est le point précis ou la caspase-3 agit. En effet, la mutation du site de clivage, 1’ajout d’un
inhibiteur de caspase ou la délétion du domaine ADD de DCC abolit sa capacité d’induire

I’apoptose[378].

Parmi les protéines pro-apoptotiques recrutées durant ce processus, 3 ont été identifiées : les
caspases-3 et 9 et la protéine DIP13a (DCC interacting protein 13alpha). En présence de
nétrine-1, la caspase-3 interagit avec le domaine intracellulaire de DCC, en aval de son site de
clivage. Par contre la caspase-9 interagit de maniere indirecte avec DCC via le domaine ADD,
et n’est pas détectée qu’en absence de nétrine-1 ou apres clivage initial du récepteur. Bien que
I’apoptose induite par DCC fasse appel aux caspases, les études montrent que DCC n’emprunte
pas la voie canonique des caspases, puisque les protéines effectrices de la voie mitochondriale
(Bcl-2, Apaf-1, cytochrome c) ou de la voie des récepteurs de mort (caspase-8) n'influent pas
I'apoptose induite par DCC[383]. Une interaction entre la protéine DIP13a et le domaine ADD
de DCC a également été observée mais on connait peu jusqu'a présent sur 1’effet de cette
interaction et son role précis dans I’apoptose malgré qu’il a été prouvé que l'expression de
DIP13a et son interaction avec le domaine ADD de DCC sont requises pour l'activité pro-
apoptotique[384]. Il est possible que DIP13a soit la protéine qui recrute la caspase-9 mais ceci

n’¢était pas démontré. (Figure 6)

En conclusion, le bilan suggéré est un modele selon lequel DCC interagit en méme temps, d’une
part, par son domaine extracellulaire avec la nétrine-1 durant sa présence dans le
microenvironnement de la cellule et d’autre part, par son domaine intracellulaire avec la
caspase-3 mais en empéchant I’activation de cette derniere a travers son homodimérisation. Le
changement de conformation de DCC et sa localisation dans les radeaux lipidiques en absence
de nétrine-1, permettent son clivage par la caspase-3 et 1'exposition de son domaine ADD sur
lequel les protéines DIP13a et caspase-9 sont recrutées. Ce phénomene déclenche une cascade

de caspase-3 liées a DCC ou libres ce qui amplifie le signal apoptotique.
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Figure 7 : signalisation du récepteur UNC5B.

En présence de nétrine-1, le récepteur UNCSB est dimérique/multimérique, grace a
I’interaction des domaines ZUS5, UPA et DD. La DAPK associée a UNC5B est phosphorylée
et inactive. En absence de nétrine-1, UNCS5B est clivé par des protéases de type caspase (ou

d'autres protéases) au niveau du résidu D412. Le module formé par les domaines
ZU5/UPA/DD passe en conformation ouverte, ce qui est accompagné de la déphoshorylation
de la DAPK qui devient active. Le domaine ADD (Addiction Dependence Domain) de
UNCSB représentant son domaine de mort (DD) est associé a la DAPK induit une activation
de la caspase-3. Celle-ci peut cliver d'autres récepteurs UNC5B amplifiant ainsi le signal, et
conduit a I’induction de la mort cellulaire par apoptose.
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b- Induction d’apoptose via UNCS

Le domaine intracellulaire des récepteurs UNCS est également clivé par la caspase-3[380],
[385], [386] in vitro au niveau de l'acide aspartique Asp412 pour UNCS5B. Ce site de clivage
est aussi conservé dans UNC5A et UNCSC. Ce site de clivage est situé entre le domaine ZU-5
et le domaine transmembranaire du récepteur. Son clivage par des protéases ou des caspases
libere donc toute la partie intracellulaire du récepteur qui comporte les trois domaines ZU-5,
UPA et DD. Différemment a DCC, c'est le fragment libéré dans le cytoplasme qui est 1'origine
de l'activité apoptotique des récepteurs UNC5[380]. Dans le cas de UNCS5B, seul le domaine
de mort est nécessaire a I’activité apoptotique du récepteur. Pour UNCS5A, il a été démontré que
toute la partie intracellulaire est nécessaire pour abolir son activité apoptotique. Quant a
UNCS5C, une étude a démontré a travers une mutation au niveau du résidu Thr835, qui
déclenchait I’apoptose des neurones, I’emplacement approximatif du domaine de mort[387] qui
était confirmé apres entre les résidus Ile844 et Ala926. Le domaine de mort de UNCS5D se situe
entre les résidus [1e853 et GIn950[332]. Les variations minimes au niveau de la composition
des domaines ADD chez les différents UNCS pourrait expliquer 1’interaction avec différentes

protéines intracellulaires afin de déclencher 1’apoptose.

Dans la voie induite par UNC5A, la protéine NRAGE de la famille MAGE (Melanoma
Associated Antigens) interagit spécifiquement avec UNCS5A[388]. Ceci est dii, dans le cas de
UNCS5A, a la présence de la séquence PEST sous-membranaire proche du domaine ZU-5 avec
lesquels NRAGE interagit. De plus, 1'expression de NRAGE est nécessaire a l'activité pro-
apoptotique de UNCS5A. NRAGE a été décrit comme un régulateur de la transcription mais
aussi de I'apoptose[389]. Cette protéine induit 1’apoptose en interagissant avec UNC5A de deux
facons : a travers (1) la dégradation de la protéine inhibitrice de 1'apoptose XIAP[390]; et (2)
I'activation de la voie de signalisation de la kinase c-Jun aboutissant a l'activation des

caspases[391].
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En absence de nétrine-1, le récepteur UNCS5B subit un changement de conformation, autorisant
son clivage sous-membranaire par des protéases de type caspase. Le domaine intracellulaire de
UNCS5B adopte une conformation ouverte, qui pourrait étre liée a la phosphorylation de certains
de ses résidus, ce qui permet a la DAPKI1 d'interagir avec le DD et d'étre déphosphorylée. la
DAPKI1 (Death Associated Protein Kinase 1) interagit avec UNCSB et est nécessaire a son
activité apoptotique[386]. Elle est une protéine intracellulaire, qui posséde une activité sérine
thréonine kinase, impliquée dans 1'induction de la mort cellulaire suite a 1’accumulation des
signaux apoptotiques et possede aussi un domaine de mort tres proche de celui de UNC5B
nécessaire a la mort induite par cette kinase. De plus, 1'autophosphorylation de la DAPK1, au
niveau de la sérine 308, la maintient sous une forme inactive. F. Llambi et ses collaborateurs
ont montré que la DAPK1 interagissait avec UNC5B via leurs domaines de mort respectifs, de
facon constitutive. En présence de nétrine-1, la DAPK1 phosphorylée est donc inactive. En
absence de nétrine-1, la DAPKI1 est déphosphorylée et donc activée, une étape qui requiert le
clivage intracellulaire de UNC5B[381]. Les travaux de Céline Guenebeaud, au sein de I’équipe
de Patrick Mehlen, ont permis de démontrer qu'en absence de nétrine-1, la protéine phosphatase
2A (PP2A) est recrutée au niveau du complexe UNCS5B/DAPKI1, permettant alors la
déphosphorylation de la DAPK1[392]. En présence de nétrine-1, le récepteur UNC5B est
dimérique et son domaine intracellulaire adopte une conformation fermée qui interagit avec la
DAPK1 phosphorylée. Egalement, l'activité phosphatase de PP2A est bloquée par le
recrutement de CIP2A, bloquant ainsi la DAPK1 et 1'induction de 1'apoptose. Comme pour
DCC, le récepteur UNCS5B doit également étre localisé dans les radeaux lipidiques pour induire
I'apoptose[382]. (Figure 7)

UNCSC activerait 1'expression de DAPK1, qui a son tour activerait séquentiellement PKD,
ASK1, JNK, NADPH oxydase et enfin les caspases et conduirait finalement & une

apoptose[393]. Les voies Vps34 induites par DAPK1 peuvent également étre une voie possible
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pour déclencher une autophagie[394]. De plus, le DAPKI activé pourrait phosphoryler APP a
Thr668, ce qui entralnerait la mort par agrégation de la protéine B-amyloide induisant la voie
ASKl/caspase-3[393]. D'un autre coté, 'UNCSC peut également étre 1ié a la voie associée a
NRAGE. Le NRAGE aberrant peut activer JNK, ce qui conduirait finalement a la mort
dépendante des caspases. De plus, le NRAGE peut également dégrader l'inhibiteur de caspase
XIAP, ce qui déclencherait l'augmentation des caspases et entralnerait une apoptose

neuronale[388].

Finalement, UNCS5D est régulé par le géne p53 suppresseur de tumeur. Il induit la voie de
signalisation menant a I'apoptose induite par p53. Ce processus peut €tre inversé par la liaison
de la nétrine-1 a ce récepteur[386], [395]. Le clivage de la caspase par UNC5H4/D libere un
fragment intracellulaire qui se déplace dans le noyau et interagit avec le facteur de transcription

E2F1 pour transformer sélectivement les genes cibles[386].

4.1.5. Expression et role de nétrine-1 et ses récepteurs dans les cancers.

Chez l'adulte, l'expression des récepteurs a dépendance DCC et UNCS est faible mais
relativement ubiquitaire. La délétion de la nétrine-1 chez les souris est 1étale ce qui complique
'étude des fonctions de la nétrine-1 chez 'adulte[281]. Pourtant, certaines études suggerent un
role de la nétrine-1 au cours de situations particulieres comme par exemple I'inflammation en
condition hypoxique[396]. Ainsi, le concept des récepteurs a dépendance, et leur pouvoir de
vie ou de mort sur la cellule, permet d'envisager leur role dans le maintien de 'homéostasie
tissulaire et dans la surveillance antitumorale. Comme tout mécanisme de sauvegarde, le
contournement de 1'apoptose induite par ces récepteurs a dépendance constituerait alors un
avantage sé€lectif pour les cellules tumorales. A toutes ces propriétés s’ajoute récemment la mise
en relief de I’importance de la dérégulation de I’expression de ces protéines dans les cancers.
Les études se sont concentrées sur I’exploration de la double fonction de ces protéines qui se
présente par pro et anti-tumorale selon leur expression dans les tissus.
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a- Régulation de ’expression de la nétrine-1 dans les cancers

A T’heure actuelle, plusieurs études ont analysé 1’expression de la nétrine-1 au sein
d’échantillons tumoraux provenant des patients. Certaines ont montré une perte d’expression
de nétrine-1 comme dans les tumeurs de la prostate [322]. Pourtant, la majorité des études
réalisées montrent plutdt une augmentation de 1’expression de la nétrine-1 dans les différents
types tumoraux tels que le cancer colorectal[397]-[399], les cancers du sein métastatiques[400],

le cancer du poumon[401] et le neuroblastome[402].

En 2008, Fitamant et ses collegues ont pu démontrer, que le niveau d’expression de nétrine-1
est corrélé au stade de propagation d’un panel de tumeurs mammaires. Ainsi, 63% des tumeurs
métastasées dans au-dela des ganglions avait un taux d’expression de nétrine-1 cinq fois
supérieur au taux d’expression trouvé dans les tumeurs non métastasées contre 32% dans les
tumeurs propagées seulement dans les ganglions. Ils ont également démontré, dans un modele
syngénique in vivo qu’ils ont développé, que les cellules de la lignée 4T1 de cancer mammaire
murin exprimant la nétrine-1 sont plus métastatiques que celles n’exprimant pas la
nétrine-1[400], [403]. Suite a ces résultats, un peptide correspondant au cinquieme domaine
fibronectine Il de DCC a été synthétisé afin de bloquer I’interaction de la nétrine-1 avec ces
récepteurs. L’utilisation de ce peptide in vitro induisait 1’apoptose dans plusieurs lignées de
cancer mammaire murines et humaines exprimant la nétrine-1[350]. Egalement, le traitement

avec ce peptide réduisait la métastase des tumeurs 4T1 chez les souris in vivo.

Dr’ailleurs, un certain nombre d’études a démontré la surexpression de la nétrine-1 dans
plusieurs types de cancer tel que le carcinome pulmonaire non a petites cellules et les
neuroblastomes dans leurs stades les plus agressifs. Dans le cas du carcinome pulmonaire non
a petites cellules et certains neuroblastomes, il a été démontré que la production de la nétrine-1
se fait non seulement par voie paracrine mais aussi par voie autocrine et ceci d’une maniere
constitutive ce qui bloque le signal de mort des récepteurs a nétrine-1[401], [402]. II faut noter
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que dans ce type de tumeur aucune corrélation entre le niveau d’expression de nétrine-1 et le
pronostic des patient n’a été trouvée[401]. Par contre, dans les neuroblastomes du nourrisson,
le taux d’expression de nétrine-1 est associé a un mauvais pronostic[402]. Dans certaines
lignées cellulaires, il a ét¢ démontré que le déclenchement de I’apoptose dépend spécifiquement
d’un récepteur a nétrine-1 mais pas d’un autre. Ceci est le cas de la lignées H358 dans laquelle

I’apoptose dépend spécifiquement de UNCSA et UNCS5B.

En 2010, Dumartin et ces collegues ont démontré que la nétrine-1 joue un r6le important dans
I’invasion des cellules tumorales dans le cancer pancréatique. Ceci a été vérifié¢ quand 1’analyse
de I’expression de la nétrine-1 des cellules tumorales pancréatiques humaines greffées sur la
membrane chorioallantoide d’embryons de poulet montrait une augmentation de 1’expression
de nétrine-1 dans les cellules tumorales en phase d’invasion par rapport au cellules non-
invasives[404]. En méme temps ’analyse d’un panel de tumeurs pancréatiques humaines a
permis d’observer une augmentation de 1’expression de nétrine-1 par rapport aux tissus sains.
Ceci montrait que la surexpression de nétrine-1 caractérise certaines tumeurs humaines
métastatiques et elle est un facteur significatif qui influence la capacité invasive des cellules
tumorales. Il est suggéré que dans le cas des cancers colorectaux inflammatoires, 1’activation
du gene de la nétrine-1 est réalisé par NF-kB.[405] Pourtant une étude a montré que le géene de
nétrine-1 peut €tre aussi surexprimé sous 1’action de p53 apres traitement des cellules

cancéreuses par des agents chimiothérapeutiques cytotoxiques[406].

La nétrine-1 joue également un rdle dans la progression tumorale notamment au niveau de
I’angiogenese. Quoique son implication a été démontrée en tant que molécule vitale pour la
prolifération des réseaux vasculaires, le role de la nétrine-1 en tant que facteur pro-angiogénique
ou anti-angiogénique est toujours en débat. De nombreuses études ont révélé des effets
différents de la nétrine-1 sur ces vaisseaux ramifiés. Les cellules de l'extrémité endothéliale du

tissu vasculaire présentent des propriétés similaires a celles du cone de croissance présent dans
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le tissu neuronal. En effet, des études ont montré que ces mémes cellules a l'extrémité
endothéliale expriment également UNCS5B, auquel la nétrine-1 peut se lier, inhibant
I'angiogenese. En revanche, plusieurs études montrent que la nétrine-1 favorise réellement la
ramification des vaisseaux sanguins[289], [296], [407]. Globalement, ces études montrent que

les effets régulateurs de la nétrine-1 dépendent du type de tissu vasculaire.
b- Role de DCC dans la carcinogenese et la progression tumorale

Depuis le début des années 90, un grand nombre d’études décrivaient la régulation de DCC
dans les cancers. Les premieres études sur les tumeurs colorectales ont révélé que des
suppressions alléliques de segments du chromosome 18q se produisent dans un pourcentage
tres élevé de cancers colorectaux. Parmi ces études, Fearon et ses collegues mettaient en
évidence la perte de ces fragments, y compris le gene DCC, dans 70% des cancers colorectaux
d’ou le nom donné a ce récepteur[314], [408], [409]. Ensuite, plusieurs études ont pu associer
la perte du chromosome 18q avec une diminution de 1'expression de DCC[410], [411] qui a été
ensuite corrélée avec la fréquence des 1ésions tumorales colorectales ce qui suggérait un role
tardif de DCC sur I’initiation tumorale mais €également sur la progression de la tumeur[412],
[413]. De méme, la perte du chromosome 18q a été trouvée corrélée au stade de différents
cancers. En effet, cette perte est rare dans les adénomes de bas grade mais elle est présente dans
plus de 70% des carcinomes et retrouvée dans la totalité des métastases hépatiques d’origine
colorectale ce qui fait de ce phénomene génétique un facteur de mauvais pronostic et un facteur

favorable pour le développement des métastases[414], [415].

Dr’ailleurs, une perte d’hétérozygotie du chromosome 18q et une expression réduite de DCC
ont été décrites dans de nombreux cancers (prostate, ovaires, estomac, cancers
hématologiques...)[416]. La régulation négative de DCC dans les cancers a été reliée a
différents phénomenes génétiques et/ou épigénétiques. Ceci peut impliquer I’hyperméthylation
du promoteur, ou dans d’autres cas 1I’expansion nucléotidique apres 1’exon 7 qui engendre une
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diminution de la quantité des transcrits[314]. A cela s’ajoute quelques rares délétions
homozygotes de fragments de DCC répertoriées dans les cancers colorectaux, testiculaires et
pancréatiques[314], [417], [418]. Néanmoins, le DCC a été examiné pour les changements
génétiques trouvés avec la plupart des autres genes suppresseurs de tumeurs, mais il s'est

démontré avoir une fréquence relativement faible de mutation somatique.

Le role du DCC comme suppresseur de tumeur, proposé€ au début des années 90, a été mis en
doute par des études contradictoires qui ont étudié I’effet direct de la délétion de DCC sur la
formation spontanée de tumeurs colorectales. De maniere étonnante, la délétion des deux alleles
de DCC chez la souris s’est avérée 1étale, ce qui a limité le nombre des études réalisées dans ce
contexte. Cependant en 1997, Fazeli et ces collegues ont pu générer des souris présentant une
invalidation homozygote de DCC en croisant des souris présentant une délétion du gene Apc
(Apc +/min) situé dans la méme région que DCC avec des souris DCC+/- hétérozygotes. Les
souris DCC -/- générées ne présentaient pas une augmentation du nombre de tumeurs
spontanées apparues par rapport aux souris controles. De plus cette perte homozygote de DCC
n’avait aucun effet sur 1’agressivité des tumeurs[347]. Cependant, les étapes de la
cancérogenese colorectale chez la souris et ’homme sont différentes. Chez I’homme la
formation des tumeurs colorectales sont associées a plusieurs mutations touchant une variété de
genes comme Kras ou p53[419] alors que chez la souris Apc +/min I’invalidation de ces genes

ne cause pas une aggravation du phénotype tumoral intestinal.

Alors que les maladies causées par la perte du chromosome 18q ont été corrélées directement a
la perte du DCC, des études ont montré I’implication d’autres génes perdus par cette délétion
dans les cancers. Parmi ces geénes se trouvent deux genes suppresseurs de tumeurs ; SMAD?2 et
SMAD4[411]. Ces deux genes sont impliqués dans des voies de signalisation du TGF-f.
Pendant que la perte de SMAD2 s’avéere rare dans les cancers, SMAD4 reste un meilleur

candidat puisque sa perte par mutation germinale a déja montré une implication dans le
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syndrome familial de polypose juvénile[420], [421]. Des mutations somatiques de SMAD4 ont

été également décrites dans une fraction des cancers colorectaux[422], [423].

Toutes ces études qui montraient que DCC ne controle pas le cycle cellulaire, qu’il a un faible
taux de mutation somatique et qu’il n’augmente pas la prédisposition au cancer chez les
hétérozygotes, étaient des preuves assez décourageantes pour le statut putatif de suppresseur de
tumeur du DCC. Cela a amené l'attention a se concentrer sur son role dans le guidage des
axones, jusqu'a ce qu'une étude réalisée par Patrick Mehlen en 1998, a démontré I’implication
de DCC dans la régulation de la mort cellulaire[378]. Pendant que les délétions
chromosomiques 18q n'ont jamais été identifiées comme étant uniquement liées a un autre gene,
le DCC a été rapidement ré-accepté comme candidat. Des études réalisées in vitro sur les
mécanismes de signalisation du DCC ont corroboré I’hypothése que DCC est un suppresseur
de tumeur et ont commencé a intégrer la double fonctionnalité du DCC en tant que molécule de
guidage des axones et suppresseur de tumeur en un seul temps selon sa présence ou son absence

dans les différents tissus[378], [424].

Parallelement, plusieurs travaux expérimentaux ont montré que la restauration de 1I’expression
du DCC dans des lignées tumorales humaines réduit la prolifération cellulaire in vitro et la
croissance des tumeurs in vivo chez la souris[425], [426] et induit 1’apoptose de lignées
cellulaires tumorales déficientes en DCC endogene en absence de nétrine-1[427]. Une étude
réalisée par Castets et al. en 2011 a montré qu’une mutation dans le domaine intracellulaire de
DCC précisément sur le site de clivage (D1290N) est suffisante d’inhiber I’apoptose induite par

DCC dans un modele de souris prédisposé par une mutation du géne APC (1638N).[428]

c- Role de UNCS5 dans la carcinogenese et la progression tumorale

L'expression des récepteurs UNCS est négativement régulée dans divers cancers, dont le cancer
colorectal[429]. Des études ont montré que la méthylation du promoteur des génes UNCSA,

UNCSB et UNCSC est la raison principale de P’arrét de leur expression[429], [430]. Le
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récepteur UNCS5D a été identifié plus tard et il est cartographié dans une région chromosomique
fréquemment absente dans de nombreux cancers durant une étude portant sur 'ensemble du
génome, visant a identifier les loci génétiques prédisposant a la carcinogenese du colon chez la

souris [431], [432].

La démonstration formelle que les récepteurs UNCS se comportent comme des suppresseurs de
tumeur authentiques a été fournie par l'analyse de la souris qui souffre d’une malformation du
cervelet rostral (MCR) chez qui il a été démontré une perte de la fonction de UNCS5H3 suite a
une mutation. Ces souris atteignent 1'dge adulte et ne présentent pas de développement tumoral
intestinal évident par rapport aux souris témoins, ce qui suggere donc que l'inactivation du gene
UNCS5H3 chez la souris ne constitue pas un événement génétique suffisant pour déclencher
l'initiation de la tumeur[325]. Néanmoins, lorsqu'elles sont croisées avec des souris mutantes
APC, les souris mutantes UNCSH3™ ™ ont présenté une fréquence élevée de lésions
néoplasiques similaires a celles des souris APC*’/ 3N tout en montrant un passage
spectaculaire d'adénomes de bas grade vers des tumeurs de stade plus avancé. Ainsi, les études
ont montré que l'inactivation de UNC5H3 est associée a un stade tumoral accru en présence
d'une mutation de 1'APC, tout en démontrant qu'elle confeére un avantage sélectif au cancer

colorectal[429].

Il est intéressant de noter que des mutations de la lignée germinale du géne UNCS5C pourraient
augmenter la prédisposition au cancer colorectal. L'ADN génomique d'échantillons de sang
humain d'individus non apparentés ayant des antécédents familiaux de cancer colorectal a été
analysé pour des mutations spécifiques du gene UNCS5C. L’analyse a conduit a la détection de
plusieurs mutations dans le gene UNCS5C, dont l'une a entrainé une perte significative de
l'activité proapoptotique du récepteur UNCS5C et un transfert héréditaire de la maladie[433]. En
revanche, une autre étude a démontré une augmentation non-significative du risque de cancer

colorectal familial et sporadique, ce qui suggere plutdt que la présence de variantes UNC5C
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dans les familles n'est pas suffisante pour conférer un risque élevé de cancer colorectal[434].
Des investigations supplémentaires seront nécessaires pour déterminer si la recherche de
UNCS5C pourrait étre un marqueur de diagnostic pour les cancers colorectaux familiaux ou

sporadiques[433], [434].

Finalement, il est déja démontré que la surexpression de chacun des récepteurs UNC5A, B et
C dans différentes lignées tumorales suffit a bloquer leur capacité de croissance indépendante

de I’ancrage et leur pouvoir d’invasion indiquant un réle de suppresseur de tumeur[435].
4.1.6. Ciblage thérapeutique de la nétrine-1

En raison de son rdle dans la survie des cellules tumorales, la progression tumorale et les
métastases, il a été émis I'hypothese que 1'inhibition de la liaison de la nétrine-1 a ses récepteurs
de dépendance réactiverait la signalisation de l'apoptose et éliminerait donc les cellules
cancéreuses. Par conséquence, l'interférence avec la nétrine-1 a montré une efficacité
thérapeutique dans différents types de tumeurs[333], [399]-[402], [406], [436], [437]. Il a été
démontré que la combinaison d'une thérapie d'interférence a la nétrine-1 avec une
chimiothérapie augmente encore la mort des cellules cancéreuses, suggérant ainsi une
combinaison de chimiothérapie conventionnelle avec une thérapie moléculaire ciblée par la
nétrine-1 pour le traitement du cancer[406]. Etant donné que les récepteurs de dépendance sont
fréquemment sous-régulés épigénétiquement, par méthylation du promoteur, la combinaison
d'une thérapie d'interférence a la nétrine-1 avec des épidémies présente en outre une approche
thérapeutique prometteuse[333], [437]. Une étude clinique de phase 1 évaluant la sécurité, la
pharmacocinétique et 1'activité clinique d'un anticorps monoclonal ciblant la nétrine-1 (NP137)
chez des patients atteints de tumeurs solides avancées a eu lieu a Lyon, en France[438]. Le
grand défi dans I'utilisation d'une thérapie ciblée est 1'identification des patients qui présentent
I'anomalie moléculaire correspondante et qui sont susceptibles de bénéficier de la thérapie.
Dans le cas du ciblage de la nétrine-1, une biopsie tissulaire est réalisée pour évaluer

84



l'expression de la nétrine-1 par hybridation in situ. Elles fournissent des informations limitées
en fonction du site de collecte et nécessitent un traitement et une analyse ex vivo cofiteux. Pour
cela, d'autres techniques comme I’imagerie sont nécessaires pour mieux caractériser les

tumeurs.

4.2. Ectodysplasin A1 et son récepteur EDAR

L'ectodysplasine (Eda) fait partie de la superfamille du facteur de nécrose tumorale (TNF) et a
un role bien reconnu dans le développement des organes ectodermiques. La voie Eda se
compose de I’Eda, de son récepteur EDAR et d'une molécule adaptatrice cytosolique
EDARADD (domaine de mort associé a EDAR)[439]. Chez 'hnomme, les mutations germinales
dans I'un des trois geénes provoquent un syndrome rare appelé dysplasie ectodermique
hypohidrotique (HED). La HED est la maladie génétique la plus courante affectant le
développement des ectodermes et se caractérise par un développement défectueux de plusieurs
appendices ectodermiques conduisant a des cheveux épars, des dents déformées, et une
transpiration absente ou séverement réduite. De plus, les ongles et les glandes lacrymales,
salivaires, mammaires, de Meibomius et les glandes muqueuses des voies respiratoires sont
souvent affectés. Au cours de leurs premieres années de vie, les enfants atteints de HED ont
une morbidité et une mortalité augmentées en raison de I'hyperthermie résultant de
I'hypohidrose et d'un risque plus élevé d'infections respiratoires en raison d'une carence en

glandes nasales, trachéales et bronchiques[440], [441].

4.2.1. Structure

a- Ectodysplasine

Le gene EDA humain a d'abord été identifié par clonage positionnel chez des patients
développant une XLHED (appelée X-linked HED ou également dysplasie ectodermique

hypohidrotique liée au chromosome X) et se situe sur le bras long du chromosome X plus

85



spécifiquement sur Xql13.1[442]. Il est formé de 13 exons. Les transcrits EDA subissent des
épissages complexes donnant lieu a de nombreuses isoformes EDA, dont seules les deux plus
longues, EDAT1 et EDA2, contiennent le THD, interagissent avec les récepteurs et sont connues
pour étre biologiquement actives[443], [444]. Les deux isoformes de I’ectodysplasine sont des
protéines transmembranaires de type II. L’EDA?2 qui contient 389 acides aminés est plus courte
que ’EDA1 qui se compose de 391 acides aminés. Ces deux résidus d'acides aminés de
différences au niveau du THD (Glu308 et Val309) sont la conséquence de l'utilisation
différentielle d'un site d'épissage a la fin de 1'exon 7[445]. L’ectodysplasine EDA1 est une
protéine membranaire longue avec un court domaine intracellulaire, un domaine
transmembranaire, une région pédonculaire de fonction non caractérisée, une séquence
consensus de clivage de la furine responsable du traitement protéolytique de I’EDA pour
produire une forme sécrétée, une courte séquence chargée positivement requise pour les
interactions avec des protéoglycanes de type sulfate d’héparane, un domaine de type collagéne
nécessaire pour la multimérisation de plusieurs protéines et un domaine d'homologie TNF C-
terminal (THD) long de 150 acides aminés responsable de la liaison au récepteur. Ce dernier
domaine forme des homotrimeres qui peuvent se lier a trois récepteurs individuels a chaque

interface monomere-monomere[446].

Les mutations EDA identifiées chez les patients XLHED touchent plusieurs régions distinctes
de la protéine qui sont donc considérées comme ayant une importance fonctionnelle[447]. La
premiere se situe au début de la région extracellulaire juste apres le domaine transmembranaire,
mais I’'importance de cette région sur I’expression et la fonction de EDA est inconnue. Une
¢tude a démontré qu’un certain polymorphisme limité a une transition Leu79Pro au début de la
région de la tige chez les poissons qui ont évolué en eau douce cause une réduction spectaculaire
de leur armure osseuse par rapport aux poissons océaniques de la méme espece[298]. La

deuxieme région affectée par des mutations est le site de clivage consensus de la furine,
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indiquant que ’EDA1 doit étre libéré sous une forme soluble pour afficher l'activité.
Troisiemement, les mutations qui touchent la région du THD affectent soit la formation des
trimeres soit la liaison de ’EDA a son récepteur[447], [448]. La quatrieme région est le domaine
du collagene qui sert a maintenir deux ou plusieurs trimeres EDA1 a proximité immédiate au
sein de la méme molécule et donc a potentialiser sa capacité a stimuler la signalisation
EDAR[447], [449]. Enfin, aucune mutation dans la région de liaison aux protéoglycanes n'a été
signalée chez les patients XLHED, soit parce que cette interaction n'est pas essentielle pour la
fonction de ’EDA, soit parce que l'interruption de 1'interaction ne peut &tre obtenue ni avec une

mutation ponctuelle ni avec la délétion de I'exon 3, qui induirait un décalage de trame.

b- Récepteurs a Ectodysplasine EDAR and XEDAR

EDAR (ectodysplasin receptor) est un récepteur de type I appartenant a la famille des récepteurs
TNF (tumor necrosis factor) de 448 acides aminés et codé par un gene localisé sur le
chromosome 2q13 et formé de 12 exons. Il possede un peptide signal, trois domaines riches en
cystéines (CRD), un domaine transmembranaire et une région intracellulaire comprenant un «
domaine de mort ». La partie extracellulaire de I’extrémité N-terminale est de 159 acides aminés
et ressemble a un récepteur TNF appelé Troy, alors que la partie C-terminale intracellulaire est
constituée de 237 acides aminés et contient un domaine de mort semblable a celui trouvé dans

le récepteur a neurotrophine (p75).

Les études ont montré que la plupart des mutations chez les patients atteints de HED
autosomique se passent dans le CRD2, qui est impliqué dans la liaison du ligand, ou dans le
domaine de mort, qui est impliqué dans la transmission du signal. Dans les récepteurs de mort
Fas et TRAILR2, le domaine de mort recrute la protéine associée a Fas avec un domaine de
mort (FADD), qui recrute et active lui-méme les cystéines protéases de la famille des caspases
pour exécuter la mort cellulaire apoptotique. EDAR n'interagit pas avec FADD, mais recrute a
la place EDARADD, une autre protéine adaptatrice de 208 acides aminés constituée d'une
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séquence consensus de liaison a Traf NH2-terminale et d'un domaine de mort COOH-terminal

le plus similaire au domaine de mort de MyD88[450]-[452].

En 2000, Yan et ses collegues ont découverts un autre récepteur a ectodysplasine localisé sur
le chromosome Xq12, induit par p53 et constitué de 9 exons. Ce récepteur a été nommé XEDAR
(ou aussi EDA2R) puisqu’il a été trouvé similaire aux génes EDAR et Troy humains durant une
recherche basée sur la similitude au niveau des séquences nucléotidiques dans la base de
données[445]. XEDAR est aussi un membre de la famille TNFR. Deux isoformes
alternativement épissées de XEDAR ont été rapportées qui different dans leur région proximale
membranaire du domaine cytoplasmique[445], [453]. XEDAR est une protéine
transmembranaire de type III de 297/318 acides aminés (dépourvue de peptide signal NH2-
terminal) qui contient une région extracellulaire avec trois domaines riches en cystéine, une
seule région transmembranaire et une région intracellulaire sans homologie significative avec
d'autres TNFR. Le domaine de liaison au ligand de XEDAR est identique a environ 50% avec
Troy mais seulement environ 32% avec EDAR. Ainsi, il était plutdt inattendu que parmi les 17
ligands TNF testés, XEDAR se soit li¢ spécifiquement a Eda-A2[445], [447]. Ponctuellement,
aucune réactivité croisée entre EDA1 et XEDAR n’est trouvée et de méme entre EDA2 et
EDAR[445], [454]-[456]. Cette spécificité de liaison de EDA1 a EDAR et EDA2 & XEDAR
est conservée chez les mammiferes. Jusqu'a présent, XEDAR n'a été associé a aucun syndrome

humain.
4.2.2. Expression et role durant le développement et dans les tissus

L’EDA1 qui appartient a la famille des facteurs de nécrose tumorale, agit comme un
homotrimere et peut étre impliquée dans la signalisation cellule-cellule lors du développement
des organes ectodermiques. Ces voies de signalisation influencent la croissance de tous les

tissus qui se différencient de I’ectoderme ; cheveux, peau, ongles, dents, etc...
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Les appendices dérivés de la peau, tels que les cheveux, les dents et les glandes mammaires,
ont une fonction et une structure différentes mais partagent des aspects de développement
communs. La premiere étape de développement est la formation d'un épaississement de la
couche épithéliale, les placodes, accompagné de la condensation du mésenchyme sous-jacent.
Les placodes sont des centres de signalisation embryonnaires qui expriment des molécules de
signalisation telles que les protéines de la famille Wnt, FGF, TGFp, Hedgehog et TNF[457],
[458]. A 1'étape suivante du développement, les placodes s'invaginent dans le mésenchyme pour
former des bourgeons qui se développent de maniere spécifique a chaque organe. Les
interactions entre les cellules et les tissus épidermiques et dermiques sous-jacents sont des

themes courants et récurrents du développement d'organes par scission.

La placode est formée par un regroupement de kératinocytes épidermiques en réponse a un
signal provenant du derme qui pourrait étre Wnt ou un inducteur de Wnt. Les placodes
expriment des molécules inductrices pour renforcer la signalisation et des molécules inhibitrices
pour empécher la différenciation a la périphérie des placodes jusqu'a ce qu'un réseau régulier
de follicules pileux soit établi[459], [460]. Chaque placode induit des cellules
mésenchymateuses sous-jacentes a s'agréger et a former le condensat dermique[460]. Ceci est
suivi par la prolifération et la croissance vers le bas des cellules épithéliales dans le derme
jusqu'a ce qu'elles entourent le condensat dermique qui devient la papille dermique. La
communication latérale entre la papille dermique et 1'épithélium folliculaire induit la
prolifération des cellules de la matrice épithéliale qui donnent naissance a différentes lignées
de follicule pileux formant d'abord les différents types cellulaires de la gaine radiculaire interne
(couche de Henley, couche de Huxley et cuticule) puis celles des matures tige pilaire (cuticule,
moelle et cortex)[461]. La gaine radiculaire interne est entourée par la couche de cellules
compagnes et par la gaine radiculaire externe qui est contigué et similaire a la couche basale

épidermique.
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Des modeles de souris étaient mis en place pour étudier les mutations qui causent la perte de la
fonction de Eda. Ces souris présentent le phénotype Tabby qui est 1’équivalent murin de
ectodysplasie humaine (XLHED). Les souris tabby ont un seul type de poil anormal, pas de
poils sur la queue, n'ont pas de poils fins derriere les oreilles mais ont des poils sur la peau de
l'oreille. IIs manquent de glandes sudoripares, de glandes de Meibomius, de glandes trachéales
et présentent des anomalies plus ou moins marquées dans les glandes sébacées, les glandes

mammaires et les glandes salivaires

Chez les adultes, I’implication de I’ectodysplasine dans la régulation des différentes parties de
I’ectoderme est peu connue et I’expression de I’Eda n’est pas détaillée. L'analyse Northern blot
a révélé l'expression de I’Eda humaine dans le cceur, les reins et le pancréas, ainsi qu'une
expression plus faible dans le cerveau, le placenta, les poumons, le foie et les muscles
squelettiques[442]. Cela correspond assez bien a l'analyse effectuée chez la souris[462]. En
utilisant une méthode RT-PCR plus sensible, l'expression de I’Eda a été observée dans
pratiquement tous les tissus humains testés[444]. L'analyse in situ montre que chez l'adulte,
I'expression est principalement épithéliale. En plus des organes affectés, une expression a été
détectée dans les reins, les ganglions sympathiques, 1'hypothalamus, dans I'épithélium des
glandes mammaires et dans 1'épithélium canalaire de la prostate[463], [464]. L'importance de
I'expression adulte n'est actuellement pas connue. L'expression de ’Eda n'a été étudiée que dans
quelques situations pathologiques. Son expression semble étre moins abondante a la fois

bénigne et maligne

4.2.3. Différentes voies de signalisation induites et influencées par EDAR

a- Voie canonique de NF-xB

La signalisation par les TNFR conduit a des différentes réponses selon le type de cellule et les
autres signaux que la cellule regoit. Le résultat le plus typique étant l'activation du facteur de

transcription NF-xB (Figure 8). La transfection des cellules rénales de singe avec EDAR
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entraine une activation dose-dépendante de NF-«B qui, peut étre améliorée par la co-expression
du ligand[445], [456], [465]. La réponse NF-kB peut étre efficacement bloquée par des mutants
dominants négatifs de NIK, IKK1, IKK2 et IkBa[456]. Pratiquement aucune réponse NF-kB
n'est détectée dans les cellules transfectées avec des formes mutantes dEDAR y compris celles
dépourvues du domaine de mort[456], [465], suggérant que 1'engagement de la voie NF-kB est
essentiel pour la fonction d’EDAR. Cependant, une activité résiduelle importante est détectée
dans les cellules transfectées avec un mutant E379K trouvé chez des souris sans duvet avec le
phénotype récessif indiquant que deux de ces alleles sont nécessaires pour altérer de maniere

significative la signalisation NF-kB[456], [465].

En présence de EDA1, EDARADD de type sauvage se lie au DD d'EDAR mais pas a un EDAR
muté sans DD. Par rapport a I’interaction d’EDARADD avec EDAR, une mutation ponctuelle
Glul42Lys dans la DD d'EDARADD a été trouvée dans une famille avec HED autosomique et
la protéine mutante EDARADD correspondante a été considérablement altérée dans sa capacité
a se lier a EDAR et a activer NF-kB[451]. EDARADD interagit avec au moins Trafl, Traf2,
Traf3, et peut-étre avec Traf5 et Traf6, mais pas avec Traf4[451], [452]. Etant donné qu'aucun
modele d'expression de I'une des molécules Traf au cours du développement des organes
ectodermiques n'a été publié, a I'exception de l'expression de Traf6 dans les follicules pileux en
développement[466], il est actuellement difficile de savoir si tous ou seulement certains de ces

adaptateurs sont utilisés dans cette signalisation in vivo.

Il existe de bonnes preuves in vivo pour soutenir l'importance de 1'activation de NF-xB dans la
transduction de la signalisation EDAR. Des mutations réduisant l'activit¢ d'1KK / NEMO,
indispensables a la signalisation canonique NF-kB[467], provoquent des défauts ectodermiques
similaires a ceux observés chez les patients HED[468], [469]. De plus, I'analyse de la voie de
signalisation a confirmé que I'activation de NF-xB par EDAR est dépendante de 1'IKK[470] et

des études ont montrés que les souris transgéniques exprimant un IkB constitutivement actif
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ont des défauts au niveau des dents ainsi que des follicules pileux et des glandes exocrines
identiques aux anomalies trouvées chez les souris Tabby[471]. Ces données in vivo suggerent
que la signalisation EDAR est médiée pour la plupart, sinon totalement, par NF-kB.
Ponctuellement, la carence en Traf6 entraine également un développement aberrant de plusieurs
appendices épidermiques et un phénotype ectodermique ressemblant a celui des souris
Tabby[466]. Comme Traf6 se lie fortement a la queue cytoplasmique de XEDAR et faiblement
a Troy et EDARADDI[452], [466], il n'est pas encore clair quelle voie de signalisation est

abrogée chez ces souris.

Les TNFR avec des domaines de mort sont souvent capables d'induire la mort cellulaire en
recrutant directement ou indirectement d'autres molécules adaptatrices favorisant la mort telles
que Fadd. EDAR ne lie pas Fadd ni Tradd mais exclusivement, ce récepteur lie EDARADD

seulement[452], [456].

Des résultats contradictoires ont été obtenus concernant la capacité d'EDAR a induire la mort
cellulaire dans les cellules transfectées[456], [465]. Les études réalisées sur les patients
souffrant d’'une HED et les mutants de souris correspondants ont montré que ces individus
manquent completement les organes affectés ou que leur développement est hypoplasique, il
est plus plausible que la fonction physiologique d'EDAR soit plutdot d'améliorer la survie
cellulaire que de favoriser la mort cellulaire. De plus, au cours du développement précoce du
follicule pileux, seules quelques cellules apoptotiques sont détectées[471]-[473] et elles ne
semblent pas se localiser avec les sites connus d'expression dEDAR. Au lieu de cela, une
apoptose accrue est détectée dans les follicules pileux en développement des souris
transgéniques IkBa mentionnées ci-dessus qui imitent le phénotype Tabby[471]. Ces données

montrent qu’EDAR est un géne potentiel qui améliore la survie de la cellule.

Des résultats contradictoires ont été obtenus concernant l'activation de la voie JNK par
EDAR[456], [465]. Cela peut étre dii a des différences dans la configuration expérimentale ou

92



les lignées cellulaires utilisées. Dans tous les cas, la capacité inductrice de JNK d'EDAR était
relativement faible par rapport a certains autres TNFR[456]. De facon intéressante, de
nombreuses molécules de la voie INK, y compris c-jun et c-fos, sont sous-régulées dans la peau
de souris Tabby adultes[474]. Ainsi, jusqu'a présent, la voie JNK n'a pas directement montré de

role dans le développement de I'appendice ectodermique.
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Figure 8 : modéle de signalisation du récepteur EDAR. (Morlon et al. 2006)

La liaison du ligand Ectodysplasine (EDA-A1) au récepteur EDAR de type TNF, conduit a la
formation d'un complexe contenant Edaradd, TRAF6, TAB2 et TAK1. TAKI active le
complexe IKK soit directement, soit via l'activation de NIK, qui a son tour phosphoryle IKK.
L'activation du complexe IKK conduit a 'ubiquitination et a la dégradation protéasomale des
protéines inhibitrices IkB et a la libération du facteur de transcription NF-xB. NF-kB se
déplace dans le noyau ou il active la transcription des geénes cibles.
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b- Influence sur la voie Wnt

Les voies Wnt/B-caténine et Eda/EDAR/ NF-«B présentent des contrdles réciproques, comme
en témoigne leur coexpression spatio-temporelle dans le développement des dents. Il a été
démontré que Wnt/B-caténine active la voie Eda/EDAR/NF-kB en induisant I'expression de
I’Eda, qui a son tour est nécessaire pour maintenir les activités soutenues de Wnt/p-caténine.
Les preuves cliniques ont montré que les mutations digéniques dans I’EDA et le WNTI10A

modifiaient la gravité phénotypique chez les individus atteints d’agénésie dentaire[475].

Chez les souris déficientes en EDAR ou chez les souris déficientes en signalisation Wnt
(suppression de la B-caténine), les poils primaires ne se forment pas[450], [476]. Les premieres
études sur des souris knock-out ou la B-caténine a été supprimée dans les cellules épithéliales,
ont conclu que la signalisation Wnt pouvait étre en aval d'EDAR, car EDAR était le seul
marqueur de placode encore exprimé dans la peau des souris déficientes en -caténine[476].
Cette conclusion selon laquelle EDAR n'était pas un gene sensible a Wnt a ensuite été révisée
lorsque la B-caténine a été supprimée dans des stades plus précoces. En effet, 1'expression
d'EDAR et l'activation de NF-kB dans la peau €taient absolument dépendantes de l'activité de
la B-caténine dans I'épithélium, et EDAR a été caractérisé comme un gene cible direct de
Wnt[477]. De méme, l'expression uniforme initiale de I’Eda est également indépendante[477]—
[479]. Bien que la signalisation Wnt agisse en amont dEDAR dans les placodes capillaires
primaires, le maintien de l'activité de la B-caténine dans les placodes primaires a un stade
ultérieur nécessite une activité EDAR[477]. La signalisation EDAR induit l'expression de
Wntl0b, un gene cible direct de NF-kB, qui est un bon candidat pour la médiation du deuxieme
cycle de signalisation de la B-caténine dans les placodes[477]. Intéressement, forcer la
signalisation ’EDAR dans les placodes capillaires primaires en co-inhibant Wnt n'a pas réussi

a sauver l'expression de genes cibles EDAR tels que Shh, indiquant que l'expression de genes
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Wnt-dépendants autres que Eda et EDAR est nécessaire pour une signalisation EDAR

réussie[477].

4.2.4. Induction de I’apoptose par les TNF : EDAR récepteur a dépendance.

La croissance cellulaire normale nécessite un équilibre précisément contrdlé entre la mort
cellulaire et la survie. Cet équilibre qui maintient I’homéostasie de la cellule, est assuré par des

récepteurs qui contrdlent la survie selon le microenvironnement dans lequel la cellule se trouve.

La cellule possede deux facons différentes pour mourir. Elle passera soit par une nécrose, soit
par une apoptose ; alors que la mort cellulaire se produit par nécrose (mort cellulaire
traumatique en réponse a une blessure physique) 1’apoptose ou une mort cellulaire programmée,
est un processus hautement réglementé et contr6lé génétiquement codé, durant lequel la cellule
participe activement a sa propre destruction. Les facteurs de nécrose tumorale sont considérés
comme des stimuli fournissant des signaux suicidaires a travers différentes protéines contenant
un domaine de mort, conduisant ainsi a l'apoptose[480]. Les TNFR sont principalement
impliqués dans l'apoptose et l'inflammation, mais ils peuvent également participer a d'autres
voies de transduction du signal[481]. De tous les membres de la superfamille des TNFR, les
deux récepteurs ; TNFR1 et TNFR2, sont les mieux caractérisés. Alors que TNFR1 est exprimé
par presque tous les types de cellules de mammiferes, l'expression de TNFR2 est
essentiellement limitée aux cellules immunitaires et aux cellules endothéliales. Le TNFR1
contient un domaine intracellulaire, appelé « domaine de mort » (DD). Les TNFR présentant

un tel domaine sont appelés « récepteurs de mort ».

Les récepteurs de mort activés recrutent des protéines adaptatrices contenant du DD conduisant
a l'assemblage d'un grand complexe protéique qui sert de plate-forme de liaison pour les
molécules de signalisation. De méme, EDAR présente un DD[450], ce qui le rend comparable

a TNFRI.

95



La plupart des TNFR nécessitent des protéines adaptatrices spécifiques telles que TRADD
(Tumor necrosis factor receptor type 1-associated death domain protein)[482] et FADD (Fas-

Associated protein with Death Domain)[483].

Au contact de son ligand, le TNFR1 subit une multimérisation pour former des trimeres, afin
de s'insérer dans les sillons formés entre les monomeres du TNF. Cette liaison conduit a un
changement conformationnel du récepteur, provoquant la dissociation de la protéine SODD
(silencer of death domain) inhibitrice de la mort du domaine de mort intracellulaire[484]. Cette
dissociation permet a TRADD de se lier au DD, servant de plate-forme pour la liaison ultérieure
des protéines. Comme tous les membres de la superfamille des TNFR contenant un domaine de
mort, le TNFRI1 est impliqué dans la signalisation de la mort[485]. Une fois que TRADD est
lié, il se lie ensuite a FADD, qui recrute ensuite la caspase-8[486] via son domaine N-terminal
DED (FADD-like death effector domain) ainsi que la pro-caspase 10. A une concentration
élevée, caspase-8 induit son activation auto-protéolytique et le clivage subséquent des caspases

effectrices, telles que la caspase-3 et la caspase-7, dirigeant la cellule vers 1'apoptose.

Alors qu’EDAR est généralement considéré comme un récepteur de signalisation NF-«xB, la
présence du DD dans sa structure a conduit a plusieurs études visant a étudier la capacité
d'EDAR a déclencher la mort cellulaire[487]. Les résultats ont montré que I'expression dEDAR
dans les cellules semble suffisante pour augmenter de maniere significative l'activité de la
caspase-3 et la fragmentation de I'ADN, qui sont des changements typiques observés lors de
I'apoptose[481]. De plus, non seulement la présence de DD d’EDAR permet I’induction de la
mort cellulaire par apoptose, mais aussi sa suppression I’empéche. De plus, des expériences ont
¢été faites pour bloquer lactivité du FADD afin d’évaluer s’il est impliqué ou non dans
I’induction de la mort cellulaire par EDAR. Ce blocage n'a montré aucun effet observé sur la
capacité d'EDAR a induire 'apoptose. En revanche, lors de la désactivation dEDARADD, la

voie de signalisation de I'apoptose semblait étre modifiée[481].
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Dans une étude réalisée récemment, Jonathan Vial et al. ont pu démontré dans des modeles
cellulaires humaines comme HEK?293 que la surexpression de EDAR peut induire 1’apoptose a
travers EDARADD et clivage de caspase-8[481]. En outre, des expériences supplémentaires
dans la méme étude ont été menées pour comparer la relation EDAR/caspase-8 a la relation des
récepteurs de mort avec caspase-8 lors de I'induction de I'apoptose. Ces expériences ont prouvé
que la mort cellulaire induite par EDAR est désactivée lorsque la caspase-8 est bloquée, ce qui
confirme l'implication de la caspase-8 dans l'induction de la mort cellulaire par EDAR[481]. Le
schéma proposé le plus logique est qu’EDAR interagit avec EDARADD mais n’induit
I’apoptose par caspase-8 qu’en absence du ligand EDA1. Ce schéma partage de nombreuses
similitudes avec les récepteurs de mort en ce qui concerne la transduction de I'apoptose, mais
tout en gardant des particularités a EDAR : recruter son propre adaptateur EDARADD au lieu
de FADD et induire I’apoptose seulement en absence de son ligand, ce qui le classe parmi les

récepteurs a dépendance.(Figure 9)
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Figure 9 : modele d’induction de I’apoptose par EDAR. (Adapté de Vial et al. 2019)

En absence de ’EdaAl il est suggéré qu’EDAR interagit avec la protéine adaptatrice
EDARADD qui recrute la procaspase-8 qui par suite est clivée pour induire 1’apoptose par
une cascade de caspase.

4.2.5. c-FLIP : régulateur anti-apoptotique

a- Structure

La protéine anti-apoptotique c-FLIP est une protéine contenant un domaine effecteur de mort
(DED) qui est recrutée au DISC et régule 1'activation des caspases-8 et -10 dans les voies de
signalisation des récepteurs de mort. Elle possede 13 variantes d’ARNm distinctes, mais
seulement trois sont exprimées sous forme de protéines: une forme courte « c-FLIPs » de 26
kDa, une forme nommée c-FLIPr de 24 kDa et une forme longue « c-FLIP. » de 55 kDa[488]—
[490]. Les structures de c-FLIPs et des protéines virales v-FLIP sont similaires, sauf que les
deux DED de c-FLIPs sont suivis de 20 acides aminés qui semblent cruciaux pour son

ubiquitinylation et le ciblage de la dégradation protéasomique[488]-[491]. c-FLIPr contient
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également deux DED, mais n'a pas les acides aminés C-terminaux supplémentaires qui sont
présents dans c-FLIPs. L'extrémité C-terminale de c-FLIPL est plus longue que celle de c-FLIPs
et ressemble étroitement a la structure des caspases-8 et caspases-10[488]-[491], mais cette
région de c-FLIPL ne contient pas de domaine caspase fonctionnel . Ce manque d'activité
caspase est le résultat de plusieurs substitutions d'acides aminés, en particulier le résidu de
cystéine crucial dans le domaine catalytique qui est nécessaire pour l'activité catalytique des
caspases[488], [491]. De plus, c-FLIPL a un site de clivage caspase-8 a la position Asp-376; Le
clivage de c-FLIPL a ce site produit le variant de fragment protéolytique p43c-FLIP[488]—-[491].
La région C-terminale de c-FLIPs et c-FLIPr joue un rdle crucial dans I’ubiquitinylation et la
dégradation ainsi que la fonction anti-apoptotique de ces isoformes[488]—[491]. Chez I'hnomme,
la décision de produire un c-FLIPs ou c-FLIPr est définie par un polymorphisme nucléotidique
unique dans un site d'épissage 3' du gene c-FLIP. Un site d'épissage intact dirige la production
de c-FLIPs, mais la variante morte d'épissage provoque la production de c-FLIPr[492]. En
raison des différences de taux de traduction des protéines, des niveaux plus élevés de protéine
c-FLIPs sont produits par rapport a c-FLIPr[492]. Les trois variantes c-FLIP peuvent interagir

avec la protéine adaptatrice FADD.

b- Surexpression dans les cancers humains

Une expression élevée des isoformes c-FLIP a été trouvée dans des lignées cellulaires de divers
types de cancers, y compris le cancer colorectal[488], [490], [491]. Des niveaux élevés de
c-FLIP dans les tissus tumoraux des patients atteints d'un cancer colorectal[493], [494], d'un
cancer de la vessie[495], d'un cancer du col de 1'utérus[496], d'un lymphome de Burkitt[497],
d'un lymphome non hodgkinien[498], de la téte et du cou le carcinome épidermoide
(HNSCC)[499] et les cancers hépatocellulaires[500] ont été corrélés a de mauvais résultats
cliniques et pourraient étre un facteur pronostique fiable dans ces types de cancer. La régulation

positive de c-FLIP est également observée dans le cancer gastrique[501]-[503] et joue un role
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important dans les métastases ganglionnaires, ce qui contribue finalement a la progression
tumorale[502]. Les isoformes de c-FLIP sont également exprimées dans les néoplasmes
intraépithéliaux pancréatiques ainsi que dans les adénocarcinomes canalaires pancréatiques,
alors que les canaux pancréatiques normaux étaient systématiquement négatifs pour
I'expression de c-FLIP[504]. McCourt et coll. [505] ont rapporté que l'expression de c-FLIP
était augmentée dans les néoplasies intraépithéliales prostatiques de haut grade et les tissus
cancéreux de la prostate par rapport a I'épithélium prostatique normal. De maniere significative,
ces auteurs ont découvert qu'une expression maximale de c-FLIP était détectée dans le cancer

de la prostate résistant a la castration.

c- Role de c-FLIP dans la prévention de ’apoptose et le maintien de I’homéostasie

c-FLIP joue un rdle dans les signalisations qui impliquent TRAIL, Fas, TNF-a ainsi que dans
la résistance aux médicaments chimiothérapeutiques dans un large éventail de tumeurs
malignes humaines[488]-[491]. De plus, des études utilisant des souris déficientes en c-FLIP
soutiennent une double fonction pour c-FLIPL en confirmant un rdle pour c-FLIP dans la
signalisation de Fas L, l'apoptose induite par TNF-a et révélant que c-FLIP a une fonction
similaire a la caspase-8 dans le développement cardiaque[506]. Néanmoins, la majorité des
études réalisées récemment sur divers types de cellules cancéreuses humaines indiquent que
lI'action de c-FLIP est généralement anti-apoptotique dans les cellules cancéreuses. De plus,
l'interférence avec 1'expression de c-FLIP sensibilise les cellules tumorales aux ligands de la
mort et a la chimiothérapie dans les modeles expérimentaux[490], [491], [5S07]-[509]. En plus
de sa fonction de modulateur de l'apoptose, c-FLIP augmente la prolifération cellulaire et
accélere la tumorigenese[489]-[492]. Les différences structurales entre les variantes c-FLIP
humaines leur conferent des rdles régulateurs distincts. c-FLIPs inhibe la formation de DISC
induite par TRAIL et 1'apoptose[510], [511], tandis que c-FLIPy. est responsable de la double

fonction décrite ci-dessus, par laquelle, quand il est surexprimé, il inhibe l'activation de la
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caspase-8 induite par Fas, et quand il est sous-exprimé, il améliore I’activation de la caspase-
8[490], [491]. c-FLIPs supprime également l'apoptose en inhibant l'activation de la caspase-
8[512], [513]. Il a été démontré que la sous régulation de c-FLIP conduit la cellule a I'apoptose
indépendante du ligand de mort mais DR5-, FADD- et caspase-8- et -9-dépendante, et que cette
sous régulation inhibe la prolifération des cellules cancéreuses du sein et déclenche 1'apoptose
spontanée en activant a la fois le récepteur de la mort et les voies mitochondriales[514]. Enfin,
les données de la littérature démontrent tous que l'inhibition de l'interaction de DRS5 et de c-
FLIPL par des inhibiteurs puisse fournir un mécanisme par lequel une apoptose sélective

tumorale peut étre obtenue[515].
d- Ciblage thérapeutique de c-FLIP dans les cancers.

Les travaux réalisés par Safa et al. ont démontré que c-FLIP peut servir de cible critique pour
une intervention thérapeutique visant a inhiber sa transcription et les changements post-
transcriptionnels[488], [491]. L'expression ectopique des variantes de c-FLIP diminue
I'apoptose causée par les ligands de la mort et les agents anticancéreux[510], indiquant que la
surexpression de ces protéines peut provoquer une résistance a plusieurs médicaments
anticancéreux. Les études sur ’effet de I’inhibition de c-FLIP par des petites molécules sont
contradictoires. D’une part, il semble impossible d'inhiber c-FLIP avec des petites molécules,
vu la similitude qu’elle possede avec la caspase-8, ce qui fait de c-FLIP une cible thérapeutique
tres difficile, surtout avec des petites molécules qui bloquent son recrutement dans le DISC et
également inhibent le recrutement de la caspase-8, donc inhibent 1'apoptose. D’autre part,
plusieurs revues ont discuté des classes d'agents qui diminuent l'expression de c-FLIP et
sensibilisent les cellules cancéreuses aux thérapies anticancéreuses[488], [490], [491], [516].
Ces agents affectent la transcription de c-FLIP, déclenchent la dégradation de c-FLIP via le
systeéme ubiquitine-protéasome ou diminuent la traduction de c-FLIP. Le prétraitement avec

des médicaments chimiothérapeutiques, y compris le cisplatine, la doxorubicine ou des
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inhibiteurs de la topoisomérase I (camptothécine, 9-NC, irinotécan), diminue l'expression de c-
FLIP dans diverses cellules tumorales en inhibant sa transcription et en rendant les cellules

sensibles a I'apoptose déclenchée par les récepteurs de mort[517]-[523].

Plusieurs inhibiteurs d'histone désacétylase (HDACi) ont été testes pour leur capacité de réguler
l'expression de c-FLIP dans diverses cellules cancéreuses aux niveaux transcriptionnel et
traductionnel[491], [524]-[527]. Parmi ceux-ci, l'acide suberoylanilide hydroxamique (SAHA,
vorinostat) est le plus prometteur puisqu’il provoque une inhibition robuste des variantes de c-
FLIP[524]. Ceci a été démontré dans les cancers de sein ot SAHA a amélioré le traitement par
TRAIL et l'activation de la procaspase-8. Egalement Safa et al. ont montré qu'un nouveau
HDACi, nommé CMH)[526] ou droxinostat[527], déclenche I’apoptose dans la lignée
cellulaire de cancer du sein MCF-7 via régulation de la transcription et de la traduction de c-
FLIPL et c-FLIPS. Cet agent a induit une apoptose plus robuste dans une variante résistante a

la doxorubicine des cellules MCF-7[526].

Une étude réalisée par Murtaza et al. a démontré que le Lupeol, un triterpéne alimentaire, a pu
induire I’apoptose dans les cancers pancréatiques résistants a la chimiothérapie basée sur
TRAIL. Cette induction d’apoptose se passe a travers le clivage de la caspase-8 et accompagnée
par une diminution de 1’expression protéique de c-FLIP. Dans la méme étude, il a ét€¢ démontré
que la combinaison des deux traitements, renforce 1’apoptose au-dela des niveaux trouvés lors

des mono traitement par TRAIL ou Lupeol a part[528].

Des thérapies a petites molécules qui diminue I’expression de c-FLIPs ou c-FLIPL ont été
utilisées dans plusieurs cancers. Le développement de ces stratégies thérapeutiques innovantes
en collaboration avec TRAIL et des agents chimiothérapeutiques pourrait potentiellement
surmonter la barriere de la toxicité limitant la dose de la chimiothérapie contre le cancer.

Parallelement, La résistance a TRAIL ou a la chimiothérapie dans divers types de cellules
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cancéreuses peut étre inversée par un traitement parallele avec des agents connus pour réguler

a la baisse les variantes de c-FLIP.
4.2.6. EDA/EDAR et cancers

Le role de I’ectodysplasine A1l et de son récepteur a commencé a étre récemment exploré dans
les cancers solides. Les données présentées dans 1’étude la plus récente réalisée par Jonathan
Vial et al. au sein du CRCL conforte 1'idée quEDAR pourrait étre envisagé comme un acteur
au carrefour entre les membres de la famille TNFR et les récepteurs de la dépendance. En effet,
I’étude montre une preuve que, outre sa capacité bien caractérisée pour déclencher l'activation
de NF-kB lors de la liaison du ligand, EDAR induit la mort cellulaire, via un mécanisme
dépendant de la caspase, dans un modéle de mélanome. A l'instar des récepteurs de la mort, la
mort cellulaire dépendante de ’EDAR est médiée par l'activation de la caspase-8, qui est
suffisante en soi pour déclencher 1'apoptose dans un type de cellules et nécessite une activation
ultérieure de la voie mitochondriale dans un autre. Cependant, et contrairement a ce qui a été
rapporté jusqu'a présent pour le TNFR, le réglage de la transition du complexe I anti-
apoptotique au complexe II pro-apoptotique semble régulé par la disponibilité des ligands. En

effet, l'apoptose induite par EDAR est bloquée de maniere dose-dépendante par Eda-A1[481].

En ce qui concerne la signalisation via son domaine de mort, EDAR dispose de sa propre
protéine adaptatrice appelée EDARADD différent de FADD qui est nécessaire pour la
signalisation apoptotique induite par la plupart des récepteurs de mort. EDARADD semble
nécessaire pour les deux signaux induits par EDAR, indiquant que le passage d'un complexe a

l'autre doit reposer sur le recrutement en aval de différents partenaires[481].

En d'autres termes, il a été tentant de spéculer que le passage d'un statut tétramérisé en présence
de I’Eda-A1 a un monomere en son absence pourrait conduire au recrutement de différents

partenaires intracellulaires, déclenchant un passage du complexe conduisant a I’activation de
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NF-xB en présence de I’Eda-Al d'un c6té et la mort cellulaire en son absence de l'autre

cOté[481].

Outre ses roles physiologiques, EDAR peut étre considéré comme un nouveau suppresseur de
tumeur. Son expression apparait altérée qualitativement et/ou quantitativement dans les
biopsies humaines, et ces altérations entrainent probablement une diminution de 1'apoptose.
Cependant, les études soutiennent le fait quEDAR peut agir comme suppresseur de tumeur
d'une maniere plutdt distincte car I'induction de la mort des cellules tumorales est induite par le
retrait du ligand plutdt que par 1'engagement du ligand. En conséquence, il est attendu que la
perte de ’Eda-A1 induit I’apoptose et la diminution de la croissance tumorale. De méme que
pour les autres ligands des récepteurs de la dépendance[401], [402], une régulation positive de
I’Eda-Al pourrait &tre envisagée comme un avantage sélectif pour la croissance tumorale. Son
activité oncogene pourrait résulter a la fois de I'inhibition de 1a mort cellulaire induite par EDAR

non lié et de 'activation des genes via la signalisation classique.
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Les progres récents des chimiothérapies conventionnelles, des thérapies ciblées et des anticorps
thérapeutiques ont démontré un énorme potentiel thérapeutique dans le traitement des patients.
Cependant, l'efficacité du traitement anti-cancer est souvent limitée par divers mécanismes
préétablis dans le microenvironnement tumoral tel que les mécanismes immunorégulateurs qui
comprennent différentes cellules immunitaires ainsi que des facteurs solubles notamment des
ligands secrétés par les cellules du microenvironnement tumoral ou les cellules cancéreuses
elles-mémes qui influencent leur survie. Pour surmonter cette résistance, les nouvelles thérapies

ciblées se concentrent sur la capacité des drogues a rétablir I’apoptose des cellules cancéreuses.

Dans les cas généraux, les récepteurs cellulaires doivent se lier a leurs ligands spécifiques afin
d'activer une voie de signalisation a l'intérieur de la cellule alors que lorsqu'ils ne sont pas liés
aleur ligand, ces récepteurs n'ont aucun effet sur la cellule. Identiquement aux autres récepteurs,
en présence de leur ligand, les récepteurs a dépendance induisent la survie et la prolifération de
la cellule, mais en l'absence de leur ligand, ces récepteurs induisent 1'apoptose. Dans ce dernier
contexte, la cellule tumorale a développé deux facons d'échapper a 1'apoptose et de proliférer ;
dans le premier cas, la cellule diminue 1'expression du récepteur et continue ainsi a proliférer
sans dépendre du récepteur, dans le second cas, la cellule tumorale commence a sécréter le

ligand de maniere autocrine et de cette fagon, elle reste vivante.

L'option thérapeutique proposée dans notre cas est le développement des anticorps
monoclonaux qui captent les ligands des récepteurs dépendants, et par conséquent 1'apoptose

de la cellule est restaurée.

La nétrine-1 et ses récepteurs DCC et UNCS5B sont le premier exemple d’un couple
ligand/récepteur a dépendance auquel nous nous sommes intéressés. Comme évoqué
précédemment, plusieurs €tudes ont démontré 1’implication de ce couple dans la progression
des cancers solides et I’intérét a cibler la nétrine-1 dans ces cancers comme une nouvelle
approche thérapeutique contre le cancer. Nos résultats préliminaires ont démontré que ce couple
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est surexprimé dans deux types d’hémopathies, le lymphome non hodgkinien et le myélome
multiple. Tout d’abord on a évalué I’effet du ciblage de la nétrine-1 par un anticorps
monoclonal humanisé anti- nétrine-1 (ou NP137) sur la viabilité cellulaire d’un modele
cellulaire in vifro ainsi que sur la croissance tumorale dans un modele de lymphome
préclinique. En parall¢le, nous avons pu démontrer I’expression de la nétrine-1 et de ses
récepteurs chez les patients atteints de myélome multiple et dans cette optique nous avons
exploré le role et 1'effet du ciblage de la nétrine-1 et de ses récepteurs dans les myélomes

multiples.

L’ectodysplasin Al et son récepteur EDAR sont le deuxiéme couple ligand/récepteur a
dépendance auquel on s’intéresse dans notre étude. Peu d’études ont décrit I’implication de ce
couple dans les cancers toutefois, les données du TCGA indiquent que ce couple est surexprimé
dans les leucémies aigués myéloblastiques. De ce fait nous avons évalué la valeur pronostique
de EDAal/EDAR dans une cohorte de patients atteints de LAM et également 1'effet du

ciblage de EDAal dans des modeles de cellules LAM.
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Chapitre I : Expression de la nétrine-1 dans les hémopathies et
exploration de son role dans le Lymphome non-hodgkinien.

Introduction

La résistance a la mort cellulaire par inhibition des signalisations pro-apoptotiques ou
l'activation constitutive des voies anti-apoptotiques est généralement considérée comme une
étape importante vers la progression tumorale[529]. Historiquement, plusieurs genes dont le
Bcl-2 ont été caractérisés comme des protéines anti-apoptotiques ou comme des facteurs
impliqués dans la régulation de 1'équilibre entre la mort cellulaire et la survie cellulaire qui
agissent comme des oncogenes dans le lymphome [530]-[533]. Le lymphome a cellules B est
un sous-groupe hétérogene de néoplasmes lymphoides, qui proviennent de cellules B a
différents stades de différenciation et sont classés en entités spécifiques en fonction de leurs

caractéristiques cliniques, histologiques, immunologiques et génétiques.

La nétrine-1 et ses récepteurs DCC et UNCS5B jouent un role crucial durant le développement.
Cependant leur role chez 1’adulte a été récemment étudié surtout apres avoir découvert le role
de ces protéines dans I’induction de 1’apoptose et la régulation de la survie cellulaire.
Ponctuellement, DCC est un récepteur transmembranaire, qui déclenche activement la mort
cellulaire en absence de son ligand nétrine-1, fonctionnant ainsi comme un récepteur a
dépendance[378], [534]. Ainsi, le DCC pourrait agir comme un suppresseur de tumeur
conditionnel en déclenchant I’apoptose des cellules dans lesquels il est surexprimé et lorsque la
présence de nétrine-1 dans I’environnement est limitée. Dans ce contexte, il a été récemment
prouvé que la sous régulation de DCC ou l'invalidation de sa signalisation négative par
introduction d'une mutation ponctuelle D1290N est associée a la progression de la tumeur du
sein et colorectale respectivement dans deux modeles de souris mutantes[428], [535]. En 2016,
les travaux de Laura Broutier au sein de 1’équipe de Patrick Mehlen au CRCL, ont démontré un
déséquilibre au niveau de 1’expression de nétrine-1 et de DCC dans les lymphomes humains et
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que le ciblage de la nétrine-1 avec un anticorps monoclonal humanisé anti-nétrine-1 produit
dans une nouvelle entreprise start-up (NetrisPharma a Lyon) dans un modele cellulaire et
préclinique de lymphomes, peut diminuer la croissance tumorale en induisant 1’apoptose[436].
Récemment, une étude a démontré I’implication de la nétrine-1 et DCC dans des modeles
cellulaires et précliniques de mélanome[536]. Par ailleurs, trés peu d’études ont abordé

I’expression et le role de la nétrine-1 dans les hémopathies.

Dans cette partie, nous évoquerons nos découvertes sur 1’expression de la nétrine-1 et de ces
récepteurs dans les différents types d’hémopathies ainsi que le role de ces protéines dans des
modeles cellulaires et préclinique de lymphome non-hodgkinien. Nous aborderons également,
I’effet de la surexpression de la nétrine-1 dans un modele de NHL sur la prolifération cellulaire

in vitro ainsi que sur la croissance tumorale in vivo.

Matériels et méthodes

1. Culture cellulaire

Les lignées cellulaires hématologiques humaines suivantes ont été obtenues aupres de
I'ATCC (American Type Culture Collection): RL (lymphoblaste B), TMD-8 (DLBCL), Daudi
(lymphome B), Molt-4 (lymphoblaste T), CEM (lymphoblaste T), REH (lymphoblaste), Jurkat
(lymphoblaste T), HEL (leucémie aigué¢ myéloide), HL60 (leucémie aigué myéloide),
Kasumi-1 (leucémie aigué myéloide), MMI1S (myélome multiple), RPMI8226(myélome
multiple) et DSMZ (German Collection of Microorganisms and Cell Cultures GmbH) : Granta-
519 (lymphome a cellules du manteau), DoHH2 (lymphome B), AMO-1(myélome multiple),
LP-1 myélome multiple), OPM- 2(myélome multiple), U266 (myélome multiple). Ces lignées
cellulaires ont été cultivées dans du RPMI-1640 (sigma Aldrich) supplémenté avec (10% de
FBS, 2 mM de L-glutamine, 100 U / ml de pénicilline et 100ug/ml de streptomycine tous de

Sigma Aldrich). Toutes les cellules ont été¢ maintenues dans 5% de CO2 a 37 °C.
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Les lignées cellulaires A549wt et AS549-nétrine-1 (adénocarcinome pulmonaire) ont été
obtenues de NetrisPharma. A549-nétrine-1 est une lignée modifiée par transfection avec

pcDNA3 codant pour la nétrine-1, surexprimant la nétrine-1.

2. Etude de I'expression génique de la nétrine-1, de DCC et de UNC5B par RTqPCR

2.1.Matériels

Kit d'extraction d'ARN Qiagen (réf: Cat No./ID: 74104). Kit de transcription inverse
contenant : 1 tube contenant 1 ml de tampon 5X (Tris-HC] 250 mM (pH 8,3), KCl 375 mM,
MgCI2 15 mM); 1 tube contenant 500 ul de DTT a 0,1 M et 1 tube contenant 200 ul de
transcriptase inverse M-MLV a 200 U / ul (référence Invitrogen Thermofisher du kit: 28025).
Meélange dANTP (10 mM chacun) (Invitrogen Thermofisher réf.: 18427013), Random Primers
(3 pg/ul) (Invitrogen Thermofisher réf. 48190011). Eau DEPC. Kit maitre SybrGreen ®
(Eurogentec: UF-NSCT-B0201). Plaques PCR Thermofisher 96 puits (réf. ABO900W). Les
séquences des amorces spécifiques de nétrine-1, UNC5B et DCC sont données dans le tableau

6 et disponibles sur demande.

2.2. Méthodes
2.2.1. Extraction d'ARN

1.
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Remarque : le cycle de seuil (Ct) pour le gene domestique 28S doit étre supérieur a 6 et la
différence entre les cycles de seuil pour 28S d'échantillons différents doit €tre inférieure a

2 cycles. De plus, le cycle seuil (Ct) pour les genes d'intérét ne doit pas dépasser 35.

Meélange de qPCR

2.9 pl master mix, 0.4 pl (concentration finale 0.1-0.5uM) de chaque amorce (forward et
reverse), 1.3 ul de H20.

Amorces

| Forward primer | Reverse primer
Nétrine-1 ~ GCCCTGGAGAAATGACGAGA
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PVDF (Invitrogen iBlot réf. IB24001). Les anticorps de lapin anti-nétrine-1 (Abcam
ab126729), anti-DCC (BosterBio PA1910), anti-UNCS5B (DOIM7Z mAb # 13851). Un anticorps
de souris anti-B-actine (Thermofisher réf. A5441). Les anticorps secondaires anti-souris
(IRDye® 680RD Goat anti-Mouse IgG Secondary Antibody réf.926-68070) et anti-lapin
(IRDye® 800CW Chevre anti-lapin IgG secondaire réf. 926-32211). Tampon de blocage

Odyssey (péparé dans du PBS) (Licor ref.927-40000). Tween 20 (Sigma réf.11332465001).

3.2.Méthodes.
3.2.1. Culots cellulaires.

3.2.1.1.Cellules en suspension.

1.
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Pour les protéines de taille <50 kDa : programme 3 (20 V) pendant 3 min. Pour les protéines
de tailles comprises entre 50 et 80 kDa : programme 3 (20 V) pendant 4 min. Pour les

protéines de taille> 80 kDa : programme 3 (20 V) pendant 5 min.

3.2.6. Immunomarquage et révélation

1.
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10.
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Kit de marquage Annexin-V-FLUOS (Roche Cat. No. 11 988 549 001). HEPES (Thermo

scientific ref.15630080). PBS 1X (Thermo scientific ref. 10010023).

6.2.Méthode.

1.
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7.2.2. Jour 3 : sélection des cellules a la généticine

1.

125



126



multiples (Figure 11A). En revanche, I’expression protéique de la nétrine-1 n’était pas validée
par western blot que dans les lymphomes non-hodgkiniens de types LCM et DLBCL
représentés par les lignées cellulaires Granta-519 et TDMS respectivement, et dans les
myélomes multiples (LP1, RPMI8226 et MM1S) ( Figure 11B). L’expression protéique des
récepteurs de la nétrine-1 était plus élevée aussi dans ces deux types d’hémopathies. Ces
résultats suggerent que les LCM, les DLBCL et les myélomes multiples peuvent étre

compatibles avec le traitement anti-nétrine-1.

Le traitement anti-nétrine-1 réduit la viabilité cellulaire d’un modéle cellulaire de LNH

Afin d’étudier ’effet du ciblage de la nétrine-1 dans un modele de lymphome non hodgkinien,
nous avons choisi la lignée cellulaire Granta-519 parmi les différentes lignées de LNH et nous
I’avons traité dans le modele de co-culture mis en place, dans trois différentes conditions :
seules, co-incubées avec des cellules représentant le microenvironnement (A549wt) ou co-
incubées avec des cellules qui surexpriment la nétrine-1 (A549nétrine-1). Ces cellules
adhérentes représentent un microenvironnement qui secretent abondamment la nétrine-1. Ceci
sert a évaluer I’effet autocrine et paracrine de la nétrine-1. Les résultats de 1’analyse de la
viabilité cellulaire analysée par cytométrie en flux apres marquage a I’annexinV/IP ( Figure 12)
montrent une diminution significative de la viabilité cellulaire des Granta-519 cultivées seuls
apres traitement par NP137. Egalement, les résultats obtenus montrent que la viabilité des
Granta-519 co-cultivées avec les A549wt ou les A549nétrine-1 diminue significativement apres
traitement par NP137 dans différentes conditions. Cependant, la viabilité des Granta-519
augmente d’une fagon non significative lorsqu’elles sont co-cultivées avec des cellules
adhérentes. Toutefois, les Granta-519 co-cultivées avec les A549nétrine-1 subissaient une
baisse de viabilité plus importante, apres traitement par NP137, que celles co-cultivées avec
A549wt (Figure 12). Ces résultats indiquent que le NP137 est suffisamment efficace pour

neutraliser a la fois la sécrétion autocrine et paracrine de la nétrine-1 dans le

127



microenvironnement des cellules Granta-519 et que le blocage de la nétrine-1 dans ces

conditions est suffisant pour I’induction de I’apoptose.
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Expression de la nétrine-1 et de ses récepteurs dans les differentes hemopathies

A 100

46,14 51,88
29,22 23,5
10
E” 3,97 3,07 &2 3,64 51
@ 2,83 2,87 2,62 23
S 1,461,47 16 183 1,71 1,86 !
= AL, 1,32 1,29 1,33 22
5 . 111 087 g4 1,01 0,99 0,59 ' 0,83
E 0,65 0,6 0,54 oo 0,53 0,44
o 0,3 0.2 0,25 ,
E 0,16
[a] 0,1 0,1
- 0’1 0,06
0,01
Granta RL TDME& Daudi DoHH2 Molt-4 CEM REH Jurkat Kasumi HEL HL60 MM 1S LP-1 RPMI
NHL LAL LAM MW
Hnetrin-1 EDCC WUNC5B
o 0)
B P 2 n & ¥ o & 5
¢ §° y AV I S DL L 9
CFsags FESoL S TS s
G N v Ty RIS oI

o [ o e wos e e
B-acting e ———— B-acting e —————— B-acting T ————

Figure 11 : expression de la nétrine-1 et ses récepteurs DCC et UNCS5B dans les hémopathies malignes.
(A) expression transcriptionelle, évaluée par RT-qPCR (expérience représentative des 3 expériences réalisées). (B) expression protéique, évaluée par western
blot (expérience représentative des 3 expériences réalisées). NHL : lymphome non-hodgkinien. LAL : leucémie aigué€ lymphoblastique. LAM : leucémie aigué
myéloide. MM : myélome multiple.

129



100 7 — —
80 —
°\° 60 - —
fo ——
= —
S 40 —
> —
20 - ——
0- - s i =
Granta-519 + + + + + + + +
NP137 - + - - - + - +
Vincristine lum - - + - - - - -
Vincristine 10um - - - + - - - -
A549wt - - - - + + - -
A549nétrine-1 - - - - - - + I
B —
100
. T
80 - —
°\° 60 - —
f —
z =
S 40+ rm—
> —
20 A |
0- T - T
Granta-519 + + + + + + + +
NP137 - + - - - + - +
Vincristine um - - + - - - - -
Vincristine 10um - - - + - - - -
A549wt - - - - + + - -
A549nétrine-1 - - - - - - + ¥

Figure 12 : évaluation de I’effet de NP137 (anti-nétrine-1) sur la viabilité des cellules d’une lignée de LNH
(Granta-519) par cytométrie en flux aprés marquage a I’annexinV/IP en systeme de coculture.
(A) résultats de la viabilité des cellules cultivées dans du RPMI1640 et (B) résultats de la viabilité des
cellules cultivées dans du DMEM. (Ratio Granta-519 :A549wt ou nétrine-1 =1 :5) *p<0.05 ; **p<0.01 ;
*#%p<0.001.
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Le traitement anti-nétrine-1 réduit la croissance tumorale de LNH dans un modéle

préclinique

Afin d’étudier I’effet du traitement anti-nétrine-1 sur les LNH, des cellules de la lignée Granta-
519 sont greffées par voie sous cutanée dans des souris CB17-SCID. La croissance tumorale
est ensuite suivie et le traitement par 1’anti-nétrine-1 commence des que la tumeur atteint
100mm?>. Les résultats du suivi du volume tumoral (Figure 13) montrent une baisse de la
croissance de la tumeur dans le groupe des souris traitées avec le NP137 par rapport au souris

non traitées a partir du troisieme traitement.
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Figure 13 : évaluation de I’effet de I’anti-nétrine-1 sur la croissance tumorale de Granta-519
dans un modele préclinique. Les souris sont divisées en deux groupes (4souris/groupe) ;
groupe non-traité€ et groupe traité par NP137.
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Evaluation de I’effet de la surexpression de la nétrine-1 dans deux modeles de LNH.

Pour évaluer I’effet de la surexpression de la nétrine-1 sur la prolifération cellulaire et la
croissance tumorale, nous avons établi deux modeles de lymphomes (dérivés des lignées
Granta-519 et RL), qui sur-expriment la nétrine-1 par transfection a 1’aide d’un plasmide
codant pour la nétrine-1 humaine. La transfection par sonoporation a été tout d’abord validée
a 1’aide d’un contréle de transfection (GFP) créé¢ en paralléle (Figure 14A). Par suite,
I’expression de la nétrine-1 a été validée par RT-qPCR et par western blot. Les résultats
montraient une surexpression de la nétrine-1 aux niveaux transcriptionnel et protéique dans les
cellules transfectées par le plasmide codant pour la nétrine-1 par rapport aux cellules

transfectées par le plasmide vide (Figure 14B).

De ce fait, la prolifération cellulaire des cellules Granta-519 a été ensuite évaluée a 1’aide du
suivi de la fluorescence des cellules, sur 4 jours, par cryométrie en flux marquage apres
marquage au CFSE. Les résultats montrent que les cellules Granta-519 transfectées par la
nétrine-1 proliferent plus rapidement que les cellules contrdles (transfectées par le plasmide

vide) (Figure 14C).

Ensuite, nous avons voulu évaluer I’effet de la surexpression de la nétrine-1 sur la croissance
tumorale des tumeurs Granta-519 et RL dans un modele préclinique. Pour cela nous avons
greffé, par voie sous-cutanée, les cellules transfectées que nous avons générées dans des souris
CB17-SCID. Les souris sont ensuite traitées par I’anti-nétrine-1 et la croissance tumorale a été
suivie. Les résultats du suivi du volume tumoral des tumeurs Granta-519 et RL (Figure 14D)
montrent que les tumeurs qui surexpriment la nétrine-1 poussent moins rapidement que les

tumeurs controles.
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Figure 14 : évaluation de I’effet de la surexpression de la nétrine-1 dans des modeles
cellulaires de lymphome (Granta-519 et RL)

(A) vérification de la fluorescence des cellules RL-GFP controles de transfection par
microscopie a fluorescence (1 : lumiere blanche et 2 : laser) et cryométrie en flux (3 : RL
transfectées par le plasmide contrdle et 4 : RL transfectées par plasmide GFP). (B) évaluation
de I’expression de la nétrine-1 dans les modeles cellulaires générés par RT-qPCR (1 : deux
réplicas biologiques de Granta-519 nommés Granta netl et Granta net2 et 2 : deux réplicas
biologiques de RL nommés RLnet] et RLnet2) et western blot (Expériences réalisées 1 fois).
(C) analyse de la prolifération cellulaire de Granta-519 (transfectées par le plasmide contrdle
ou par le plasmide codant pour la nétrine-1) par cytométrie en flux apres marquage au CFSE
(N=3 représentation de la moyenne des triplicats). (D) évaluation de la croissance des
tumeurs de LNH transfectées par le plasmide contrdle ou le plasmide codant pour la nétrine-1
dans un modele préclinique de souris CB17-SCID (3 souris/groupe) (expérience réalisée 1
fois) (les réplicas Granta net2 et RLnet2 sont choisis apres vérification de la surexpression de
la nétrine-1 par western blot).

Discussion

Dans ce chapitre nous avons étudié 1’expression de la nétrine-1 et de ses récepteurs majeurs
dans des lignées représentatives de différentes hémopathies malignes. Nos observations
suggerent que cette voie de signalisation pourrait étre importante dans les lymphomes a cellules

du manteau ainsi que dans les myélomes.

DCC a été tout d'abord considéré comme 1'un des suppresseurs de tumeurs les plus importants
[537], [538], et plusieurs études reconduites ont renouvelé l'intérét du DCC pour contrdler la
progression tumorale. DCC a récemment été identifié comme le troisieme gene le plus
fréquemment muté dans le mélanome causé par 1’exposition excessive au soleil [539], et son
activité de suppression des tumeurs a été établie a l'aide de deux modeles de souris différents
[428], [535]. Notre travail suggere que l'inhibition spécifique de I'apoptose induite par le DCC
est suffisante pour induire la mortalité dans un modele de LCM appartenant a la famille des

LNHs.

Le lymphome a cellules du manteau est une maladie rare représentant 6 a 8% de tous les
lymphomes et se caractérise chez la plupart des patients par une translocation a (11; 14) (q13;

q32) conduisant a une surexpression de la cycline D1[540]. 1l est souvent diagnostiqué dans
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des stades tardifs. Le lymphome folliculaire est le deuxieme type le plus courant de lymphome
non hodgkinien (LNH). S’ajoutant au fait que des modeles cellulaires de ces deux types
d’hémopathies expriment la nétrine-1 et ces récepteurs, ces facteurs constituent une bonne

raison pour découvrir de nouvelles approches thérapeutiques pour ces hémopathies.

Une étude réalisée en 2016 au sein de 1’équipe de Patrick Mehlen, a déja démontré 1’intérét de
cibler les couples récepteurs/ligands a dépendance dans les hémopathies de type lymphome
non-hodgkinien, précisément dans le lymphome diffus a grandes cellules B et les lymphomes
a cellules du manteau. Ici, nous avons réussi tout d’abord a mettre en évidence avec succes
I’expression protéique de la nétrine-1 et de DCC dans Granta-519 et TDM8, deux modeles
représentatifs de LCM et de DLBCL respectivement ainsi que dans LP1, MM1S et RPMI8226,
des modeles représentatifs de myélome multiple. Les résultats obtenus suggerent aussi que le
traitement anti-nétrine-1 est efficace dans le cas du LCM ; méme si la viabilité des Granta-519
augmente d’une fagon non significative en présence des cellules adhérentes, le NP137 réduisait
la viabilité¢ de la lignée de LNH significativement méme dans des conditions extrémes
d’expression autocrine et paracrine de nétrine-1. De plus, la réduction de la croissance tumorale
dans un mode¢le préclinique de lymphome a cellules de manteau apres traitement par 1’anti-
nétrine-1 dans est bien corrélée au résultats obtenus in vitro. En revanche, in vitro le traitement
anti-nétrine-1 n’avait pas le méme effet sur la viabilité dans le cas des lymphomes folliculaires

(données non représentées).

En outre, nos résultats suggerent que la surexpression de la nétrine-1 dans un modele de
lymphome a cellules du manteau augmente la prolifération cellulaire, corrélant nos résultats a
ce qui a été observé durant 1’étude réalisée en 2016 qui suggérait un glissement vers la
suppression de l'apoptose induite par DCC chez une fraction de patients souffrant d’un LNH,
soit par perte d'expression de DCC, soit notamment par gain de nétrine-1, ou par un systeme

intermédiaire dans lequel les deux événements se produisent. Ceci montre que le gain de
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nétrine-1 est un événement pro-oncogene, car la nétrine-1 se comporte comme un facteur de
survie pour les cellules tumorales. Cependant notre modele de co-culture dans lequel 1’effet du
traitement anti-nétrine-1 est accentué en présence des cellules présentant le
microenvironnement qui secrete abondamment la nétrine-1 suggere que ce traitement est plus
efficace dans des conditions extrémes de sécrétion de nétrine-1. Alors que la surexpression de
la nétrine-1 doit théoriquement accélérer la croissance tumorale, nos résultats de 1’analyse de
la croissance des tumeurs qui surexpriment la nétrine-1 ne montrent pas une accélération de la
croissance des tumeurs par rapport aux tumeurs contrdles suggérant un changement potentiel
du phénotype des cellules cancéreuses, mettant en jeu leur expression de nétrine-1, apres leurs

greffages in vivo.

Finalement, la mise en évidence de I’expression de la nétrine-1 dans les hémopathies ouvre de
nouvelles perspectives thérapeutiques pour ce type de cancer et si les résultats obtenus sur le
ciblage de la nétrine-1 dans le LCM sont confirmés, les anticorps ciblant la nétrine-1 seraient

alors un traitement a considérer dans ce type de lymphome.
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Chapitre I1 : Expression et ciblage de la nétrine-1 dans le
myélome multiple.
Dans ce chapitre nous aborderons le rdle et ’implication de la nétrine-1 dans les myélomes
multiples. Nous évaluerons I’expression de la nétrine-1 dans les lignées cellulaires ainsi que
dans les échantillons de patients atteints de myélomes multiples. Egalement nous étudierons
I’effet du ciblage de la nétrine-1 a I’aide d’une thérapie unique en son genre dans des mod¢les

cellulaires in vitro et in vivo dans des modeles précliniques.

Si on la compare avec 1’évocation du role de la nétrine-1 durant le développement, 1’étude du
role de la nétrine-1 dans les cancers demeure un nouveau sujet de recherche sur lequel peu est
connu surtout en hématologie. Comme évoqué précédemment, la nétrine-1 agit comme une clé
a dépendance qui, lors de sa présence, induit la multimérisation de DCC et la dimérisation de
UNCSB. L’activation de ces récepteurs par la nétrine-1 induit des signaux de survie et
inhibe I’apoptose. Cette induction des signaux de survie peut étre inversée en absence du
ligand, par suite les récepteurs clivés induiront des séries d’interactions protéiques menant
finalement a ’activation de la voie des caspases indépendamment de la voie mitochondriale.
Dans ce contexte, 1’étude de I'implication de la nétrine-1 dans I’initiation, la progression
tumorale et 1’angiogenese est désormais plus intéressante pour pouvoir mieux comprendre
I’évolution des cancers mais aussi pour développer des nouveaux outils thérapeutiques. Les
études du ciblage de la nétrine-1 par un anticorps spécifique, le NP137, sont désormais au stade
des essais cliniques pour certains types de cancers solides. Dans cette étude nous avons profité
de la collaboration avec 1’équipe de Patrick Mehlen afin d’évaluer I’effet du blocage de la
nétrine-1 pour la premiere fois dans les hémopathies et précis€ément dans les myélomes

multiples.

Suite aux résultats d’un premier criblage de lignées d’hémopathies qui a montré une hausse de
I’expression de la nétrine-1 et de ses récepteurs dans les myélomes multiples, nous avons en
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premier temps évaluer I’expression de ces protéines dans des échantillons de moelle osseuse
isolés des patients atteints de myélomes multiples. Les résultats obtenus validaient I’expression
des protéines d’intérét dans ce type d’hémopathies, pour cela, nous avons €largi notre panel de
lignées cellulaires de myélomes multiples afin d’isoler les meilleures lignées pour notre étude.
Nos résultats suggerent que le traitement anti-nétrine-1 réduit significativement la viabilité
cellulaire en le combinant avec des agents chimiothérapeutiques cytotoxiques dans deux
modeles cellulaires RPMI8226 et MM1S. Parallelement, nos découvertes montrent que ce
traitement anti-nétrine-1 est capable de réduire significativement la croissance tumorale de
RPMI8226 dans un modele préclinique lorsqu’il est combiné a la déxamethasone. Par contre,
ceci n’était pas le cas pour les tumeurs MMIS traitées avec bortezomib en combinaison avec
le NP137. Les résultats préliminaires obtenus sur le traitement ex vivo des échantillons frais de
myélome multiple provenant des patients montraient dans certains cas une baisse non

significative de la viabilité des plasmocytes lors du traitement en combinaison.
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Abstract

Deleted in colorectal cancer (DCC) and uncoordinated-5 (UNCS) receptors, play a key role in
tumor progression of several solid tumors by inducing apoptosis when unbound to their ligand
netrin-1. Netrin 1 is currently being evaluated as a therapeutic target. These receptors, known
as dependence receptors, and their ligands, have not yet been extensively explored in

hematological malignancies.

Here, we performed a screening of various human myeloma cell lines and bone marrow
samples from multiple myeloma patients for netrin-1 and its receptors to determine the
expression of netrin 1 and its receptors in multiple myeloma as well as to assess the potential

anti-myeloma activity of a novel anti-netrin-1 treatment (NP137).

Our results showed heterogeneous expression netrin-1 and its receptors DCC and UNC5H2(B)
in six human myeloma lines. Additionally, immunohistochemistry and flow cytometry showed
expression of these molecules in a majority of myeloma patient samples. In vitro NP137 did
not induce apoptosis of myeloma cell lines yet enhanced the cytotoxicity of bortezomib and
dexamethasone. In vivo, NP137 treatment of SCID mice with established RPMI8226 myeloma

tumors led to a reduction of tumor size compared to controls. Ex vivo, NP137 lowered the
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plasma cells percentage in bone marrow aspirates in a fraction of the patient samples analyzed.
These results suggest that netrin signaling could constitute a novel therapeutic target in multiple

myeloma.

Introduction

Netrin-1 was first described as a secreted axon guidance protein.(1) UNC5 (UNCoordinated
5), one of its receptors, was discovered in C. elegans while studying the development of the
nervous system.(2) The best described receptor of netrin-1, DCC (Deleted in Colorectal
Cancer) was found to be involved in colorectal cancer development. Along with its receptors,
netrin-1 plays a crucial role in the nervous system and several studies investigated the role of

this pathway in diseases such as Parkinson’s disease, Alzheimer’s disease (3—5) and others.

During the 90s, it was shown that netrin-1 and its receptors, DCC and UNCS, are dysregulated
in many types of cancer (6-8). Later, it has been demonstrated that netrin-1 and its receptors
regulate the homeostasis of the cells outside of the central nervous system, similarly to what
has been shown in the epithelium of the colon where cells in the bottom of the crypt express
highly netrin-1 to avoid apoptosis (9). DCC has been describred to be a conditional tumor
suppressor gene since it normally prevents cell growth in the absence of netrin-1(10). DCC has
also been explored as a diagnostic and prognostic marker in several tumor types. In breast
cancer a high level of expression in patient samples, evaluated by immunohistochemistry, is
associated with reduced overall survival (11,12). In addition, several studies have shown that
this receptor can undergo loss of heterozygosity in certain types of cancers like colorectal
cancer, prostatic and gastric carcinomas (6,13,14). This loss of heterozygosity not only helps
to transform a normal cell into a cancer cell but also can promote existing tumor growth (15).
When DCC is present and not activated by netrin it is proapoptotic, and represses tumour
formation. When DCC is activated by netrin-1, it promotes cell survival, acting as an
oncoprotein(16).
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In the absence of netrin-1, the intracellular domain of DCC is cleaved by intracellular caspase-
9 and caspase-3, thereby inducing apoptosis. This intracellular domain does not correspond to
a known caspase recruitment motif or death domain, but is required to initiate apoptosis.
(10,17) It has been suggested that this domain acts as a scaffold to form a complex that leads
to the recruitment and the activation of caspase-9 and caspase-3. In this scenario, DCC-induced
apoptosis is not dependent on either the mitochondrial apoptosis or the death receptor/caspase-
8 pathway (17). This suggests that DCC regulates a pathway that activates caspases

independently of the formation of an apoptosome or cytochrome c release (16).

Given the role of netrin 1 signaling in several solid tumor types, we investigated the relevance
of this signaling pathway in multiple myeloma. Our results suggest that netrin 1 signaling is
present in a subgroup of myeloma cell lines as well as patient samples, and that this pathway

is amenable to inhibition with an anti-netrin 1 antibody.

Materials and methods

Cell lines

Hematological cell lines were obtained from ATCC (MM1S, RPMI8226) and DSMZ (AMO-
1, LP-1, OPM-2, U266). All cell lines were cultured in RPMI-1640 supplemented with 10%
fetal bovine serum (FBS), 2mM L-glutamine, 100U/ml penicillin and 100ug/ml streptomycin

(all from Sigma Aldrich). All cells were maintained in 5% CO2 at 37°C.

RTqPCR

Total RNA from myeloma cell lines (AMO-1, LP-1, MM1S, OPM-2, RPMI8226 and U266)
was extracted using Qiagen RNA extraction kit (ref. Cat No./ID: 74104) and reverse
transcription was performed using reagents obtained from Invitrogen (Thermofisher) (5X
buffer [250 mM Tris-HCI (pH 8.3), 375 mM KCI, 15 mM MgCI2] with 500 ul 0.1 M DTT,

dNTP Mix (10 mM ea), random primers, M-MLV Reverse Transcriptase). Expression of

142



netrin-1, DCC and UNC5H2(B) was assessed by real-time quantitative RT-PCR with specific
primers (supplementary table S1), on a LightCycler 480 apparatus (Roche) using the
SybrGreen® Master kit (Roche). Reaction conditions were set for optimal amplification of
each gene. Quantification of gene expression was determined by calculating the difference
between the number of cycles of the studied gene from different samples and a control sample
(cell line) and then calculating the difference of cycles of a housekeeping gene (here ribosomal
28S) between the number of cycles from different samples and the same control sample (cell

line) and finally apply the rule of 22 &T to calculate the normalized fold.
Western Blot

Cells were washed with PBS and pelleted. Total protein extraction was performed using lysis
buffer A (Tris-HCI pH6.8 20mM, MgCI2 1mM, EGTA 2mM and NP40 0.5%) to which a
protease inhibitor cocktail was added. The total extract was then centrifuged at 12000g for 15
minutes at 4°C. The supernatant was then conserved at -80°C or directly dosed by Coomassie
Brilliant Blue method using a BSA standard scale. Proteins were then denatured and mixed
with B-mercaptoethanol 1X and migration was performed on a precast gel from Biorad (mini-
Protean TGX stain-Free Precast Gels) at 120V. Proteins were then transferred to a PVDF
membrane (Invitrogen iBlot transfer stack), which was incubated for 30 minutes with blocking
buffer and then overnight with primary antibodies (anti-netrin-1 from Abcam ab126729 at
1:1000, anti-DCC from BosterBio PA1910 at 1:500 and anti-unc5b from cell signaling DOM7Z
Rabbit mAb #13851 at 1:500). The membranes were then washed with PBS Tween20 0.1%
(sigma P1379) and incubated with secondary antibodies (anti-mouse or anti-rabbit at 1:5000),
and then scanned using an Odyssey Licor scanner. The same membrane was then re-incubated
with mouse anti-B-actin (1:5000 dilution) anti-body from sigmaaldrich (MERCK) (ref. A5441)
for 1 hour, then washed and reincubated with secondary goat anti-mouse antibody from Li-cor

odyssey (dilution 1:5000) (ref. AB_10956588)
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Murine models

CB17/Icr-Prkdc(scid)/IcrIcoCrl mice were purchased from the Jackson laboratory and housed
in the animal housing of the laboratory. Tumors (or cells) were grafted subcutaneously and
tumor growth was monitored thru tumor volume measurement. Treatment of mice was initiated
once the tumor volume reached 100mm3. All treatments were administered intraperitoneally.
Dexamethasone (Weimer Pharma GmbH) was injected at Smg/Kg and NP137 (NetrisPharma)
was injected at 10mg/Kg. Mice were sacrificed when the tumor volume reached 1600mm3. All

in vivo experiments are subject to pre-evaluation by a specialized comity in ethics.

Flow cytometry

Cell viability was analyzed by flow cytometry after AnnexinV and PI labelling. Non-treated
cells were used to calibrate annexinV and PI signals. Cells exposed under different conditions
were washed with PBS 1X and labelled with AnnexinV and/or PI using Annexin-V-FLUOS
staining kit from Roche (Ref.11 988 549 001). Tubes were incubated at room temperature for
15 minutes and then viability was analyzed on BD FACS LSRII using BD FACS DIVA

software.

Flow cytometry was also used to detect netrin-1, UNC5H2(B) and UNC5H3(C) in fresh sample
bone marrow patients. All fresh samples were lysed with (BD Pharm Lyse), and cell surface
was stained with the following fluorescently conjugated antibodies : CD138-PC5 (Beckman
Coulter, clone B-A38), CD19-PC7 (Beckman Coulter, clone J4.119), CD45-V500 (BD
Biosciences, clone HI30), CD38-V450 (BD Biosciences, clone HB7) all at 1:100 dilution, and
Anti-UNC5H3(C) MAB 1005-PE and Anti-UNC5H2(B) E231115-PE at 1:50 dilution,
followed by intracellular staining for Kappa-APC (BD Biosciences, clone TB28-2), Lambda
FITC (BD Biosciences, clone 1-55-2) and Anti-Netrin-1 MAB 1109-PE at 1:50 dilution. The

intracellular staining was performed using IntraStain Dako kit (reference: K2311). Flow
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cytometry data were acquired on the Cantoll flow cytometer and BD FACSDIVA™ software
was used for analyses. Gating was done by isolating the CD38+ CD138+ population first then
by differentiating the CD45+ plasmocytes from the CD45- plasmocytes and finally by selecting

the netrin-1+ or UNC5H2(B)+ or UNC5H3(C)+ cells.

Immunohistochemistry

Bone marrow biopsies with myeloma infiltration were retrieved from the Pathology
Department of the Lyon Sud University Hospital with FFPE available material and informed
patient consent. Briefly, 3um-thick were cut from paraffin blocks, dried, de-waxed, rehydrated
and slides were unmasked with ER1 Solution (Leica, Bond Epitope Retrieval Solution 1) Low
pH, 100°C - 20 min for Netrin-1 (CPA2389, dilution 1:100) and finally were incubated with a
commercially available detection kit HRP (Leica, Bond Polymer Refine Detection) in an
automated Immunostainer (Leica BOND-MAX). UNC5H2(B) and DCC were used with the
protocol provided by Abcam and Atlas antibody respectively. (see supplementary table S2 for
details on antibodies).

Ex vivo exposure of fresh bone marrow samples to NP137

Tumor tissue with myeloma infiltration were retrieved from the Hematology Department of
the Lyon Sud University Hospital with patient informed consent. Samples were exposed for 48
hours with NP137, or vincristine used as a positive control. Cells surface was stained with the
following fluorescently conjugated antibodies anti-CD138-PC5 (Beckman Coulter, clone B-
A38), anti-CD45-V500 (BD Biosciences, clone HI30), anti-CD38-V450 (BD Biosciences,
clone HB7) antibodies and flow cytometry data were acquired on the Canto II flow cytometer
and BD FACSDIVA™ software was used for analyses.

Statistical analysis
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Statistical analyses were performed used student t-test to analyze the significance of the in vitro
viability tests. Mann Whitney test was used to assess the significance of the effect of the therapy
on tumor growth in mice in vivo.

Results

Expression of netrin-1 and its receptors DCC and UNC5H2(B) in multiple myeloma

We first analyzed netrin-1, DCC and UNC5H2(B) mRNA and protein levels in 6 different
human myeloma cell lines (AMO1-LP1-MM1S-OPM2-RPMI8226 and U266). As shown in
Figure 1A, the expression of netrin-1 analyzed by RTqPCR was detected in half of the cell
lines (number of cycles<35) while expression of DCC and UNC5H2(B) was detected in all cell
lines. Western blot analyses confirmed a detectable content of netrin-1 in LP1, MMIS,
RPMI8226 and U266 (Fig. 1B). Conversely UNC5H2(B) protein was only detected in LP1 and
RPMI8226 (Fig. 1C) and DCC protein expression was highly detected in LP1, MMIS,
RPMI8226 and U266 similarly to what has been observed by RTqPCR. Protein content of
UNCS5H2(B) was observed at lower levels in AMO1 and OPM2, although the latter lines had
a higher mRNA content than the other lines (Fig. 1D). These results suggested that MM18S,
RPMI8226, LP1 and U266 could be used as potential models to evaluate the effect of anti-

netrin-1 agents.

NP137 treatment reduces multiple myeloma cell viability in vitro

To assess the impact of netrin-1 targeting on the survival of multiple myeloma cells, and the
effect of its combination with conventional chemotherapy, we chose two multiple myeloma
cell lines, MM1S and RPMI8226, that express netrin-1 and at least one of its receptors, and we
exposed them, in different conditions, to NP137 treatment combined or not with bortezomib, a
proteasome inhibitor widely used in the clinic. After 72 hours, cells were harvested and their

viability was analyzed by flow cytometry, after Annexin V and PI labelling. The results showed
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that cells exposed to NP137 antibody alone, did not show any reduction of cell viability in both
cell models; (fig 2A, 2B, 2C). The viability of MM1S cells exposed to different concentrations
of bortezomib was reduced in a dose dependent manner (fig 2A). However, we found that the
cytotoxicity of bortezomib on the MM1S cell line was enhanced when combined with NP137
(Fig 2A), but not in combination with a control human antibody (data not shown). These results
suggest that bortezomib potentiates the cytotoxic effect of NP137 treatment on the multiple

myeloma cell lines tested.

NP137 treatment reduces multiple myeloma tumor growth in vivo

In order to explore the effect of NP137 treatment in vivo, RPMI8226 cells were grafted
subcutaneously in SCID mice. The mice were randomized into 4 treatment groups: control
antibody, dexamethasone, NP137, NP137 combined with Smg/kg dexamethasone all injected
thrice a week intraperitoneally. Results showed at the end of the experiment, a significant
decrease in tumor growth, in mice treated with NP137 in combination with dexamethasone
when compared to non-treated mice (p=0.04) which suggests a potentiation of the cytotoxicity
of NP137 by dexamethasone in this preclinical model. However, the reduction in the tumor
growth observed between the NP137 treated group and the group treated with the combination

of the two drugs remains non-significant at the end of the experiment(p=0.47).

Expression of netrin-1 and its receptors DCC and UNC5H2(B) in bone marrow samples

from multiple myeloma patients

In order to study the expression of netrin-1 and its receptors, DCC, UNC5H2(B) and
UNCS5H3(C) in multiple myeloma patients, fresh bone marrow samples from patients who
consented to participate were analyzed by flow cytometry for the expression of netrin-1, DCC
and UNC5H3(C). The data obtained indicated that netrin-1 expression is two times higher and

UNCSH3(C) expression is two to three times higher in fresh patient samples compared to
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control antibody (Fig.4A). In addition, we analyzed the expression of netrin-1, DCC and
UNC5H2(B) by immunohistochemistry. The results showed that netrin-1 was identified by
IHC in 6/16 samples while DCC and UNC5H2(B) were identified in all and in 13 samples,

respectively. (Fig.4B)

Effect of NP137 treatment on fresh multiple myeloma patient samples ex vivo

We analyzed the effect of NP137 treatment on fresh patient samples. Cells were treated with
10ug/ml NP137 ex vivo or with 10uM vincristine as a positive control for 48 hours and the
plasma cell percentage was evaluated by flow cytometry after labelling with CD38 and CD138
antibodies at 2ug/ml for 30mins. Results in figure 4C show that 3 out of 10 total patients
presented lower plasma cell percentage after NP137 treatment. Similarly, plasma
cell/lymphocytes ratios (figure 4D) showed lower values in samples treated with NP137

antibody compared to non-treated cells.

Discussion

In 1990, Edward Hedgecock and his colleagues discovered the implication of three proteins,
encoded by unc-5, unc-6 and unc-40 genes, in the migration of mesodermal cells during the
development of C. elegans(18). Fearon and his colleagues demonstrated the deletion of the 18q
chromosome in human colorectal cancers(19). This fragment contains, among others, the DCC
gene. Many studies have shown that the deletion of DCC specifically is the cause of the
initiation and progression of pancreatic and colorectal cancer and not the deletion of other
genes from the 18q chromosome like SMAD2 or SMAD4 (20-23). In 1998, Mehlen and his
colleagues demonstrated in 1998 that DCC induces caspase-9 dependent cell death when
unbound from netrin-1(24). Furthermore, Llambi et al. described in 2001 how netrin-1 acts as

a survival factor when it is fixed on cells expressing its receptors(10). On the other hand, DCC
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has been found to control tumor progression as a tumor suppressor gene(25,26). One of the

most frequent genetic abnormalities that occurs in DCC is loss of heterozygosity(6).

Few studies have explored the expression of netrin 1 and its receptors in hematological
malignancies. Broutier et al. reported in a mantle cell lymphoma model that the interference
with the interaction of netrin-1 with DCC using a monoclonal antibody targeted against netrin-
1 can decrease the viability of these cells (27). This monoclonal antibody recognizes a netrin-
1 specific epitope located in the second laminin-type EGF-like repeat. The analysis of the
crystal structure of the complex antibody/ligand shows that this region is crucial for the binding
of netrin-1 to its receptor, providing a structural basis for the biological activity of NP137(28).
Targeting netrin-1 in solid tumors using this antibody is currently in clinical trials
(NCTO02977195). The potential therapeutic impact of the disruption of the interaction between
netrin-1 and its receptors in vivo has been explored in several types of solid tumors including
pancreatic and lung cancer(29-31). To our knowledge there have been no published reports

investigating the impact of netrin-targeting agents in multiple myeloma.

Our findings showed for the first time overexpression of netrin-1 and its receptors in human
multiple myeloma cell lines and in human bone marrow samples from multiple myeloma
patients. While the presence of netrin 1 protein was observed in only a minority of samples it
is noteworthy that DCC was found by IHC in 16/16 samples and UNC5H2(B) in 13/16

samples.

In addition, we have been able to demonstrate for the first time the role of netrin-1 in the
survival of multiple myeloma cell lines. Our obtained results showed a clear decrease of
multiple myeloma cell viability when treated with NP137 in combination with cytotoxic agents.
In vitro, both cell lines tested, RPMI8226 and MM 1S were more sensitive to NP137 treatment
when combined to bortezomib. In preclinical models, our results showed that NP137 in

combination with dexamethasone reduced significantly RPMI8226 tumor growth compared to

149



non-treated group but not compared to NP137 in monotherapy which requires further
confirmation. However, the efficacy of the combination of bortezomib with NP137 on MMI1S
tumor growth wasn’t possible because of the resistance of MMI1S to non-lethal doses of

bortezomib in the proposed preclinical model.

Finally, our results of NP137 exposure of fresh human samples from multiple myeloma patients
showed a decrease in both the percentage of plasma cells and the plasma cells to lymphocytes
ratioin 3 out of 10 samples analyzed. While larger series will need to be analyzed, these data
suggest that netrin-1 signaling is likely to be clinically relevant in a substantial portion of
myeloma patients. If these data are confirmed, targeting of netrin 1 signaling using agents such

as netrin 1- or netrin 1 receptor-binding agents could be considered in this disease.
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Figure 1: Expression of netrin-1 and its receptors in multiple myeloma cell lines. (A) netrin-
1, UNC5H2(B) and DCC expression by RT-qPCR in six models of multiple myeloma (MM1S is
used as a reference line for the expression of the genes). Netrin-1 expression in AMO-1, OPM-
2 and U266 is not detectable thus represented by fold change equal to 0.01. (B) Expression
of netrin-1 by western blot. (C) Expression of UNC5H2(B) by western blot. (D) Expression of
DCC by western blot.
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Figure 2: Evaluation of the viability of multiple myeloma cell lines after NP137
treatment. (A and B) MM1S and (C) RPMI8226. NP137 treatment in
combination with bortezomib. Cells were harvested and viability was analyzed
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Chapitre III : Evaluation de la valeur pronostique et de 1'effet du
ciblage de EDAal/EDAR dans les Leucémies Aigiies Myéloides.
La leucémie aigué myéloide est un cancer des cellules progéniteurs des lignées myéloides des
globules blancs du sang, caractérisée par la multiplication tres rapide des cellules cancéreuses.
Ces dernieres présentent dans la plupart des cas une variété des mutations qui causent des
résistances aux différentes chimiothérapies. Cette résistance aux chimiothérapies
conventionnelles basées dans la plupart des cas sur les molécules cytotoxiques non ciblées
comme les anthracyclines ou [l’aracytine est une cause rationnelle et essentielle pour le
développement de nouvelles thérapies anti-cancer ciblées dont certaines ont commencé a
émerger tel que les inhibiteurs de FLT3 de premiere et de deuxieme générations qui peuvent

résoudre le probléme pour ce type d’hémopathies.

Le role des récepteurs de mort de type TNF (FAS, TNFR, DR3, DR4, DRS et leurs ligands)
dans les cancers solides a été 1’objet d’un grand nombre d’études portant sur le développement
de plusieurs thérapies anti-cancéreuses. Dans les hémopathies, ces récepteurs sont également
explorés et les études récentes s’intéressent a leur signalisation pour développer des thérapies
ciblées. Le récepteur de ’ectodysplasine EDAR est un récepteur de type TNF qui a montré
récemment un potentiel d’€tre un récepteur a dépendance. Jonathan Vial et ses collegues ont
récemment démontré qu’EDAR est capable d’induire la mortalité dans un modele cellulaire in
vitro a la fois quand il est surexprimé ou en absence de son ligand I’ectodysplasine Al. Cette
induction de mort est strictement liée a une protéine adaptatrice appelée EDARADD spécifique
a EDAR a I’inverse de FADD qui est commun aux autres récepteurs de mort. La signalisation
d’EDAR est aussi fortement impactée par deux protéines : la premiere étant la caspase-8 qui
est responsable de I’apoptose indépendante de la mitochondrie comme dans toutes les
signalisations des récepteurs de mort. La deuxieéme est la protéine c-FLIP régulatrice de

I’activité caspase-8.
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Dans ce chapitre nous explorons le role d’EDAR en tant que récepteur a dépendance dans les
leucémies aigues myéloides ainsi que la relation de 1’expression de c-FLIP et ’EDARADD
dans I’induction de 1’apoptose par EDAR a travers la caspase-8 dans des modeles cellulaires
de LAM. De ce fait, nous évaluerons I’effet d’anticorps antagonistes et agonistes dirigés contre
EdaAl sur la viabilité¢ des modéeles cellulaires de leucémies aigues myéloides ainsi que 1’effet
de ’anticorps antagoniste sur la croissance tumorale dans un mod¢le préclinique et ceci en
combinaison avec le lupéol, un inhibiteur de c-FLIP. En parallele, nous évaluerons la valeur
pronostique du couple EDAR/EdaAl dans une cohorte d’environ deux-cent-vingt patients

atteints de LAM.

Nos résultats montrent que I’ectodysplasine et son récepteur EDAR sont exprimés dans les
lignées cellulaires testées. En revanche, I’anticorps antagoniste anti-EdaA 1, le NP604 fourni
par NETRIS Pharma, ne semble pas avoir un effet intrinseque sur viabilité cellulaire en
monothérapie. En revanche lorsqu’il est combiné au lupéol, cet anticorps diminue
significativement la viabilité cellulaire des lignées LAM. Dans ce contexte, nos résultats
préliminaires suggerent que le lupéol induit la mortalité cellulaire en inhibant c-FLIP mais
également en favorisant le clivage de la caspase-8. Cependant, cette combinaison des deux
traitements n’avait pas le méme effet sur la croissance tumorale des xénogreffes de LAM. In
vivo le traitement combiné de lupéol et du NP604 ne réduisait pas significativement la
croissance tumorale. Finalement, les résultats de 1’évaluation de I’expression de EdaAl et
d’EDAR dans la cohorte de patients de LAM montraient une surexpression de ce couple dans
la majorité¢ des cas mais d’autres études sont nécessaires pour vérifier la corrélation de

I’expression au pronostic des patients.
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Abstract

Ectodysplasin receptor (EDAR) is a key receptor that plays a crucial role during development,
precisely during the formation of the ectoderm. However, this receptor belongs to the family
of the TNF receptors. These receptors are well studied in cancers and they are better known for
their ability to induce caspase-8 dependent apoptosis via their intracellular death domain when
they are bound to their ligand. Their signaling pathway implicates caspase-8 regulatory proteins
such as c-FLIP which regulates negatively the apoptosis with its caspase-8-like domain.
Conversely, EDAR seems to act as a dependence receptor and seems to be capable of inducing

cell death only in the absence of its ligand.

Here, we analyzed the expression of ectodysplasin A1 (EdaAl) and ectodysplasin receptor
(EDAR) as well as the expression of c-FLIP and EDARADD, the associated protein to the
intracellular domain of EDAR, in human AML cell lines to assess the potential anti-AML
activity of a novel anti-EdaA1 treatment (NP604). In addition, we have studied the impact of
lupeol, a c-FLIP inhibitor on the expression of c-FLIP and the cleavage of caspase-8. Finally,
we have analyzed the expression of EdaA1 and EDAR in a cohort of AML patients to determine

whether EDA or EDAR expression levels could be correlated with patient survival.
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Our results showed that AML cell lines express both the EdaAl ligand and its receptor EDAR.
The exposure of AML cell lines to NP604 in vitro did not induce a significant decrease in cell
viability but its combination with lupeol showed a significant impact on the viability of the
cells. This combination of treatments did not significantly impact on tumor growth in SCID
mice with established AML tumors in comparison to controls. However, the treatment of AML
cell lines with lupeol seems to increase the cleavage of pro-caspase-8 in these malignancies.
Screening of patient samples found expression of EdaAl and EDAR in a majority of AML
patient samples, with a possible correlation between EdaA1 expression and overall survival,

but not with EDAR levels.

These results suggest that ectodysplasin signaling could constitute a novel therapeutic target in

acute myeloid leukemia.
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Introduction

EDAR (ectodysplasin receptor) is a type I receptor belonging to the family of TNF receptor.
In humans, it is encoded by the EDAR gene. It belongs to the tumor necrosis factor receptor
TNFR superfamily. It binds with high specificity to its ligand, EDaAl, that is also a member
of the TNF family, and one of the two isoforms encoded by the EDA gene, thereby inducing a
signaling pathway mainly through the nuclear factor-kappaB (NF- «kB) and c-jun N-terminal
[1]. The Eda-A1l / EDAR pathway is active to ensure normal induction, morphogenesis and
maintenance of ectodermal organs, such as teeth, hair, sweat glands and several other glands
[2]. Consequently, mutations and / or deficiencies in EDaA1, EDAR or other molecules in this
signaling pathway cause anhidrotic ectodermal dysplasia HED characterized by a defective
development of structures derived from the skin and several exocrine glands such as the sweat

glands probably due to an altered NF-xB response [3].

While EDAR is generally considered to be an NF-«B signaling receptor, the presence of a death
domain in its intracellular structure has led several studies to explore the capacity of EDAR to
trigger cell death [4]. Recently, EDAR has been shown to lead to the induction of apoptosis in
melanocytic tumors, thereby limiting the progression of melanoma [1]. The results obtained
suggest that this receptor plays the role of a tumor suppressor in this type of cancer, rather than
a death receptor. Interestingly, the results showed that EDAR cannot be labeled as a "classic"
death receptor. In fact, unlike the responses of death receptors during ligand binding, EDAR-
induced apoptosis is inhibited in the presence of Eda-Al, in a dose-dependent manner [1].
Instead of inducing the interaction between EDAR and caspase-8, Eda-Al reverses it, thus
leading to the activation of the "positive" signaling pathway [1]. Furthermore, the induction of
apoptosis via EDAR is not directly linked to the classical death domain of TNFRs; FADD, but

rather involves a domain specific to this receptor;, EDARADD (EDAR Associated Death
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Domain) [1]. Thus, it has been attested that during the deactivation of EDARADD, the

apoptosis signaling pathway seemed to be modified [1].

EDARADD is indeed structurally different from the conventional associated proteins of TNF
receptors but has similar physiological activity. It has a death domain (DD) that interacts with
the death domain DD of EDAR, and another undefined domain that is suggested to recruit

TRAFs for NF-kB signaling.

Here, we explore the role of EDAR as a dependence receptor in acute myeloid leukemia as
well as the relationship of the expression of c-FLIP an anti-apoptotic protein that seems to
interact with receptors from the TNF family and EDARADD to the induction of EdaA1/EDAR
dependent apoptosis through caspase-8 in cellular models of LAM. Therefore, we evaluated
the effect of a new anti-EdaAl therapy on the viability of cellular models of acute myeloid
leukemia as well as its effect on tumor growth in a preclinical model, all of this in combination
with lupeol, a c-FLIP inhibitor. In parallel, we assessed the prognostic value of the EDAR /

EdaA1 couple in a cohort of approximately two hundred and twenty AML patients.

Materials and methods

1. Cell lines

Human acute myeloid leukemia cell lines (HEL, HL60 and Kasumi-1) were obtained from
ATCC and were cultured in RPMI-1640 (Sigma Aldrich) supplemented with 10% FBS, 2 mM

L-glutamine, 100 U/ml penicillin and 100 pg/ml streptomycin (all from Sigma Aldrich).

Capan-1 (human pancreatic cancer), Hela (human cervical cancer), MCF7 (human breast
cancer), HepG2 (human hepatocellular carcinoma) and HT29 (human colorectal
adenocarcinoma) cell lines were also obtained from ATCC and were cultured in DMEM high

glucose (4.5g/1) medium (Sigma Aldrich) supplemented with 10% FBS, 2 mM L-glutamine,
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100 U/ml penicillin and 100 pg/ml streptomycin. All cells were maintained in 5% CO; at 37°C

in a humidified atmosphere.

2. Study of the gene expression of EDAR, EdaAl, EDARADD and c-FLIP by RTqPCR

2.1.Materials

Qiagen RNA extraction kit (ref: Cat No./ID: 74104). Reverse transcription kit containing: 1
tube containing 1ml of 5X Buffer (250 mM Tris-HCI (pH 8.3), 375 mM KClI, 15 mM MgCl,);
1 tube containing 500 pl of DTT at 0.1 M and 1 tube containing 200 ul of M-MLV Reverse
Transcriptase at 200U/l (Invitrogen Thermofisher reference of the kit: 28025). ANTP mix (10
mM each) (Invitrogen Thermofisher ref.: 18427013), Random Primers (3 pg/ul) (Invitrogen
Thermofisher ref. 48190011). DEPC water. SybrGreen ® Master kit (Eurogentec: UF-NSCT-
B0201). Thermofisher 96well PCR plates (ref. ABO9OOW). Thermofisher PCR Plate, 384-well,
standard, white (ref. AB1384W). Sequences of EdaAl-, EDAR- EDARADD- and 28S
ribosome-specific primers, and sequences of c-FLIP-L, c-FLIP-R, c-FLIP-S are given in Table
1 (The 18S kit is used to normalize c-FLIP expression because the protocol uses probes. While
28S primers are used to normalize gene expression assessed using the SYBRgreen protocol).
These primers are available upon request. Eukaryotic 18S rRNA Endogenous Control
(VIC™M/TAMRA™ probe, primer limited) (Applied Biosystems, Thermofisher, catalog
number: 4310893E). Roche kit LightCycler FastStart DNA Master HybProbe (ref 12 239 272

001).

2.2.Methods
2.2.1. RNA extraction

1.
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control sample (cell line) and finally apply the rule of 22 &7 to calculate the normalized
fold difference.

Note: threshold cycle (Ct) for 28S (or 18S) housekeeping gene should be greater than 6 and
difference between threshold cycles for 28S (or 18S) of different samples should be less
than 2 cycles. In addition, the threshold cycle (Ct) for genes of interest should not exceed

35.
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SybrGreen ® Master kit

FastStart DNA Master HybProbe

qPCR mix

2.9 pl master mix, 0.4 pl (final concentration 0.1-0.5 pM) of each primer (forward and
reverse, see below), 1.3 ul of water.

3.33 ul of FastStart DNA Master HybProbe, 0.37 ul of probe + primers (see below) (all at

0.1-0.5 uM) and 1.3 pl HoO

Primers and/or probes

Forward primer Reverse primer Forward primer Reverse primer Probe
GCTCACCATCCC | CAGGAGTGGGCG Universal probelibrary #14
28S GAAAGATGGTGAACTATGCC TTACCAAAAGTAGCCCACTA c-FLIPL TGTACCTG TTTICTT (Roche)
5’-6(FAM)-
TCACATGGAACA
TCTCCAAGCAGC TTCAGGATGATAACACCCT
EdaAl AGTCAGGTAGAAGTATACTAC | GGCGATCTTCTGCCGGGCCTT c-FLIPs AATCCAA ATTTCC?F?GAATT ATGCCCATTGTC-
(TAMRA)-3’
5’-6(FAM)-
CAAGCAGCAATC | TCATGCTGGGATT | CCAGACTCACCCTGAAGTT
EDAR AGGTGTGCCAGGGACCTAT TGGAAACTCAGTCCTTGCCG c-FLIPg CAAAAGAGTCT CCATATGTTT ATTTGAAGGATCCT-
(TAMRA)-3’
EDARADD | GAACAGTCAGAGGACGGTGG | CACCGAAACAAGCTACCCCT |  18S Bukaryotic 185 rRNA Endogenous Control (Applied Biosystems.

Thermofisher, catalog number: 4310893E)

gPCR Program
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3. Analyse caspase-8 and c-FLIP protein expression by western blots

3.1.Materials

PBS 1X (Thermofisher ref.10010023). Trypsin-EDTA (0.25%), phenol red (Thermofisher
Catalog number: 25200056). Lysis buffer A (20 mM Tris-HCI pH 6.8, 1 mM MgCl;, 2 mM
EGTA, 0.5 % NP40). Protease inhibitor cocktail (10 pg/ml STI (Soybean trypsin inhibitor), 1
pg/ml leupeptin, 1 pg/ml aprotinin, 300 pg/ml benzamidine, 75 pg/ml PMSF (phenyl-methyl-
sulfonyl-fluoride), 10 pg/ml TPCK (tosyl-phenyl-alanyl-chlormethyl-ketone)). BSA (bovine
serum albumin) (Thermofisher ref.23209). Coomassie Blue (Pierce ref. 23200). TGS 10x
(biorad ref.1610732). Biorad mini-Protean TGX stain-Free Precast Gels 10% (ref. 4568033).
4x Laemmli Sample Buffer (biorad ref.1610747). Thermo Scientific™ PageRuler™ Plus
Prestained Protein Ladder, 10 to 250 kDa (ref. P126620). PVDF membrane (Invitrogen iBlot
transfer stack ref. IB24001). Mouse anti-human caspase-8 (enzo life science ADI-AAM-118-
E). Rabbit anti-human c-FLIP (Abcam ref. ab8421). Mouse anti-human B-actin (thermofisher
ref. A5441). Anti-mouse secondary antibody (IRDye® 680RD Goat anti-Mouse IgG
Secondary Antibody ref. 926-68070). Anti-rabbit secondary antibody (IRDye® 800CW Goat
anti-Rabbit IgG Secondary Antibody ref. 926-32211). Odyssey blocking buffer (prepared in
PBS) (licor ref.927-40000). Tween 20 (Sigma ref.11332465001). Lupeol (Sigma Aldrich >
95% purity ref. L5632. Stock solution 15 mmol/L diluted in DMSO. The final concentration

of DMSO was maximum at 0.5% in all treatment protocols).

3.2.Methods.
3.2.1. Lupeol treatment.

1.
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At the onset of apoptosis, changes occur on the surface of cells. One of these membrane
alterations is the translocation of phosphatidylserine (PS) from the inner leaflet of the

membrane to the outer leaflet, exposing PS on the cell surface.

Annexin-V is a Ca2 + dependent phosphatidylserine-binding protein, making annexin labelling

an excellent assay to detect apoptosis.
Propidium iodide is a DNA marker that can stain necrotic, but not intact cells.
4.1.1. Materials

NP604 (humanized Anti-Ectodysplasin obtained from NetrisPharma Ci, at 6.57 mg/ml).
NPOO1 (control antibody IgG isotype obtained from NetrisPharma Ci at 10 mg/ml). Etoposide
(Sigma No. E1383). Annexin-V-FLUOS Staining Kit (Roche Cat. No. 11 988 549 001). Lupeol
(Sigma Aldrich > 95% purity ref. L5632. Stock solution at 15 mmol/L diluted in DMSO. The
final concentration of DMSO was maximum at 0.5% in all treatment protocols). HEPES

(Thermo scientific ref.15630080). PBS 1X (Thermo scientific ref. 10010023).
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For 1 reaction: 100 ul of HEPES buffer + 1 pl annexin + 0.2 ul PI stock solution at 0.5

mg/ml (prepared) or 2 uL of the PI solution supplied with the Roche kit
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The MTT assay is a colorimetric assay for assessing cell metabolic activity. NAD(P)H-
dependent cellular oxidoreductase enzymes may, under defined conditions, reflect the number
of metabolically active cells present. These enzymes are capable of reducing the tetrazolium
dye MTT 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide to its insoluble

formazan, which has a purple color.

5.1. Materials

Lupeol (Sigma Aldrich > 95% purity ref. L5632. Stock solution 15 mmol/L diluted in DMSO).
Nunc™ 96-Well Polystyrene Round Bottom Microwell Plates (Thermofisher ref. 268200).
Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide (MTT, SigmaAldrich Ref: M2128). Isopropanol

(SigmaAldrich ref. 19516-1L). HCI (SigmaAldrich ref. H1758).

5.2. Methods
5.2.1. Inoculation of cells in the 96-well plate.
Day 1: Monday, Tuesday or Friday.

1.
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6.1. Materials

CB17/Icr-Prkdc(scid)/IcrlcoCrl 4-week old female mice were purchased from the Jackson
laboratory and housed in the animal housing of the laboratory. Lupeol (Sigma Aldrich > 95%
purity ref. L5632). Sunflower oil (SigmaAldrich re. S5007). Humanized anti-human-EdaA1l

(NetrisPharma). PBS 1X (Thermofisher ref.10010023).

Note: The project is carried out after the authorization of the ethics committee taking into
account the rules of 3R and the suffering of the animal. The protocol was reviewed and

approved by the CECCAPP Animal Ethics Committee of Lyon.

6.2.Methods

1.
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expression of c-FLIP in AML cell lines, to investigate whether it causes the resistance towards
NP604 treatment by blocking caspase-8 after obtaining preliminary results showing no intrinsic
effect of NP604 on cell viability (data not shown). Results of the analysis of EDARADD gene
expression obtained by RTqPCR illustrated in figure 2A show that EDARADD gene
expression is detected in the three AML cell lines analyzed. Equally, the analysis of the
expression of the 3 mRNA isoforms of c-FLIP(L, S and R) shows moderate expression of c-
FLIPL and c-FLIPs isoforms in all three cell lines and relatively high expression of c-FLIPr
isoform when compared to HT29 as positive control cell lines (figure 2B). In parallel, c-FLIP
protein expression has been detected in all AML cell lines screened by western blot (figure

2C).

NP604 treatment enhances the effect of lupeol on cell mortality in vitro.

In order to study the cytotoxic effect of lupeol on AML cell lines, we have treated AML cell
lines with an increased concentration of lupeol from 1 to 100um and after 72hours we analyzed
the cell viability by MTT assay. The results of cell viability analysis after lupeol treatment
showed cytotoxicity on AML cell lines with IC50 value at 20 uM for HEL and Kasumi-1 cells,
but higher IC50 value at 80 uM for HL60 cell line (figure 3A). After determining the IC50 of
lupeol relative to each cell line we wanted to evaluate the effect of ectodysplasin blockage by
an anti-EdaA1l humanized antibody in combination with a c-FLIP inhibitor on cell viability.
Therefore, we treated different AML cell lines with NP604 with lupeol, a potential c-FLIP
inhibitor described in literature. The results of cell viability analysis by flow cytometry after
annexin V / PI labelling illustrated in the figure 3B showed that the combination of lupeol with
NP604 reduced significantly the viability of HEL, HL.60 and Kasumi-1 cell lines compared to
single agent exposure using lupeol or NP604 alone. Together these results suggest that c-FLIP

inhibition might be crucial for EDAR to induce apoptosis.
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Lupeol modulates c-FLIP and procaspase-8 expression in AML cell lines.

To further investigate the signaling pathway by which lupeol is inducing apoptosis in our cell
models, we evaluated its effect on the protein expression and cleavage of c-FLIP and caspase-
8 by western blot. Results of western blot scans showed caspase-8 cleavage in all AML cell
lines treated with lupeol for 24 hours (figure 4A and 4B). Also, results for c-FLIP screening
showed decrease in c-FLIPL cleavage in HEL cell line (figure 4C). On the other hand, c-FLIPs
but not c-FLIPL was cleaved in HL60 and in Kasumi-1 (figure 4D). These results suggest that

lupeol induces apoptosis probably by activating procaspase-8 via inhibition of c-FLIP.

Expression of EdaA1 and EDAR in AML patients

To further understand the role of these proteins in AML malignancies, we analyzed the
expression of EDAal and EDAR in a set of 220 patient samples from Hospices Civils de Lyon
showing that these genes are expressed in 90% of AML patients. Our results showed that both
EDAal and EDAR are expressed in a large fraction of the samples analyzed by RTqPCR
(figure SA and 5B). In fact, 90.95% of patients with EDAR expression simultaneously express
the EDAal ligand and 77.62% of patients who have an expression of EDAR 100 times greater
than healthy individuals who participated in the cohort, have at the same time an expression of
EDAal 100 times greater than healthy individuals. Additionally, we wanted to correlate the
results obtained to the prognosis of AML patients. For that we examined patients’ follow-ups
to determine their overall survival using Kaplan Meier estimator method. Results illustrated in
figure 5C, 5D, 5E, S5F showed that the level of expression of EdaA1 appears to be correlated
with survival without relapse and the overall survival of AML patients. A low level of
expression being an unfavorable factor. EDAR on the other hand was not correlated with

survival.
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Discussion

Ectodysplasin receptor, being a TNF receptor, shares many characteristics with death receptors
that belong to this family. Among these characteristics, we can find mainly the presence of a
death domain associated protein. In the case of EDAR, this associated protein known as
EDARADD has been proven by recent studies to be structurally different from others, but
seems to have similar functions by activating mitochondria independent caspase-8 apoptosis
as a recent study showed. Since it has been shown that EDAR leads to the induction of
apoptosis in melanoma [1], studies suggested that this receptor plays the role of a tumor
suppressor in cancer, rather than a death receptor. On the other hand, the induced apoptosis due
to the overexpression of EDAR has been reversed when the cells were treated with recombinant
EdaAl[1]. However, the mechanism by which EDAR triggers cell death are still very little
known mainly in hematological malignancies. In view of this, c-FLIP, a major apoptosis
regulatory protein frequently overexpressed in solid and hematological cancers, in which its
strong expression is often correlated a poor prognosis [5] and its downregulation is part of an
effective drug-mediated cell death [6], seems to have a role, similar to what was observed in
death receptors, in binding to the associated protein to the death domain of EDAR, EDARADD,
and therefore inhibits the pathway of apoptosis via caspases. c-FLIP has been shown to play a
role of a key protein in chemo-resistant cancers therefore studies aiming to target death

receptors focus on the co-inhibition of c-FLIP along with the targeting of the receptor.

In this study, our objective was to determine whether ectodysplasin A1 and its receptor EDAR
play a significant role in acute myeloid leukemia, which is a high refractory hematological
malignancy to conventional chemotherapies. In addition, we wanted to evaluate the prognostic

effect of this couple in such malignancies.

Our findings were the first of their kind in the field of hematology, reporting for the first time
the overexpression of EdaAl and EDAR in AML cell lines. Moreover, we have been able to
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report that AML cell lines express equally all three isoforms of c-FLIP along with EDARADD
that plays the role of a key in the lock to relate c-FLIP mediated resistance to EDAR signaling,
which points the study more towards co-targeting of both our potential dependence receptor
and a key resistance protein. Interestingly our results suggest that targeting EDAal alone with
a monoclonal antibody is not sufficient to trigger significant cell apoptosis. However, when we
combined NP604 treatment to lupeol, a suggested c-FLIP inhibitor, EDAR was able to induce
apoptosis more efficiently. These observations verify at the same time our hypothesis on the
role of EDAR as a dependence receptor and fit well with what has been described in the
literature concerning intracellular signaling of TNF death receptors. However preliminary
experiments performed in mice did not show the same effect of this combination on tumor

growth in vivo. (supplementary figure 1)

Our results suggest that lupeol acts on both the cleavage of c-FLIP and the activation of
caspase-8 suggesting that the inhibition of c-FLIP helps overcoming the resistance against
EDAR targeted therapies. That being so, further studies are required to demonstrate the

physical interaction of caspase-8 with EDARADD.

Concerning the clinical role of these proteins, few studies have been done on cancer patients
but only some unpublished data from TCGA show that EDAR and EdaA1l are overexpressed
in a large fraction of AML patients. Our analysis was in accordance with what had been
observed, showing overexpression of this couple in AML patient samples. Nonetheless, the
correlation of the expression of this couple to the prognosis of AML patients still needs further

confirmation.

In summary, our results suggest that EdaAl and EDAR are overexpressed in AML and that
targeting EDAal within a combined therapy including a c-FLIP inhibitor constitutes a

promising therapeutic option in acute myeloid leukemia. If future works prove interactions
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between the signaling pathway of EDAR and caspase-8 then dual targeting will be required for

therapeutic purposes in this disease.
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Figure 1: Expression of Eda-A1 and EDAR in AML cell lines. (A and B) the expression of
EdaAl and EDAR respectively in 3 AML cell lines HEL, HL60 and Kasumi-1 by RT-qPCR.
The fold change was normalized to 28S expression in cells as housekeeping gene (N=3; n=3).
(C and D) the protein expression of EdaAl and EDAR assessed by flow cytometry using
biotinylated antibodies obtained through a collaboration with the team of Dr. Pascal Schneider
from the university of Lausanne, incubated with cells and then marked with fluorochrome-
coupled streptavidin. (representative results of three experiments)
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Figure 2: Expression of EDARADD and c-FLIP in AML cell lines. (A) mRNA expression
of EDARADD assessed by RT-qPCR normalized to 28S as housekeeping gene (N=3; n=3).
(B) mRNA expression of the three c-FLIP isoforms (c-FLIPy, c-FLIPs and c-FLIPRr) assessed
by RT-qPCR normalized to 28S as a housekeeping gene and to HT29 mRNA expression as a
positive control (N=3; n=3). (C) total c-FLIP protein expression by western blot in 3 AML cell
lines compared to HT29 as positive control. (Representative experiment of N=3.)
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Figure 3: Evaluation of the effect of anti-EdaA1 (NP604) in combination with lupeol on AML cell viability. (A) IC50 of lupeol assessed by MTT. Treatment
was done for 72 hours and cell mortality was compared to non-treated cells (N=3; n=3). (B) analysis of the viability of AML cell lines after NP604 treatment in

combination with lupeol by flow cytometry after annexinV/pi labelling. Etoposide 10um was used as a positive control for annexinV/pi signal, and NPOO1 was
used as a IgG isotype control for NP604 (N=3; n=3) *p<0.05.
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Figure 5: Evaluation of the expression and the prognostic value of Eda-A1 and EDAR in

AML patients. (A and B) Expression of Eda-A1 and EDAR assessed by RT-qPCR in AML

patients’ samples showing an overexpression of Eda-A1 and EDAR respectively. (C, D, E, F)
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evaluation of the prognostic value of EdaAl (C,D) and EDAR (E,F) on overall survival and
event-free survival in AML patients.
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Supplementary figure 1: Effect of NP604 treatment on ectopically grafted, AML tumor
growth, in SCID mice. (5 mice per group) *p<0.05
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Discussion Géneérale
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Nétrine-1 molécule-clé pour la survie des lymphomes non-hodgkiniens et des myélomes

multiples.

Les voies de signalisation activées par la fixation de la nétrine-1 sur ses deux récepteurs
principaux, DCC et UNCS5B, sont bien décrites, pourtant I’exploration de son role comme une
molécule cible dans les cancers reste limitée. La nétrine-1 est surexprimée dans plusieurs types
de cancers tels que le cancer du sein, le cancer colorectal, le cancer de poumons, le cancer de
I'ovaire, le neuroblastome et le médulloblastome [397], [400]-[402], [407], [541]. Une étude
réalisée en 2012, a démontré 1’effet de la sécrétion paracrine de la nétrine-1 comme un facteur
de croissance ayant un effet dans la lymphangiogenese des cancers[542]. Plus récemment, Yin
et al. amontré le role crucial dont la nétrine-1 joue dans la transition épithélio mésenchymateuse
des cellules du cancer gastrique métastatique[543]. Dans les lignées cellulaires tumorales et les
échantillons de tumeurs ol la nétrine-1 est faiblement exprimée, le traitement avec des
médicaments conventionnels, comme la doxorubicine, le paclitaxel et le cisplatine, est souvent
associé a une augmentation de I’expression de la nétrine-1 et de ses récepteurs[406]. En
conséquence, la combinaison de médicaments conventionnels avec 1’anti-nétrine-1 augmente
la mort des cellules tumorales in vitro et inhibe la croissance tumorale in vivo. Ce résultat
suggere que, lorsque les tumeurs expriment des faibles niveaux de nétrine-1, une combinaison
de médicaments conventionnels et des médicaments inhibant I'interaction nétrine-1-récepteurs

pourrait amplifier la réponse induite par la chimiothérapie.

En effet, un anticorps monoclonal humanisé anti-nétrine-1 produit par NETRIS Pharma au sein
du centre de cancérologie de Lyon a montré une réduction de la croissance des modeles
précliniques de LNH [436]. Cet anticorps est passé ensuite en phase clinique I pour évaluer sa

cytotoxicité chez les patients souffrant de cancers avancés et métastatiques. Cependant
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I’évaluation de l’effet de I’interférence avec la nétrine-1 dans les hémopathies reste peu

explorée.

Dans notre projet, nous avons analysé I’expression de la nétrine-1 et de ses récepteurs dans un
panel constitué de différentes lignées cellulaires humaines appartenant a des différentes
catégories d’hémopathies ; la leucémie aigué myéloide, la leucémie aigué lymphoide, le
lymphome non-hodgkinien et le myélome multiple. Cette analyse a démontré pour la premiere
fois, une expression de la nétrine-1 et de ses récepteurs DCC et UNCS5B dans les différents
types d’hémopathies mais a des niveaux d’expression différents. En effet, les lignées de LNH
et de myélome multiple sont les deux seules catégories dans lesquels nous avons pu détecter
une surexpression de la nétrine-1 et de ces récepteurs au niveau protéique. De ce fait, notre
étude s’est focalisée sur ces deux types d’hémopathies. Ces résultats sont cohérents avec les
données préliminaires de la bibliographie réalisés sur le LNH et avec nos propres travaux de
criblages réalisés au sein des Hospices Civils de Lyon qui ont montré une expression importante
de la nétrine-1 et de ces récepteurs chez les patients souffrant de myélome multiple. Suite a ces
données, nous avons évalué dans ces deux types d’hémopathies I’effet de I’interférence avec la
nétrine-1 et ses récepteurs dans des modeles cellulaires précliniques et également sur des
échantillons de patients de myélome multiple en utilisant ’anticorps anti-nétrine-1 produit par

NETRIS Pharma.

Nos travaux réalisés sur I’exploration du role de la nétrine-1 dans le lymphome non-hodgkinien,
montrent que le ciblage de la nétrine-1 a la fois paracrine et autocrine dans I’environnement des
cellules in vitro est capable d’impacter la survie des cellules dans le modele de co-culture mis
en place quelles que soient les conditions de culture. Nos résultats montrent que plus
I’expression de la nétrine-1 dans le microenvironnement est élevée, plus 1’effet du traitement

anti-nétrine-1 sur la viabilité cellulaire est remarquable. Ceci évalue I’importance du traitement
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anti-nétrine-1 dans les cancers ou la nétrine-1 est potentiellement abondante dans le
microenvironnement tumoral, surtout dans le cas du lymphome qui touche des tissus solides.
Egalement, nos analyses ont montré que la surexpression de la nétrine-1 de fagon exogéne dans
un modele de LNH augmente la prolifération cellulaire. In vivo, un traitement avec 1’anti-
nétrine-1 pour des souris greffées par des tumeurs LNH humaines a démontré une baisse de la
croissance tumorale. Alors, nos résultats in vivo corrélerent bien avec ce qui a été décrit dans la
littérature et avec nos résultats in vitro[436]. Par contre, on n’a pas pu observer I’effet de la
surexpression exogene de la nétrine-1 dans nos modeles précliniques. De ce fait, le mécanisme
par lequel la surexpression de la nétrine-1 aide a I’augmentation de la croissance tumorale des

LNH reste a explorer.

De plus, nous avons montré pour la premiere fois, que la nétrine-1 et ses récepteurs pourraient
étre des cibles potentielles dans le myélome multiple, une maladie qui reste actuellement
incurable. Nos analyses primaires des échantillons de moelle osseuse, qui montrent une
expression plus élevée de la nétrine-1 et de ces récepteurs chez les patients atteints de myélome
multiple, suggerent que le traitement anti-nétrine-1 pourrait impacter la survie des plasmocytes
cancéreux. Les résultats obtenus du traitement des lignées cellulaires humaines qui
surexpriment la nétrine-1 et ses récepteurs suggerent que la combinaison du traitement anti-
nétrine-1 avec un inhibiteur de protéasome semble diminuer la viabilité cellulaire. Egalement,
la combinaison de la dexamethasone, un glucocorticoide utilisé dans le traitement des
myélomes multiples, avec le NP137, ralentit efficacement la croissance tumorale dans un
modele préclinique. Ces résultats semblent tre cohérents avec ce qui a été décrit par Paradisi
et al en 2013 [406], mais les mécanismes moléculaires sous-jacents restent a explorer.
Finalement, les résultats obtenus de 1’exposition des échantillons frais de moelle osseuse de

patients atteints de myélome multiple a 1’anti-nétrine-1 suggerent que ce traitement réduit la
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viabilité des plasmocytes mais les mécanismes par lesquels leur viabilité est impactée restent a

découvrir ultérieurement.
L’ectodysplasine A1 : une cible potentielle dans les Leucémies Aigue Myéloides.

EDAR, un récepteur de la famille des TNFs, partage de nombreuses caractéristiques structurales
et fonctionnelles avec les récepteurs de mort qui appartiennent a cette famille. De facon
similaire a TNFRI, il a été démontré que la liaison du ligand Eda-Al sur EDAR induit
l'activation de NF-kB, par EDARADD, a travers un complexe composé de TRAF6, TAB2 et
TAKI1[544], [545]. Une ¢étude récente suggere qu’EDAR peut réguler la viabilité cellulaire en
absence de son ligand EdaA1, par une voie de signalisation différente de celle qui implique Nf-
kB. En effet, il a été récemment démontré qu’en absence de son ligand, EDAR interagit avec la
caspase-8 et conduit a l'induction de I'apoptose [481]. Cette étude suggere également que ce
récepteur joue le role d'un suppresseur de tumeur dans le cancer, plutdt qu'un récepteur de mort,
mais d'une autre part, il a été démontré que 1'apoptose induite par la surexpression d'EDAR était
inhibée lorsque les cellules ont été traitées par EdaAl recombinant[481]. Ceci soutient

I’hypothése que ce récepteur se comporte comme un récepteur a dépendance.

Bien qu’il ait ét¢ démontré qu'EDAR interagit avec la caspase-8, le mécanisme par lequel
EDAR déclenche la mort cellulaire est encore peu connu, notamment dans les tumeurs malignes
hématologiques. Cependant, c-FLIP, une protéine régulatrice de 1'apoptose, est fréquemment
surexprimée dans les cancers solides et dans les hémopathies malignes[499], [546], inhibe la
voie de I'apoptose via les caspases. En fait, une forte expression de c-FLIP, est souvent corrélée
a un mauvais pronostic dans les hémopathies comme la leucémie aigué lymphoide, la leucémie
aigué myéloide et le lymphome diffus a grandes cellules B [547]-[549]. Sa sous-régulation
dans un modele de carcinome hépatique diminue la résistance aux molécules cytotoxiques

utilisées en chimiothérapie comme la doxorubicine [500]. Lara Kleinesudeik et ses collegues
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ont démontré que le traitement combiné d’un modele de leucémie aigué lymphoide par BV6 et
de dexaméthasone diminue significativement I’expression de c-FLIPL par un processus post-
transcriptionnel. IlIs ont démontré aussi que la surexpression de c-FLIP diminue la sensibilité
des LAL a ce type de combinaison de traitement[547]. Afin de surmonter la chimiorésistance
d’un modéle de cancer pancréatique a la thérapie par TRAIL, en 2009 Imtiyaz Murtaza et ses
collegues avaient démontré que la suppression de c-FLIP par le lupéol, un tri-terpene diététique,
combinée au traitement par TRAIL, réduit significativement la viabilité cellulaire du modele
utilisé, par rapport a la monothérapie par TRAIL et ceci en activant le clivage de la

caspase-8[528].

Dans cette partie nous avons évoqué pour la premiere fois le rdle de 1'ectodysplasine Al et son
récepteur EDAR dans le maintien de la survie de la leucémie myéloide aigué qui est
fréquemment résistante aux chimiothérapies conventionnelles. De plus, nos résultats montrent
que ces protéines sont surexprimées chez les patients atteints de cette maladie suggérant un
potentiel thérapeutique pour leur ciblage dans les LAM. Nos résultats étaient les premiers de
leur genre dans le domaine de 'hématologie, rapportant pour la premiere fois la surexpression
de I’EdaAl et d'EDAR dans les lignées cellulaires humaines d’AML. De plus, nos résultats
suggerent que les lignées cellulaires AML expriment également les trois isoformes de c-FLIP
ainsi qu EDARADD qui peut jouer le role d'une clé de serrure pour relier la résistance médiée
par c-FLIP a la signalisation EDAR. Ceci pointe 1'étude plus vers le co-ciblage a la fois de notre
récepteur a dépendance potentiel et d'une protéine de résistance clé. De maniere intéressante,
nos résultats montrent que le ciblage de I’EDAal avec un anticorps monoclonal en
monothérapie ne suffit pas pour déclencher une apoptose cellulaire majeure. Au contraire,
lorsque nous avons combiné le traitement anti-EdaAl a un inhibiteur de c-FLIP, EDAR
induisait I'apoptose suggérant un role de c-FLIP dans la signalisation d’EDAR comme récepteur

a dépendance. Ces observations soutiennent le role d'EDAR en tant que récepteur de
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dépendance et corrélerent bien avec ce qui a été décrit dans la littérature concernant la

signalisation intracellulaire des récepteurs de mort de type TNF.

Nos observations ont montré que le lupéol, l'inhibiteur potentiel de c-FLIP agit a la fois sur le
clivage de c-FLIP et sur l'activation de la caspase-8, suggérant que l'inhibition de c-FLIP aide
a vaincre la résistance aux thérapies ciblées EDAR. De plus, ces observations suggerent que
I’interaction de la caspase-8 avec EDARADD pourrait étre cruciale pour le déclenchement de
I'apoptose. Mais d'autres analyses seront nécessaires pour démontrer l'interaction physique de

la caspase-8 avec EDARADD.

Concernant le role clinique de ces protéines, peu d'études ont été réalisées sur des patients
cancéreux mais seules quelques données non publiées du TCGA montrent quUEDAR et EdaAl
sont surexprimés chez une grande partie des patients atteints de LAM. Notre analyse était
conforme a ce qui avait été observé, montrant une surexpression de ’EdaA1l et d’EDAR dans
des échantillons de patients atteints de LAM. Néanmoins, la corrélation de 1'expression de ce

couple avec le pronostic des patients atteints de LAM doit encore étre confirmée.

En résumé, nous avons démontré que : EdaAl et EDAR sont en effet surexprimés dans les
LAM et que le ciblage d’EDAal dans une thérapie combinée comprenant un inhibiteur de c-
FLIP pourrait constituer une option thérapeutique prometteuse dans la leucémie myéloide
aigué. De plus, nos résultats suggerent que la voie de signalisation d'EDAR nécessite
I'implication de la caspase-8 afin d'induire 1'apoptose cellulaire dans les LAM en l'absence de

son ligand.
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Perspectives
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La restauration des voies de signalisation pro-apoptotiques dans les cellules cancéreuses
humaines constitue aujourd’hui l'une des principales stratégies thérapeutiques dans le
développement de médicaments. Cela étant le cas, les DR sont considérés comme des cibles
prometteuses pour les traitements contre le cancer, et recoivent donc de plus en plus d'attention.
La liste des DR est certainement encore non définitive ; les études actuelles et futures
montreront tres probablement la capacité de certains récepteurs a induire 1'apoptose lorsqu'ils

ne sont pas liés a leur ligand.

Perspectives du travail sur le ciblage de la nétrine-1 dans le myélome multiple.

Evaluation de | “ef f et de | a dnk déirieil auadd DCGE dans dee

modeles cellulaires de myélome multiple.

Des études ont déja montré que la modification de I’expression de la nétrine-1 ou de ses
récepteurs modifient le comportement de certains cancers ; dans le neuroblastome la sous-
expression de la nétrine-1 par un siRNA augmente 1’activité des caspases et dans le mélanome
la surexpression de DCC a diminué la croissance tumorale dans un modele murin. De ce fait,
nous pourrons évaluer l'effet de la variation des niveaux d'expression de la nétrine-1 ou de ses
récepteurs (DCC ou UNCS5B) sur la viabilité cellulaire, in vitro, dans des modeles de myélome
multiple, en utilisant des siRNA ou des plasmides codant pour ces protéines. (Ex : Incucyte
caspase test - AnnV/IP), sur la prolifération cellulaire in vitro (en utilisant la CFSE) ainsi que

sur la croissance tumorale in vivo.

S8valuer |l efoimbt ndeé son du NP137 avec ddeautres

MM in vitro et la croissance tumorale in vivo.

Les résultats obtenus suggerent que la combinaison du bortézomib, un agent cytotoxique de
chimiothérapie avec 1’anti-nétrine-1 NP137 semble réduire significativement la viabilité des

lignées cellulaires de myélome multiple. En conséquence, nous pourrons associer 1’anti-nétrine-
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1 in vitro puis in vivo avec d’autres molécules cytotoxiques dont les immunomodulateurs
« IMiDs » (ex : lenalidomide etc.), des anticorps monoclonaux (ex : anti-CD38 ; anti-CD138)

ou des anticorps bispécifiques ou immunoconjugués (ex : CD3-BCMA).

Evaluer la valeur pronostique de la nétrine-1 et de ses récepteurs DCC et UNCS dans le

myélome multiple

La détermination des variables pronostiques, fournit premierement des informations sur la
biologie et l'histoire naturelle de la maladie. Deuxiemement, elle aide a la détermination des
stratégies de traitement appropriées qui peuvent &tre optimisées en fonction des facteurs
pronostiques d'un patient individuel. Troisiemement, elle constitue un facteur essentiel dans la
conception, la conduite et 1'analyse des essais cliniques. Finalement, elle donne une idée sur le
risque de récidive ou de déces. Pour cela, il sera important de déterminer la valeur pronostique
de la nétrine-1 et de ses récepteurs dans le myélome multiple, en analysant I’expression dans
des échantillons provenant de patients atteints de myélome multiple (selon le nombre des

échantillons : analyse RTqPCR ou cytométrie en flux).

Etudier | “effet delethudesxs pdepeesrssiirla iépordeeles padentsn It r i n

aux chimiothérapies dont le bortezomibe

Afin de mieux comprendre le role de la nétrine-1 et de ses récepteurs DCC et UNC5B dans la
résistance du myélome multiple au chimiothérapie, une évaluation de la réponse des myélomes
multiples exprimant différents niveaux de nétrine-1 aux agents de chimiothérapie pourrait étre
faite et ceci par exemple a travers des tests de cytotoxicité ex vivo, sur des échantillons de moelle

osseuse ayant différents niveaux de nétrine-1.
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Perspectives du travail sur le ciblage de EDA/EDAR dans la LAM.

Le récepteur a ectodysplasine, un récepteur de type TNF, possede une protéine adaptatrice
EDARADD associée a son domaine de mort. Cette protéine adaptatrice interagit via son propre
DD avec le DD d’EDAR. Pour transmettre la signalisation, EDARADD possede un autre
domaine non défini, qui n’est pas un DED, et qui a été suggéré de recruter des TRAFs pour

P’activation de la voie NF-«B.

Malgré qu’il a été prouvé que la présence d’EDAR endogeéne dans les embryons n’a pas été
associée avec une signalisation apoptotique, I'accumulation de données soutient 1'idée qu'en
plus de sa capacité bien caractérisée a déclencher 1'activation de NF-«kB lors de la liaison du
ligand, EDAR induit I'apoptose quand il a été surexprimé dans des HEK293 via un mécanisme
dépendant de la caspase, ce qui en fait un acteur au carrefour entre les membres de la famille
TNEFR et les DR. Cependant il n’y a toujours pas de rationnel moléculaire par lequel EDAR
serait sensé interagir avec caspase-8 ou FLIP a I’inverse de ce qui a été décrit dans le cas des
récepteurs a mort (ex FAS/FASL). Aujourd'hui, les études ont tendance a considérer EDAR
comme un nouveau suppresseur de tumeur. Il semble étre sous-régulé dans certains cancers
humains conduisant probablement a 1’inhibition de 1'apoptose ou surexprimé avec son ligand
dans d'autres cancers, ce qui conduit également a l'activation de voies de signalisation anti-
apoptotiques. Nos observations suggerent que ce dernier cas peut se produire chez des patients
atteints de LAM, ce qui force I'importance d'étudier EDAR et sa capacité a induire I'apoptose
en l'absence de son ligand. Tout cela nous permet de postuler que le paradigme des DRs peut
ouvrir des perspectives thérapeutiques dans le traitement du cancer. Dans notre étude, afin de
mieux comprendre la voie de signalisation par laquelle EDAR induit 1'apoptose dans la LAM,

d'autres postulations, hypotheses et tests requis sont énumérés ci-dessous.

208



Modulation de la signalisation NF- B apres traitement par NP604.

Apres fixation de ’EDA sur son récepteur EDAR, le domaine de mort (DD) intracellulaire du
récepteur interagit avec le DD d’EDARADD qui par suite interagit avec des TRAFs pour
induire I’activation de la voie NF-kB expliquant I’augmentation des signaux de survie cellulaire
en présence de ’EDA. Cependant il n’a pas été décrit qu’en absence de I’EDA, il y aura
diminution de I’activation de NF-kB. Disposant d’un anticorps humanisé thérapeutique pour le
ciblage de I’EDA, nous suggérons 1’étude de I’expression et de 1’activation de NF-xB en
inhibant I’interaction de I’EDA avec EDAR dans des modeles cellulaires de LAM. Cette
expérience permet de mieux expliquer les mécanismes par lesquels EDAR influe la viabilité

des LAM.

L'expression de c-FLIP module la capacité du NP604 a induire l'apoptose dans les lignées

cellulaires de LAM.

Les résultats obtenus suggerent que le NP604 semble étre une thérapie ciblée potentielle dans
la LAM. L'implication de c-FLIP dans la voie de signalisation EDAR nous conduit a évaluer
l'effet du NP604 sur la viabilité des cellules AML lors de la variation des niveaux d'expression
de c-FLIP. L'expression de c-FLIP peut étre modifiée, soit en surexprimant la protéine, soit en
la sous-régulant. L'objectif serait de démontrer que I'expression de c-FLIP influence l'effet de
NP604 sur les cellules de LAM. Les cellules seront transfectées soit par un plasmide codant
pour c-FLIP, soit par un siRNA c-FLIP et ensuite leur sensibilité au traitement par NP604 est
évaluée et comparée aux cellules controles. L’efficacité du traitement NP604 en combinaison

avec lupéol peut étre aussi évaluée sur des cellules qui surexpriment c-FLIP.

L'interaction d'EDARADD avec c-FLIP maintient ['homéostasie des cellules tumorales.

N

Ensuite, nous viserions a étudier l'interaction entre c-FLIP et EDARADD et prouver que

l'interaction entre EDARADD et c-FLIP assure la survie des cellules tumorales. Pour répondre
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a I'hypothese, nous utiliserons la technique du Proximity Ligand Assay (PLA) pour visualiser
l'interaction EDARADD / c-FLIP. Dans les détails, nous voulons montrer que lors de la
régulation négative de c-FLIP, le signal de son interaction avec EDARADD diminuera, en
accompagnant une augmentation de l'apoptose. Cela peut également étre fait de maniere
oppos€e par la surexpression de c-FLIP. Cependant, nous pouvons également émettre
I'hypothese que lorsque nous régulons a la baisse c-FLIP, la capacité du NP604 a induire des

signaux d'apoptose augmentera également.

L'inhibition de c-FLIP améliore l'apoptose par l'interaction de la caspase-8 avec EDARADD

Pour mieux examiner les interactions protéiques survenant dans la voie de signalisation EDAR
dans la LAM, notre équipe se concentrera sur 1'étude des interactions "physiques" entre
procaspase-8, EDARADD et c-FLIP. Notre objectif serait de prouver que l'interaction
EDARADD / procaspase-8 active l'apoptose extrinseque uniquement lorsque le c-FLIP est
inhibé soit par le lupéol, soit spécifiquement par un siRNA FLIP. En d'autres termes, lorsque
c-FLIP est inhibé, 1'interaction EDARADD / procaspase-8 est restaurée. Pour le prouver, nous
utiliserons la technique PLA. Pour apporter plus de réponses a I'hypothese, notre équipe
s'intéresse a I'étude de 1'activité de la caspase-8. Le but serait de démontrer que c-FLIP pourrait
inverser l'activité de la caspase-8 en se liant a EDARADD. Cette liaison dépend, comme
mentionné précédemment, des niveaux d'expression de c-FLIP. Nous prévoyons une
diminution ou une inhibition totale du clivage de la procaspase-8 dans les cellules surexprimant
c-FLIP. D'un autre c6té, une expression normale de la procaspase-8 devrait étre observée dans

les cellules ou c-FLIP est sous-régulé.

L a d¥Il gti on d " EDAR et | "' absence d' EDARADD

intracellulaires, en particulier l'apoptose dans les lignées cellulaires de LAM.
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De plus, pour étudier correctement le role dEDAR dans l'induction de l'apoptose dans les
lignées cellulaires LAM, notre prochaine étape serait de concevoir un systtme CRISPR (Cas9)
pour supprimer EDAR. Cela se fera en collaboration avec 1'équipe du Dr Pascal Schneider de
l'universit¢ de Lausanne. La délétion d’EDAR aidera a comprendre a la fois l'importance
moléculaire et thérapeutique de son existence. Il vise a prouver que toutes les voies de
signalisation intracellulaires décrites précédemment, notamment 1'apoptose, dépendent
principalement de la présence dEDAR. Par conséquent, son absence implique la perte de
l'interaction EDRADD / procaspase-8 et par conséquent 1'abolition de 1'apoptose dans nos
modeles cellulaires. Puisqu'il a été démontré que la surexpression dEDAR est suffisante pour
induire I'apoptose, nous viserons a montrer également que la surexpression d'EDAR et de c-
FLIP simultanément dans des lignées cellulaires AML garantit la survie cellulaire en inhibant
I'apoptose. De méme, pour montrer que la surexpression dEDAR en présence de I’Eda-Al
recombinante conduit a la survie cellulaire en inhibant la procaspase-8. En conclusion, nous
cherchons avec nos travaux a démontrer 'efficacité du ciblage de la voie de signalisation EDAR
en tant que thérapie potentielle pour améliorer le pronostic des patients atteints de LAM et

prolonger leur espérance de vie.

EdaAl pourrait étre un nouveau facteur pronostique dans les LAM

Les résultats de rt-PCR obtenus sur notre série de 220 patients suggerent que le niveau
d’expression de I’EdaA 1, mais pas d’EDAR, est corrélé avec la survie sans rechute et la survie
sans progression. Ces premiers résultats doivent étre confrontés a ceux issus d’autres séries
telles que le TCGA et doivent prendre en compte les facteurs pronostiques classiques, tels que

la cytogénétique, afin de déterminer si EdaA1 est un facteur pronostique indépendant.

Dans notre série un niveau élevé d’ARN de I’EdaAl était corrélé a une meilleure survie chez

les patients atteints de LAM. Si cela se vérifiait au niveau protéique il s’agirait d’une
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observation contre-intuitive dans la mesure ou la surexpression d’un ligand a dépendance a

plutdt été rapportée comme étant associée a une plus grande agressivité tumorale.
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