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Resumé

RESUME

Le virus d’Epstein-Barr (EBV) est un herpésvirus associé a différentes tumeurs
lymphoides ou épithéliales telles que le lymphome de Burkitt (LB), les syndromes
lymphoprolifératifs post-transplantation (PTLD) et le carcinome nasopharyngé (NPC). Notre
équipe s’intéresse aux mécanismes d’apoptose, induits par différents traitements, dans plusieurs
lymphomes associés a EBV. Les membres de I'équipe ont récemment étudié 'apoptose résultant
de la dissociation du complexe p53/MDM2, en utilisant un inhibiteur synthétique, la nutline-3.
Cette molécule appartient a la famille des cis-imidazole et entre spontanément dans les cellules
afin de se fixer sur la poche hydrophobique de MDM2, qui constitue le site d’interaction avec
p53. Les premiers résultats obtenus par I’équipe ont montré que le traitement de cellules de LB
par la nutline-3 induit 'activation de p53 dans toutes les lignées testées. Cependant, les cellules
EBV (-) et EBV (4) en latence I entrent massivement en apoptose, alors que les cellules EBV (+)

en latence III sont beaucoup plus résistantes (Renouf et al., 2009).

Mon travail de these a consisté a étudier les mécanismes impliqués dans ce phénomene de
résistance afin de mettre en place des stratégies pour les contourner. Nous avons réalisé une
étude de transcriptome apres traitement avec la nutline-3 dans deux lignées qui ne different que
par leur statut EBV. Nous avons montré : 1) que l'autophagie est induite en réponse au
traitement dans les cellules EBV (+) en latence de type III; 2) que ces cellules expriment
fortement Bécline-1 et présentent une activation constitutive de 'autophagie ; 3) que 'autophagie
contribue a la résistance de ces cellules a 'apoptose. Par ailleurs, nos résultats indiquent que la
protéine anti-apoptotique Bcl-2 est également impliquée dans la résistance a I'apoptose des
cellules EBV (+) en latence de type III et que l'utilisation d’ABT-737, un inhibiteur de Bcl-2,
restaure leur sensibilité a la nutline-3. De plus, ABT-737 utilisé seul induit 'apoptose des LCL,
utilisées comme mode¢le pour I’étude des PTLD. L’efficacité de ce composé a donc été évaluée
vivo, seul ou en combinaison avec des traitements conventionnels (Cyclophosphamide pour le LB
et Rituximab pour les PTLD). Les résultats obtenus lors de ces études pré-cliniques montrent
que : 1) ABT-737 réduit considérablement la croissance tumorale et augmente la survie de souris
xénogreffées avec une lignée de LCL alors qu’il n’a pas d’effets chez les souris xénogreffées avec
une lignée de LB; 2) la combinaison ABT-737/Cyclophosphamide permet de limiter la
croissance tumorale durant le traitement mais n’améliore pas la survie des souris xénogreffées
avec une lignée de LB ; 3) l'association ABT 737/Rituximab est tres efficace et induit une

rémission complete chez 70% des souris xénogreffées avec une lignée de LCL.

~12~
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INTRODUCTION

A. Le virus d’Epstein-Barr et ses pathologies associées

1. Généralités
a) Historique

Le virus d’Epstein-Barr, également appelé herpes virus humain de type 4 (HHV-4),
appartient a la sous-famille des y-herpésvirus. La découverte de ce virus en 1964 fut
I'aboutissement de plusieurs années de recherche menées par les virologues Anthony Epstein et
Yvonne Barr en collaboration avec le chirurgien Denis Burkitt. Ce dernier, qui exerca pendant
pres de 20 ans en Ouganda, fut le premier a décrire la présence de tumeurs lymphoides localisées
au niveau des maxillaires supérieures et de 'abdomen de jeunes enfants africains (Burkitt, 1958).
Ce lymphome, dit de Burkitt (LB), représentait alors la tumeur la plus fréquemment rencontrée
chez les enfants en Afrique de ’Est a endémie palustre. La distribution géographique des tumeurs
ainsi que les conditions climatiques associ¢es étaient, selon Denis Burkitt, en faveur de
I’hypothese d’un agent infectieux. Les données épidémiologiques collectées par le chirurgien et
publiées en 1961, furent 'objet de nombreuses conférences au Royaume-Uni (Burkitt and
O'Conor, 1961; Burkitt, 1961). Le virologue Anthony Epstein, qui travaillait a I’époque sur les
virus oncogéniques chez le poulet, fut particuliecrement intéressé par ces travaux et initia une
collaboration avec le chirurgien afin de rechercher la présence de virus au sein de biopsies issues
de tumeurs congelées. Quelques années plus tard, Epstein et son étudiante Yvonne Barr isolerent
des cellules lymphoides possédant une forte capacité de multiplication a partir d’un fragment de
biopsie. 1Ils établirent ainsi la premicre lignée cellulaire dérivée d'un LB (Epstein and Barr, 1964).
Avec l'aide de leur collegue Bert Achong, ils analyserent ces cellules au microscope électronique
et identifierent immédiatement des particules virales ayant la morphologie des herpesvirus. Ces
travaux furent publiés en 1964 (Epstein et al., 1964) et ce nouvel agent infectieux fut baptisé : le
virus d’Epstein-Barr. En 1968, des études séro-épidémiologiques démontrérent quwEBV infectait
plus de 90% de la population mondiale et qu’il constituait 'agent étiologique de la mononucléose
infectieuse (Henle et al., 1968). A la méme période, les travaux de I’équipe de J. Hector Pope
montrérent que ce virus était capable d’'immortaliser des lymphocytes B normaux 7z vitro en lignée
cellulaire lymphoblastoide (LCL), soulignant ainsi les propriétés oncogéniques du virus (Pope et

al., 1968).

~13~
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Figure 1: Classification des herpesvirus. (Schéma adapté a partir d’un cours de la faculté d’Angers
(http://frontal.univ-angers.fr)). Les Herpesvirus humains sont classés en 3 sous-familles et 6 genres
différents. On distingue la famille des Gammaherpesvirinae qui regroupe les lymphoctyptovirus et les
Rhadinovirus, la famille des Alphaherpesvirinae qui contient les Simplexvirus et les varicellovirus et la
famille des Betaherpesvirinae composée des Roseolovirus et des cytomegalovirus
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Dans les années 1970, le génome viral d’EBV fut retrouvé, en absence de particules
virales, dans les cellules de LB et de carcinomes nasopharyngés (NPC), ce qui constitua un
argument supplémentaire en faveur d’un lien étiologique entre le virus et ces pathologies malignes
(Henle and Henle, 1970; zur Hausen et al., 1970). Depuis, il a été montré qu” EBV est impliqué
dans de nombreuses pathologies bénignes ou malignes d’origine épithéliale ou lymphoide que

nous décrirons par la suite.

b) Taxonomie

EBV appartient a la famille des Herpesviridae qui est constituée d’une cinquantaine de
virus dont huit strictement humains. Ces herpesvirus ont une structure identique et sont
caractérisés par leur cycle réplicatif complexe. L’infection initiale par un herpésvirus est suivie
d’une infection latente, entrecoupée d’infections secondaires, qui favorise une persistance du
virus dans Porganisme. Ils sont répartis en trois sous-familles définies principalement selon leur

tropisme cellulaire (Figure 1). On distingue donc :

» les Alphaherpesvitinae qui regroupent les herpésvirus simplex de type 1 et 2 (HSV1 ou
HHV-1 et HSV-2 ou HHV-2) et le virus de la varicelle et du zona (VZV ou HHV-3).

» les Betaherpesvirinae qui sont constitués du cytomégalovirus humain (HCMV ou
HHV-5) ainsi que de deux roseolovirus correspondant aux herpésvirus humains 6 et 7
(HHV-6 et HHV-7).

» Les Gammaherpésvirinae qui sont représentés par deux genres de virus:
les Lymphocryptovirus (HHV-4, ou EBV) et les Rhadinovirus (HHV-8, ou virus associé

au sarcome de Kaposi).

c) Structure du virus

Le virion de PEBV mesure 120 a 200 nm et présente une structure comparable a celle de
tous les autres herpesvirus. Les particules virales comportent (Figure 2) :
> le nucléoide, qui est constitué d’'une molécule d’ADN bicaténaire linéaire de 172 kpb
enroulée autour d’une structure protéique fibrillaire appelée « core »
> une nucléocapside isocaédrique mesurant 100 a 120 nm de diamétre constituée de 162
sous-unités ou capsomeres (Yamaguchi et al., 1967)
> un tégument, constitué d’une couche fibreuse de phospho-protéines, qui entoure la

capside isocaédrique

~14~
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> une enveloppe lipidique composée d’un double feuillet lipidique, dérivé des membranes
plasmique ou nucléaire de la cellule hote. Cette enveloppe contient de nombreux
spicules formés de glycoprotéines virales. Ces glycoprotéines virales conditionnent
efficacité des premieres étapes de linfection des HHV (adsorption, fusion et
pénétration). Cette enveloppe externe, particulicrement sensible aux détergents, aux
solvants et a la chaleur, constitue I'élément de fragilité du virus. Son pouvoir infectieux
peut en effet étre diminué si cette enveoppe est altérée. Ainsi, la transmission du virus

nécessite des contacts humains trés étroits.

Enveloppe

Tégument

Capside

Figure 2 : Structure du virus d’Epstein-Barr. Schéma et photographie de microscopie électronique du

virus ( schéma adapté de http://anatopadhoe.wordpress.com). Le virus est constitué d’une capside
isocaédrique, d’'un tégument composé de phospho-protéines qui entoure cette capside et d’une enveloppe
lipidique qui contient de nombreux spicules formés de glycoprotéines.

d) Caractéristiques du génome viral

Le génome I’EBV a été enticrement séquencé en 1984, a partir de la souche virale de
référence B95.8 issue de lymphocytes B de marmoset infectés par EBV (Baer et al., 1984). Ce
séquencage a ¢été réalisé a partir d’une banque de fragments ’ADN viral, générés apres digestion
enzymatique par I'enzyme de restriction BamHI. Les fragments ainsi obtenus ont été clonés et
séquencés. Les ORFs (Open Reading Frames ou cadres ouverts de lecture), les génes et les sites
d’initiation de la transcription et de la maturation des ARNs sont donc référencés par rapport aux
fragments spécifiques BamHI, classés de A a Z en fonction de leur taille dans un ordre

décroissant (le fragment A étant le plus grand et le fragment Z le plus petit) (figure 3 A).
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Figure 3 : Organisation du génome du virus d’Epstein-Barr. (Adapté de Young and Rickinson 2004)
A. cadres de lecture ouverts des protéines de latence. Les fragments obtenus apres digestion avec 'enzyme
de restriction BamHI sont classés par ordre de taille de A a Z. Les lettres minuscules désignent les
fragments tres courts. Les séquences TR permettent la transcription du gene codant pour la LMP-2 apres
la formation de I’épisome viral. B. Organisation génomique linéaire. La forme linéaire du génome est
retrouvée dans le virion de PEBV. TR= séquence répétées terminales, IR= Séquences répétées internes
(IR1 a IR5), U= Région unique (U1 a U5), Orip et Orilyt=origines de réplication. Le sens de transcription
R (Rightward) va d’U1 a U5 et le sens L (Leftward) va I’U5 a Ul. C. Représentation schématique de
lorganisation épisomale. Le réctangle orange représente l'origine de réplication. La longue fleche rouge
représente TARNm codant pour les 6 EBNAs sous le controle des promoteurs Cp ou Wp, exprimés en
latence III. La fleche bleue représente PARNm I’EBNA-1 sous le contréle de son propre promoteur Qp,
exprimé en latences I et II. Les fleches violettes représentent les exons codant pour chaque protéine
latente : les EBNAs et les LMPs. Les TR (Terminal Repeat) sont les séquences répétées terminales
nécessaires a la formation de I’épisome. Les petites fleches orange représentent les EBERs. La région
BamHI A code pour des transcrits BARTS.
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L‘ADN est linéaire dans les particules virales et circulaire (épisomal) dans les cellules
hotes lors d’une infection latente. 11 est flanqué a ses extrémités de séquences terminales répétées
(Terminal Repeat ou TR) d’environ 500 pb, permettant la circularisation du génome sous forme
d’épisome en une structure appelée Covalent Closed Circle (CCC). 1l possede cing domaines de
séquence unique (U-1 a U-5) séparés par des séquences répétitives internes (IR ou Internal
repeat) (Cheung and Kieff, 1982). La plus grande de ces séquences, appelée IR1, sépare le
génome en deux régions uniques : une région courte (Short unique region ou US), contenant la
séquence unique Ul, et une région longue (Long Unique region ou UL), regroupant les séquences
uniques U2 a U5 séparées par les régions répétés IR2, IR3, IR4 (figure 3B). Deux sens de lecture
du génome linéaire sont possibles. La lecture de gauche a droite, c'est-a-dire d’U1 a U5
correspond au sens R (pour Rightward) et celle de droite a gauche, c'est-a-dire d’U5 a U1 au sens

L (pour Leftward) (Figure 3 A et B).

Lors d’une infection latente, le génome viral se maintient sous sa forme épisomale grace a
une réplication initiée par lorigine de réplication «OriP», située au niveau de Ul. Trois
promoteurs de latence sont décrits : Cp, Wp et Qp. L’induction du cycle lytique nécessite la

réplication de PADN a partir des deux origines de réplication «OriLyt» (Figure 3 C).

La comparaison des séquences génomiques des souches virales purifiées a partir de
lignées cellulaires de LB africains avec la souche de référence B95.8 a révélé I'existence de deux
variants de TEBV (Miller and Lipman, 1973; Pizzo et al., 1978). Le virus peut donc étre classé en
2 sous types viraux : EBV1 (ou EBV A) et EBV2 (ou EBV B), suivant le polymorphisme
génétique porté par certains genes de latence (Adldinger et al., 1985; Rowe et al., 1989). Des
¢tudes épidémiologiques ont montré que le virus de type 1 est prédominant (mais pas exclusif)
dans les pays occidentaux alors que les deux types viraux sont largement répandus en Afrique
équatoriale et en Nouvelle Guinée (Young et al., 1987). Sur le plan fonctionnel, il n’y a pas de
différences majeures entre les deux types viraux. Toutefois, des études 7z vitro ont montré que le

pouvoir transformant du virus de type 1 est supérieur a celui de type 2 (Rickinson et al., 1987).

2. Cycle biologique du virus d’Epstein Barr

a) Mode de transmission

I’EBYV, tout comme les autres virus a enveloppe, est un virus fragile. Sa transmission
requiert par conséquent, un contact étroit avec des sécrétions muqueuses ou avec du sang

contenant les particules virales.
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Figure 4: Primo-infection par le virus d’Epstein-Barr. (Adapté de Kutok and Wang, 2006). Les
particules virales présentes dans la salive des individus infectés entrent dans la cavité orale. Il existe une
controverse concernant lexistence d’une réplication lytique virale dans les cellules épithéliales de la
mugqueuse de Poropharynx. Le virus pourrait passer directement au niveau de la sous-muqueuse de
Poropharynx qui est riche en lymphocytes B. L’interaction entre le CD21 présent a la surface de ces

cellules et la gp350 du virus permet a ce dernier d’infecter les lymphocytes B.
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L’infection s’effectue le plus souvent par la salive ce qui permet au virus de franchir la
muqueuse de P'oropharynx (Niederman et al.,, 1976). Le virus peut également étre détecté au
niveau du col utérin et ainsi ¢tre retrouvé dans des ulcérations vulvaires (Andersson-Ellstrom et
al., 1997; Enbom et al., 2001; Portnoy et al., 1984). Toutefois, la transmission par voie sexuelle
reste controversée car le virus est faiblement retrouvé dans les sécrétions génitales (Thomas et al.,
2006). Des transmissions par transfusion sanguine (Tattevin et al., 2002), par greffe de moelle
osseuse ou par transplantation d’organes ont aussi été décrites (Gratama et al.,, 1988). Le virus
peut également se transmettre de la meére a Penfant iz utero, au cours de 'accouchement (Meyohas

et al., 1996) ou de l'allaitement (Junker et al., 1991).
b) Physiologie de ’infection

Les organes cibles de la primo-infection semblent étre majoritairement localisés dans la
zone oropharyngée. Il a été montré que le virus pouvait infecter des lymphocytes B mais
¢également des cellules épithéliales au niveau de cette zone (Kobayashi et al., 1998). Certaines
études suggerent quEBV infecterait en premier les cellules épithéliales dans lesquelles il établirait
une réplication lytique (Hadinoto et al., 2009; Pegtel et al., 2004; Shannon-Lowe et al., 2000;
Sixbey et al., 1984). Cette hypothese est toutefois tres controversée. En effet, d’autres études
montrent que les virions peuvent infecter et se répliquer directement au niveau de leur cible

principale : les lymphocytes B (Karajannis et al., 1997) (Figure 4).

* Infection des lymphocytes B : Les lymphocytes B sont classiquement considérés comme les
cellules cibles ’EBV. Ces cellules constituent le réservoir viral chez une grande majorité des
personnes infectées (1 a 10 cellules B mémoire infectées sur 100 000 (Thorley-Lawson and
Gross, 2004)). De plus, ces cellules expriment fortement le récepteur principal ’'EBV (CD21) et
sont donc facilement infectables 7z vitro. L'infection par EBV de lymphocytes B humains va se

traduire par une transformation cellulaire permettant lobtention de lignées cellulaires

lymphoblastoides (LCL) (Pope et al., 1968).

L’infection est initiée par la fixation du virus sur la cellule cible, grace a l'interaction entre
une glycoprotéine majeure de I'enveloppe virale, la gp350/220, et la molécule cellulaire CD21
(aussi appelée CR2, récepteur des fractions C3d et C3g du complément), exprimée a la surface de
tous les lymphocytes B (Tanner et al, 1987). Apres fusion entre I'enveloppe virale et la

membrane plasmique, la nucléocapside pénetre dans le cytosol (Figure 5 A).
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Figure 5 : Mécanismes de fusion du virus avec la cellule héte. (Adapté de Connolly ez a/, 2011) A. Les étapes
nécessaires a I'entrée du virus sont d’abord la fixation sur la cellule hote puis la fusion avec la membrane de cette
derniere. Le virus se fixe d’abord sur les récepteurs cellulaires (en bleu et violet) grace aux glycoprotéines
d’enveloppe. Cette fixation est suivie d’une hémifusion puis d’une fusion avec la membrane plasmique de la cellule
permettant la libération de la capside virale au sein de celle-ci. EBV peut également fusionner avec la membrane
d’une vésicule d’endocytose. B. Lors de la fusion d’EBV avec la membrane des lymphocytes B (LB), la gp42 est
clivée au niveau de son domaine N-terminal et interagit avec le virion griace au complexe gp25/gp85. Elle se fixe
au niveau des molécules HLA de classe II et forme une poche hydrophobique. Elle subit ensuite un changement
conformationnel qui va permettre I'insertion de la protéine gB dans la membrane du LB. La protéine gB change a
son tour de conformation, permettant ainsi la fusion avec la membrane plasmique. Lorsqu” EBV fusionne avec les
cellules épithéliales, le complexe gp25/gp85 se fixe au niveau de récepteurs cellulaires tels que les intégrines. Cette
fixation induit I'interaction entre ce complexe et la protéine gB ce qui permet linsertion et la fusion de cette
protéine au niveau de la membrane plasmique.
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Cette étape de fusion nécessite la présence dun complexe de glycoprotéines virales
constitué de gp85, gp25 et gp42 (Molesworth et al., 2000) (Figure 5 B). L’internalisation des
virions requiert la coopération de la molécule gp42 avec les molécules du CMH de classe 1I qui
jouent un réle de co-récepteur dans linfection des lymphocytes B par TEBV (McShane et al.,
2003). La nucléocapside est ensuite transportée jusqu’a la membrane nucléaire et est
progressivement dégradée. Apres décapsidation, le génome viral sous forme linéaire est

transporté dans le noyau. A ce stade, le virus entre généralement en phase de latence.

* Infection des cellules épithéliales: Le mécanisme d’infection des cellules épithéliales par TEBV
est moins bien connu. Ceci s’explique par le fait que les cellules épithéliales n’expriment pas le
récepteur CD21. Certains travaux suggerent que I'attachement du virus sur les cellules épithéliales
fait intervenir la glycoprotéine virale gp85. L’entrée du virus dans ces cellules, contrairement aux
lymphocytes B qui nécessitent le complexe gp85/gp25/gp42, impliquerait un complexe composé
uniquement des deux glycoprotéines gp85/gp25 (Molesworth et al., 2000), qui interagirait avec
les intégrines (Figure 5B). Une autre glycoprotéine du virus a été décrite comme étant importante
pour I'infection des cellules épithéliales : il s’agit de BMRF2. Cette dernic¢re porte un motif RGD
essentiel a linteraction avec lintégrine B1 exprimée du co6té basolatéral des cellules épithéliales.
D’apreés I'étude publiée par Tugizov e a/ en 2003, cette interaction serait indispensable a
I'infection des cellules avec le virus libre (Tugizov et al., 2003). Cette méme équipe a également
montré quEBV est capable de se transmettre entre des cellules épithéliales adjacentes en passant
au travers des membranes latérales a proximité des desmosomes et des jonctions serrées (Tugizov
et al., 2003). L’ensemble de ces résultats apporte des arguments en faveur de ’hypothese selon
laquelle Tinfection primaire pourrait prendre place au niveau des cellules épithéliales de

Poropharynx.
c) Latence et maintien du génome

La primo-infection des lymphocytes B est suivie par une entrée du virus en phase de
latence. Celle-ci permet a TEBV de persister a long terme dans la cellule hote. La mise en place
d’une infection latente repose sur deux événements : d’'une part, la répression du cycle lytique et
le maintien du génome viral sous sa forme épisomale, d’autre part, 'expression de genes dits « de

latence ».
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Les produits des geénes de latence regroupent six protéines nucléaires EBNA (Epstein-
Barr Nuclear Antigen) : EBNA-1, -2, -3A, -3B, -3C et -LP, trois protéines membranaires LMP
(Latent Membrane Protein): LMP-1, LMP-2A et LMP-2B, deux ARN nucléaires non
polyadénylés EBER1 et EBER2 (EBV Encoded RNAs), les ARN BART (BamH1 A region’s
Rightward Transcripts) et les microARN BART et BHRF1. L’expression des protéines de latence
contribue aux propriétés d’immortalisation et de transformation par PEBV en influencant la
machinerie cellulaire afin de contréler la multiplication et la survie des cellules infectées. On
distingue 4 types de latence (0, I, II, III), définies selon le profil d’expression des genes viraux
latents. Les ARN EBERI et 2 s’expriment dans chacune des latences. Quant aux ARN BART, ils
sont exprimés au moins en partie lors des latences I, I et III mais, aucune donnée n’existe sur

leur statut durant la latence 0 (pour revue (Young and Rickinson, 2004).

» La latence de type I est caractérisée par I'expression unique de la protéine EBNA-1 et par un
phénotype cellulaire particulier. En effet, les cellules expriment a leur surface les marqueurs
CD10 et CD77, et peu ou pas d’antigénes d’activation cellulaire et de molécules d’adhésion
(Gregory et al., 1990). Cette latence est majoritairement retrouvée dans le LB

» La latence de type II est caractérisée par I'expression des protéines EBNA-1, LMP-1, LMP-
2A et LMP-2B. Les pathologies associées a la latence de type II sont le NPC, la maladie de
Hodgkin, certains cancers du sein associés 2 'EBV et les lymphomes T/NK.

» La latence de type III est caractérisée par I'expression de toutes les protéines de latence du
virus. Elle est retrouvée 7 vitro dans les LCL et iz vivo dans les lymphoproliférations malignes
des sujets immunodéprimés apres une greffe d’organe (également appelés lymphomes post-

transplant) et dans certains cas de LB.

Ces trois types de latence sont donc associés a différentes pathologies malignes que nous
décrirons dans la prochaine partie de ce chapitre. Cependant, en dehors de toute pathologie
tumorale, ces trois programmes de latence semblent étre caractéristiques des différentes étapes
franchies par le virus lors d’une infection asymptomatique. En effet, durant la primo-infection
des lymphoctes B, TEBV induit 'expression de 'ensemble des genes de latence (état de latence
III) permettant ainsi la prolifération et I'expansion clonale de ces cellules dans le centre germinatif
(CG) (Kurth et al., 2000). Ce mécanisme entraine une réponse immunitaire de type cellulaire avec
une expansion des cellules T CD8+ (Figure 6). Ces cellules T CD8+ reconnaissent
principalement les antigenes du cycle lytique mais aussi les EBNA-3s. Elles éliminent donc

I'immense majorité des cellules infectées (Caldwell et al., 1998; Klein et al., 1970).
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Figure 6: Latences exprimées lors de Pinfection aigué et persistante. (D’apres Young and
Rickinson, 2004). A Lors de l'infection primaire, EBV met en place une réplication lytique au niveau de
I’épithélium de 'oropharynx. Le virus infecte ensuite les tissus lymphoides ou il établit une latence de type
11I dans les lymphocytes B (LB) naifs. La plupart des LB infectés sont éliminés par les lymphocytes T (LT)
mais certains d’entre eux, qui expriment peu les antigénes viraux, (latence I/II) échappent aux LT. IIs
constituent alors un réservoir de LB mémoires contenant le génome du virus en réduisant encore
Pexpression des genes viraux (latence 0). B. Ces LB mémoires peuvent occasionnellement étre recrutés au
niveau des centres germinatifs ou ils expriment a nouveau certains programme de latence (latence I et I1I).
Ils peuvent alors retourner au niveau des réservoirs de LB mémoires ou migrer vers les muqueuses de
I'oropharynx ou ils peuvent réactiver le cycle lytique du virus. Les virions ainsi produits peuvent induire
une réplication lytique au niveau des cellules épithéliales et infecter de nouveaux LB naifs (latence III).
Cette nouvelle infection peut permettre d’alimenter le réservoir de LB mémoires. Toutefois, la plupart des
LB infectés seront la cible des LT mémoires.
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Pour échapper a cette réponse immunitaire et persister dans 'organisme, 'EBV établit un
état de latence II (expression ’EBNA-1, LMP-1 et LMP-2a) (Babcock et al., 1998). Apres la
phase aigué, les cellules B du CG se différencient en cellules B mémoire qui constituent le
réservoir de TEBV. Dans le sang périphérique, "EBV est retrouvé exclusivement dans ces cellules
(Babcock et al., 1998). 1l y établit une latence de type 0, durant laquelle aucune protéine virale
n’est exprimée, qui lui permet d’échapper au systeme immunitaire et de rester indéfiniment dans
lorganisme (Middeldorp et al,, 2003) (Figure 6). Au moment de la division des cellules B
mémoires, 'expression ’EBNA-1 est indispensable au maintien de la réplication du génome viral
(Hochberg et al., 2004). EBNA-1 est difficilement reconnue par le systéme immunitaire ce qui

empéche I’élimination des cellules qui Pexpriment.

Un autre type de latence a été décrit dans des cellules de LB endémiques associés a un
sous-type ’EBV ayant un génome délété. Cette latence est caractérisée par 'expression de toutes
les protéines nucléaires a I'exception d’EBNA-2 (la délétion du génome comprend le geéne
EBNA-2 et la partie 3> ’EBNA-LP) et par 'absence d’expression des protéines membranaires
(LMPs). L’expression des transcrits EBNAs est sous le controle exclusif du promoteur «Wp».
Cette latence est donc appelée «atence Wp restreinte». Elle est retrouvée dans environ 15% des
LB associé¢s a EBV (Kelly et al, 2002; Kelly et al, 2006; Kelly et al, 2005). Une autre
caractéristique tres importante de cette latence est 'expression de BHRF1, un homologue viral de

Bcl-2 jusqu’alors considérée comme une protéine du cycle lytique (Kelly et al., 2009).

d) Le cycle lytique

Le cycle lytique correspond a la phase réplicative qui permet au virus de produire de
nouvelles particules virales. Une réactivation spontanée peut étre observée 7z vitro dans certaines
lignées, comme la lignée P3HR1 (Agawa et al., 2002; Miller et al., 1985 ). Le cycle lytique peut
¢également étre induit par divers agents exogenes tels que le 12-Otetradecanoylphorbol-13-acetate
(TPA), l'acide butyrique (BA) ou le TGF-f1 (Transforming growth facteur 1) (Fahmi et al.,
2000; Luka et al., 1979; zur Hausen et al., 1978). Ces signaux entrainent tous 'activation des deux
genes viraux BZIFT et BRILFT qui codent pour les facteurs de transcription ZEBRA et Rta
responsables de l'activation du cycle productif 'EBV (Revue Manet et al, 2003). Ces derniers

vont induire Pexpression des genes précoces a partir de l'origine de réplication lytique du virus.

~20~



Introduction-Partie A- Le virus d’Epstein-Barr

Les genes précoces codent pour des protéines nécessaires a la formation du complexe de
réplication viral comme 'ADN polymérase BALF5, I'hélicase BBLF4 ou la primase BSLF1
(Holley-Guthrie et al., 1990). Les genes tardifs, codant les protéines de la capside et les
glycoprotéines de I'enveloppe, vont ensuite étre traduits (Hummel and Kieff, 1982; Johannsen et
al., 2004). Une réactivation lytique peut étre observée occasionnellement dans les lymphocytes B
mémoires infectés par TEBV. Les stimuli responsables de cette réactivation virale 7z vivo sont tres
peu connus. Des particules virales sont alors retrouvées dans la salive et vont propager ainsi
I'infection a d’autres individus. De cette fagon, le virus établit un état de porteur sain caractérisé
par une infection latente des lymphocytes B mémoire et une réactivation occasionnelle du cycle

lytique.

3. Pathologies associé¢es a EBV

a) La mononucléose infectieuse

La primo-infection par 'EBV, qui survient souvent tot dans l'enfance, est souvent
asymptomatique. Cependant, si l'infection se produit chez I'adolescent ou le jeune adulte, elle
peut se traduire par le développement d’une maladie bénigne appelée mononucléose infectieuse
(MNI). La MNI se manifeste dans 90% des cas par une fiévre qui persiste en moyenne 10 a 15
jours, associée a une asthénie prolongée. Elle s’accompagne aussi d’une angine dans plus de 80%
des cas. Les patients peuvent également présenter une polyadénopathie ainsi qu’une
splénomégalie (pour revue :(Godshall and Kirchner, 2000)). Sur le plan biologique, elle se traduit
par une hyperleucocytose avec environ 10% de lymphocytes atypiques de grande taille et
hyperbasophiles. Ces derniers correspondent aux lymphocytes T CD8+ induits par la
prolifération polyclonale des lymphocytes B infectés. Bien que la MNI soit une pathologie
bénigne, de rares complications peuvent parfois survenir comme une encéphalite, une

myocardite, une thrombopénie ou une rupture spontanée de la rate.
De nombreuses pathologies malignes sont associées a TEBV. Nous nous intéresserons ici

plus particulierement au LB, aux PTLD ainsi quaux NPC, qui serviront par la suite de modele

pour notre étude.
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Figure 7 : Epidémiologie du lymphome de Burkitt (LB). Distribution géographique des différentes
formes de LB.

Géographie Afrique Equatoriale, Papouasie-NouvelleGuinée Reste du monde
Anatomo-Pathologie Identique Identique
Immunologie Identique Identique
Cytogénétique Identique Identique
Association avec EBV (% des tumeurs) 98% 153 20%
Biologie moléculaire Translocations au niveau du géne c-myc Translocations au niveau du géne c-myc
Clinique REEIHE f’e lakipe AteEna o Atteinte de I'abdomen dans 90% des cas
paraplégie sans envahissement du LCR
Pronostic de ['atteinte neuro-méningée

meilleur moins bon

Tableau 1: Caractéristiques biologiques et cliniques des formes endémique et sporadique du LB
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b) Les lymphoproliférations malignes

*Le lymphome de Burkitt

Epidémiologie :

Le LB est une prolifération monoclonale de lymphocyte B décrite pour la premiere fois
par Denis Burkitt en 1958. Trois formes cliniques et épidémiologiques de LB sont aujourd’hui

décrites par ’'Organisation mondiale de la Santé (OMS) (Brady et al., 2007) (Figure 7 et Tableau
1):

» Une forme endémique qui est retrouvée principalement en Afrique équatoriale et en
Papouasie-Nouvelle Guinée, dans des zones ou la malaria est endémique. Elle survient
essentiellement chez les enfants de 4 a 7 ans. Elle est prédominante chez les garcons avec
un ratio homme/femme de 2/1. Cette forme de LB est trés fortement associée a EBV
(98% des cas). Cliniquement, elle se manifeste par des tumeurs de la machoire mais
également par des tumeurs de la cavité abdominale (reins, tractus gastro-intestinal et
ovaires).

» Une forme sporadique décrite dans le reste du monde et complétement indépendante
des conditions climatiques et des zones géographiques. Elle représente 1 a 2% des
lymphomes de I'adulte et plus de 40% des lymphomes de enfant aux USA et en Europe
de Pouest (Blum et al., 2004). Elle affecte majoritairement les jeunes hommes (ratio
homme/femme de 2.3/1 aux Etats-Unis et de 3.7/1 en France). Elle est associée a EBV
dans 15 a 20% des cas (Brady et al., 2007; Kelly and Rickinson, 2007). Cliniquement, cette
forme de LB se traduit majoritairement par la présence de tumeurs abdominales (80% des
cas).

» Une forme associée au syndrome d’immunodéficience, survenant chez les patients
infectés par le VIH (Virus de 'Immunodéficience Humaine). Cette forme est associée
avec EBV dans 30 a 40 % des cas (Brady et al,, 2007; Kelly and Rickinson, 2007).

[’atteinte est multiviscérale d’emblée.

La plupart des LB associé a EBV présentent une latence de type I. Toutefois, certains cas

de latence de type I1I ont également été observés (Niedobitek et al., 1995).
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Figure 8 : Caractéristique histologique du lymphome de Burkitt. (Extrait de E M. Molyneux ¢# 4/,
2012). Coupe histologique marquée avec de I’éosine et de 'hématoxyline illustrant aspect de ciel étoilé du
LB dt aux macrophages infiltrant la tumeur.
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Figure 9 : Implication de c-myc dans le lymphome de Burkitt. A. Les translocations du gene ¢-ye
sont des translocations réciproques impliquant le locus du géne ¢-zye porté par le chromosome 8 et I'un
des trois loci des chaines des immunoglobulines, soit les chaines lourdes (IgH) portées par le chromosome
14, soit les chaines légeres (Igl) k ou A portées par les chromosomes 2 et 22 respectivement. B. (Extrait de
F. Bringold and M. Serrano, 2000) Les cibles transcriptionnelles de Myc sont impliquées dans la
prolifération et le maintient des télomeres ce qui conduit a 'immortalisation des cellules. C-Myc induit la
transcription de p19 ARF qui stabilise p53 et favorise I'induction de 'apoptose.
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Histologie et biologie :

Le LB est caractérisé par la présence de cellules tumorales rondes, parfois ovales, de taille
variable (12 a 25 um). Les noyaux sont arrondis et présentent deux a cing nucléoles, entourés
d’une fine couronne de cytoplasme contenant de nombreuses vacuoles lipidiques (Harris et al.,
1994; Minowada et al., 1967). Cette tumeur est caractérisée par un taux de prolifération cellulaire
tres élevé ainsi qu’un nombre important de cellules apoptotiques. Des macrophages infiltrants,
uniformément dispersés, sont également observés au sein de la tumeur, lui donnant ainsi un
aspect de «ciel étoilé» (Figure 8). Les cellules de LB expriment plusieurs antigénes de
différenciation des lymphocytes de la lignée B tels que CD19, CD20, CD22 et CD40. La tres
grande majorité de ces cellules expriment une IgM de surface mais expression dune IgG a
toutefois été observée dans certains cas (Gunven et al., 1980; Klein et al., 1968). En 1981, une
étude réalisée au laboratoire a permis d’identifier un antigene spécifique des cellules de LB appelé
BLA (Wiels et al.,, 1981). Par la suite, cet antigéne de nature glycolipidique a été retrouvé a la
surface des lymphocytes B du centre germinatif et il constitue maintenant un antigéne de

différenciation des lymphocytes B appelé CD77 (Murray et al., 1985).

Anomalies chromosomiques :

Les cellules de LB sont également caractérisées par la présence de translocations
chromosomiques qui placent le proto-oncogene ¢-yc au voisinage des genes codant les chalnes
lourdes (IgH) ou légeres (Igl) des immunoglobulines (Ig) (Figure 9). C-zyc joue un role essentiel
dans différentes fonctions biologiques telles que le développement embryonnaire, la croissance,
Iapoptose et la prolifération cellulaire (Pour revue: (Dang, 2012)). Dans 80% des cas, la
translocation intervient entre les chromosomes 8 et 14 (t(8;14) (q24;q32)) et juxtapose le gene ¢
mye (chromosome 8) avec les éléments activateurs des chaines lourdes des Ig présents sur le
chromosome 14. Des translocations t(2;8) (p12;q24) et t(8;22) (q24;q11) plagant le proto-
oncogene au voisinage des genes codant les chaines légéres K (chromosome 2) et A (chromosome
22) des Ig sont également retrouvées dans 5 et 15% des cas respectivement (Neri et al., 1988)
(Figure 9). Ces différentes translocations entrainent une surexpression systématique de c-myc,
considérée comme I'un des événements majeurs menant a la pathogénese du LB (Magrath, 1990).
En effet, des expériences réalisées sur des modéles de souris transgéniques ont montré que a
juxtaposition de I’élément activateur Eu des IgH avec la séquence codante de ¢-»yc est suffisante

pour induire des tumeurs de type Burkitt chez la souris (Harris et al., 1988).
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Figure 10 : Stratégie thérapeutique utilisée pour la prise en charge du lymphome de Burkitt a
PIGR. (Extrait de http://www.igr.fr/?p m=pediatrie&p id=2056). A. En France, le traitement des
lymphomes de Burkitt localisés, completement réséqués, est court et intensif. Il est basé sur deux cures
de COPAD. B. Dans les formes avec extension loco-régionale, la chimiothérapie est renforcée et un

traitement préventif de l'atteinte du systeme nerveux central est réalisé avec du méthotrexate a haute

dose. C. Dans les formes avec atteinte médullaire et/ou du systéme nerveux central, la chimiothérapie est

encore intensifiée.
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Dans certains contextes cellulaires, la surexpression de c-myc peut induire une apoptose
dépendante du suppresseur de tumeur p53 (Evan et al,, 1992; Hermeking and Eick, 1994). 11 a été
montré que ce processus est régulé par 'une des cibles de c-myg, la protéine ARF, qui augmente

la stabilité de p53 (Kim and Sharpless, 2006; Zindy et al., 1998).

Traitement du LB :

La prise en charge thérapeutique du LB est évaluée en fonction de I'age du patient et des
facteurs pronostiques qui dépendent de la masse tumorale et de latteinte méningée ou
médullaire. A partir des années 1980, lintroduction de la doxorubicine (inhibiteur de la
topoisomérase 1II), 'adjonction de cytarabine (antimétabolite inhibiteur de la phase S du cycle
cellulaire) ainsi que laugmentation des doses de cyclophosphamide (agent alkylant) et de
méthotrexate (antimétabolite inhibiteur de la phase S du cycle cellulaire), ont permis d’améliorer
considérablement la prise en charge des patients atteints de LB. Dans les pays développés, la
stratégie thérapeutique est fondée sur un traitement court et intensif, associant plusieurs
chimiothérapies et un corticoide administrés en cures courtes et discontinues (Molyneux et al.,
2012) (Figure 10). Le traitement des tumeurs tres localisées et réséquées (représentant a peine
10 % des patients) est trés court. Dans ce cas, deux cures de chimiothérapie composées de
vincristine (alcaloide empéchant la polymérisation des microtubulles), cyclophosphamide,
doxorubicine (COPAD) et prednisone (corticostéroide) sont réalisées (Patte et al., 2007). Pour
les stades plus avancés de la maladie, le traitement se divise en plusieurs phases et repose en
France sur les protocoles LMB (Lymphome Malin B) :

» une phase cytoréductive basée sur ladministration de cyclophosphamide, de
prednisone et de vincristine (COP)
» une phase d’induction, comprenant deux cures successives de COPADM

(cyclophosphamide, prednisone, vincristine, doxorubicine, méthotrexate)

> une phase de consolidation, ou deux cures composées de cytarabine et de
méthotrexate sont réalisées

» une phase d’entretien (COPADM)

Le risque de syndrome de lyse tumorale ainsi que la toxicité des chimiothérapies utilisées
nécessitent la présence de soins de support efficaces, difficiles a mettre en place dans les pays en
vole de développement. En Afrique, le traitement repose donc principalement sur Iinjection
intraveineuse de cyclophosphamide complétée par une injection intrarachidienne de methotrexate

et d’hydrocortisone.
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Bien que le pronostic du LB sporadique soit trés favorable (90% de rémission en
moyenne chez Penfant et 70% chez I'adulte), de nouvelles stratégies thérapeutiques sont
désormais évaluées. Ainsi, plusieurs essais cliniques ont été mis en place afin de tester I'efficacité
du Rituximab, un anticorps monoclonal anti-CD20, chez des patients présentant un stade avancé

de la maladie (Griffin et al., 2009).

* Les lymphoproliférations des sujets transplantés

Epidémiologie :

Les désordres lymphoprolifératifs post-transplantations (PTLD) surviennent dans le cadre
de 'immunosuppression qui suit une transplantation d’organes ou de moelle osseuse. Le risque
de survenu de ce syndrome varie en fonction du type d’organe transplanté. En effet I'incidence
des PTLD est de 1% apres transplantation rénale, de 1 a 2% apres transplantation hépatique et
peut atteindre 5 a 10% des cas de transplantation cardiaque (pour revue : Raphaél ez a/, 2007).
Cette différence peut s’expliquer en partie par I'utilisation d’immunosuppresseurs différents mais
aussi par une durée d’immunosuppression variable en fonction des organes transplantés. Les
PTLD sont tres fortement associés a EBV et le risque de survenu est donc 10 a 20 fois plus élevé
lorsque le receveur est séronégatif pour 'EBV et que le donneur est séropositif (Cockfield et al.,
1993). Cependant, cette association avec le virus semble beaucoup moins importante chez les
patients qui développent une lymphoprolifération tardivement apres la greffe (>5 ans) (L.eblond
et al.,, 1998). Dans la grande majorité des cas, les PTLD surviennent dans les 12 premiers mois
post-transplantation (Gupta et al., 2010). Toutefois ce délai varie de nouveau en fonction de
l'organe transplanté. La précocité de survenue (moins de 6 mois apres la greffe) est considérée
comme un facteur de mauvais pronostic (Choquet et al., 2002). Les PTLD sont plus fréquents

chez Penfant que chez 'adulte en raison des séroconversions EBV (Johnson et al., 2000).
Histologie et biologie :

Les PTLD sont trés souvent disséminés et extra-ganglionnaires. Ces lymphoproliférations
sont fréquemment retrouvées au niveau du tube digestif, du systéme nerveux central, du foie, des

poumons ou de 'organe greffé (tableau 2). Une atteinte du greffon est décrite dans 60% des cas

pour les greffes cceur/poumon et dans 15 a 30% pout les greffes de rein.
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Figure 11: caractéristiques histologiques des PTLD. (D’apres M. Raphaél ef a/, 2007). A. Marquage
Hématéine éosine x 400: Lésion polymorphe : présence dun spectre morphologique d’éléments
lymphoides de taille et de formes variées. Certains éléments sont de grande taille avec des noyaux
fortement nucléolés. B. Aspect de lymphome B diffus a grandes cellules. Les éléments cellulaires
lymphoides de grande taille sont monomorphes et présentent un aspect immunoblastique, x 1000.
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Tableau 2 : Localisation des PTLD et signes cliniques associés

début clonalité mutation d'un oncogene

Tableau 3 : Caractéristiques des différentes formes de PTLD
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Malgré cette atteinte fréquente au niveau de l'organe greffé, la prolifération provient des

cellules lymphoides du receveur dans 90% des cas (Weissmann et al., 1995). Les PTLD sont tres

majoritairement issus de la prolifération de lymphocytes B (90%) mais ils peuvent également

provenir de lymphocytes T (Hanson et al., 19906) ou, tres rarement, de cellules NK (Draoua et al.,

2004). Ils sont fortement associés a 'infection par FEBV ou le virus établit essentiellement une

latence de type III (Figure 11). Ils se caractérisent par un large spectre morpholgique et ont été

classés par POMS en 2001 en fonctions de plusicurs criteres histopathologiques en trois

catégories (Tableau 3) :

>

>

les 1ésions précoces qui comprennent I'hyperplasie plasmocytaire et les lésions de type
MNI. L’hyperplasie plasmocytaire, caractérisée par la présence de nombreux plasmocytes,
n’est pas toujours associée a 'EBV. Elle est considérée come une hyperplasie réactionnelle et
non pas comme un authentique PTLD. En revanche, IEBV est toujours associé aux lésions
de type MNI Ces dernicres présentent de trés nombreux immunoblastes ainsi que des
lymphocytes T et des plasmocytes. Ces lésions précoces ne présentent pas d’anomalies

cytogénétiques.

les lésions polymorphes qui correspondent a des lymphoproliférations monoclonales dans
la grande majorité des cas. Ces lésions comportent un large spectre d’éléments lymphoides
correspondant a tous les stades de maturation des lymphocytes B. La détection ’EBV est
quasi constante dans ces lésions, ce qui permet de les distinguer d’un rejet de greffe. Les
anomalies caryotypiques sont peu fréquentes et il n’est pas observé de mutations des

oncogenes Ras et Myc ou du suppresseur de tumeur p53 (Poirel et al., 2005).

les lésions monomorphes qui se caractérisent par des lymphoproliférations diffuses,
constituées de grandes cellules correspondant a des immunoblastes, a des cellules
anaplasiques ou a des cellules de type centroblastiques. Ces Iésions sont monoclonales, quelle
que soit leur nature B ou T. L’association avec 'EBV varie en fonction du délai de survenue
de ces lymphoproliférations. Une association avec le virus est observée dans 80% des cas
lorsqu’elles surviennent dans un délai inférieur a 5 ans apres la greffe. Dans les proliférations
plus tardives, développées plus de 5 ans apres la greffe, la fréquence d’association avec 'TEBV
est de 50%. Ces lésions peuvent présenter des anomalies chromosomiques complexes. Ainsi,
des mutations des oncogenes ¢-zyc, Bel-2, Ras, du suppresseur de tumeur p53 et du gene Be-6

ont été décrites (Cesarman et al., 1998; Knowles et al., 1995).
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Traitement des PTLD :

La prise en charge des PTLD repose sur plusieurs stratégies dont la levée de
I'immunosuppression, permettant la guérison par restauration d’une réponse immunitaire
antivirale efficace (Rees et al., 1998; Starzl et al., 1984). Toutefois, cette stratégie thérapeutique
expose le patient a un risque de rejet de greffe qui peut lui étre fatal. Des traitements antiviraux
ont également été utilisés a titre préventif ou curatif (Hocker et al., 2012). Les résultats obtenus
sont controversés et dépendent de I'activité thymidine-kinase observée en cas de réplication
virale. L’une des stratégies envisagée aujourd’hui chez les patients présentant une
lymphoprolifération associée a 'EBV, consiste a induire le cycle lytique du virus pour ensuite
utiliser un antiviral comme le ganciclovir ou Paciclovir. L’interferon o possede des propriétés
anti-virales et anti-prolifératives. Son efficacité a donc été testée pour le traitement des PTLD, en
association avec la levée de 'immunosuppression. Cette é¢tude a donné des résultats concluants
avec une rémission complete chez 8 patients sur 14 traités (Davis et al., 1998).

Le Rituximab est également utilisé pour le traitement des PTLD. Cet anticorps
monoclonal chimérique de type IgG1l est dirigé contre le CD20, un marqueur de surface
spécifique des lymphocytes B normaux et tumoraux. Les régions constantes de cet anticorps
monoclonal chimérique correspondent a des séquences humaines et les régions variables a des
séquences souris. Son activité anti-tumorale provient de sa capacité a lyser les cellules cancéreuses
par P'activation de certains mécanismes immunitaires comme I’ADCC (Antibody-Dependant Cell
Cytotoxicity : Cytotoxicité cellulaire dépendante de I'anticorps) et la cytotoxicité médiée par le
complément. Son efficacité a été prouvée au cours de nombreuses études, dont une réalisée en
France, qui a donné des résultats tres satisfaisants avec 65% de réponse chez les patients ayant
subit une transplantation d’organe et 83% de réponse chez les patients ayant subi une greffe de
moelle osseuse (Milpied et al., 2000). Une autre étude de phase II, réalisée chez 43 patients
présentant une lymphoprolifération B qui ne répondaient pas a la levée de 'immunosuppression,
a montré que le Rituximab induisait une rémission chez 44% des patients avec un taux de survie
global de 67% a 1 an (Choquet et al., 2006). Toutefois, certains patients ne répondent pas a ce
traitement. Dans ce cas, une polychimiothérapie composée de cyclophosphamide, doxorubicine,
vincristine et prednisone (COPAD) est envisagée.

Malgré la mise en place de stratégies thérapeutiques de plus en plus efficaces, le
pronostic des PTLD reste sombre. En effet, la survie globale des patients atteints de PTLD est
de 40 a 60% suite a une greffe d’organe (Caillard et al., 2006; Choquet et al., 2007) et de 10 %

suite a une greffe de moelle osseuse.
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* La maladie de Hodgkin

La maladie de Hodgkin se manifeste généralement sous forme d’une adénopathie. Les
biopsies révelent alors une rupture de I'architecture des ganglions lymphatiques ainsi que la
présence de grandes cellules atypiques binuclées, appelées cellules de Reed-Sternberg (RS), qui
constituent 1 a 5% de la masse tumorale (Figure 12). L’origine des cellules de RS a été largement
controversée mais il semblerait qu’elles dérivent dune lignée lymphocytaire B du centre
germinatif (Kanzler et al, 1996). Il existe 2 formes de la maladie: une forme nodulaire a
prédominance lymphocytaire (5% des cas) et une forme classique retrouvée dans 95% des cas. La
MNI semble constituer un facteur de risque pour le développement de la maladie de Hodgkin
(Gutensohn and Cole, 1981). Plusieurs études ont montré que 'EBV était impliqué dans le
développement de cette pathologie (Hjalgrim et al.,, 2007). Le virus est retrouvé dans 40% des
cellules de RS issues d’une forme classique de cette maladie ou il établit une latence de type II
avec expression des protéines EBNA-1, LMP-1 et LMP-2A (Jarrett and MacKenzie, 1999).
Lorsque cette maladie survient chez des patients atteints de SIDA, I'association avec EBV est

supérieure a 95%.

L

Figure 12 : Expression de la LMP-1 (coloration rouge) et des EBERs (coloration marron/noir)
dans les cellules de Reed-Stemberg. (Extrait de K R N. Baumforth et al, 1999).

* Le lymphome T/NK extranodal de type nasal

Le lymphome T/NK 2 localisation nasale est une prolifération tumorale extra-
ganglionnaire trés fréquente en Asie et plus rare en Occident. Ce lymphome touche
préférentellement les hommes avec un ratio homme/femme de 3/1. Il se manifeste par la
présence d’une lésion ulcérée, souvent unique, touchant la cavité nasale, le rhinopharynx et le

palais.
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Figure 13 : Caractéristiques épidémiologiques et histologiques du carcinome du nasopharynx. A.
(Extrait de Busson et a/ 2004). Distribution géographique des NPC chez les individus de sexe masculin.
Document établi par Punité d’épidémiologie génétique du Centre international de recherche sur le cancer
(CIRC, Lyon) d’apres GLOBOCAN 2000. B. (Extrait de Kwok-Wai Lo ef a/, 2012). Expression de la
LMP1 (fleche rouge) au sein de 1ésions épithéliales de haut grade du nasopharynx (NPIL). C. (Extrait de K
R N. Baumforth et al, 1999). Marquage des EBERSs sur une coupe de NPC indifférencié.



Introduction-Partie A- Le virus d’Epstein-Barr

Il peut exister une extension vers les sinus de la face, Poropharynx, orbite et la base du
crane. Ces tumeurs expriment le marqueur CD56 (marqueur des cellules NK) mais n’expriment
pas le CD3. De plus, elles ne présentent pas de réarrangements au niveau des genes qui codent
pour le TCR. Ces caractéristiques montrent que ces lymphomes ont pour origine les cellules NK
(Cheung et al., 2003; Jaffe et al., 1996). Ces lymphoproliférations monoclonales sont associées a
EBV dans quasiment 100% des cas. Les cellules présentent une infection clonale et un profil de
latence de type 1/1I (Kanegane et al., 1998). Peu de choses sont actuellement connues sur le role
de PEBV dans ces pathologies. Ceci est di au manque de modeles de cellules T immortalisées par
EBV.

Ce lymphome est particuliecrement agressif et le pronostic est défavorable puisque la

survie globale a 5 ans ne dépasse pas les 40%.
c) Les proliférations épithéliales malignes

* Le carcinome du nasopharynx (NPC)

Epidémiologie :

Le carcinome du nasopharynx (NPC) est une tumeur maligne se développant a partir des
cellules épithéliales du nasopharynx. Son association avec EBV est systématique. La répartition
géographique du NPC est tres inégale. En effet, cette tumeur maligne est tres rare dans la plupart
des pays du monde et notamment en Europe ou l'incidence annuelle est inférieure a 1/100 000.
Les foyers de forte incidence se situent en extréme Orient, principalement en Chine du Sud. II
existe également des zones d’incidence intermédiaire telles que PAfrique du Nord, 'Indonésie, le
Vietnam, le Kenya ou le Groenland (Yu and Yuan, 2002) (Figure 13 A). La distribution des NPC
peut s’expliquer par existence de facteurs de prédisposition génétique, par la diffusion de
souches I’EBV plus agressives dans certaines populations ainsi que par certains facteurs
environnementaux qui peuvent favoriser 'apparition de la maladie. Une étude a mis en évidence
Iexistence d’un risque majeur lié a la consommation de poissons et de viandes conservés par
salaison. D’autres facteurs alimentaires sont incriminés comme [lutilisation de certains
condiments ou de certaines graisses animales (graisse de mouton, beurre rance) (Jeannel et al.,

1990; Laouamri et al., 2001; Yu and Yuan, 2002).
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Le NPC est une tumeur de I'adulte avec un pic d’incidence vers 40-60 ans. De plus, les

hommes sont plus touchés que les femmes avec un ratio homme/femme de 3/1.

Biologie et histologie du NPC :

Le lien entre PEBV et le NPC a été suggéré sur la base de tests sérologiques (Henle and
Henle, 19706) et a été confirmé par la mise en évidence d’ADN viral dans le noyau de toutes les
cellules malignes (Klein et al., 1974). Le NPC est ainsi le premier carcinome a avoir été associé au
virus. Les génes viraux les plus abondamment transcrits dans les NPC sont ceux qui codent pour
les EBER1 et 2. Plusieurs protéines de latence sont également détectées au sein de ces
tumeurs comme EBNA-1, exprimée dans 100% des cas et la LMP1, exprimée dans 50% des cas
(Figure 13 B et C). D’autres génes viraux, tels que ceux codant pour LMP-2, BARFO et BARF1,
sont transcrits dans les NPC. Toutefois, les protéines correspondantes sont difficilement

détectable (pour revue, (Busson et al., 2004)).

Le carcinome du nasopharynx est une tumeur qui se développe aux dépens de
I'épithélium de la cavité rétronasale. Il est caractérisé, d’'un point de vue histologique, par la
présence de cellules carcinomateuses indifférenciées et d’un infiltrat lymphocytaire trés abondant,
nécessaire a la croissance des cellules tumorales. Il est classé par 'OMS en trois types

histologiques selon le degré de maturation épithéliale :

» le type I correspond au degré maximum de différentiation (carcinome épidermoide
kératinisant)

» le type II est le carcinome ¢épidermoide non kératininisant (absence de kératine
extracellulaire)

» le type III comprend les carcinomes indifférenciés du thinophatrynx (UCNT pour
Undifferentiated Carcinoma of Nasopharyngeal Type)

Traitement des NPC

Les NPC se développent dans une cavité anatomique peu accessible. Ainsi, la chirurgie
n’est pas une option thérapeutique envisagée pour la prise en charge de ces carcinomes. De plus,
les NPC sont en général plus radiosensibles et chimiosensibles que les autres carcinomes des
voles aérodigestives supérieures. Ainsi, la radiothérapie constitue le traitement de base de la

tumeur primitive.

~30~



Introduction-Partie A- Le virus d’Epstein-Barr

Elle peut étre associée a une chimiothérapie basée essentiellement sur le cisplatine
(agent alkylant) qui peut étre utilisé en combinaison avec d’autres agents comme le 5-Fluoro-
Uracile (5-FU, antimétabolite) (Wolff et al., 2010). Toutefois, les rechutes métastatiques et les
récidives locales sont encore fréquentes. Ainsi, de nouvelles stratégies thérapeutiques, basées
essentiellement sur l'utilisation de traitements ciblés, sont actuellement évaluées. Ces nouvelles
molécules (capécitabine, gemcitabine...) sont actuellement en cours d'essais dans les formes
récidivantes et métastatiques pour lesquelles il n'existe toujours pas de traitement standard
satisfaisant (Li et al., 2008b; Ma et al., 2009). Le pronostic du NPC est treés bon (survie globale de
75%) si le diagnostic est précoce mais il est beaucoup plus sévere en cas d’extension tumorale a

distance, notamment au niveau de la base du crane.

* Les carcinomes gastriques

Les carcinomes gastriques représentent 10% des cancers dans le monde et sont
considérés comme ¢étant la seconde cause de mortalité par cancer (Ferlay et al., 2007). Les taux
d’incidence les plus élevés (>40/100 000 habitants) ont été rapportés au Japon, en Chine, en
Corée, en Europe de I'Est et dans certains pays d’Amérique latine tandis que les taux les plus bas
sont rencontrés aux Etats-Unis, en Afrique et en Australie (Parkin et al., 2005). Les hommes sont
plus touchés par cette maladie que les femmes avec un ratio homme/femme de 3/2.

LI’EBV a tout d’abord été recherché dans les carcinomes gastriques de type lympho-
épithélial car ils possedent des caractéristiques histologiques communes avec les NPC
indifférenciés. Le virus a alors été trouvé dans 80% des cas. ’extension des études a d’autres
types histologiques a montré que PEBV est présent dans les cellules tumorales dans 4 a 18% des
cas, selon lorigine géographique des patients étudiés (Tokunaga et al., 1993). Dans ces tumeurs,
I'infection est monoclonale et se traduit par I'expression d’un programme de latence de type 1
(Yanai et al., 1997). Les transcrits des genes BARF7 ont également été détectés. Plusieurs études
suggerent qu’EBV pourrait avoir un role étiologique dans la carcinogénese. En effet, I'infection
par PEBV de lignées épithéliales gastriques permet une meilleure prolifération cellulaire et une
croissance en agar (Nishikawa et al., 1999). De plus, les carcinomes gastriques infectés par EBV

sont plus résistants a 'apoptose induite par divers stimuli (Kume et al., 1999).
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* Les cancers du sein

Le cancer du sein est le cancer le plus fréquemment rencontré chez la femme. Plusieurs
facteurs sont impliqués dans le développement de cette maladie, tels que des facteurs
environnementaux, génétiques, hormonaux et alimentaires. I’EBV a été mis en évidence par des
techniques de PCR conventionnelle dans 20 a 50% de tissus cancéreux mammaires (Bonnet et al.,
1999; Fina et al., 2001; Labrecque et al., 1995; Lugmani and Shousha, 1995). Dans ces tumeurs, la
charge virale est faible, rendant ainsi la détection du virus difficile. De plus, la distribution du
génome viral est tres hétérogene au sein d’'une méme tumeur et d’une tumeur a 'autre (Arbach et
al., 2000). Des transcrits de certains genes latents ont été¢ détectés par RT-PCR au sein des
tumeurs mammaires EBV positives tels que des transcrits EBN.AT7, retrouvés dans 80% des cas
et les transcrits des deux oncogenes viraux LMP7 et BARF1, détectés respectivement dans 20%
et 57% des cas. Une étude a également révélée que linfection par EBV provoque une résistance
des cellules de carcinomes mammaires au traitement avec le paclitaxel (Arbach et al.,, 2000).
Néanmoins, d’autres travaux n’ont pas réussi a mettre en évidence la présence du virus au sein de
ces tumeurs (Chu et al., 1998; Glaser et al., 1998). Ainsi, I'association entre EBV et cancers du

sein reste trés controversée.

4. Description des produits des génes de latence et de leur pouvoir
oncogénique

La présence de TEBV a I’état latent dans les cellules peut altérer certaines fonctions cellulaires
et conduire a la transformation tumorale. Ce sont principalement les protéines EBNA-1, EBNA-

2, EBNA-3C ainsi que les LMP qui sont impliquées dans 'oncogénése associée au virus.
a) La protéine EBNA-1

La protéine EBNA-1 est codée par le gene viral BKRE. La transcription de ce gene se fait
sous le controle de promoteurs différents en fonction du programme de latence dans lequel se
trouve la cellule. Elle est réalisée a partir du promoteur Wp, au moment de la circularisation du
génome viral. Puis, lorsque la transformation cellulaire est établie la transcription passe sous le

controle du promoteur Cp, comme pour les autres protéines EBNA.
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Durant les phases de latence de type I et II, ou la protéine EBNA-1 est la seule des
protéines EBNA a étre produite, les promoteurs Cp et Wp sont éteints par méthylation. Le

promoteur Qp prend donc le relais (Schaefer et al., 1997).

D’un point de vue structurel, EBNA-1 est composé de 641 acides aminés. Elle présente
un domaine amino-terminal basique, riche en répétition Glycine-Alanine (Figure 14). Ce motif
empéche la dégradation de la protéine par le protéasome, ainsi que sa présentation par le CMH
(Complexe Majeur d’Histocompatibilité¢) de classe I (Levitskaya et al., 1997). De cette facon,
EBNA-1 n’est pas reconnue par les lymphocytes T cytotoxiques. Elle posséde également un
deuxieme domaine basique qui contient un signal de localisation nucléaire ainsi qu'un domaine

carboxy-terminal hydrophobe au sein duquel se situent le domaine de dimérisation et un domaine

de fixation a PADN (Ambinder et al., 1991).
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Figure 14 : structure de la protéine EBNA-1. (D’apres Iwakiri et al, 2006). EBNA-1 est constitué de
différents domaines : trois domaines de liaison a FADN (vert), un domaine riche en résidus Glycine et
Alanine (violet), une séquence signal de localisation nucléaire (rose), un domaine de transactivation (vert)
et un domaine de dimérisation (vert)

La protéine EBNA-1 est retrouvée dans tous les types de latence et, de ce fait, dans toutes
les pathologies associées a EBV. Cette dernicere se fixe sur une région du génome viral constituée
de répétitions, située dans lorigine de réplication plasmidique (oriP) et également sur les
chromosomes de la cellule hote lors de la mitose (Wu et al., 2002). La liaison ’EBNA-1 a TADN
permet la réplication et le maintien du génome viral dans les cellules en division. La protéine
EBNA-1 peut également agir en tant qu’activateur transcriptionnel en se fixant sur certains
promoteurs viraux tels que les promoteurs Qp, Cp et LMP-1p. Elle peut induire 'expression de

genes impliqués dans la régulation du cycle cellulaire, comme celui codant la cycline D1.

~33~



1 100 200 300 400 487
NH2 m COOH
Domaine de Liaison RBP-Jk Domaine de
dimérisation transactivation

Répression

Inhibition de
la transcription

Figure 15 : Structure et fonction de la protéine EBNA-2. A. (Adapté de U Zimber-Strobl and L J.
Strobl, 2001). EBNA-2 est constituée de différents domaines : un domaine d’homodimérisation (jaune),
une région riche en proline (Pro, en orange), une région variable selon le type de variants EBNA-2A ou
EBNA-2B, un domaine d’interaction avec la protéine RBP-JK (rose), une région riche en Arginine et
Glycine (Gly-Arg, bleu), un domaine de transactivation (violet) et une séquence signal de localisation
nucléaire (vert). B. (Adapté de Young and Rickinson 2004). EBNA-2 est un activateur transcriptionnel qui
interagit avec le facteur RBP-JK et inhibe ainsi la répression de la transcription exercée par plusieurs
facteurs tels que SMAT, SIN3A ainsi que les histones désacétylases HDACI et HDAC2. SKIP (Ski
Interacting Protein) interagit avec le facteur RBP-JK et avec le complexe formé par les répresseurs
transcriptionnels. EBNA-2 leve linhibition de la transcription médiée par RBP-JK en entrant en
compétition avec ce complexe répresseur et en interagissant avec RBP-Jk et SKIP. EBNA-2 recrute alors
la machinerie transcriptionnelle pour activer la transcription. La famille des EBNA-3 module I'activité
d’EBNA-2 en se liant a RBP-JK a la place de cette derniére.
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Elle régule également I'expression des genes codant les chimiokines CCL3 et CCL4 (Hebner
et al., 2003; Leight and Sugden, 2000)et serait donc impliquée dans le processus de migration
cellulaire. Plusieurs études ont montré I'importance ’EBNAT pour la transformation cellulaire.
Ainsi, 'expression de cette protéine dans les cellules B de souris transgéniques augmente
I'incidence de lymphomes B et de leucémies, suggérant un réle oncogénique ’EBNA-1 1 vivo
(Wilson et al., 1996; Wilson and Levine, 1992). D’autres travaux montrent que I'expression de
cette protéine dans une lignée de NPC augmente ses propriétés tumorigénes et métastatiques
(Sheu et al,, 1996). EBNA-1 semble également impliquée dans l'inhibition de 'apoptose des
cellules B infectées par TEBV quelque soit le type de latence (Kennedy et al., 2003). D’apres les
travaux de I’équipe de Robertson, elle protégerait les cellules en induisant la surexpression d’une

protéine anti-apoptotique, la survivine (Lu et al., 2011).

b) La protéine EBNA-2

La protéine EBNA-2 est codée par le gene BYRF-7. Elle est la premicre protéine virale
exprimée lors de Iinfection, sous le contréle du promoteur Wp. EBNA-2 contient, en position
amino-terminale, une région DIM d’homo-dimérisation (1-58) suivie d’un motif poly-proline (58-
97). Dans la région carboxy-terminale d’EBNA-2 quatre régions ont été décrites : une région
d’interaction avec le facteur CBF1/RBP-Jkappa (280-337), une région riche en tésidus
Arginine/Glycine (RG, 341-355), un domaine de transactivation (TAD, 437-475) et une région
contenant une séquence de localisation nucléaire (NLS, 477-483) (Figure 15 A).

EBNA-2 est un puissant activateur transcriptionnel qui recrute par son domaine TAD
(TransActivation Domain) des protéines de la machinerie transcriptionnelle telles que des
facteurs de transcription (comme TFIIB, TFIIH, TAF40, p100), des protéines constituant le
complexe histone acétyltransférase HAT, comme CAF (p300/CBP-Associated Factor), et des
protéines comme CBP/p300 (CREB-Binding Protein/p300) (Tong et al., 1995; Wang et al.,
2000). Elle recrute également les facteurs de remodelage de la chromatine du complexe Swi/Snf
(Wu et al., 1996; Wu et al., 2000). EBNA-2 stimule ainsi la transcription de certains génes viraux
tels que ceux codant la LMP-1 et la LMP-2 (Wang et al., 1990). Elle est également responsable de
la surexpression de certains genes cellulaires comme ¢-ye, ¢fgr ou ceux codant les protéines
membranaires CD21 (récepteur I’EBV) et CD23 (marqueur d’activation des lymphocytes B)
(Cordier et al., 1990; Kaiser et al., 1999).
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EBNA2 est aussi impliquée dans la transition entre les promoteurs Wp et Cp, observée

précocement dans l'infection de lymphocyte B (Woisetschlaeger et al., 1990).

EBNA-2 ne se fixe pas directement sur PADN, son activité dépend donc de son
interaction avec certaines protéines cellulaires comme le facteur de liaison a ADN RBP-JK
(Recombination signal Binding Protein for immunoglobulin Kappa | region) (Grossman et al.,
1994. RBP-]  est impliqué dans la transduction du signal du récepteur Notch. Cette voie est
importante pour la régulation de la survie et de la prolifération cellulaire et sa dérégulation
contribue au développement de lymphomes T chez 'homme {Artavanis-Tsakonas, 1995 #675).
L’interaction du récepteur Notch avec ses ligands induit un ensemble de clivages protéolytiques a
lorigine du relargage dans le cytoplasme de la partie active du récepteur, NotchIC (Notch
IntraCellulaire). Ce dernier va étre ensuite transloqué dans le noyau et interagir avec le facteur
RBP-Jx (Brou et al., 2000; De Strooper et al., 1999). EBNA-2, tout comme NotchlIC, interagit

avec le facteur RBP-JK pour activer Pexpression de ses genes cibles. En absence ’EBNA-2 ou de

NotchIC, RBP-Jk fonctionne comme un répresseur transcriptionnel en interagissant avec un
complexe répresseur de la transcription (Hayward, 2004; Olave et al., 1998). EBNA-2 peut donc

étre considéré comme I’homologue constitutivement actif du récepteur Notch (Figure 15 B).

c) Les protéines EBNA-3 (-3 A, -3Bet-3C)

Les protéines EBNA-3A, EBNA-3B et EBNA-3C sont codées par les cadres de lectures
BILLRF3/BERF, BERF2a/BERF2b ¢t BERF3/BERF4, localisés en tandem sur le génome viral.
Tout comme EBNA-1 et EBNA-2, la transcription des genes codant les EBNA-3 est sous le
controle des promoteurs Wp et Cp (Bodescot et al.,, 1986). Les EBNA-3 sont des protéines
nucléaires localisées au niveau de la matrice nucléaire et du nucléoplasme (Joab et al., 1987). Elles
contiennent des répétitions d’heptade de leucine, d'isoleucine ou de valine qui peuvent agir en
tant que domaines de dimérisation (Figure 16). Ces trois protéines ne possedent pas les mémes
fonctions cellulaires. EBNA-3A et EBNA-3C sont essentielles pour 'immortalisation des LCLs
(Tomkinson et al., 1993) contrairement a EBNA-3B (Tomkinson and Kieff, 1992). En effet, la
délétion de Pexon codant EBNA-3B ne perturbe ni immortalisation, ni la croissance des

lymphocytes B 7z vitro (Chen et al., 2005).

Comme EBNA-2, les EBNA-3 se fixent indirectement a ’ADN par lintermédiaire du
facteur RBP-Jk (Robertson et al., 1996) (Figure 16).
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Cependant, les fixations ’EBNA-2 et des EBNA-3 a RBP-JK, semblent mutuellement
exclusives (Johannsen et al., 1996; Waltzer et al., 1996). Ainsi, en se fixant a RBP-JK, les EBNA-

3A et EBNA-3C déplacent la liaison de ce facteur a FADN et inhibent la transactivation des
genes cibles EBNA-2. De plus, EBNA-3C exerce un role de répresseur transcriptionnel en
recrutant des histones désacétylases (HDACs) comme HDACT et HDAC2 qui répriment la
transcription par des modifications épigénétiques et par le remodelage de la chromatine. Cette

protéine interagit également avec des co-répresseurs de la transcription tels que CtBP, mSin3A et

NCoR (Knight et al., 2003; Radkov et al., 1999; Touitou et al., 2001).
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Figure 16 : Structure des protéines de la famille des EBNA-3. Les 3 EBNA-3 présentent un domaine
d’homologie qui contient le domaine de liaison a RBP-Jk. Ces protéines sont nucléaires griace a leur
séquence NLS. Elles contiennent des répétitions d’heptade de leucine, d'isoleucine ou de valine qui

peuvent agir en tant que domaines de dimérisation

EBNA-3C joue un rdle essentiel dans la tumorigénese associé a EBV en régulant la
prolifération, le cycle cellulaire et les capacités métastasiques des cellules infectées par ce virus. En
effet, il a été montré que cette protéine est capable d’interagir avec cye, permettant ainsi la
stabilisation de cet oncogene et Paugmentation de la transcription de ses genes cibles (Bajaj et al.,
2008). EBNA-3C est également capable de réguler le suppresseur de tumeur Rb (rétinoblastome)
en favorisant sa phosphorylation (Knight and Robertson, 2004; Knight et al., 2004) et sa
dégradation (Knight et al., 2005a). Cette dégradation permet la libération du facteur E2F et la
progression du cycle cellulaire de la phase G1 vers la phase S (Subramanian et al., 2002). EBNA-
3C peut aussi agir sur un autre inhibiteur du cycle cellulaire, p27Kip en empéchant son
accumulation (Parker et al.,, 2000) et en augmentant sa dégradation (Knight et al., 2005b). Par
ailleurs, i a été montré quwEBNA-3C pouvait stabiliser la protéine MDM2. Ce mécanisme
favorise la dégradation du suppresseur de tumeur p53, dont nous reparlerons dans les prochains
chapitres, permettant alors la prolifération cellulaire et I'inhibition de I'apoptose (Saha et al.,

2009).
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Figure 17 : Structure de la protéine EBNA-LP. (Extrait de Ling ¢7 a/, 2005). La protéine EBNA-LP est
exprimée a partir des séquences répétées internes 1 (IR1) sous le controle des promoteurs «Cp» ou «Wp».
Elle est constituée de domaines W1W2 répétés en tandem, et d’'un domaine unique Y1Y2 en C-terminal.
EBNA-LP possede une séquence de localisation nucléaire (NLS) bipartite située sur les domaines W2.
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Les protéines EBNA-3A et C peuvent inhiber 'apoptose par un autre mécanisme. En effet,
de récentes études ont montré que ces deux protéines sont capables de diminuer la transcription
de la protéine pro-apoptotique Bim en recrutant le complexe PCR2, impliqué dans la répression
de la transcription, au niveau du promoteur de Bim (Anderton et al., 2008; Clybouw et al., 2005;
Paschos et al,, 2012). Enfin, EBNA-3C augmente les capacités métastasiques des cellules
infectées par TEBV en interagissant avec le suppresseur de métastases, Nm23-H1 (Subramanian
et al., 2001). Cette interaction neutralise d’une part la fonction de Nm23-H1 et induit, d’autre
part, expression de la métalloprotéase MMP-9 connue pour son implication dans les lymphomes

aggressifs (Kuppers et al., 2005).

d) EBNA-LP (Epstein Barr virus Nuclear Antigen Leader Protein)

La protéine EBNA-LP est codée par le gene BIWRFT. Elle est la premicre, avec EBNA-2, a
étre exprimée a partir du promoteur Wp lors de linfection. Cette protéine est constituée d’une
partie amino-terminale composée de répétitions en tandem de 66 acides aminés codés par deux
exons W1 (22 aa) et W2 (44 aa), dérivés de la région IR1. Elle comporte également un domaine
unique en C-terminal codés par deux exons Y1 et Y2, situés en aval du domaine IR1 (Dillner et

al.

5

1986). EBNA-LP possede, au sein des exons W2 et plus spécifiquement des régions
conservées CR1 et CR2 (Conserved Region 1 et 2), des séquences bipartites de localisation
nucléaire (Peng et al., 2000) (Figure 17). Sa localisation sub-cellulaire reste toutefois controversée.
En effet, certaines études ont montré quEBNA-LP est essentiellement nucléaire et qu’elle se
concentre au niveau des corps nucléaires PML (ProMyelocytic Leukemia) (Szekely et al., 1996). En
revanche, d’autres travaux ont montré que cette protéine peut interagir avec des protéines
cytoplasmiques telles que HAX-1, Bcl-2 et son homologue viral BHRF1 (Kawaguchi et al., 2000,
Matsuda et al., 2003). Une étude réalisée par Ling ef a/ pourrait expliquer en partie ces résultats
contradictoires. Les auteurs ont, en effet, montré que les isoformes d’EBNA-LP inférieures a
42kDa peuvent étre exportées du noyau vers le cytoplasme de facon passive alors que celles
supérieures a 62 kDa ne possedent pas cette propriété et restent donc dans le noyau (Ling et al.,

2009).

EBNA-LP n’est pas indispensable au processus d’immortalisation mais elle en augmente
Pefficacité (Mannick et al., 1991). Une de ses fonctions principales est de coopérer avec EBNA-2
afin de potentialiser son activité transcriptionnelle. Il a notamment été montré que l'interaction
entre EBNA-LP et EBNA-2 active Pexpression du gene codant la LMP-1 (Nitsche et al., 1997)

ainsi que celui codant la cycline D2.
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Figure 18 : Voies de signalisation induites par la LMP-1. (D’aprés B. Damania, 2004). La LMP-1 est
une protéine transmembranaire constituée de trois domaines: un domaine N-terminal cytoplasmique
essentiel a 'immortalisation des cellules B par 'EBV, un domaine transmembaranaire constitué de six
boucles hydrophobiques impliquées dans l'auto-aggrégation de la LMP-1 et un domaine C-terminal
responsable de linduction des différentes voies de signalisation. Ce domaine contient deux régions
fonctionnelles distinctes appelées CTAR1 et 2 (C-Terminal Activation Regions). Grace aux régions
CTARIT et 2, la LMP-1 recrute les protéines TRAFs (TNF Receptor Associated Factors) et induit de
nombreuses voies de signalisation de maniere constitutive. Parmi ces voies on note la voie NFKB, la voie

des MAP kinases (JNK, ERK et p38), la voie JAK/STAT et la voie PI3-K (phosphatidylinositol 3-kinase).
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Ce mécanisme induit la transition de la phase GO a la phase G1 du cycle cellulaire, ce qui

permet aux lymphocytes B de sortir de leur état de quiescence (Sinclair et al., 1994).

Par ailleurs, cette protéine interagit avec de nombreuses protéines cellulaires comme pRB,
p53, pl4ARF, HA95, Sp100 ou CBP, ce qui laisse supposer qu’elle est impliquée dans la
régulation de la transcription, du cycle cellulaire et de I'apoptose (Bandobashi et al., 2001; Han et

al., 2001; Kashuba et al., 2003; Ling et al., 2005; Szekely et al., 1993).

Une étude menée dans notre laboratoire s’est intéressée aux fonctions attribuées a la
forme tronquée d’EBNA-LP délétée de la région unique Y1Y2 (EBNA-LPt). Celle-ci est
exprimée dans certaines lignées comme P3HRI, une lignée de LB infectée par une souche
variante d’EBV délétée du gene codant pour la protéine EBNA-2 et de la partie 3° du gene
codant pour EBNA-LP. Cette souche du virus induit la latence « Wp restreinte » précedemment
décrite. Les résultats obtenus lors de cette étude ont montré que cette forme tronquée ’EBNA-
LP interagit avec la protéine phosphatase 2A (PP2A), inhibant I'activité de cette derniere en
réponse a un stimulus apoptotique (Garibal et al., 2007). D’autres travaux plus récents, menés au
sein de notre équipe par Sonia Chelouah, ont montré qu’EBNA-LPt forme également des
complexes avec d’autres protéines impliquées dans de nombreux processus cellulaires,
notamment dans apoptose et dans la régulation transcriptionnelle. De plus, d’autres résultats
obtenus par Sonia Chelouah suggerent que les deux formes ’EBNA-LP sont capables de réguler
I'expression des genes cellulaires indépendamment du contexte viral. Certains de ces génes sont
communs aux deux formes d’EBNA-LP alors que d’autres sont spécifiques de chaque forme.
Parmi ces genes, on retrouve celui codant pour la protéine ID1, qui est impliquée dans la

stabilisation de la LMP-1 et dans 'immortalisation cellulaire (Chelouah e# a/, en préparation).

e) La protéine LMP-1

La LMP-1 est codée par le gene BNLFT. Cette protéine est constituée de 3 domaines : un
domaine N-terminal cytoplasmique de 24 aa, un domaine transmembranaire de 162 aa, composé
de 6 hélices @, et un domaine C-terminal cytoplasmique de 200 aa. Les domaines N terminal et
transmembranaire sont responsables de 'ancrage de la LMP-1 a la membrane. Le domaine C-
terminal cytoplasmique est, quant a lui, impliqué dans Iactivation des voies de signalisation

cellulaires induites par LMP-1.

La LMP-1 est considérée comme 'oncogene majeur ’EBV (Eliopoulos and Young, 2001).

Ses propriétés oncogéniques ont été montrées zx vitro et in vivo.
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Figure 19 : Structure des différents membres de la famille du facteur NF-kB. (Adapté de P. Jost,
2007). Plusieurs membres de la famille de NF-kB ont été décrits : p50 et son précurseur p105 (NF-kB1),
p52 et son précurseur p100 (NF-kB2), RelA (p65), RelB et c-Rel. Ces derniers possedent un domaine N-
terminal conservé (RHD) qui permet leur dimérisation et leur localisation nucléaire. RelA, RelB et c-Rel
possedent également un domaine de transactivation au niveau de leur région C-terminale (TAD). Les
membres de cette famille sont capables de réaliser des homodimeres ou des hétérodimeres, qui sont
retenus dans le cytoplasme par les molécules de la famille IKB. Les membres de cette famille sont
caractérisés par la présence de 6 ou 7 répétitions ankyrine (A) qui favorisent les interactions protéines-
protéines. Le motif ankyrine se fixe sur la séquence de localisation nucléaire de NF-kB et est donc

important pour la séquestration de ce dernier dans le cytoplasme. Le complexe IKK est composé de deux
sous-unités qui contiennent une activité kinase (IKKa et IKKf) et présentent un domaine Hélice-Boucle-
Hélice (HLH) ainsi qu’un motif leucine zipper (LZ). Ce complexe posséde également une sous-unité
régulatrice IKKy (NEMO) qui interagit avec les sous-unités catalytiques grace a leur domaine NBD

(Nemo Binding Domain). IKKy présente un motif coiled-coil (CC) ainsi qu'un domaine leucine zipper

(1L2).
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Les premicres données obtenues 7z vitro ont montré que I'expression de la LMP-1 dans des
lignées de fibroblates de rongeurs, induit la transformation de ces cellules (inhibition de la
différenciation, augmentation de la prolifération, diminuation de l'apoptose, réduction du besoin
en sérum, perte de l'inhibition de contact) (Wang et al., 1985). Plusieurs études ont ensuite été
réalisées in wvivo sur des souris transgéniques exprimant cette protéine sous le controle de
différents promoteurs. Les premicres expériences ont été effectuées sur un modele de souris
transgéniques exprimant la LMP-1 sous le controle du promoteur du polyomavirus. Dans ces
souris, Pexpression de la protéine est restreinte aux cellules de la peau. Elle induit une hyperplasie
avec altération de l'expression des genes de kératines (Wilson et al., 1990). Le groupe de Nancy
Raab-Traub a ensuite établi les premicres lignées de souris transgéniques permettant 'expression
de la LMP-1 dans les lymphocytes B, grace a I'utilisation du promoteur des chaines lourdes des
immunoglobulines. Les trois lignées de souris ainsi obtenues ont développé des lymphomes B
avec un niveau d’expression de LMP-1 tres élevé par rapport au tissu lymphoide sain (Kulwichit
et al., 1998). Dautres expériences, réalisées a partir de ces lignées de souris transgéniques, ont
montré que la LMP-1 mimait le récepteur CD40 (Uchida et al,, 1999). Contrairement aux
récepteurs cellulaires dont I'activation dépend d’un ligand, la LMP-1 est constitutivement active
(Gires et al., 1997). Son activation se traduit par un détournement et une dérégulation de voies de
signalisations impliquées notamment dans des processus prolifératifs ou de résistance a
I'apoptose (Eliopoulos and Young, 2001). Ces signaux de transduction sont transmis par sa partie
carboxy-terminale qui interagit avec les membres de la famille TRAF (TNFR-associated factor) et
avec TRADD (TNRF-associated death domain protein). L.a premicre voie qui a été décrite
comme étant régulée par la LMP-1 a été la voie NF-kB (Herrero et al., 1995). Depuis, d’autres
voles de signalisation majeures ont été associées a la LMP-1 comme la voie des MAP-kinases
(mitogen-activated protein kinases) et celle des PI3-kinases ((phosphatidyl-Inositide 3 kinases)
(Figure 18).

* LMP1 et voie NFkB :

Initialement décrit dans les lymphocytes B, le facteur NF-kB est ubiquitaire. Il est
impliqué dans de nombreux processus cellulaires tels que la réponse immunitaire, la prolifération
et Papoptose. Plusieurs membres de la famille de NF-kB ont été décrits : p50 et son précurseur
p105 (NF-kB1), p52 et son précurseur p100 (NF-kB2), RelA (p65), RelB et c-Rel. Les membres
de cette famille forment des homodimeéres ou des hétérodimeéres qui sont retenus dans le

cytoplasme par les protéines de la famille IKB (inhibitor of NF-kB) (Figure 19).
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Figure 20 : voies classiques et voie alternative de NF-kB. (Adapté¢ de P. Jost, 2007). A. Plusieurs
stimuli activent la voie classique de NF-kB (1) tels que des cytokines comme le TNFo ou I'IL-1.
La fixation de ces dernicres sur leurs récepteurs se caractérise par I'activation du complexe IKK
qui va alors phosphortyler les résidus sérines présents au niveau N-terminal des protéines de la
famille IkB (2). Ceci entraine une poliubiquitinylation de ces protéines (3) qui vont ¢tre dégradées
par le protéasome. Les complexes p50/Rel A ou c-Rel sont alors libérés et vont migrer vers le
noyau ou ils pourront activer la transcription de leurs genes cibles. B. L’activation de certains
récepteurs comme le CD40 peut induire la voie alternative d’activation de NF-kB (a). Cela se
traduit par une stabilisation de la kinase NIK qui va phosphoryler la kinase IkBa (b). IkBa
activée phosphoryle a son tour p100 (c) ce qui conduit a son ubiquitinylation et a sa dégradation
pat le protéasome (d). Rel B est alors libéré et le complexe p52/ Rel B est transloqué dans le
noyau afin d’induire la transcription de ses genes cibles (e).
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Par ses domaines CTAR1 et CTARZ2, la LMP-1 induit les deux voies de signalisation
conduisant a 'activation des différents complexes de la famille de NF-xB (Laherty et al., 1992;
Luftig et al., 2004). Le domaine CTAR2 induit la voie classique de NF-kB. Ce domaine fixe les
adaptateurs TRADD, RIP et TRAFG6, permettant le recrutement de la kinase TAK1 (TGF-f
Associated Kinase I) et des protéines TAB (TAKI-Binding proteins) (Izumi and Kieff, 1997). Ces
protéines sont responsables de la phosphorylation de la sous-unité IKIK du complexe IKK. Le
complexe IKK phosphoryle I'inhibiteur de NF-kB, IkBa., qui est alors dégradé par le protéasome
apres polyubiquitinylation (pour revue (Karin and Ben-Neriah, 2000)). Les complexes NF-kB,
contenant principalement les sous-unités RelA, p50 et c-Rel sont alors transloqués dans le noyau
(Figure 20). La LMP-1 induit également la voie alternative de NF-KB par I'intermédiaire du
domaine CTAR1 qui interagit avec les protéines TRAF1, 2, 3 et 5 (Devergne et al., 1996;
Mosialos et al., 1995). Le recrutement de TRAF3 induit lactivation de la kinase NIK (NF-xB
inducing kinase) qui phosphotyle IKKa. La formation du complexe NIK/IKKo/p100 permet la
phosphorylation et I'ubiquitinylation du précurseur p100, aboutissant ainsi a la formation de la

sous-unité active p52. Cette derniere peut alors s’associer a la sous-unité RelB (Atkinson et al.,

2003) (Figure 20).
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Figure 21: Voies de signalisation induites par NF-kB. NF-xB cible les promoteurs de genes
impliqués dans de nombreux processus cellulaire physiologiques et pathologiques tels que I'inflammation,
I'immortalisation, la survie, 'angiogénése, la prolifération et I'invasion métastatique.

NF-kB possede plus de 150 genes cibles impliqués dans diverses grandes fonctions
physiologiques. 11 régule notamment plusicurs genes indispensables pour la réponse
inflammatoire tels que ceux codant pour le TNFa ou pour les interleukines IL-6 et IL-8 (Collart

et al., 1990; Kang et al., 2007).
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Figure 22 : Voie de signalisation des MAP-kinases. (Adapté de S. Kumar e a/, 2003). Les MAP-
Kinases (MAPK) sont des protéines kinases induites par des événements mitogenes tels que les facteurs
de croissance, les lipopolysaccharides ou les cytokines inflammatoires. Elles interviennent dans la
régulation de trés nombreuses fonctions cellulaires en phosphorylant différents substrats cytoplasmiques
ou nucléaires. Le principe de transmission du signal repose sur l'activation en cascade, par
phosphorylation, des kinases impliquées dans cette voie : la MAPKKK phosphoryle et active la MAPKK
(MEK1-7) qui en retour active les MAPK ERK, JNK ou p38. Les cibles de ses kinases sont des protéines
cytosoliques ou des facteurs de transcription impliqués dans plusieurs processus cellulaires tels que la
prolifération, la survie, le cycle cellulaire ou 'apoptose.
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NF-kB controle également I'expression de genes qui participent a la régulation du cycle
cellulaire comme ceux codant les cyclines D1 et D2 ainsi que CDKG6 (Cyclin Dependant Kinase
6) (Iwanaga et al., 2008). Il régule aussi 'expression de genes codant pour des protéines anti-
apoptotiques comme Bcl-2 et A20 (Catz and Johnson, 2001; Krikos et al., 1992). Certains
facteurs angiogéniques, comme le VEGF (Vascular Endothelial Growth factor), ont également
été définis comme étant des cibles de NF-kB (Chilov et al., 1997). Enfin, NF-KB joue également
un réle dans I'invasion et la migration cellulaire en induisant 'expression des protéines MMP-9
(Matrix MetalloProteinase 9) VCAM-1 (Vascular Cell Adhesion Molecule I) et ICAM-1
IntraCellular Adhesion Molecule) (Iademarco et al., 1992; van de Stolpe et al., 1996; Yan et al,,
2004) (Figure 21).

* LMP-1 et voie des MAP kinases :

Les MAP-Kinases (MAPK) sont des protéines kinases induites par des événements
mitogenes. Elles interviennent dans la régulation de trés nombreuses fonctions cellulaires en
phosphorylant différents substrats cytoplasmiques ou nucléaires. Le principe de transmission du
signal repose sur l'activation en cascade, par phosphorylation, des kinases impliquées dans cette
voie : la MAPKKK (MAP-Kinase-Kinase-Kinase, MAP kinase d'ordre 3 ou MAP3K)
phosphoryle et active la MAPKK (MAP-Kinase-Kinase, MAP kinase d'ordre 2, MAP2K ou
MEK) qui en retour active une MAPK. LMP-1 est capable d’induire les trois principales MAPK :
JNK (c-Jun amino-terminal Kinase), ERK (Extracellular Regulated Kinase) et p38. L’activation
de JNK et p38 par la LMP-1 se fait par 'intermédiaire du domaine CTAR2 dans les cellules
épithéliales mais elle peut étre également médiée par CTAR1 dans les lymphocytes (Eliopoulos
and Young, 1998; Wan et al,, 2004). ERK est, quant a elle, activée par le domaine CTARI,
probablement grace aux adaptateurs TRAF2, TRAF3 et TRAF5 (Chuang et al., 2005; Dawson et
al., 2008; Mainou et al., 2007) (Figure 22).

* LMP-1 et voie des PI3 kinases :

Les PI3-kinases forment une vaste famille d’enzymes phosphorylant des phospholypides
membranaires, les phosphoinositides (PI), sur la position 3 du groupement inositol. Cette voie est

essentielle pour la prolifération des LCL (Brennan et al., 2002).
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Figure 23 : Voies de signalisation induites par la LMP-2A. (Adapté de Young and Rickinson 2004).
La LMP-2A est une protéine transmembranaire constituée de trois domaines : un domaine N-terminal
cytoplasmique, douze domaines transmembranaires et un domaine C-terminal. La phosphorylation des
tyrosines Tyr74 et Tyr85, situées au niveau de son domaine N-terminal, induit le recrutement des
protéines tyrosines kinases SYC et SRC. La LMP-2A interagit également avec LYN au niveau de sa
tyrosine 112. Elle induit ainsi P'activation de la voie des MAPK et de la voie PI3K, impliquées dans la
survie et I'invasion cellulaire. Les motifs riches en résidus proline (PY) permettent le recrutement de
'ubiquitine ligase NEDD4, favorisant ainsi 'ubiquitinylation de la LMP-2A et des protéines qui lui sont
associées.
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L’activation de la voie PI3K par la LMP-1 serait induite par le domaine CTAR1 (Dawson
et al., 2003; Mainou et al., 2005). Différentes études ont montré que certains processus cellulaires
controlés par la LMP-1 nécessitent 'induction de la voie PI3K. Parmi ces processus, certains sont
impliqués dans la survie cellulaire (Dawson et al., 2003), le remodelage du cytosquelette (Dawson
et al., 2003), la migration des cellules épithéliales (Shair et al., 2008) et la production d’IL10
(Lambert and Martinez, 2007).

f) Les protéines LMP-2A et -2B

Les protéines LMP-2A et LMP-2B sont codées par le méme gene mais sont transcrits a
partir de promoteurs différents. Leur transcription ne peut se faire que lorsque le génome est
sous sa forme circulaire car elle est initiée au niveau des régions répétées terminales (Laux et al.,
1988). La structure des deux protéines est similaire : elles sont toutes deux constituées de 12
domaines transmembranaires et d’une queue C-terminale de 27 aa. La LMP-2A (54kDa) se
distingue toutefois de la LMP-2B (40kDa) par la présence d’'un domaine N-terminal de 119 aa
comprenant 8 résidus tyrosine (Longnecker and Kieff, 1990). Ce domaine N-terminal de la LMP-
2A permet la signalisation. Contrairement a la LMP-2B dont on ne connait pas la fonction exacte,
il a été montré que le LMP-2A pouvait avoir de multiples fonctions, méme si les mécanismes
précis mis en jeu reste encore mal connus. Elle joue notamment un role important dans le
maintien a ’état latent du virus 2z vivo (Merchant et al., 2001). En effet, la LMP-2A possede des
motifs ITAM (Immunoreceptor Tyrosinebased Activation Motifs) qui lui permettent de lier et de
séquestrer les tyrosines kinases Lyn et Syk nécessaires a la signalisation du récepteur des
lymphocytes B (BCR) (Longnecker et al., 1991). De plus, la protéine LMP-2A peut recruter des
ubiquitines ligases (E3) comme Nedd4 qui vont ubiquitinyler Lyn et Syk, favorisant ainsi leur
dégradation par le protéasome (Winberg et al., 2000). L’ensemble de ces mécanismes inhibe la
signalisation du BCR qui , dans certaines conditions, peut induire le passage de la latence au cycle
lytique (Merchant et al, 2001). Des travaux réalisés sur des souris transgéniques LMP-2A
montrent que cette protéine ne présente pas de propriété oncogénique mais qu’elle confere un
signal de survie aux lymphocytes B, leur permettant d’échapper a I'apoptose en absence de
sélection dans les centres germinatifs (Caldwell et al., 2000; Caldwell et al., 1998). Le role de cette
protéine dans la résistance a Papoptose serait lié a sa capacité a induire la voie PI3K (Scholle et
al., 2000) (Figure 23). De plus, cette protéine membranaire peut activer 'oncogene Ras de fagon

constitutive, favorisant ainsi la survie des lymphocytes B.
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Par ailleurs, I’activation de Ras par la LMP-2A permettrait 'augmentation de 'expression
de la protéine anti-apoptotique Bel-xI. (Portis and Longnecker, 2004). Enfin, il a été montré que
la protéine LMP-2A pouvait augmenter I’'adhésion et la motilité des cellules épithéliales (Allen et

al., 2005).

g) Les ARN non codants

* Les EBER (EBV Encoded RNAs) : EBER-1 et EBER-2 sont des petits ARN non polyadénylés

(166 et 172 nucléotides), transcrits par PARN polymérase III (Rosa et al., 1981). Ils sont tres
abondants dans les cellules infectées (10° a 107 copies par cellule) et sont caractérisés par une
structure secondaire en forme de tréfle (Rymo, 1979) (Figure 24). Ils sont complexés a des
protéines nucléaires pour former des complexes ribonucléoprotéiques tres stables. Il a été montré
que les EBER pouvaient contribuer a la croissance des lymphocytes B transformés ainsi qu’a leur
transformation (Yajima et al., 2005). Une étude réalisée sur des LCL a montré quEBER-2
possede un pouvoir transformant plus important que celui ’EBER-1(Wu et al.,, 2007). Les
EBERs semblent induire I'expression de I'IL-10, une cytokine immuno-suppressive qui permet
de maintenir la croissance des cellules de LB (Samanta et al., 2008).Cette cytokine peut également

induire 'expression de la LMP-1 et inhiber I'activité cytotoxique des cellules T (Kis et al., 2000).
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Figure 24 : Structure secondaire des

EBERs. (Extrait de K. Tagada, 2011 et reproduit de Rosa ¢f a/, 1981). EBER-1 et EBER-2 sont des petits
ARN non polyadénylés dont la structure secondaire est en forme de trefle.
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* Les ARN BART (BamHI-A rightward transcripts) : Ces ARNs ont été découverts initialement
dans le NPC mais sont également retrouvés dans d’autres pathologies malignes associées a TEBV
comme le lymphome de Hodgkin ou le LB. Ils présentent, au niveau de leur extrémité carboxy-
terminale un cadre de lecture ouvert : BARFO. Des études réalisées iz vitro, apres surexpression
d’une des protéines BARFO (RK-BARF0), montrent que cette derniere pourrait induire la
transcription de la LMP-1 en I'absence ’EBNA-2 grace a son interaction avec le précurseur du
récepteur Notch (Kusano and Raab-Traub, 2001). L’expression des protéines BARFO n’a
toutefois jamais été retrouvée 2 vivo (van Beek et al., 2003). Deux autres transcrits sont générés a
partir de la région BART. Le premier, appelé RPMS1, se fixe au co-répresseur CIR pour inhiber
les transactivations dépendantes de Notch et ’EBNA-2 (Zhang et al,, 2001). Le deuxi¢me,
BARF1, est '’homologue soluble du récepteur au CSF-1 (Colony Stimulating Factor 1) dont
Iexpression est restreinte aux tumeurs d’origine épithéliale. BARF1 est considéré comme un
oncogene car il est capable d’induire I'expression de molécules anti-apoptotiques comme Bcl-2
(Sheng et al., 2001) ainsi que celle de la cyline D1 (Wiech et al., 2008). Enfin, c’est dans la région
BART au sein des introns, qu’ont été découverts les premiers mictoARN (miARN) de PEBV
(Ptetfer et al., 2004).

h) Les microARN

Les miARNs I’EBV sont parfaitement conservés au cours de I’évolution et sont divisés
en 2 groupes. Trois d’entre eux, nommés miR-BHRF1-1, 2 et 3, sont localisés au niveau des
régions non codantes de PARNm du gene viral BHRF7. Les autres sont situés dans les introns du
gene viral BART . On dénombre actuellement 22 miR-BarT. Le role exact de ces miARN dans la
pathogenese liée a TEBV reste a élucider. Toutefois, une étude a montré que les trois miR
BHRF1 sont impliqués dans la transformation des lymphocytes B et participent ainsi aux
propriétés oncogéniques du virus (Feedetle et al.,, 2011a; Feederle et al., 2011b). D’autres travaux
ont souligné I'implication des miR-BART dans la régulation de P'expression des protéines de
latence (Lo et al., 2007; Pfetfer et al., 2004). En effet, certains miARN tels que les miR-BART16,
miR-BART17-5p et miR-BART1-5p interagissent avec la région 3’ non traduite du transcrit
LMP-1 pour réguler négativement son expression (Lo et al., 2007). Par ailleurs, miR-BART?2 cible
I’ADN polymérase virale codée par le gene BALF5, empéchant le passage du cycle de latence au
cycle lytique (Barth et al., 2008). Le miRBART22, fortement exprimé dans les cellules de NPC,
diminue quant a lui Pexpression de la LMP-2A, favorisant ainsi I’échappement au systeme

immunitaire des cellules infectées par PTEBV (Lung et al., 2009).
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Enfin, d’autres travaux, ont monté que le miR-BARTY5 inhibe I'expression de la protéine

pro-apoptotique PUMA, qui est une cible transcrptionelle de p53 (Choy et al., 2008).

i) La protéine BHRF1

I’EBV code pour un homologue viral de la protéine anti-apoptotique Bcl-2, appelé
BHRF1 (Cleary et al, 1986). BHRF1 partage 38 % d’homologie de séquence avec Bcl-2, et
présente trois domaines BH (BH1, BH2 et BH3), caractéristiques des protéines de la famille Bcl-
2. Cette protéine a une extrémité C-terminale hydrophobe qui lui permet de s’ancrer dans les
membranes intracellulaires. Toutefois, contraitement aux autres membres de la famille Bcl-2, elle
n’a pas le sillon hydrophobe nécessaire a I'interaction avec les membres pro-apoptotiques de cette
famille. Ces données suggerent que le mécanisme anti-apoptotique de BHRF1 serait différent de
celui des protéines Bcl-2 et Bel-xL (Huang et al., 2003). BHRF1 a d’abord été considérée comme
une protéine précoce du cycle lytique de FEBV (Cox et al., 1990; Hardwick et al., 1988). En effet,
son role est d’inhiber I'apoptose durant le cycle réplicatif pour permettre 'amplification virale
(Henderson et al., 1993). En 2009, une étude a montré pour la premicre fois que BHRF1 était
exprimée dans les cellules en latence, en dehors du cycle lytique (Kelly et al., 2009). 1l a ensuite été
montré que BHRF1 était essentiel a la survie des P3BHR1 (Watanabe et al., 2010). Toutefois, les
mécanismes impliqués dans la résistance a 'apoptose induite par BHRE1 ne sont pas clairement

défini.
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Figure 25: Comparaison des caractéristiques morphologiques des cellules en apoptose et en
nécrose. (Schéma extrait de http://www.scribd.com/doc/3417084/Chapter-01-Robin-Kumar-Basic-
Pathology, photographies de microscopie électronique issues de Kroemer et a/ 2005). Les cellules
apoptotiques diminuent de taille, leurs membranes restent inteégres. Elles bourgeonnent et forment des
corps apoptotiques qui sont phagocytés par les macrophages. Les cellules nécrotiques gonflent, leurs
membranes se rompent libérant le contenu cytoplasmique dans le milieu extracellulaire La photographie
de microscopie électronique (a) représente une cellule épithéliale en nécrose suite a un stress oxydatif, les
mitochondries altérées ainsi que les vacuoles sont indiquées par une fleche noire (grossissement 400X). La
seconde photographie (b) représente une cellule irradiée en apoptose. La chromatine est condensée mais
les mitochondries ne sont pas encore altérées (fleche blanche).
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B. L’apoptose et ’autophagie : deux voies
impliquées dans la régulation de la mort cellulaire

1. L’apoptose

En 1972, Les travaux de Kerr ont défini deux types de mort cellulaire (Kerr et al., 1972). Le
premier, connu sous le nom de nécrose, se caractérise par une augmentation rapide du volume
cellulaire, la perte précoce de l'intégrité membranaire et mitochondriale, et le relargage du contenu
lysosomal dans 'environnement intercellulaire. Ce processus provoque ainsi une lésion et une
réaction inflammatoire au niveau du tissu environnant. Le second, appelé apoptose, est défini
comme une mort cellulaire programmée. Ce mécanisme requiert des signaux cellulaires
spécifiques qui permettent a la cellule de contréler sa propre destruction de maniére non

inflammatoire (Figure 25).
a) Roéle physiologique de ’apoptose

L’apoptose est impliquée dans de nombreux processus physiologiques. Elle permet
notamment Délimination des cellules surnuméraires lors de l'embryogenese ainsi que le
renouvellement tissulaire et cellulaire. Lors du développement du systéme immunitaire,
I'apoptose joue un réle crucial dans la sélection lymphocytaire, puisqu’elle permet de supprimer
les lymphocytes T et B auto-immuns. Ainsi, la présence d’anomalies au sein des voies de
signalisation apoptotiques peut induire des pathologies bénignes ou malignes. En effet, un exces
d’apoptose peut étre impliqué dans certaines maladies neurodégénératives telle que la maladie
d’Alzheimer, ou dans certains déficits immunitaires comme le SIDA (Ameisen et al.,, 1995;
Cotman and Anderson, 1995). A Iinverse, un défaut d’apoptose peut favoriser 'émergence de
maladies auto-immunes ou de cancers. En effet, les cellules tumorales présentent fréquemment
des défauts au sein des voies apoptotiques, ce qui favorise leur prolifération et peut leur conférer

une résistance aux traitements par chimiothérapie (Golstein et al., 1991; Williams, 1991).

b) Caractéristiques morphologiques et biochimiques de ’apoptose

D’un point de vu morphologique, 'apoptose est caractérisée par une condensation du
cytoplasme, accompagné d’une diminution du volume cellulaire. On observe également, lors de

ce processus, une condensation de la chromatine ainsi qu’une fragmentation du noyau.
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Les fragments de noyau et les organites intacts sont progressivement inclus dans des vésicules
qui bourgeonnent a partir de la membrane plasmique, puis sont expulsés sous forme de « corps
apoptotiques ». Ces vésicules vont ensuite étre phagocytées par les macrophages circulants (Kerr,

2002).

Les changements morphologiques survenant lors de Dapoptose sont accompagnés
d’altérations biochimiques spécifiques. Les mitochondries des cellules apoptotiques vont subir de
nombreuses modifications telles qu'une diminution de leur potentiel membranaire (A¥m) et une
modification de leur perméabilité ((Marchetti et al., 1996; Zamzami et al., 1996) qui favorise le
relargage du cytochrome ¢ de I'espace intermembranaire vers le cytoplasme (Kluck et al., 1997,
Yang et al, 1997). L’apoptose est également caractérisée par la perte de 'asymétrie des
phospholipides de la membrane plasmique. Ainsi, les phosphatidylsérines (PS), phospholipides
anioniques présents uniquement dans le feuillet interne de la membrane plasmique des cellules
saines, vont se déplacer dans le feuillet externe et ¢tre externalisés a la surface cellulaire. Ce
mécanisme permet la reconnaissance des cellules apoptotiques par les macrophages et leur
¢limination par phagocytose (Fadok et al., 1992). D’un point de vue biochimique, 'apoptose est
associée a lactivation de protéases spécifiques, les caspases, et a la fragmentation

internucléosomique de PADN (Wyllie et al., 1981; Zakeri et al., 1993).

L’apoptose est un processus rapide qui requiert de I’énergie et dépend de la transcription de
genes codant des protéines pro-apoptotiques (Leist et al., 1997). Elle peut étre induite par deux
grandes voles de signalisation. La premicre, dite extrinseque, est déclenchée par la liaison de
ligands aux récepteurs de morts présents a la surface des cellules. La deuxieme, dite intrinseque
ou voie mitochondriale, est activée par une altération de certains organites tels que les

mitochondries, le réticulum endoplasmique (RE) ou le noyau.

c) Les différentes voies de Papoptose

* La voie extrinséque de 'apoptose

La voie extrinséque est initiée par la fixation d’un ligand extracellulaire sur son récepteur a
domaine de mort, situé a la surface de la membrane plasmique. Ces derniers appartiennent a la
superfamille des récepteurs au TNF (Tumour Necrosis Factor Receptor) et possédent un motif
intracellulaire tres conservé, d’environ 80 acides aminés, nommé « domaine de mort» (death
domain). Ce motif est nécessaire a l'activation du processus de mort cellulaire en réponse a

I'engagement du récepteur.

4T~



Voie extrinseque

J o cytokines

Récepteur & domaine de mort

. >
i1y (11 Rt diddie i
"'!""".t e A R.a!.ﬁ‘{',"'{e"“?}'ﬁ‘!““'que Voie intrinSéque
-

* o
0. .
e ame
Procaspase FADD b—— cFLIP \
-8,-10 C::
Q ) Signaux apoptotiques

\ -

N

e 9 e——] i) c— Br\x BAK
) S acuaanvml

APAF-1
Mitochondrie
Procaspase-9 Y Cytochrome C "

\\_/\__y SMAC/DIABLO

¢ i AP

Voie commune

Caspases effectrices (-3,-6,-7) ——» APOPTOSE

Figure 26 : Voies extrinséque et intrinseque de P'apoptose. (Adapté a partir du livre, les cibles
membranaires de la cellule tumorale, de ] Y. Blay). La voie extrinseque de I'apoptose correspond a
I'induction de I'apoptose en réponse a un signal extracellulaire et implique I'activation des récepteurs a
domaine de mort. Les principaux ligands connus pour activers ces récepteurs sont le TNFo, TRAIL ou le
ligand de Fas (Fas) et les principaux récepteurs identifiés sont DR4, DR5, FAS/CD95 et le récepteur au
TNF. L’activation de ces récepteurs de mort permet le recrutement de la protéine FADD et des pro-
caspases 8 et 10 qui vont former le complexe DISC. Une fois activées, les caspases 8 et 10 vont activer les
caspases effectrices de P'apoptose (-3,-6,-7). L’induction de la voie intrinseque par différents signaux
favorise la relocalisation de Bax a la mitochondrie ou il va pouvoir sshomodimériser ou s’hétérodimériser
avec Bak, formant ainsi des pores au niveau de la membrane mitochondriale.L.e cytochrome c est alors
libéré dans le cytoplasme ou il interagit avec APAF-1 et la pro-caspase 9, formant ainsi 'apoptosome. La
caspase 9 va ensuite activer les caspases effectrices de I'apoptose. D’autres molécules comme
SMAC/DIABLO sont également libérées dans le cytoplasme lors de la voie intrinseque de I'apoptose et
vont inhiber les protéines anti-apoptotiques comme les IAP. Sur le schéma, les signes (—) en vert illustrent

une inhibition et les signes (+) en rouge une activation
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La liaison du ligand a son récepteur entraine la trimérisation de celui-ci et le recrutement
de molécules adaptatrices comme FADD (Fas-Associated Protein with Death Domain) ou
TRADD (TNFR-Associated Death Domain protein) qui vont elles-mémes recruter les caspases
initiatrices de 'apoptose, formant ainsi un complexe oligomérique appelé DISC (Death Inducing
Signaling Complex) (Kischkel et al., 1995; Peter and Krammer, 2003). La formation de ce
complexe permet P'activation des caspases initiatrices de 'apoptose, notamment la caspase-8, qui
va induire, a son tour, le clivage et l'activation des caspases dites «effectrices» de I'apoptose
comme la caspase-3. L’activation de ces protéases entraine le clivage de différents substrats
aboutissant a la mort cellulaire (Nagata, 1999) (Figure 206). Les différents acteurs impliqués dans

ce processus seront décrits.en détail par la suite.

* La voie intrinseque de 'apoptose

La voie intrinseque, également connue sous le nom de voie mitochondriale, est induite
par divers stimuli comme la présence de dommages a PADN, induits par exemple par des
radiations ionisantes, une privation en facteurs de survie, une activation d’oncoprotéines ou de
suppresseur de tumeurs comme la protéine p53. La mitochondrie posséde un role central dans
P'activation de cette voie finement régulée par les membres de la famille de Bcl-2 (Wang, 2001).
L’initiation de la voie intrinseque se traduit d’abord par une chute du potentiel mitochondrial. La
perméabilité de la mitochondrie est alors modifiée, favorisant le passage de nombreuses
molécules de I'espace intermembranaire mitochondrial vers le cytoplasme. Parmi ces molécules,
on distingue la protéine Smac (Second Mitochondtia-detived Activator of Caspases)/DIABLO
(Direct Inhibitor of Apoptosis (IAP)-Binding protein with Low pl), le facteur AIF (Apoptosis-
Inducing Factor), 'endonucléase G (EndoG), la protéine Omi/HtrA2 (High-Temperature-
Requirement protein A2) ainsi que le cytochrome c. Ce dernier interagit dans le cytoplasme avec
PATP et la protéine APAF-1 (Apoptotic Protease-Activating Factor-1) permettant ainsi son
activation zia un changement de conformation (Li et al., 1997). APAF-1 peut alors interagir et
activer la caspase-9 pour former I'apoptosome (Jiang and Wang, 2000). La caspase-9 va a son
tour activer les caspases effectrices de 'apoptose comme la caspase-3 et la caspase-7, rejoignant
ainsi la voie extrinseque (Figure 26) (Slee et al., 1999).

Ces deux voies de mort cellulaire peuvent, dans certains cas, étre complémentaires. En
effet, la voie mitochondriale peut étre activée pour amplifier le signal apoptotique déclenché par

la voie extrinseque.
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Figure 27 : Les récepteurs a domaine de mort. (Adapté a partir du livre, les cibles membranaires de la
cellule tumorale, de | Y. Blay). Trail se fixe sur les récepteurs a domaine de mort DR4 et DR5 ainsi que sur
les « récepteurs leurres » DcR1 et DcR2 qui assurent une fonction de régulation en inhibant la cytokine.
Le TNF et Fas ligand possedent également leur propre récepteut.

Figure 28 : Complexes formés au niveau des récepteurs de mort lors de Papoptose extrinséque.
(Extrait de Avi Ashkenazi, 2002). Fas ligand interagit avec le récepteur Fas lorsque celui-ci est trimérisé.
Fas peut alors recuter FADD et la pro-caspase-8 formant ainsi le complexe DISC. B. Trail active ses
récepteurs DR4 et DR5 d’une facon semblable. L’interaction TNF/TNF-R1 permet a TNF-R1 de
recruter TRADD. Deux complexes peuvent alors se former : 'un conduit a I'activation de la voie NFKB et
Pautre permet Pactivation de la caspase 8.
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d) Les différents acteurs de 'apoptose

* Les récepteurs de mort

Les membres de la superfamille des récepteurs au TNF (TNFR) sont impliqués dans le
controle du systeme immunitaire, de 'homéostasie cellulaire et du développement. Ils peuvent
également activer la différenciation, la survie ou la mort par apoptose (Schneider and Tschopp,
2000). Huit récepteurs de mort sont actuellement connus: TNF-R1 (DR1), Fas (CD95/APO-
1/DR2), DR3 (APO-3/TRAMP/WSL1/LARD), DR4 (TRAILR1/APO-2), DR5 (TRAILR2
/KILLER/TRICK2), DR6 (Pan et al., 1998) le récepteur a 'ectodysplasine A (ou EDA-R) et le
récepteur au NGF (Nerve Growth Factor) (Bhardwaj and Aggarwal, 2003; Lavrik et al., 2005;
Wajant, 2003)(Figure 27). Les voies de signalisation apoptotiques activées par les récepteurs de
mort sont présentées sur la figure 28. Elles conduisent, d’une maniére générale, a l'activation des

caspases initiatrices puis effectrices de 'apoptose.

11 existe également un autre sous-groupe de récepteurs homologues au récepteur du TNF
appelés les "decoy" récepteurs (DcR). Parmi les membres de ce groupe, on distingue le DcR1
(Sheridan et al., 1997) et le DcR2 (Marsters et al,, 1997) qui sont des récepteurs membranaires
ainsi que le DcR3 (Pitti et al., 1998) qui est une protéine soluble secrétée. Ces récepteurs ne sont
pas capables de transmettre un signal de mort cellulaire et sont plutot considérés comme des
inhibiteurs des récepteurs de mort. En effet, les domaines extra-cellulaires de DcR1 et DcR2 sont
tous les deux capables de fixer le ligand TRAIL et entrent ainsi en compétition avec les
récepteurs DR4 et DR5 (Figure 27). Cependant, DcR1 ne posséde pas de région cytoplasmique,
et celle de DcR2, plus courte qu'un domaine de mort typique, ne permet pas la transmission d’un
signal apoptotique. DcR3 peut se fixer a Fas L avec la méme affinité que Fas. De ce fait, DcR3

inhiberait, par compétition avec Fas, 'apoptose induite par Fas L.

* Les caspases

La mort cellulaire par apoptose nécessite I'activation d’une famille de protéases a cystéine
appelées caspases, en raison de leur nature et de la spécificité de leur site actif (cystein aspartic
acid-specific proteases). A ce jour, 18 caspases ont été identifiées chez les mammiferes. Treize
d’entre elles sont fonctionnelles chez ’homme : les caspases -1 a -10, -12, -14 et la caspase -16,

dont la fonction n’est pas encore bien caractérisée (Eckhart et al., 2008).
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Figure 29 : Structure et activation des caspases effectrices et initiatrices de ’apoptose. A. (Adapté
de Lavrik ez a/, 2009). Les pro-caspases sont constituées d’un pro-domaine N-terminal de taille variable,
d’un domaine central correspondant a la grande sous unité contenant le site catalytique Q-A-C-X-G (X =
R, Q ou D) et d’un domaine C-terminal correspondant a la petite sous unité. Leur activation débute par le
clivage de la petite sous unité puis de la grande au niveau des résidus aspartates (Asp). Ceci permet la
formation d’un tétramere catalytiquement actif.B. (Adapté de R C. Taylor et al, 2008). Les caspases
impliquées dans 'apoptose sont les caspases-3, -0, -7, -8, -9 et 10. Les caspases effectrices (caspases -3, -6
et -7) présentent un pro-domaine court. Les caspases initiatrices (caspases - 2, -8, -9 et -10) présentent un
pro-domaine long et possédent des domaines de recrutement protéiques de type DED (Death Effector
Domain) pour les caspases-8 et -10 ou CARD (CAspase Recruitment Domain) pour les caspases-2 et -9.
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Ces protéases possédent toutes un site catalytique comprenant un résidu cystéine inclus
dans une séquence peptidique tres conservée de type Gln-Ala-Cys-X-Gly (X pour un résidu
arginine, glutamine ou acide aspartique). Elles reconnaissent, puis clivent les chaines
polypeptidiques de leurs substrats au niveau d'un résidu aspartique en position P1. Leur structure
primaire comprend un pro-domaine amino-terminal de taille variable, un domaine central, qui
deviendra aprées clivage la grande sous-unité (20 kDa) de la caspase, et un domaine carboxy
terminal qui deviendra apres clivage la petite sous-unité (10 kDa). Ces enzymes sont synthétisées
dans le cytoplasme sous forme de zymogene inactif (pro-caspase). Elles sont activées par un
double clivage, I'un éliminant le prodomaine N-terminal et I'autre séparant les 2 sous-unités.
L’assemblage de deux grandes sous-unités, qui contiennent le site actif, avec deux petites sous-
unités aboutit a la formation d’un hétérotétramere enzymatiquement actif (Nicholson and

Thornberry, 1997; Rotonda et al., 1996) (Figure 29 A).

Une classification des caspases a été suggérée selon trois criteres différents : la spécificité
de reconnaissance du site de clivage sur leur substrat, la longueur de leur prodomaine et leur place
dans la cascade apoptotique. Les caspases -1, -4, -12 et -14 constituent un groupe de caspases
impliquées dans les mécanismes de I'inflammation et de la différenciation. Les autres caspases
sont toutes impliquées dans I'apoptose et sont divisées en deux classes. On distingue les caspases
initiatrices (caspases -2, -8, -9 et -10) qui possedent un prodomaine long, des caspases exécutrices

(caspases -3, -6 et -7) qui présentent au contraire un prodomaine court (Figure 29 B).

Le prodomaine des caspases initiatrices possedent des domaines de type DED (Death
Effector Domain) pour les caspases-8 et -10, ou CARD (Caspase Recruitment Domain) pour les
caspases-2 et -9 qui permettent leur recrutement au niveau de complexes multiprotéiques comme
le DISC dans le cas des caspases-8 et -10 ou 'apoptosome dans le cas de la caspase-9 (Kischkel et
al., 1995; Li et al, 1997). Les caspases, alors activées par hétéro-tétramérisation et clivage
autoprotéolytique, vont cliver a leur tour les caspase-3, -6 et -7. Ainsi les caspases initiatrices font
la liaison entre les signaux déclencheurs de I'apoptose et la phase d’exécution assurée par les

caspases effectrices.

A ce jour, de nombreux substrats des caspases effectrices ont été identifiés. La plupart
sont impliqués dans le maintien de I'intégrité cellulaire (actine, lamines nucléaires, fodrine), dans
les mécanismes de réparation de TADN (PARP pour Poly ADP-Ribose Polymérase, DNA-PKs
pour DNA-dependent Protein Kinase, ATM pour Ataxia Telangiectasia Mutated) ou dans la
régulation du cycle cellulaire (pRB, p27, MDM2) (Danial and Korsmeyer, 2004). L’activation des
caspases effectrices constitue un point de non-retour dans la cascade de signalisation conduisant a

la mort des cellules par apoptose.
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Figure 30 : Les membres de la famille Bcl-2. (Adapté de R C. Taylor et al, 2008). Ils peuvent étre
subdivisés en trois groupes en fonction du nombre de domaines BH et de leurs fonctions (anti- ou pro-
apoptotiques). La majorité de ces protéines contiennent un domaine transmembrannaire (TM) qui favorise
leur association aux membranes. Le groupe des protéines anti-apoptotiques est représenté par Bcl-2, Bdl-
xl, Bel-w, Bel2-Al, Bel-B et Mcl-1. Ces protéines sont constituées de quatre domaines BH. Les protéines
pro-apoptotiques sont classées en deux groupes: celui représenté par les protéines Bax, Bak et Bok,
constituées de trois domaines BH (BH1, BH2 et BH3) et celui des protéines «BH3-only» ne comprenant
que le domaine BH3 tels que Bid, Bad, Bim, Bik, Puma, Bmf, Hrk et Noxa.
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* La famille de Bcl-2

Les protéines de la famille Bcl-2 jouent un role fondamental dans la régulation de
I'apoptose, notamment de la voie intrinseque. Bel-2 a été identifiée en 1984 comme proto-
oncogene dans les lymphomes B folliculaires (Croce et al., 1984). Dans ces lymphomes, la
translocation chromosomique t(14;18)(q23 ;q21) conduit a 'expression constitutive de cette
protéine. Depuis, de nombreux homologues de Bcl-2 ont été identifiés, 'ensemble constituant la
famille Bcl-2. Chez les mammiferes, cette famille est composée d’une vingtaine de membres
caractérisés par la présence d’au moins un des quatre motifs hautement conservés : BH1, BH2,
BH3 et BH4 (Bcl-2 Homology Domain) (Reed et al., 1996). Certains de ces domaines sont
impliqués dans les interactions entre les différents membres de la famille pour former des homo-
ou des hétéro-dimeres. Cette famille de protéine est divisée en trois groupes sur la base de leur
structure, du nombre de motifs BH, et de lactivit¢ fonctionnelle (Youle and Strasser, 2008)

(Figure 30) :

» Les membres anti-apoptotiques sont principalement représentés par Bel-2, Bel-xI., Bel-w,
Al et Mcl-1. Ces protéines possedent des structures trés similaires et comportent (a
I'exception de Al) un domaine C-terminal hydrophobe et transmembranaire (TM). Ce dernier
permet 'ancrage des protéines dans la membrane externe de la mitochondrie ou du réticulum

endoplasmique (RE).

» Les membres pro-apoptotiques «Bax-like» sont représentés par Bax, Bak et Bok. Leur

structure se caractérise par la présence des trois domaines BH1, BH2 et BH3.

» Les membres pro-apoptotiques «BH3 only» sont représentés par Bid, Bad, Bim, Bik,
Puma, Bmf, Hrk et Noxa. Ces protéines sont caractérisées par la présence d’un seul motif

BH, le domaine central BH3, essentiel pour leur fonction pro-apoptotique.

La localisation subcellulaire des différents membres de la famille Bcl-2 varie en fonction de
leur structure et de leur état d’activation. En dehors de toute stimulation apoptotique, certains
comme Bcl-2, Mcl-1, Bak et Bik sont constitutivement présents a la membrane des
mitochondries et/ou du réticulum endoplasmique (RE). Bel-xl et Bel-w sont retrouvées a la fois
dans la membrane mitochondriale et de maniere diffuse dans le cytosol. La protéine Bax est
quant a elle essentiellement cytosolique et se trouve dans une conformation monomérique
fermée. Son domaine C-terminal est alors séquestré par une poche hydrophobique formée par ses
domaines BH1, BH2 et BH3. Lorsque 'apoptose est stimulée, Bax change de conformation et
s'insere dans la membrane externe des mitochondries grace a son domaine C-terminal

(Nechushtan et al., 1999) (Figure 31).

~51~



Stress caspase-8

Mort par apoptose

f

activation des caspases

BH3-only inactifs BH3-only activés

Figure 31: Régulation de ’apoptose par les membres de la famille de Bcl-2. (Schéma extrait d’'un
cours de l'université d’Angers: ad.univ angers.fr/~jaspard/Page2/COURS). En absence de stimuli
apoptotique, la protéine Bax est maitenue sous forme inactive dans le cytoplasme. La protéine Bak est
quant a elle localisée a la mitochondrie ou elle est séquestrée par les protéines anti-apoptotiques. En
réponse a divers stimuli apoptotique, les protéines BH3 only sont activées et relocalisées a la mitochondrie
ou elles vont se fixer sur les protéines anti-apoptotiques et libérer Bax et Bak. Ces dernierers vont pouvoir
former des homodimeres ou des hétérodimeres permettant ainsi le relargage du cytochrome c.
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Plusieurs travaux suggerent que les protéines Bax et Bak sont capables de former des homo ou
hétéro-oligomeres permettant ainsi la formation de canaux dans la membrane externe des
mitochondries et le relargage dans le cytoplasme des molécules pro-apoptotiques nécessaires a
lactivation des caspases. Elles sont donc considérées comme les protéines effectrices de

I'apoptose.

L’activité de Bax et Bak est régulée négativement par les membres anti-apoptotiques de la
famille Bel-2. Leur surexpression protege les cellules en culture contre une grande variété de
stimuli apoptotique (Danial and Korsmeyer, 2004; Strasser et al., 2000). Certaines modifications
post-traductionnelles peuvent réguler leur activité. C’est le cas de Bcl-2 dont les fonctions anti-
apoptotiques peuvent étres modulées par phosphorylation (Blagosklonny, 2001). Néanmoins, les
conséquences de la phosphorylation de Bcl-2 sur son activité anti-apoptotique sont
controversées, certains travaux montrent que Bcl-2 non phosphorylée, exerce une activité anti-
apoptotique (Torcia et al, 2001), alors que d’autres suggerent au contraire, que sa
phosphorylation est nécessaire au maintien de ses propriétés anti-apoptotiques (Ito et al., 1997,

Ruvolo et al.,, 1998).

A Tinverse, les protéines « BH3 only» favorisent I'activation de Bax et de Bak. Deux
mécanismes d’activation ont été proposés. Le modele d’activation directe est basé sur une
association et activation de Bax/Bak par certains « BH3-only » tels que tBid ou Bim. Le modéle
d’activation indirect repose sur I'association et la neutralisation des fonctions des protéines anti-
apoptotiques par les protéines « BH3-only ». En absence de stimuli apoptotique, les protéines
« BH3 only » sont maintenues dans une forme inactive par divers mécanismes. Par exemple, Bim
et Bmf sont séquestrées au niveau du cytosquelette par interaction avec la dynéine. Ces dernieres
sont libérées dans le cytoplasme suite a un signal apoptotique (Puthalakath et al., 1999). La
relocalisation des protéines « BH3 only» a la mitochondrie peut survenir suite a un clivage
activateur. Ainsi le clivage de Bid en tBid par la caspase-8 expose son domaine C-terminal
hydrophobe et permet son insertion dans la membrane mitochondriale (Oh et al., 2005). Des
modifications post-traductionnelles comme la phosphorylation ou la déphosphorylation
permettent également la relocalisation ou l'activation de ces protéines, Ainsi la protéine Bim peut
étre activée par phosphorylation par la kinase JNK (Lei and Davis, 2003). En réponse a une
stimulation apoptotique, la protéine Bad, qui est phosphorylée et séquestrée par la protéine 14-3-
3 est déphosphorylée par des phosphatases telles que la PP2A et la calcineurine ce qui entraine

son activation et sa relocalisation a la mitochondrie. (Chiang et al., 2001; Wang et al., 1999).
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Figure 32 : Structure et fonctions de la famille des IAPs. (Adapté de S J.Rield and Y. Shi, 2004 et
extrait du livre « Le concept de cible en cancérologie » écrit par E. Raymond). La famille des IAP est
constituée de Bruce/Apollon, ILP2, ML-IAP/Livin, la Survivin, NAIP, c¢-IAP1, c-IAP2 et XIAP. Ces
protéines posseédent toutes des domaines BIR (BIR1, BIR2, BIR3) qui leur permettent d’intéragir avec les
caspase. Certaines présentent un domaine RING en C-terminal qui possede une activité E3 ubiquitine
ligase pemettant la poly-ubiquitinylation et la dégradation des caspases par le protéasome. En réponse a un
stress, les IAP peuvent étre inhibées par la protéine SMAC/DIABLO qui est libérée dans le cytoplasme en
méme temps que le cytochrome c.
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* Les inhibiteurs de I'apoptose

La protéine c-FLIP

Plusieurs régulateurs naturels de 'apoptose ont été décrits. L’étape d’initiation de la voie
extrinséque de Papoptose est, par exemple, régulée par la protéine c-FLIP (cellular FLICE
Inhibitoy Protein) (Irmler et al., 1997). En effet, c-FLIP et son homologue viral v-FLIP, sont
capables d’inhiber I'activation des procaspase-8 et 10 par I'intermédiaire de leurs deux domaines
DED. Ces domaines leur permettent d’interagir avec 'adaptateur FADD et avec les procaspase-8
et -10, empéchant ainsi leurs recrutements aux récepteurs de mort (Irmler et al., 1997).0On
distingue trois isoformes de c-FLIP : deux isoformes courtes, c-FLIP, (Short) et c-FLIP, (RAJI)
et une isoforme plus longue c-FLIP, (Long), qui posséde en plus des deux domaines DED, un
domaine équivalent au domaine catalytique de la caspase-8. Cependant, c-FLIP; ne présente pas
d’activité enzymatique (la cystéine catalytique est substituée par une tyrosine) (Djerbi et al., 2001;

Uchida et al., 1999).

Les protéines inhibitrices de I'apoptose (IAP)

Les protéines c-FLIP ne sont pas les seules molécules impliquées dans Iinhibition des
caspases initiatrices. Les protéines de la famille des IAPs (Inhibitor of Apoptosis) peuvent aussi
inhiber l'activité enzymatique des caspases et parfois induire leur dégradation par le protéasome
(Salvesen and Duckett, 2002). Cette famille regroupe huit membres chez I'homme :
NAIP/BIRC1, c-IAP1/BIRC2, c-IAP2/BIRC3, XIAP/BIRCA4, survivin/BIRCS5,
Apollon/Bruce/BIRCG, Livin/ML-IAP/BIRC7 et ILP2/BIRC8 (Figure 32). Ces protéines
possedent toutes des domaines BIR (Baculoviral IAP Repeat) (BIR1, BIR2, BIR3) qui leur
permettent d’interagir avec les caspases (Eckelman et al., 2006). Elles présentent également un
domaine RING (domaine liant le Zn*") en C-terminal qui posséde une activité E3 ubiquitine
ligase a I'origine de la poly-ubiquitinylation et de la dégradation des caspases par le protéasome
(Mortizane et al., 2005; Riedl and Shi, 2004; Shi, 2002). Les IAPs peuvent étre inhibées par les
deux protéines mitochondriales Smac/DIABLO et Omi/HtrA2, qui sont libérées dans le
cytosplasme en méme temps que le cytochrome ¢ au cours de la réponse apoptotique (Figure 32).
Ces deux protéines, en interagissant avec les IAPs inhibent leur capacité a se lier aux caspases, qui

peuvent alors induire 'apoptose (Du et al., 2000; Verhagen et al., 2000; Yang et al., 2003).
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e) Stratégies thérapeutiques ciblant les différents acteurs de ’apoptose en
cancérologie

Plusieurs ¢études ont montré que l'apparition et la croissance des tumeurs ne sont pas
uniquement la conséquence d'une prolifération cellulaire excessive mais sont le résultat d'un
déséquilibre entre la prolifération et la mort cellulaire (Martin and Green, 1995; Reed, 1999). Par
ailleurs, la plupart des stratégies thérapeutiques utilisées en cancérologie, comme la radiothérapie
ou la chimiothérapie, visent a induire 'apoptose des cellules tumorales. La présence d’altérations
au niveau des protéines impliquées dans le controle de 'apoptose peuvent donc modifier la
réponse cellulaire aux agents anticancéreux et rendre les cellules résistantes aux traitements
(Hickman, 1996; Reed, 1995; Schmitt et al., 1997). Cette résistance résulte, dans la plupart des cas,
d’une surexpression de protéines anti-apoptotiques et de linactivation des effecteurs de
I'apoptose. L’activation des voies apoptotiques au sein des cellules cancéreuses constitue donc
une stratégie thérapeutique particulierement attractive. Les différents acteurs précédemment
décrits représentent des cibles potentielles pour induire apoptose des cellules tumorales et ont
fait Pobjet de nombreuses études ces dernicres années, notamment depuis ’émergence des
thérapies ciblées en cancérologie. L’enjeu de ces nouvelles approches consiste a déclencher

sélectivement I’apoptose dans les cellules tumorales sans affecter les cellules saines.

* Cibler les membres de la famille Bcl-2

L’une des premicres molécules ayant fait 'objet d’une tentative thérapeutique ciblant les voies
de I'apoptose en cancérologie est la protéine Bcl-2. Cette approche a été la premiere a étre
développée car cette protéine anti-apoptotique est fréquemment surexprimée dans les cellules
cancéreuses. Ainsi, un oligonucléotide antisens, complémentaire de la séquence des 6 premiers
codons de PARNm de Bcl-2 a été synthétisé. Plusieurs études ont montré que ce composé,
nommé « sodium oblimersen » (Genasense ®), était capable de sensibiliser les cellules tumorales a
I'apoptose induite par divers stimuli 7z vitro. Lefficacité de cette molécule a ensuite été testée lors
d’essais cliniques. Les résultats obtenus en phase III ont montré que oblimersen était bien toléré
mais qu’il ne présentait pas d’activité anti-tumorale directe et ne permettait pas de sensibiliser les
cellules tumorales a la chimiothérapie (Mavromatis and Cheson, 2004; Raffo et al., 2004; Waters
et al., 2000).

Drautres stratégies ont donc été mises en place afin d’inhiber les membres anti-apoptotiques

de la famille de Bcl-2.
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Plusieurs peptides naturels ou de synthese, mimant 'action des protéines « BH3 only », ont
¢té développés. Par exemple, I'antimycine A, un inhibiteur du complexe II de la chaine
respiratoire, a été décrit comme étant capable d’induire la mort cellulaire en se fixant sur Bel-2. 11
a ¢été montré par la suite que des dérivés de I'antimycine A pouvaient également se fixer sur Bcl-
xLL et induire I'apoptose des cellules surexprimant sélectivement cette molécule (Tzung et al.,
2001). De la méme fagon, des études ont montré que la chélérythrine, un alcaloide décrit comme
¢tant un inhibiteur naturel de la protéine kinase C (PKC), était capable de déstabiliser les
complexes Bel-xIL/Bax 7z vitro (Chan et al., 2003). De nombreuses études se sont également
intéressées au gossypol. Ce pigment, retrouvé dans les semences de coton, posseéde de multiples
applications pharmaceutiques (contraceptive, antivirale, antiparasitaire...). Par ailleurs, certains
travaux ont montré que cette molécule inhibait la croissance de nombreuses lignées cellulaires
tumorales 7z vitro. Les propriétés antitumorales du gossypol ont d’abord été attribuées a une
activité anti-mitochondriale, et a I'inhibition du métabolisme énergétique de la cellule. Toutefois,
de récentes études ont montré que ce composé était capable de se fixer et d’inhiber I'activité de
plusieurs membres anti-apoptotiques de la famille de Bcl-2 (Bel-2, Bel-xL et Mcl-1) (Dodou et al.
2005a; Dodou et al., 2005b).

bl

Bien que ces composés naturels soient capables d’induire la mort par apoptose de cellules
tumorales, leur spécificité reste toutefois contestée. En effet, la cytotoxicité induite par ces
molécules n’est pas toujours due a une inhibition spécifique des membres de la famille Bcl-2.
Plusieurs études ont montré que ces composés induisaient également la nécrose, 'autophagie
ainsi que des modifications du métabolisme de la cellule, qui pourraient étre a 'origine des effets
anti-tumoraux observés (Zhang et al., 2007). D’autres peptides plus spécifiques ont par la suite
¢été synthétisés. L'un de ces peptides de synthése mime le domaine BH3 de Bid. Ce composé
induit apoptose de nombreuses lignées cellulaires tumorales et retarde la croissance des tumeurs
chez des souris xénogreffées avec des cellules malignes (leucémie) (Walensky et al., 2004). Une
¢tude a montré que lefficacité de ce composé serait directement lié a sa capacité d’induire
loligomérisation de Bax (Walensky et al., 2000).

Une autre stratégie a consisté a rechercher des molécules organiques capables de se lier a la
poche hydrophobique des protéines anti-apoptotiques, qui correspond a la région ou se fixe le
domaine BH3 des protéines pro-apoptotiques. L'une des molécules les plus prometteuses
identifiée par cette approche, est TABT-737. Ce composé, développé par les laboratoires Abbott,
mime les effets de Bad. 1l se lie 2 Bcl-2, BelxLL et Bcl-w avec une affinité de l'ordre du

nanomolaire (Ki<1 nM) mais n’a pas d’effet sur Mcl-1 et A1 (Oltersdorf et al., 2005).
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ABT-737 induit 'apoptose de cellules primaires humaines issues de lymphomes folliculaires
ainsi que de nombreuses lignées tumorales. De plus, ce composé sensibilise les cellules malignes a
leffet pro-apoptotique de multiples agents cytotoxiques et induit la régression compléete de
tumeurs xénogreffées chez la souris (pour revue: (Labi et al, 2008)). Pour faciliter le
développement de cette molécule en clinique, les laboratoires Abbott ont synthétisé un analogue
d’ABT-737 pouvant étre administré par voie orale, TABT-263 (Navitoclax). L’efficacité de ce
composé est actuellement évaluée en clinique. Plusieurs essais de phase I ont été réalisés sur des
tumeurs solides, notamment dans le cancer du poumon a petite cellules (Gandhi et al., 2011),
mais surtout sur des tumeurs hématologiques. Une étude multicentrique de phase I a été réalisée
entre novembre 2006 et novembre 2009, afin de déterminer la MTD (Maximum Tolerated Dose)
et la DLT (Dose Limiting Toxic effects) d’ABT-263. Plusieurs patients traités antérieurement et
atteints de lymphome B diffus a grandes cellules (DLBCL), de lymphome du manteau (MCL), de
lymphome folliculaire (LF), de leucémie lymphoide chronique (LLC), de lymphome de Hodgkin
ou de lymphome T/NK, ont ainsi recu ABT-263 (Wilson et al., 2010). La principale toxicité
observée, limitant la dose a administrer lors de cet essai, était une thrombopénie réversible des
Parrét du traitement. Les résultats obtenus lors de cette étude sont extrémement prometteurs
(survie sans progression (PFS) de 455 jours chez les patients répondeurs) et des études de phase
II sont en cours pour évaluer efficacité d’ABT-263 seul ou en combinaison avec les traitements
conventionnels (Rudin et al., 2012).

D’autres molécules ayant un mode d’action similaire a celui ’ABT-737 ont été étudiées. Clest
le cas de I'Obatoclax (GX015-070), un pan inhibiteur de la famille de Bcl-2 développé par
GeminX Pharmaceuticals, qui fait 'objet de multiples essais cliniques de phase I et II (O'Brien et
al., 2009; Schimmer et al., 2008). De nombreuses é¢tudes ont montré que ce composé induisait
Iapoptose 7z vitro de multiples lignées cellulaires tumorales, notamment de cancer du poumon, de
MCL, de myélome multiple, de leucémie aigue myéloide et de mélanome (Konopleva et al., 2008;
Li et al., 2008a; Perez-Galan et al., 2007). Des expériences menées 7 vivo ont prouvé I'efficacité de
I’Obatoclax dans de nombreux modeles tumoraux mais ont aussi malheureusement mis en

¢vidence 'existence de toxicités neurologiques associées a ce traitement (Trudel et al., 2007).

* Cibler les récepteurs 2 domaine de mort

Plusieurs agonistes de récepteurs pro-apoptotiques, activant sélectivement la voie

extrinséque, ont également été développés.
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Ainsi, le TNF a-1a recombinant (tasonermine), composé de 3 chaines polypeptidiques de
157 acides aminés, a obtenu une AMM en 1999 pour le traitement des sarcomes des tissus mous
des membres. La tasonermine est administrée, en association avec le melphalan, sous anesthésie
générale en perfusion du membre sicge du sarcome et induit une inhibition directe de la
prolifération des cellules tumorales par effet cytostatique et cytotoxique (Landry and Gies, 2008).

La cytokine TRAIL, qui se fixe sur les récepteurs DR4 et DR5, fait également I'objet de
nombreuses études. En effet, il a été montré que l'injection de TRAIL recombinante soluble
(Dulanermin) induisait la régression de nombreuses tumeurs humaines xénogreffées chez la
souris (Ashkenazi et al., 1999; Pollack et al., 2001). Ce composé a été testé lors d’essais cliniques
de phase I réalisés chez des patients présentant des tumeurs solides avancées. Le premier essai a
montré que le traitement était bien toléré et qu’il induisait une réponse anti-tumorale chez
certains patients atteints de chondrosarcomes (Herbst et al., 2010). Des résultats similaires ont été
obtenus lors d’'un deuxiéme essai de phase I réalisé afin de tester Pefficacité de la cytokine
recombinante en association avec de la chimiothérapie (Paclitaxel et Carboplatine) ou des
thérapies ciblées (Bevacizumab, anticorps monoclonal anti-VEGF) (PCB), chez des patients
atteints de cancers du poumon non a petite cellule (Soria et al., 2010).Plus récemment, une étude
randomisée de phase II a été menée et les résultats obtenus ont montré que I'adjonction de la
cytokine recombinante au PCB n’améliorait pas le pronostic des patients (Soria et al., 2011). Au
cours des dernieres années, la résistance des cellules tumorales au traitement par cette cytokine
recombinante a été largement étudiée.Les résultats ont montré que cette résistance pouvait étre
due a un défaut d’expression de DR4 et DR5 a la surface des cellules tumorales, a la mutation de
ces récepteurs ou a I'expression des récepteurs Dcrl et DcR2 (pour revue : (Mahalingam et al,,
2009)).

Une autre stratégie, consistant a utiliser des anticorps agonistes des récepteurs DR4 et
DR5, a été développée. Depuis quelques années, de nombreux anticorps ont donc été synthétisés
(Feng et al., 2010; Kang et al., 2011; Lee et al., 2012; Nagane et al., 2010). Certains d’entre eux ont
donné des résultats encourageant lors d’études 7z witro ou pré-cliniques et sont actuellement
évalués chez P’homme. C’est le cas du Lexatumumab ou de ’Apomab, deux agonistes de DR5,
qui ont tous deux été testés lors d’essais cliniques de phase I (Plummer et al., 2007). Lors de ces
essais, les deux anticorps ont montré une toxicité hépatique ainsi qu’une activité limitée en
monothérapie. Le développement de ces agonistes de DR5 est maintenant axé sur des approches

combinatoires.
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Des études de phase II réalisées avec le Lexatumumab en association avec du 5-FU, de
I'Irinotécan ou de la doxorubicine ont abouti a des réponses partielles.

Un anticorps monoclonal ciblant DR4, le Mapatumumab, est également testé en clinique.
Les résultats d'esssais de phase I ont montré que ce composé était bien toléré lorsqu’il était utilisé
seul (Hotte et al., 2008; Tolcher et al., 2007) ou en combinaison avec la gemcitabine et le cis-
platine (Mom et al., 2009). Toutefois, le Mapatumab n’a pas montré d’activité anti-tumorale en
monothérapie lors d’essais de phase II. L’efficacité de cet anticorps monoclonal devrait donc étre

prochainement testée en association avec la chimiothérapie (Trarbach et al., 2010).

* Cibler les IAPs

Les IAPs, protéines inhibitrices des caspases, inhibent les voies extrinseque et intrinseque
de I'apoptose et constituent donc une cible particuliecrement intéressante en cancérologie. En
effet, la résistance des cellules cancéreuses aux traitements actuels est liée, au moins en partie, a
une surexpression d’IAPs. Nous avons vu précédemment que les IAP pouvaient étre inhibées par
la protéine mitochondriale SMAC/Diablo, libérée dans le cytoplasme au cours de la réponse
apoptotique. Plusieurs peptides, analogues au domaine N-terminal de SMAC, responsable de la
fixation de cette protéine au domaine BIR des IAPs, ont donc été synthétisés. Ces peptides
empéchent I'interaction des IAPs avec les caspases et sensibilisent les cellules tumorales a divers
stimuli apoptotiques (pour revue : (Fulda and Vucic, 2012)). Une étude a également montré que
'association d’un de ces mimétique de SMAC avec la cytokine recombinante TRAIL permettait
de diminuer significativement la croissance tumorale d’une lignée de gliome xénogreffée chez la
souris (Fulda et al, 2002). Toutefois, ces peptides ne possédent pas les propriétés
pharmacologiques nécessaires a un développement en clinique. Plusieurs travaux ont donc été
menés afin de modifier leur structure dans le but d’améliorer dune part leur propriétés
pharmacologiques et d’autre part leur affinité pour les IAPs (Fulda and Vucic, 2012). Trois pan
antagonistes des IAP sont actuellement testés en clinique : le HGS1029 développé par Aegera
Therapeutics, ’AT-406 développé par Ascenta therapeutics et le TL32711 développé par
Tetralogic pharmaceutical). Les premiers résultats de phase I montrent que ces composés sont
bien tolérés mais on ne dispose pas encore de données concernant leur efficacité anti-tumorale.

La majorité des études réalisées sur les IAP concerne la protéine XIAP, surexprimée dans
de nombreuses lignées cellulaires tumorales ainsi que dans de nombreuses tumeurs humaines

primaires.
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Figure 33: Stratégies thérapeutiques fondées sur I'induction de P’apoptose en cancérologie.
(Adapté de P. Hersey and X D. Zhang, 2001). Plusieurs composés ont été développés afin d’inhiber les
protéines anti-apoptotiques de la famille de Bcl-2. Ainsi, efficacité d’ABT-737 (inhibiteur de Bcl-2, Bel-w
et Bcl-xl), de 'Oblimersen (oligonucléotide antisens dirigé contre Bcl-2) et de I’Obatoclax (pan inhibiteur
de la famille de Bcl-2) sont actuellement évalués lors d’essais cliniques. D’autres molécules ont été
synthétisées afin de diminuer I'activité des inhibiteurs de Papoptose tels que les IAP. Plusieurs antagonistes
des IAP, également appelés « SMAC mimetics », sont actuellement testés en clinique. Enfin, de mutliples
agonistes des récepteurs de mort DR4 et DR5 ont été développés afin d’activer la voie extrinseque de
I'apoptose. Certains anticorps monoclonaux comme le Mapatumumab, le Lexatumumab ou I’Apomab ont
été évalués lors d’essais cliniques.
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La surexpression de cette protéine chez les patients est a 'origine d’une résistance a la
chimiothérapie et a la radiothérapie et est associé a un mauvais pronostic. XIAP constitue donc
une cible tres attractive et plusieurs inhibiteurs de cette protéine ont été développés.

Un inhibiteur de XIAP , le TPI-1396-34, permet d’augmenter I'activité de la caspase-3 et
d’induire 'apoptose de nombreuses lignées cellulaires tumorales 7z vitro. In vivo, ce composé
présente une activité anti-tumorale chez des souris xénogreffées avec une lignée de cancer du
colon (Schimmer et al., 2004). Une autre approche, basée sur l'utilisation d’oligonucléotides
antisens, a été mise en place pour inhiber la protéine XIAP. L’'un de ses oligonucléotides
(AEG351506) est particulicrement efficace puisqu’il permet de diminuer le niveau d’expression de
la protéine XIAP (60 a 80% d’inhibition a 500 nM selon les lignées) et possede une activité anti-
tumorale sur un pannel de lignées (cancers de la prostate, des ovaires, du colon et des poumons)
xénogreffées chez la souris. L’utilisation de ce composé, en combinaison avec le Docetaxel, a
permis d’obtenir des régressions completes dans un modele de souris xénogreffées avec une
lignée cellulaire de cancer de la prostate (LLaCasse et al.,, 2006). Ce composé, développé par
Aegera Therapeutics, a ensuite été évalué chez 'homme lors d’essais cliniques de phase I et II.
Les résultats montrent que cet oligonucléotide antisens est bien toléré et qu’il induit, chez les
patients atteints d’une leucémie aigue myéloide (LAM), une diminution du taux d’ARNm de
XIAP (42 a 100% d’inhibition selon les patients). Cet effet s’accompagne d’une induction de
I'apoptose des cellules souches leucémiques (CD34+, CD38-) chez 5 patients sur 9 traités (Carter
et al., 2011). L’utilisation de ce composé en combinaison avec la chimiothérapie lors d’une étude
de phase I/II non randomisée a permis d’obtenir une régression compléte chez 10 patients
atteints de LAM sur les 11 traités (Schimmer et al.,, 2009). Toutefois, une deuxi¢me étude de
phase II randomisée n’a pas permis de confirmer ces résultats (Schimmer et al., 2011) .

Les différentes stratégies utilisées pour induire 'apoptose dans les cellules cancéreuses

sont résumées sur la figure 33.
LLa seconde partie de ce chapitre est consacré a une autre voie impliquée dans la régulation

de la survie et de la mort cellulaire. Ce mécanisme, appelé autophagie, a également fait 'objet de

nombreuses études en cancérologie.
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Figure 34: Les Différentes formes d’autophagie. (D’aprés N. Mizushima e a/ 2008). La
microautophagie correspond a la pénétration directe, dans les lysosomes, de molécules présentes dans le
cytoplasme apres une invagination de la membrane. La macroautophagie correspond a la séquestration du
matériel cytoplasmique au sein d’une structure présentant une double membrane lipidique nommée
autophagosome. Les autophagosomes fusionnent avec des endosomes ou des lysosomes qui contiennent
des hydrolases. L’hydrolyse de la membrane interne et du contenu des autophagosomes se produit dans
les autolysosomes. Les molécules qui en résultent sont libérées dans le cytoplasme par des perméases
membranaires. La pénétration sélective de protéines peut se faire par 'intermédiaire de chaperonnes telles
que les chaperonnes cytoplasmique hsc73 et lysosomiale hsc70. L’autophagie médiée par les chaperonnes
fait également intervenir la protéine LAMP-2 (Protéine membranaire de type 2A associée au lysosome) qui
permet le transport des protéines cibles du cytoplasme vers le lysosome.
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2. L’autophagie
a) Les différentes formes d’autophagie

L’autophagie est une voie catabolique qui permet de réguler finement ’homéostasie
cellulaire en dégradant et recyclant continuellement les protéines et organites cytoplasmiques. Ce
processus peut ¢tre stimulé en conditions de stress, telles que la carence en nutriments, 'absence
de facteurs de croissance ou I’hypoxie et peut favoriser I'adaptation et la survie cellulaire. Trois
formes d’autophagie ont ¢été¢ décrites: la micro-autophagie, 'autophagie médiée par les

chaperonnes (CMA pour chaperone-mediated autophagy) et la macro-autophagie (Figure 34).

* La micro-autophagie correspond a la pénétration directe dans les lysosomes de molécules

présentes dans le cytosoplasme apres une invagination de la membrane (Mijaljica et al., 2011).

* L’autophagie médiée par les chaperonnes permet I'élimination sélective de protéines

possédant une séquence pentapeptidique cible bien définie (Lys-Phe-Glu-Arg-Gln), en condition
de privation prolongée en nutriments ou de stress oxidatif (Kaushik and Cuervo, 2008). Ces
protéines sont reconnues dans le cytoplasme par la protéine chaperonne hsc-73 puis la protéine
LAMP2A (Lysosomal-associated membrane protein 2A), située au niveau de la membrane
lysosomale, interagit avec le complexe protéine cible/hsc-73. Elle permet le transport dans la
matrice lysosomale de la protéine cible qui sera ensuite prise en charge par une autre chaperonne,

nommée hsc-70, avant d’étre dégradée.

* La macro-autophagie, communément appelée autophagie, est un mécanisme vacuolaire de

dégradation du matériel intracellulaire. La macro-autophagie est la seule forme qui permet de
dégrader massivement des macromolécules et des organites (Cuervo, 2004). Nous étudierons

exclusivement cette forme d’autophagie dans la suite du chapitre.

b) Les différentes étapes de la macro-autophagie

Lors de D'initiation du processus autophagique, les protéines et les organites devant étre
dégradés sont d’abord rassemblés au sein de structures membranaires, les phagophores, qui
fusionnent ensuite par leurs extrémités pour former des structures vacuolaires a double

membrane appelées autophagosomes.
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Figure 35 : Mécanismes impliqués dans la formation des autophagosomes. (Adapté de M J. Czaja,
2011). La phase précoce d’induction (formation de la membrane d’isolation) nécessite la formation du
complexe protéique Bécline-1 (Atg6)/Vps34, une phosophatidylinositol 3-kinase de classe III. Bcl-2 peut
également se fixer sur Bécline-1 et induire, au contraire une inhibition de 'autophagie. En absence de Bcl-
2, la formation du complexe Bécline-1/Vps34 va permettre la production de phosphatidyl inositol 3-
phosphate et entrainer le recrutement du systeme de conjugaison. La formation de I'autophagosome
repose essentiellement sur deux systemes de conjugaison. Le premier conjugué protéique formé est le
complexe Atg5-Atgl2. Il est nécessaire au recrutement du deuxiéme systeme, qui résulte de la conjugaison
en carboxyterminal de la protéine Atg8 (LC3) par la phosphatidyléthanolamine (PEA), au niveau de la
membrane pré-autophagosomale. La protéine Atg4 va ensuite hydrolyser la liaison entre Atg8 et la PEA.
Seule une fraction du complexe Atg8-PEA reste alors associée a la membrane interne de 'autophagosome,
constituant ainsi un marqueur spécifique de cet organite. Une fois arrivé a maturation I’autophagosome
fusionne avec le lysosome pour donner I'autolysosome.
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Ces derniers fusionnent alors avec les lysosomes primaires qui contiennent des enzymes
hydrolytiques. Cette fusion entraine la formation d’autolysosomes, au sein desquels le matériel
cytoplasmique séquestré va étre dégradé par les enzymes lysosomales. Le contenu de la vacuole
est alors recyclé, fournissant ainsi a la cellule une source en énergie et en acides aminés (Kroemer

and Jaattela, 2005; Xie and Klionsky, 2007).

* Protéines impliquées dans la formation de 'autophagosome

La formation des autophagosomes est sous le controle des genes ATG (autophagy related
genes), initialement découverts chez la levure Saccharomyces cerevisae (pour revue: (Codogno,
2004)). Une quinzaine de protéines Atg, pour la plupart conservées de la levure a 'homme, sont
nécessaires a sa biogenese. Ce mécanisme peut étre divisé en plusieurs étapes distinctes (Figure
35).

La phase précoce d’induction (formation de la membrane d’isolation) nécessite la formation
du complexe protéique Bécline-1 (Atg6)/Vps34. Bécline-1 est une protéine de 450 acides aminés
qui possédent quatre domaines: un domaine d’interaction avec Bcl-2 (88-150), un domaine
coiled-coil (150-224), un domaine ECD (evolutionarily-conserved domain, 244-337) et un signal
d’export nucléaire (180-190). Bécline-1 peut donc étre retrouvée dans le cytoplasme ou le noyau
de la cellule. Toutefois, seule la forme cytoplasmique est impliquée dans le processus
d’autophagie (Liang et al., 2001). Elle interagit avec la protéine Vsp34, une phosophatidylinositol
3-kinase de classe III, et son adaptateur Vspl5 par l'intermédiaire de son domaine ECD. Une
autre protéine, nommée UVRAG (pour UV irradiation Resistance-Associated Gene), intervient
également au niveau de ce complexe. UVRAG se lie directement a Bécline-1 par I'intermédiaire
de son domaine coiled-coil, renforcant de ce fait, I'association de cette dernicre avec Vps34
(Pattingre et al., 2008). Par ailleurs, Bcl-2 peut également se fixer sur Bécline-1 et induire, au
contraire une inhibition de 'autophagie. En absence de Bcl-2, la formation du complexe Bécline-
1/UVRAG/Vps34 va permettre la production de phosphatidyl inositol 3-phosphate et entrainer
le recrutement du premier systeme de conjugaison (Atgl2-Atg5). En effet, la formation de
I'autophagosome repose essentiellement sur deux systemes de conjugaison. Le premier conjugué
protéique formé est le complexe Atg5-Atgl2. Ce dernier est nécessaire au recrutement du
deuxiéme systéme, qui résulte de la conjugaison en carboxyterminal de la protéine Atg8 (MAP-
LC3 chez les mammiferes) par la phosphatidyléthanolamine (PEA), au niveau de la membrane
pré-autophagosomale. Le complexe Atg5-Atgl2 est recyclé vers le cytoplasme avant la formation

compléte de Pautophagosome.
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Figure 36 : Structure de la protéine mTOR et des complexes mTORC1 et mTORC2. (D’apres Q.
Yang and K L.Guang, 2007 et A W. Thomson er a/, 2009). mTOR appartient a la famille des
phosphatidylinosithol kinase-related kinase (PIKK). Elle présente, au niveau de son domaine N-terminal,
des motifs répétés HEAT, impliqués dans les interactions protéine-protéine. Elle est constituée de quatre
domaines fonctionnels : un domaine FAT (FRAP, ATM, TRAP) qui permet de réguler son activité kinase,
un domaine FRB (FKBP-Rapamycin Binding site) qui permet la liaison a la rapamycine, un domaine
kinase et un domaine FATC (second domaine FAT situé en C-terminal de la protéine). mTOR est le
centre catalytique de deux complexes multiprotéiques fonctionnellement distincts : mTORCI1 et
mTORC2. mTORCI est connu pour étre sensible a la rapamycine. Dans ce complexe mTOR est associé
a Raptor (Regulatory Associated Protein of mTOR) et mILST8 (mammalian lethal with sec13 protein 8).
mTORC2, est insensible a la rapamycine. Dans ce complexe mTOR interagit avec les protéines Rictor
(rapamycinin sensitive companion of TOR), Sin1 (également appelée MAPKAP1T) et mLSTS.
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La cystéine protéase Atg4 va ensuite hydrolyser Atg8 et la dissocier de la membrane. Seule
une fraction du complexe Atg8-PE reste alors associée a la membrane interne de
l'autophagosome, constituant ainsi un marqueur spécifique de cet organite (Figure 35). Lorsque
I'autophagosome est arrivé a maturation, il fusionne avec le lysosome. Cette fusion passe
fréquemment par I'intermédiaire d’une fusion avec un endosome avant d’aboutir finalement a
l'autophagolysosome. Plusieurs études ont montré que ce mécanisme impliquait les protéines

Rab7 et Vps4 (pour revue : (Eskelinen, 2005))
c) Voies de signalisations impliquées dans la régulation de ’autophagie

L’autophagie est une voie catabolique impliquée dans le maintien de I’homéostasie
cellulaire. De nombreuses voies de signalisation sont donc impliquées dans sa régulation. Ainsi, la
voie PI3K/Akt/mTOR agit en tant que régulateur négatif alors que la voie PKR/elF2a est un

régulateur positif de 'autophagie.

* Régulation de 'autophagie par la voie PI3K/Akt/mTor :

La protéine mTOR (mammalian Target Of Rapamycine), aussi appelée FRAP1 (FKBP12-
Rapamycin-Associated Protein), RAPT (Rapamycin Target) ou SEP (Sirolimus Effector Protein),
est une protéine ubiquitaire de 289 kDa dont le gene est situé sur le chromosome 1p36.2. Cette
sérine thréonine kinase, initialement mise en évidence en 1991 dans la levure Saccharomyces
cerevisiae, possede une structure hautement conservée de la levure au mammifere, avec 95%
d’homologie de séquence entre la souris, le rat et '’homme. Son activité kinase est inhibée
spécifiquement par la rapamycine, une lactone macrocyclique, produite par la bactérie Streptomyces
hygroscopicns qui présente des propriétés antifungiques, antiprolifératives et immunosuppressives
(Heitman et al., 1991). mTor appartient a la famille des phosphatidylinosithol kinase-related
kinase (PIKK) (pour revue : (Bhaskar and Hay, 2007)). Elle présente, au niveau de son domaine
N-terminal, des motifs répétés HEAT (Huntington-Elongation factor 1A-protein phosphatase
2A-A subunit-TOR) qui sont impliqués dans les interactions protéine-protéine. Elle est également
constituée de quatre domaines fonctionnels : un domaine FAT (FRAP, ATM, TRAP) spécifique
des PIKK qui permet de réguler son activité kinase, un domaine FRB (FKBP-Rapamycin Binding
site) qui permet la liaison a la rapamycine, un domaine kinase et un domaine FATC (correspond a

un second domaine FAT situé en C-terminal de la protéine) (Figure 30).
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Figure 37 : Régulations et fonctions cellulaires des complexes mTORC1 et mTORC2. (Adapté de
Whullschleger e al, 2006). La sérine/thréonine kinase mTOR fait partie de deux complexes
fonctionnellement distincts définis par leurs sous-unités spécifiques, Raptor (mTORC1) et Rictor
(mTORC2). Le récepteur de linsuline active PI3K, ce qui entraine I'activation d’Akt. Une fois activé, Akt
phosphoryle et inhibe TSC2, ce qui induit I'activation de Rheb et de mTORC1. mTORCI est la cible de la
rapamycine. Il régule la synthese protéique en phosphorylant 4E-BP et S6K. L’absence d’acides aminés,
I’hypoxie ainsi que de faibles niveaux d’ATP inhibent I'activation de mTORCI en activant TSC2.
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mTOR joue un réle central dans la régulation de la croissance et de la prolifération
cellulaire. En effet, cette protéine régule, par phosphorylation, plusieurs protéines impliquées
dans le contréle de la traduction protéique, de la transcription, de la biogenese des ribosomes et
du cycle cellulaire. Cette protéine kinase est le centre catalytique de deux complexes
multiprotéiques fonctionnellement distincts, conservés chez tous les eucaryotes et nommés
mTORC1 et mTORC2 (pour revue (Julien and Roux, 2010)). Nous nous intéresserons plus

particulierement au complexe mTORC1 qui est impliqué dans la régulation de I'autophagie.

- mTORCI est connu pour étre sensible a la rapamycine. Dans ce complexe mTOR est associé a
Raptor (Regulatory Associated Protein of mTOR) et mLST8 (mammalian lethal with secl3
protein 8) (Figure 36). mTORCI interagit avec Deptor (DEP domaincontaining mTOR-
interacting protein), FKBP38 et PRAS40 (prolinerich Akt substrate of 40 kDa), qui agissent en
tant que régulateurs négatifs du complexe.

Lactivité de mTORCI1 est modulée par les facteurs de croissance, par I’état énergétique
de la cellule et par la disponibilité en nutriments. Ainsi, I'activation de la PI3K par les facteurs de
croissance mene a I'accumulation dans la membrane plasmique de phosphatidylinositol-3,4,5-
triphosphate (PIP3), un phospholipide important pour le recrutement et Pactivation de PDKI1
(Phosphoinositide Dependent Kinase-1) et de la protéine Akt. Une fois activée, Akt phosphoryle
la protéine TSC2 (Tuberous sclerosis 2) ce qui entraine son inactivation. TSC2 forme un
hétérodimere avec la protéine TSC1 et inhibe la protéine Rheb (Ras Homology Enriched in
Brain), une petite GTPase qui, lorsquelle est liée au GTP, interagit avec mTOR et active
spécifiquement la signalisation mTORCI. La phosphorylation de TSC2 par Akt léve donc
Iinhibition que TSC2 exerce sur mTOR via Rheb (Huang and Manning, 2009) (Figure 37).
Lorsque les niveaux énergétiques de la cellule sont faibles, TAMPK (AMP-activated protein
kinase) peut diminuer l'activité de mTORCI1 en activant TSC2 (Inoki et al., 2003; Kimura et al.,
2003). L’hypoxie inhibe également Iactivité de ce complexe par 'intermédiaire d’un mécanisme
impliquant les protéines Redd1 (regulated in development and DNA damage response gene 1) et
Redd2 (Brugarolas et al., 2004). L’inhibition de mTORC1 en réponse a I'hypoxie empéche
l'activation des voies de signalisation induisant la prolifération lorsque les conditions ne sont pas
adéquates pour la croissance cellulaire. A I'inverse, les acides aminés peuvent activer mMTORC1 en
inhibant TSC1 et TSC2 ou en activant directement la GTPase Rheb (Hay and Sonenberg, 2004).
Des travaux ont également montré que les acides aminés pouvaient activer mTORCI1 grice a une

PI3K de classe III nommée hVps34 (human vacuolar protein sorting 34) (Gulati et al., 2008).
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mTORCI est impliqué dans de nombreuses fonctions cellulaires telles que la régulation
de la traduction, la biosynthese des ribosomes ainsi que I'inhibition de I'autophagie. Ce complexe
est un régulateur majeur de la synthése protéique puisqu’il régit la formation du complexe
d’initiation de la traduction elF4F (elongation initiation factor 4F). En effet, mTORCI1
phosphoryle et inhibe les protéines 4E-BP dont l'activité empéche la formation du complexe
elF4F et linitiation de la traduction. Le complexe mTORCI phosphoryle également le motif
hydrophobe de la kinase p70S6K (p70 ribosomal S6 kinase). Lorsqu’elle est activée, p70S6K
phosphoryle plusieurs substrats comme la protéine ribosomale S6, impliquée dans la biogénése
du ribosome. Elle phosphoryle également le facteur elF4B, nécessaire au recrutement des

ribosomes au niveau de PARNm (pour revue : (Ma and Blenis, 2009)).

mTORCI est un régulateur négatif de 'autophagie. En effet, de nombreux travaux ont
montré que la rapamycine, en inhibant mTOR, induit 'autophagie, méme lorsque les cellules sont
dans des conditions riches en nutriments (Noda and Ohsumi, 1998; Paglin et al., 2005). Les
mécanismes a lorigine de linhibition de I'autophagie par mTOR ne sont pas encore bien
caractérisés. Une étude réalisée chez la levure a montré que TOR phosphorylait Atgl3 et
empéchait ainsi la formation du complexe Atgl3/Atgl, essentiel pour le recrutement des
protéines Atg a la membrane d’isolation (Kamada et al., 2000). D’autres travaux ont montré que
la kinase p70S6K pouvait étre impliquée dans ce processus. En effet, une corrélation entre la
phosphorylation de la protéine ribosomale S6 et 'inhibition de 'autophagie a été rapportée dans
des hépatocytes de rat, suggérant ainsi que lactivité de p70S6K était impliquée dans I'inhibition
de lautophagie (Blommaart et al., 1995). Cependant, il a été montré plus récemment chez la
drosophile qu’en I'absence de nutriments, 'activation de cette kinase induisait 'autophagie (Scott

et al., 2004). Le role de la p70S6K dans I'autophagie reste donc tres controversé.

- mTORC2, est quant a lui, insensible a la rapamycine. Dans ce complexe mTOR interagit avec
les protéines Rictor (rapamycininsensitive companion of TOR), Sinl (stress-activated map kinase
interacting protein 1) et mLST8 (Figure 36). mTORC2 s’associe avec Deptor, qui réprime son
activité, ainsi qu’avec PPR5/Protor, dont la fonction demeure inconnue. Ce complexe est
impliqué dans la mise en place du cytosquelette d’actine puisque la diminution de son expression
empéche la polymérisation de 'actine et 'expansion cellulaire (Guertin and Sabatini, 2009). Il est

également capable d’activer Akt par phosphorylation sur son résidu Ser*” (Sarbassov et al., 2006).
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Figure 38 : Induction de ’autophagie par la PKR en réponse a une infection virale. (Adapté de K.
Kirkegaard et al, 2004). La PKR, lorsqu’elle est activée suite a une infection virale, induit sa propre
phosphorylation ainsi que celle de EIF2a. La phosphorylation de EIF2a induit une forme particulicre
d’autophagie, appelée xénophagie, qui contribue aux mécanismes de défense immunitaire en permettant la
dégradation de pathogenes. La PKR active également d’autres voies de signalisation telles que la voie NF-
KB et la voie des MAP kinases qui pourraient favoriser également la mise en place de mécanismes de
défense de la cellule infectée. Par ailleurs, La PKR peut également induire 'apoptose.
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* Régulation de 'autophagie par la voie PKR/elF2a

Contrairement a la voie PI3K/Akt/mTOR, la voie PKR/elF2a exerce une régulation
positive de I'autophagie. Chez la levure, il a été montré que la phosphorylation du facteur
d’initiation de la traduction elFF2a par la kinase GCN2, est essentielle pour Dactivation de
l'autophagie lors de carences en nutriments (Talloczy et al., 2002). Dans les cellules de
mammiferes, c’est la PKR (kinase également impliquée dans la phosphorylation d’elF2a) qui
intervient dans 'induction de P'autophagie (Talloczy et al., 2002). Talloczy e a/ ont notamment
décrit importance de la voie PKR/elF2a dans l'induction de lautophagie suite a linfection
virale par HSV-1 (Figure 38). En effet, Pautophagie contribue aux mécanismes de défense
immunitaire en permettant la dégradation de pathogenes. Ce mécanisme est appelé xénophagie.
Les auteurs ont montré que le virus pouvait s‘opposer a 'autophagie mise en place par la voie
PKR grace a la protéine virale ICP34.5. Cette dernicre permet en effet de recruter une
phosphatase cellulaire qui déphosphoryle elF2o. Ils en ont conclu que 'HSV-1 bloquait la
xénophagie induite par la PKR afin d’éviter la dégradation de ses virions (Talloczy et al., 2002;
Talloczy et al., 20006).

D’autres travaux ont confirmé le réle de la PKR dans I'induction de 'autophagie. La PKR
serait notamment impliquée dans I'induction de I'autophagie observée apres activation de la voie
JNK dans des cellules du pancréas stimulées par les acides gras (Komiya et al., 2010). Une autre
étude a montré que PERK, la PKR localisée dans le RE, induit I'autophagie et I'apoptose dans
des cellules cancéreuses et dans des hépatocytes primaires, a la suite de différents traitements
(Park et al,, 2008a; Park et al., 2008b). L’équipe de Kim s’est intéressée aux mécanismes
permettant d’induire I'autophagie dans des cellules irradiées. Elle a montré, d’une part, que le
stress du RE était impliqué dans ce processus et d’autre part que PERK était essentielle pour

I'induction de I'autophagie dans ces cellules (Kim et al., 2010).
d) Fonctions biologiques de I’autophagie

L’autophagie exerce de multiples fonctions physiologiques au sein de la cellule. Ce
processus permet notamment le maintien de ’homéostasie cellulaire en favorisant le recyclage
d’organites (mitochondrie, peroxisomes, membranes d’origine réticulaire ou golgienne) et de
constituants cytoplasmiques (protéines, glycogeéne, lipides neutres, ARN et ribosomes).

L’¢élimination de mitochondries endommagées ou non fonctionnelles est appelée mitophagie.
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Ce mécanisme permet de limiter la libération d’espéces réactives de 'oxygene (ERO) par
les mitochondries dysfonctionnelles, pouvant étre a origine de 'apoptose ou de la nécrose de la
cellule. Ainsi, la mitophagie est un processus important qui pourrait jouer un role dans I'inhibition

de la mort cellulaire (pour revue : (Wang and Klionsky, 2011)).

Par ailleurs, la production d’ERO par la mitochondrie est impliquée dans le vieillissement.
En effet, ce mécanisme provoque une accumulation d’ADN mitochondrial et favorise la présence
de dommages oxydatifs dans la mitochondrie. Ces phénomenes sont associés au vieillissement
cellulaire et des défauts mitochondriaux sont retrouvés dans certaines maladies liées a l'age
(Wallace, 2005). Plusieurs études ont montré que les EROs, associés aux dommages oxydatifs,
entrainent une modification du potentiel mitochondial et sont essentiels a linduction de
l'autophagie (Chen et al., 2007a; Rodriguez-Enriquez et al., 2004; Scherz-Shouval and Elazar,

2007). Cette voie catabolique permettrait donc également de prévenir le vieillissement cellulaire.

L’autophagie peut également étre stimulée en condition de stress métaboliques tels que la
carence en nutriments, I’absence de facteurs de croissance ou I’hypoxie. Ce processus permet de
dégrader des lipides et des protéines qui ne sont pas essentiels, afin de fournir a la cellule les
acides gras et acides aminés nécessaires pour la synthése de macromolécules et d’ATP.
I’autophagie va ainsi satisfaire les besoins métaboliques de la cellule, lui permettant alors de

s’adapter et de survivre suite a un stress environnemental.

L’autophagie participe également au développement embryonnaire des eucaryotes
inférieurs et supérieurs. L'importance de ce mécanisme a ét¢ montré a I'aide de délétions des
genes Afg, réalisées dans trois organismes différents : S. cerevisiae, Dictyostelinm discoidenm et C.
Elegans (pour revue (Levine and Klionsky, 2004)). Ces expériences ont montré que cette voie
catabolique est impliquée dans la sporulation, un mécanisme nécessaire a la reproduction, chez S.
cerevisiae (Schiumpberger et al., 1997) ainsi que dans le cycle de développement de 'amibe Dictyostelium
discoidenm et du ver C. Elegans. D’autres travaux ont montré que 'autophagie joue également un
role dans le développement précoce de la Drosophile et de la souris. En effet, chez la drosophile,
I'inhibition par ARN interférence (ARNi) du gene DrAUT7T empéche 'activation de I'autophagie
et conduit a la mort de I'insecte durant 'étape de métamorphose (Juhasz et al., 2003). Chez la
souris, I'inactivation par ARNI du gene codant Bécline-1 est responsable d’un arrét précoce du

développement de "embryon qui pourrait étre da a un défaut au niveau de 'endoderme viscéral

(Yue et al., 2003).
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Figure 39: Elimination des streptocoques du groupe A (GAS) et de M Tuberculosis par

autophagie. (D’apres B. Levine, 2005). Les GAS pénetrent dans le cytoplasme de la cellule infectée et

sont séquestrés au sein d’autophagosomes. Ils seront dégradés par les hydrolases présentes dans les

autolysosomes. M Tuberculosis est quant a lui d’abord phagocyté. Plusieurs hypothese ont été émise afin

d’expliquer la séquestration de cette bactérie dans les autophagosomes. Celle-ci pourrait étre due a la

formation d’une membrane d’isolation enveloppant les phagolysosomes ou pourrait étre issue dune

fusion entre un autophagosome et un phagolysosome. Les autophagosomes contenant M Tuberculosis

fusionnent ensuite avec les lysosomes et la bactérie est dégradée.
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L’autophagie constitue un mécanisme de défense cellulaire en permettant la dégradation
de pathogene lors de 'immunité innée. Ce processus permet donc d’éliminer certaines bactéries
intracellulaires comme les streptocoques du groupe A ou la bactérie Mycobacterium tuberculosis
(Nakagawa et al., 2004) (Figure 39). Il protege également les cellules des toxines produites par
certains pathogenes comme Bacillus anthracis (Tan et al, 2009) ou Helicobacter Pilori
(Terebiznik et al., 2009). Toutefois certaines bactéries, comme Shigella flexneri, mettent en place
des stratégies pour échapper a 'autophagie. En effet, cette derniere sécrete un facteur, nommé
IcsB, capable d’inhiber Iinduction de cette voie catabolique. Les bactéries Brucella abortus et
Legionella pneumophila peuvent, quant a elles, inhiber la maturation des autophagosomes en

empéchant leur fusion avec les lysosomes.

Comme indiqué précedemment, lautophagie est également impliquée dans les
mécanismes de défense immunitaire mis en place lors d’infections virales. Ce mécanisme permet
notamment de limiter la réplication virale et confére ainsi une protection a la cellule infectée.
Toutefois les virus ont également développé des stratégies afin d’inhiber I'autophagie ou de la
détourner a leur profit. Nous avons déja vu que le virus HSV-1 est capable de contourner
lautophagie grace a la protéine ICP34.5. Une autre étude a montré que le cytomégalovirus
humain (HCMV) pouvait également prévenir ce processus en inhibant la formation des
autophagosomes dans des fibroblastes primaires humains (Chaumorcel et al., 2008) et en activant
la voie mTOR. Le virus du sarcome de Kaposi (Kaposi’s sarcomaassociated herpesvirus, KSHV)
et le virus murin y-herpes-68 (yHV-68) codent pour une protéine homologue de Bcl-2 (viral Bel-
2, vBcl-2). Ces protéines virales, tout comme la protéine Bcl-2 cellulaire, interagissent directement
avec Bécline-1, permettant ainsi d’inhiber 'autophagie (Ku et al., 2008; Sinha et al., 2008). A
linverse certains herpesvirus peuvent induire l'autophagie. Les travaux de Lee et Sugden
montrent que la protéine LMP-1 de 'EBV peut induire Pautophagie afin de réguler son
expression (Lee and Sugden, 2008). Lorsque le niveau de LMP-1 est faible, les cellules présentent
un grand nombre d’autophagosomes et se trouvent dans un état d’autophagie précoce. En
revanche, lorsque le niveau de LMP-1 est élevé, il y a accumulation d’autolysosomes. Par ailleurs,
lorsque l'autophagie est inhibée, suite a une diminution de 'expression de Bécline-1 et Atg7 par
siARN, la LMP-1 s’accumule, produisant ainsi un arrét de croissance cellulaire et une diminution
de la survie. Il semblerait donc que I'autophagie soit nécessaire a la régulation de I'expression de
la LMP-1 dont le niveau est déterminant pour la survie optimale et la prolifération des cellules

infectées par EBV.
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Une autre étude a montré que le VZV, un membre de la sous famille alpha des

herpésvirus, induit 'autophagie par un mécanisme qui reste inconnu a ce jour (Takahashi et al,,

2009).

L’autophagie semble également étre impliquée dans I'immunité acquise. Le groupe de
Munz a montré en 2005, que la protéine EBNA-1 d’EBV pouvait étre transférée dans des
autophagosomes et présentée sur des molécules du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH)
de classe II (Paludan et al., 2005). Il est pourtant admis que les molécules du CMH de classe 11
présentent les antigénes extracellulaires dégradés par les lysosomes et que les molécules de CMH
de classe I présentent des antigenes cytoplasmiques et nucléaires dégradés par le protéasome. Les
travaux du groupe de Munz montrent donc que 'autophagie permet d’aller a 'encontre des lois
fondamentales de la présentation antigénique en autorisant la présentation de protéines virales

endogenes sur des molécules du CMH de classe 11

L’autophagie est donc fortement impliquée au sein de nombreuses fonctions
physiologiques fondamentales pour la cellule. Sa dérégulation est associée a plusieurs pathologies

neurodégénératives, inflammatoires ou malignes.

e) Pathologies associées a ’autophagie

L’autophagie est impliquée dans plusieurs maladies neurodégénératives telles que la
maladie de Parkinson, d’Alzheimer et de Huntington. Ces maladies sont caractérisées par la
présence d’une accumulation de protéines intracytoplasmiques mutées ou toxiques qui s’agregent
dans les neurones, conduisant ainsi a la mort de ces cellules nerveuses. On distingue ainsi la

présence d’agrégats d’o—synucléine pour la maladie de Parkinson, d’agrégats de polyglutamine

pour la maladie de Huntington et d’agrégats de -amyloide et de protéine Tau dans le cas de la
maladie d’Alzheimer. En condition normale, 'autophagie permet I’élimination de ces agrégats qui
nuisent au fonctionnement des neurones. Chez les malades, un défaut d’exécution de 'autophagie
serait a 'origine de la neurotoxicité observée. En effet, une accumulation d’autophagosomes, due
a une inhibition de leur fusion avec les lysosomes, est observée dans le cerveau des patients
atteints de maladies neurodégénératives (pour revue: (Cheung and Ip, 2011)). Il a été montré,
dans le cas de la maladie de Huntington, qu’un traitement par la rapamycine diminue cette

agrégation de protéines ainsi que la toxicité neuronale associée (Ravikumar et al., 2004).
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Figure 40 : Implication de P’autophagie dans la maladie de Crohn. (Adapté de T. Yano and S.
Kurata, 2009 et de CR. Homer, 2010). (a) Les cellules de Paneth, présentes au niveau des villosités
intestinales, contiennent des granules capables de sécréter des peptides anti-microbiens. (b) Les récepteurs
cytoplasmiques Nodl et Nod2 induisent I'autophagie lors d’une infection microbienne en interagissant
avec ATG16L1 au site d’entrée des bactéries, permettant ainsi de séquestrer ces pathogenes au sein des

autophagosomes. Le défaut d’autophagie au niveau des cellules de Paneth est associé a une diminution du

nombre de granules et a une production massive d’ILf-1, favorisant ainsi I'inflammation intestinale.
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Un défaut d’autophagie peut également étre responsable d’atrophies musculaires et de
myopathies. Les muscles cardiaques et squelettiques sont des tissus qui ont la capacité¢ de
s’adapter et de se remodeler en condition de stress. L’autophagie semble impliquée dans ce
processus en permettant notamment 1’élimination de produits toxiques (ERO) générés dans les
cellules musculaires en condition cataboliques, lors d’un exercice physique par exemple. De
nombreux autophagosomes ont été retrouvés dans les muscles des patients atteints de
dystrophies musculaires et de myopathies. Il a donc été suggéré qu'un défaut de maturation de
ces derniers pourrait contribuer a I'apparition de ces maladies (Malicdan et al., 2008; Pasquali et
al., 2010). Toutefois, le réle de I'autophagie dans ces pathologies n’est pas clairement établi et on
ne sait toujours pas si ce processus fait partie des mécanismes inducteurs de la dégénérescence
musculaire ou est au contraire promoteur de leur survie. Une étude réalisée iz vivo a récemment
montré que le traitement de souris atteintes de dystrophie musculaire par la rapamycine
augmentait la mort neuronale favorisant ainsi la dégénérescence musculaire et la progression de la
maladie. Ces données suggerent donc que I'autophagie semble étre un mécanisme protecteur et

que son inhibition contribue a la mort par apoptose des neurones (Zhang et al., 2011).

L’autophagie est également impliquée dans certaines pathologies inflaimmatoires comme
la maladie de Crohn (MC), une maladie inflammatoire chronique de lintestin. En effet, une
centaine de genes de susceptibilité aux maladies inflammatoires chroniques intestinales (MICI)
ont été identifiés, notamment par la cartographie d'é¢tudes d'association sur le génome entier
(Whole Genome Association Studies, WGA). Un polymorphisme au niveau des genes ATGT61.1,
un gene impliqué dans I'autophagie, et NodZ a ainsi été retrouvé chez les patients atteints de MC.
Une étude publiée en 2009 a montré que, les récepteurs cytoplasmiques Nod1 et Nod2 induisent
I'autophagie lors d’une infection microbienne en interagissant avec ATG106L1 au site d’entrée des
bactéries, permettant ainsi de séquestrer ces pathogenes au sein des autophagosomes (Figure 40).
Dans les cellules homozygotes pour la mutation de Nod2 associée a la MC, la formation
d’autophagosomes dirigés contre les bactéries intracellulaires est diminuée. Ces résultats
suggerent que la dérégulaton de la voie Nod2/ATGI16L1, impliquée dans linduction de
l'autophagie, pourrait favoriser la survenue de la MC (Travassos et al., 2010). De plus, un travail
récent a montré que la baisse d’expression du gene ATGT6LT affecte la fonction anti-
microbienne des cellules de Paneth dans 'intestin de souris (Cadwell et al., 2008) (Figure 40). Ces
résultats sont tres intéressants puisque des altérations similaires au niveau de ces cellules ont été

observées dans des biopsies d’intestin de patients atteints de MC (Cadwell et al., 2008).
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Ces données suggerent fortement un défaut d’autophagie dans cette pathologie dont les
conséquences sont, d’'une part, 'absence d’élimination des bactéries qui ont été internalisées dans
les cellules épithéliales de I'intestin et, d’autre part, I'altération des fonctions antimicrobiennes des

cellules de Paneth, conduisant ainsi a la présence d’une réaction inflammatoire.

Il existe également une relation étroite entre 'autophagie et la progression tumorale. Les
premicres observations suspectant un role de I'autophagie dans le cancer ont été réalisées il y a
environ 30 ans et ont montré que les cellules cancéreuses présentaient en général une capacité
autophagique plus réduite que les cellules normales (pour revue : (Levine, 2007)). Les nombreux
travaux effectués depuis ont permis de renforcer ce lien, notamment suite a la découverte du
controle moléculaire de I'autophagie par des geénes suppresseurs de tumeurs et des oncogenes
(pour revue : (Lorin et al., 2008)). Toutefois, le role de I'autophagie dans le cancer reste encore
tres controversé et dépend des modeles et des systemes utilisés. Certaines études ont montré que
ce processus pouvait avoir un role de suppresseur de tumeur, notamment grace a son implication
dans la prévention des dommages induits a FADN. En effet, des travaux réalisées dans des
conditions de stress métabolique ont montré que I'inhibition de 'autophagie (par inactivation des
genes Bécline-1 et atg5) augmente les dommages a PADN ainsi que I'instabilité chromosomique des
cellules, provoquant ainsi une amplification génique et une accélération de la progression
tumorale. D’autres études ont montré que des délétions monoalléliques du gene codant pour
Bécline-1 sont fréquemment observées dans des tumeurs du sein, de 'ovaire et de la prostate (40
a 70 % des cas) (Aita et al., 1999; Gao et al., 1995; Russell et al., 1990). De plus, la réintroduction
du geéne codant pour Bécline-1 dans des cellules de tumeurs mammaires restaure leur capacité
autophagique et inhibe leur pouvoir tumoral (Liang et al., 1999). Enfin, des expériences réalisées
in vivo ont montré que I'invalidation mono-allélique du géne codant pour Bécline-1 chez la souris
conduit au développement spontané de tumeurs dans plusieurs tissus (Yue et al., 2003). Ces
résultats suggerent que Bécline-1 pourrait étre considérée comme un suppresseur de tumeur et

que la diminution de son activité contribuerait au développement de cancers.

Bien que ces nombreuses études plaident en faveur du role suppresseur de tumeur de
lautophagie, d’autres données de la littérature montrent que l'autophagie peut également
participer a progression tumorale et a la résistance des cellules malignes a I'apoptose. C’est
notamment le cas des cellules tumorales exposées a des situations de stress métabolique. Les
tumeurs solides subissent fréquemment ce genre de stress du fait de leur faible vascularisation qui

limite 'apport en nutriments et en oxygene.
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Le groupe de E. White a récemment montré, dans des modéles 7z vivo, que 'autophagie
agit comme un mécanisme de survie des cellules tumorales localisées dans des régions
hypoxiques, en permettant le maintien du métabolisme et de I’énergie nécessaire a leur survie
(Mathew et al., 2009). Ainsi Pautophagie pourrait avoir un double role dans la progression
tumorale. Dans les phases précoces, elle permettrait de restreindre la progression tumorale en
limitant la prolifération cellulaire et les dommages a PADN. En revanche, lorsque la tumeur est
¢tablie mais que sa vascularisation est encore restreinte, elle favoriserait, au contraire, la survie

des cellules tumorales.

f) Stratégies thérapeutiques fondées sur Pautophagie en cancérologie

Le r6le de lautophagie a également été évalué dans le contexte des thérapies
anticancéreuses. De nombreux traitements tels que le tamoxifene, la rapamycine, les analogues de
la vitamine D ou I’étoposide, induisent 'autophagie dans les cellules tumorales. De multiples
¢tudes ont montré que, selon le contexte cellulaire et le traitement utilisé, 'autophagie induite par
ces traitements pourrait favoriser la mort des cellules ou, au contraire, jouer un role
cytoprotecteur (pour revue: (Moretti et al., 2007)). Ainsi, une étude, réalisée chez des souris
présentant des lymphomes induits par la surexpression de 'oncogene ¢-Mpys, a montré que la
résistance de certaines cellules a 'apoptose induite par p53 ou par des agents alkylants était due a
une induction de 'autophagie. Les auteurs ont également montré que I'inhibition de I'autophagie,
par un agent chimique comme la chloroquine, qui inhibe la fusion entre les autophagosomes et
les lysosomes, ou par des ARN interférents dirigés contre le gene .A#g5, sensibilisait
considérablement ces cellules a 'apoptose (Amaravadi et al., 2007). L’efficacité des composés
capables d’inhiber 'autophagie comme la chloroquine ou la 3-méthyladénine est donc évaluée en
cancérologie, en particulier lorsque cette voie catabolique constitue un mécanisme de résistance
des cellules tumorales. De nombreuses études visent donc a tester le potentiel thérapeutique
d’une association entre un traitement anti-cancéreux et un inhibiteur de autophagie (Livesey et
al., 2009).

A Pinverse, des travaux réalisés dans des cellules de carcinomes mammaires ont montré
que certains agents utilisés en chimiothérapie comme le tamoxiféne et la vitamine D, peuvent
induire une mort de type autophagique, indépendante des caspases (Hoyer-Hansen et al., 2005;
Hwang et al., 2010). Certains composés ciblant 'apoptose, comme ABT-737 induisent également
lautophagie dans différentes lignées de cellules tumorales, en déstabilisant notamment
I'interaction inhibitrice entre le domaine BH3 de Bécline-1 et la protéine Bcl-2 (Malik et al.,

2011).

~71~



Introduction - Partie B - Voies impliquées dans la régulation de la mort cellulaire

Ainsi, les différents inhibiteurs des membres anti-apoptotiques de la famille de Bcl-2
peuvent induire simultanément 'apoptose et I'autophagie au sein des cellules, soulignant ainsi la

présence de mécanismes communs dans la régulation de ces deux voies.

3. Mécanismes communs de régulation de Pautophagie et de
Papoptose

Une des particularités de 'autophagie tient au fait que ce mécanisme cytoprotecteur peut
étre également impliqué dans la mort cellulaire. Cette mort autophagique est indépendante de la
voie des caspases et est caractérisée par une accumulation de vacuoles d’autophagie dans la
cellule. Elle intervient principalement au cours du développement embryonnaire des organismes
pluricellulaires mais peut ¢également survenir en réponse a un stress ou dans un contexte
pathologique. La distinction entre les deux types de mort, par apoptose (type 1) ou par
autophagie (type 2), n’est pas toujours bien définie puisque I'autophagie peut contribuer dans
certaines circonstances au déclenchement de 'apoptose. En effet, certains travaux ont montré
que I'autophagie est impliquée dans la mort cellulaire lorsque les cellules présentent un défaut
d’apoptose. Une étude, publiée dans Science en 2004, a proposé un modele selon lequel
inactivation de la caspase 8, par I'inhibiteur de caspase z-VAD, induisait une mort autophagique
dépendante des protéines Atg7 et Bécline-1, par Iintermédiaire d’une voie de signalisation
impliquant les MAPKinases JNK, c-Jun, MKK?7 et la protéine RIP (Yu et al., 2004). Des résultats
similaires ont été obtenus la méme année lors d’une étude réalisée sur des fibroblastes Bax/Bak”"
traités par I’étoposide ou la staurosporine. En effet, les auteurs ont montré que ce traitement
induit la mort autophagique de ces cellules par l'intermédiaire des protéines Atg5 et Bécline-1
(Shimizu et al., 2004). Toutefois, la notion de mort autophagique reste controversée, notamment
dans le cadre des traitements anti-cancéreux. Le groupe de G. Kroemer a récemment réalisé une
¢tude sur 1400 composés et a montré que certains d’entre eux induisaient bien 'autophagie dans
les cellules tumorales mais que ce phénomeéne ne conduisait jamais a la mort des cellules (Shen et
al., 2012).

Ces résultats apparemment contradictoires peuvent s’expliquer par la difficulté qui peut
exister pour distinguer l'apoptose de la mort autophagique. En effet, des caractéristiques
apoptotiques et autophagiques peuvent ¢tre retrouvées au sein d'une méme cellule. De plus, la
présence de vacuoles autophagiques est fréquemment observée dans les cellules apoptotiques. De
méme, certains acteurs de apoptose sont également impliqués dans la régulation de 'autophagie,

ce qui renforce le lien étroit existant entre ces deux voies cataboliques.
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Figure 41: Réle des protéines « BH3 only » dans la relation entre Bcl-2 et Bécline-1. (Adapté de
Maiuti e al, 2007). Lorsque les protéines Bel-2/Bcl-xL sont liées a Bécline-1, 'autophagie ne peut pas
avoir lieue. La fixation des protéines « BH3 only » ou des « BH3 mimetics » sur Bcl-2/Bcl-xL. permet de
libérer Bécline-1 et d’induire 'autophagie.
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Plusieurs études ont montré que I'apoptose et 'autophagie peuvent étre induites par les
mémes stimuli tels que les EROs, le céramide, la concentration intracellulaire en calcium, le
TNFa, la cytokine TRAIL ou la formation du complexe FADD (Mills et al., 2004; Prins et al.,
1998; Scarlatti et al., 2004; Thorburn et al., 2005). Parmi les acteurs communs aux deux
mécanismes, on distingue la protéine p62 qui est fortement impliquée dans la dégradation
sélective de nombreuses protéines par autophagie. Cette dernicre interagit également avec
plusieurs protéines qui contribuent a la mort de la cellule par apoptose comme TRAFO, la kinase
ERK ou la caspase-8 (pour revue (Moscat and Diaz-Meco, 2009). Le lien entre la caspase-8 et
P02 est particuliecrement complexe puisqu’il a été montré, d’'une part, que p62 joue un réle crucial
dans Pactivation de la caspase-8 et d’autre part, que la caspase-8 induit le clivage de p62 en
réponse a 'activation des récepteurs a domaines de mort. De plus, une étude récente a montré
que la caspase-8 pouvait étre dégradée par autophagie (Hou et al., 2010). Ces deux protéines
pourraient donc contribuer a maintenir un équilibre entre autophagie et apoptose dans la cellule,
pouvant étre rompu en cas de stress.

Nous avons précédemment décrit 'existence d’une interaction entre les protéines anti-
apoptotique Bcl-2 et Bel-xL et le domaine BH3 de Bécline-1 (Pattingre et al.,, 2005). Cette
interaction empéche I'activation de 'autophagie et constitue donc un point de controle important
permettant a la cellule de s’orienter vers la mort ou la survie. En revanche, Bécline-1 n’interagit
pas avec les protéines pro-apoptotiques de la famille de Bcl-2 telles que Bax ou Bak (Erlich et al.,
2007). Néanmoins, les protéines pro-apoptotiques « BH3 only» intéragissent avec Bcl-2,
permettant ainsi de libérer Bécline-1 (Figure 41). L’effet exercé par Bcl-2 sur la régulation de
lautophagie et de I'apoptose dépend de sa localisation cellulaire et de son état de
phosphorylation. En effet, la protéine Bcl-2 jouerait un role anti-apoptotique lorsqu’elle est
localisée a la mitochondrie et inhiberait plutot 'autophagie lorsqu’elle est située au niveau du RE
(Rojas-Rivera et al., 2010). De plus, certains travaux ont montré que la protéine JNK est capable
de phosphoryler Bcl-2 au niveau de son domaine BH3 et de déstabiliser son interaction avec

Bécline-1, permettant ainsi 'induction de I'autophagie.

Wei et al ont proposé un modele de régulation de P'activité de Bcl-2 qui dépendrait de son
¢tat de phosphorylation. Selon ces auteurs, la carence en nutriments induirait la phosphorylation
de Bcl-2 par JNK, entrainant sa dissociation de Bécline-1 et linduction de I'autophagie.
Cependant, lorsque cette carence est prolongée, la phosphorylation de Bcl-2 survient au niveau

de plusieurs sites, ce qui permet la libération de Bax et I'induction de I'apoptose (Wei et al., 2008).
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Figure 42 : Apoptose induite par le clivage de Bécline-1 et d’Atg5. (Adapté de C. Gordy and C-W.
He, 2011). Bécline-1 est un substrat de la caspase-3. Cette caspase effectrice de 'apoptose clive Bédine-1
en 2 fragments, rendant alors impossible son interaction avec Vps34, nécessaire a linduction de
lautophagie. De plus, le fragment C-terminal de Bécline-1 (CT), généré apres clivage, est relocalisé a la
mitochondrie et favorise la libération de cytochrome c. La protéine Atg5 joue également un double réle
dans I'autophagie et I'apoptose. En effet, le clivage de cette protéine par la calpaine va permettre sa
relocalisation du cytoplasme vers la mitochondrie, ou elle interagit avec Bcl-xL, induisant ainsi la voie
intrinseque de 'apoptose
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Figure 43 : Apoptose extrinséque induite par Atg3 et la forme clivée d’Atg5. (Adapté de C. Gordy
and C-W. He, 2011). Certaines protéines impliquées dans l'apoptose peuvent réguler négativement
lautophagie. C’est le cas de la protéine c-FLIP et de son homologue viral (v-FLIP) qui peuvent inhiber
l'autophagie induite par un traitement avec la rapamycine en empéchant la conjugaison entre LC3 et Atg3.
A linverse, le clivage d’Atg5 par la calpaine favorise sont interaction avec le complexe FADD et induit

une mort autophagique apres traitement avec PIFNYy.
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La protéine NAF-1 (Nutrient deprivation-autophagy factorl) a récemment été décrite
comme étant nécessaire a l'inhibition de lautophagie médiée par Bcl-2. Cette derniere est
localisée au niveau du RE, elle ne présente pas de domaine BH3 mais interagit directement avec

Bcl-2 afin de stabiliser le complexe formé avec Bécline-1.

Une étude a montré que Bécline-1 est également un substrat de la caspase-3. Cette
caspase effectrice de I'apoptose clive la protéine Bécline-1 en 2 fragments (N-terminal et C-
terminal), rendant impossible son interaction avec Vps34 nécessaire a 'induction de I'autophagie
(Djavaheri-Mergny et al., 2010). De plus, cette étude a montré que le fragment C-terminal de
Bécline-1, généré apres clivage, est relocalisé a la mitochondrie et favorise la libération de

cytochrome ¢ (Figure 42).

La protéine Atgb joue également un double role dans I'autophagie et 'apoptose. En effet,
le clivage de cette protéine par la calpaine va permettre sa relocalisation du cytoplasme vers la
mitochondrie, ou elle interagit avec Bcl-xL, induisant ainsi la voie intrinseque de 'apoptose
(Youseti et al., 2000) (Figure 42). Une autre ¢tude a montré que le clivage d’Atg5 par la calpaine

favorise sont interaction avec le complexe FADD et induit une mort autophagique apres

traitement avec 'IFNy (Pyo et al., 2005) (Figure 43).

En 2009, I’équipe de Lee ¢f a/ a montré que la protéine c-FLIP et son homologue viral (v-
FLIP) pouvait inhiber "'autophagie induite par un traitement avec la rapamycine en empéchant la

conjugaison entre LC3 et Atg3 (Lee et al,, 2009) (Figure 43).

Certains suppresseurs de tumeurs comme DAPKI1 (Death Associated Protein kinase) et
p53 sont impliqués dans la régulation de apoptose et de I'autophagie. La protéine DAPK est
capable de phosphoryler Bécline-1 au niveau de son domaine BH3 et de libérer cette dernic¢re de
son interaction inhibitrice avec Bcl-2 et Bel-xL. (Zalckvar et al., 2009). Le r6le de P53 dans la

régulation de I'apoptose et de autophagie fait 'objet du chapitre suivant.
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C. Le suppresseur de tumeur p53

1. Généralités
a) Historique

La protéine p53 a été découverte de maniere simultanée par trois équipes (Equipes de L.
Crawford, A. Levine et P. May) en 1979, lors d’études menées sur le pouvoir oncogénique de
lantigene T du virus SV40 (Simien Virus 40). Les expériences de co-immunoprécipitation
réalisées a cette époque montraient que cet antigene interagissait avec une protéine cellulaire de
53 kDa qui fut donc appelée p53 (Kress et al., 1979; Lane and Crawford, 1979; Linzer and
Levine, 1979). P53 a d’abord été considérée comme un oncogene car une surexpression de cette
protéine était observée dans de nombreuses cellules transformées (Eliyahu et al., 1984; Rotter et
al., 1983). Ce n’est que quelques années plus tard que son role de régulateur négatif de la
prolifération cellulaire a pu étre mis en évidence. En effet, la plupart des travaux attribuant un
pouvoir oncogénique a p53 avait été effectués a partir de cellules présentant une p53 mutée. Ce
n’est donc qu’en 1989 que la protéine p53 a été intégrée a la famille des « suppresseurs de
tumeurs » (Levine, 1989). Cette notion a ensuite été confirmée par plusieurs études effectués 7z
vivo qui ont montré que I'invalidation des deux alleles du gene TP53 chez la souris induisait une
susceptibilité a développer des tumeurs (Harvey et al., 1993). De nombreux travaux ont par la
suite révélé que cette protéine, induite en réponse a un stress, est un facteur de transcription dont
la fonction est de protéger I'intégrité du génome en activant des voies de signalisation conduisant
a larret de cycle cellulaire ou, en cas de lésions plus importantes de PADN, a Tentrée en

apoptose. P53 a été qualifiée a ce titre, de « gardien du génome » en 1992 (Lane, 1992).

Son activité est principalement régulée par la protéine MDM2, dont il a été montré pour la
premicre fois en 1992 qu’elle pouvait former des complexes avec p53, inhibant ainsi son activité

transactivatrice (Momand et al., 1992).

b) Structure du géne et motifs de la protéine

Le gene TP53, qui code la protéine p53, est localisé sur le bras court du chromosome 17
(17p13). Ce gene est particuliecrement conservé au cours de I’évolution. Il s’étend sur 23 kb et

contient 11 exons et 10 introns. I’expression de p53 est constitutive et ubiquitaire.
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Figure 44 : Structure de la protéine p53. (Extrait de V. Leblanc et P. May, 2002). La protéine p53 est
composée de 193 acides aminés. Elle comprend un domaine acide de transactivation (acides aminés 1 a
42), un domaine PxxP riche en Proline (acides aminés 63 a 92), un domaine central de liaison a PADN
(acides aminés 102 a 292), un domaine de tétramérisation (acides aminés 335 a 350), et un domaine C-
terminal de régulation négative de la liaison spécifique a PADN (acides aminés 363 a 393). Les acides
aminés 300 a 323 et 323 a 351 correspondent a la séquence de localisation nucléaire (NLS) et d’export
nucléaire (NES) respectivement.
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P53 humaine est une phosphoprotéine de 393 acides aminés, constituée de 5 domaines
structuraux hautement conservés (notés de I a V). Le domaine I se situe au niveau de la partie N-
terminale de la protéine alors que les domaines II a V se trouvent dans région centrale de p53.
Son organisation en domaines fonctionnels est caractéristique de celle dun facteur de

transcription (Figure 44):

> La région N-terminale (résidus 1-101) de p53 contient deux domaines de
transactivation (résidus 20-42 et 43-63) qui permettent de recruter les protéines impliquées dans
la machinerie transcriptionnelle. Parmi ces protéines, on distingue la sous-unit¢ TBP (TATA
binding protein), les protéines TAFII40 et TAFII60 (TBP-Associated Factors) et le facteur de
transcription TFIID. Certaines protéines, telles que MDM2 (Michael and Oren, 2003), ou
lantigene viral E1B de I'adénovirus (Yew and Berk, 1992), répriment lactivité de p53 en
interagissant avec ces domaines de transactivation. La région comprenant les résidus 61-94
constitue un domaine fonctionnel qui semble nécessaire pour permettre a la protéine E8 du virus

papilloma humain de cibler et de dégrader p53 (Li and Coffino, 1990).

La région N-terminale contient également une région riche en proline, (entre les résidus 63 et
92) constituée d’une répétition de cing copies du motif « PXXP », qui correspond a un site de
fixation pour les protéines contenant un domaine SH3 (Src-homology 3). Ainsi, le cofacteur
transcriptionnel p300, en interagissant avec ce domaine, controle I'acétylation de la partie C-
terminale de p53 ce qui permet la stimulation de son activité transcriptionnelle (Dornan et al.,

2003).

> La région centrale (résidus 102 a 292) comporte le domaine de liaison a PADN. P53 se
fixe spécifiquement a une séquence consensus composées de deux motifs de 10 paires de bases
[5’-Pu.Pu.Pu.C.(A/T) (A/T).G.Py.Py.Py-3’, (Pu=A/G, Py=T/C)] (Bourdon et al., 1997). Cet
¢lément de réponse est retrouvé dans tous les genes cibles de p53. La plupart des mutations
ponctuelles de la protéine identifiées dans les cellules tumorales, se trouve dans la région centrale
de p53, majoritairement au niveau des quatre domaines conservés (II a V). Ces mutations

inhibent la fixation de la p53 a son élément de réponse.

L’analyse cristallographique de la région centrale a permis de mieux caractériser
I'interaction entre p53 et PADN. Ces études ont montré que le domaine de fixation est composé
d’'une armature de feuillets B qui supportent un ensemble de boucles et d’hélices flexibles,
stabilisées par un ion Zn*" (Cho et al.,, 1994). La capture de ce métal par un agent chélateur

provoque un changement conformationnel et inhibe la fixation de la protéine sur PADN

(Hainaut and Milner, 1993).
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Ces travaux ont également montré que les domaines hautement conservés IV et V de p53
interagissent directement avec les petits et grands sillons de PADN, alors que les domaines moins
conservés sont impliqués dans le maintien de la structure tertiaire de la protéine. De plus, la
région centrale de p53 possede une activité 3’-5” exo-nucléase qui lui permet de dégrader TADN

selon une polarité bien définie (Janus et al., 1999).

»  Larégion C-terminale (résidus 293-393) contient trois domaines distincts (Figure 44) :

* un domaine de tétramérisation (résidus 335-350), permettant a p53 de s’oligomériser et de se
lier a PADN avec une affinité optimale (Stenger et al., 1994). Un signal d’export nucléaire (NES2)
est également localisé dans ce domaine de tétramérisation (résidus 323- 351)

* trois signaux de localisation nucléaires (NLS) (résidus 300-323, 370-376 puis 380-380)

* un domaine de régulation négative de lactivité transcriptionnelle (résidus 363-393) de p53.
Cette région interagit avec ’ADN de maniere non spécifique (indépendamment de la séquence
consensus). La fixation spécifique sur PADN via la partie centrale induirait une forme active de
p53, alors que sa liaison non spécifique a TADN par lintermédiaire de la partie C-terminale,
induirait une forme inactive (Bayle et al., 1995). D’autres études ont cependant montré que la
partie C-terminale de p53 est aussi capable de réguler positivement la transactivation des genes
cibles de la protéine lors d’un stress génotoxique. En effet, cette région faciliterait la formation de
complexes stables avec les lésions de PADN (délétions, insertions, mésappariements), ce qui
pourrait augmenter la stabilité de p53 et stimuler ses propriétés transactivatrices lorsque ’ADN

est endommagé (Lee et al., 1995; Reed et al., 1995).
c) Régulation de Pactivation de p53

L’activation de p53 peut é¢tre modulée a plusieurs niveaux : en augmentant sa synthese
ainsi que sa demi-vie, en favorisant la conversion d’une forme latente en une forme active et
enfin, en stimulant sa translocation du cytoplasme au noyau. P53 est principalement régulée
par de multiples modifications post-traductionnelles en réponse aux divers stress

environnementaux.

* Régulations traductionnelles de p53

Plusieurs mécanismes sont impliqués dans la stabilisation de PARN messager de p53 et

dans la régulation de sa traduction (pour revue : (Vilborg et al., 2010)) (Figure 45).
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Ainsi PARN antisens Wrap53 (WD40-encoding RNA antisense to p53) ainsi que la
protéine ribosomale RPL26 se lient a la partie 5’ non traduite de PARNm de p53 et induisent sa
traduction en présence de dommages au niveau de ADN. A l'inverse, la nucléoline inhibe la
traduction de p53. Tout comme p53, la protéine RPL26 est une cible de MDM2 qui, en se fixant
sur cette derniere, induit son ubiquitinylation et sa dégradation par le protéasome. La protéine
MDM?2 semble également jouer un role dans la régulation traductionnelle de p53. En effet, une
¢tude a montré que MDM2 peut se fixer au niveau de PARNm de p53 grace a son domaine
RING. Cette fixation induit, d’une part, la traduction de p53 et inhibe, d’autre part, la fonction
ubiquitine-ligase de MDM2, ce qui permet également de stabiliser le suppresseur de tumeur. La
protéine Wig-1, qui est une cible de p53, est a l'origine d’une boucle de rétrocontréle positive
puisqu’elle stabilise PARNm de p53 au niveau de la région 3’ non traduite. La protéine Hur
(Human Antigen R) présente une fonction similaire puisqu’elle se fixe également au niveau de
cette région pour stabiliser PARNm de p53 en réponse a divers stress environnementaux. Les
micro-ARN mir-125a et mirl25b sont, au contraire, des régulateurs négatifs de p53. En se fixant
a la région 3’ non traduite de PARNm, ils diminuent le niveau d’expression du suppresseur de
tumeur. Enfin, Il semblerait que la protéine p53 soit impliquée dans la régulation de la traduction
de son propre ARNm. En effet, il a été montré que la fixation de p53 a la région 5’ non traduite

de son ARNm inhibe sa traduction en modifiant sa structure secondaire (Mosner et al., 1995).

m2
s
e Wig-1
RPL26
BhL2S

i

w);\s;,\ Nucleolin miR124 a/b e

Figure 45 : Régulation post-traductionnelles de PARNm de p53. (Adapté de A. Vilborg et 4/,
2010). IARN antisens Wrap53 (WD40-encoding RNA antisense to p53) et la protéine
ribosomale RPL26 se lient a la partie 5’ non traduite de PARNm de p53 et induisent sa traduction
contrairement a la nucléoline qui Pinhibe. MDM2 peut se fixer sur RPL26 et induire sa
dégradation ainsi que sur p53 et activer sa traduction. Wig-1 est une cible de p53 qui stabilise son
ARNm. Les micro-ARN mir-125a et mir125b sont, au contraire, des régulateurs négatifs de p53
qui se fixent sur la région 3’ non traduite de son ARNm et diminuent son niveau d’expression.
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Figure 46 : Modifications post-traductionnelles de p53. (Extrait de V. Leblanc et P. May, 2002). En
réponse a un stress génotoxique p53 subit de nombreuses modifications post-traductionnelles qui
permettent son activation. Au niveau du domaine N-terminal, les phosphorylations des résidus sérines et
thréonines par différentes kinases telles que CK1, ATM, ATR, Chkl et 2, CAK, la DNAPK et les
MAPkinases p38 et JNK contribuent généralement a stabiliser la protéine, par perte d’interaction avec
MDM2, et a stimuler I'interaction avec ses co-activateurs transcriptionnels, les histone-acétyltransférases
p300 et CBP (Creb Binding Protein). Le domaine C-terminal est également phosphorylé par cdk2, la PKC,
CK2 et la PKR. La phosphorylation de Pextrémité C-terminale joue un réle majeur dans la fixation
spécifique de p53 a ’ADN. On retrouve également une acétylation de certains résidus lysine par P/CAF et
CBP/p300 qui participe également a I’activation de p53. D’autre part, p53 peut également étre sumoylé sur
la lysine 386 par SUMO-1, une protéine de la famille des ubiquitines. Cette sumoylation pourrait moduler
Pactivité transcriptionnelle du suppresseur de tumeur en permettant notamment de le rediriger vers les
corps nucléaires.
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* Régulations post-traductionnelles de p53

En réponse a un dommage de I'ADN, a lhypoxie ou a Daction d’agents
chimiothérapeutiques, p53 subit de nombreuses modifications post-traductionnelles qui vont
favoriser 'accumulation d’une protéine active sur le plan de la transcription (pour revue : (Dai
and Gu, 2010)) (Figure 46). Les sites de phosphorylation sont regroupés aux extrémités N-
(sérines 6, 9, 15, 20, 33, 37, 46 et thréonines 18, 55 et 81) et C-terminales de la protéine (sérines
315, 371, 376, 378 et 392) tandis que l'acétylation et 'ubiquitinylation ne concernent que son

extrémité C-terminale au niveau des lysines 370, 372, 373, 381 et 382.

* La région N-terminale :

Parmi les protéines kinases connues pour phosphoryler p53 figure la DNA-PK (pour
DNA-activated protein kinase). Cette sérine-thréonine kinase nucléaire est impliquée dans la
réparation des cassures double brins de TADN et peut phosphoryler p53 sur les sérines 15 et 37.
P53 peut aussi étre phosphorylée par d’autres kinases activées par les Iésions génotoxiques telles
que ATM (Ataxia-Telangiectasia Mutated, phosphorylation sur la sérine 15) et ATR (Ataxia-
Telangiectasia Mutated and Rad3-related, phosphorylations sur les sérines 15 et 37). De plus, la
sérine 20 de p53 est phosphorylée par Chkl et Chk2 (Checkpoint Kinase I et II), qui sont elles-
mémes activées par ATM et ATR aprés un dommage de PADN. Les MAP kinases (Mitogen
Activated Protein), notamment p38 et JNK sont capables de phosphoryler p53 sur ses résidus 46
et 81, respectivement. Les résidus sérines 6 et 9 de p53 peuvent, quant a eux, ¢tre phoshorylés par
la kinase CKI (caséine kinase I). Les phosphorylations de p53, retrouvées au niveau de la région
N-terminale, contribuent généralement a stabiliser la protéine, par perte d’interaction avec
MDM2, et a stimuler linteraction avec ses co-activateurs transcriptionnels, les histone-

acétyltransférases p300 et CBP (Creb Binding Protein).

* La région C-terminale :

Le domaine C-terminal de p53 est phosphorylé par plusicurs kinases comme la kinase
dépendante des cyclines (Cdk2) qui agit sur la sérine 315, la PKC (protéine kinase C) qui
phosphoryle p53 sur les sérines 376 et 378, la CKII (caséine kinase II) et la PKR (double-
stranded-RNA-activated protein kinase) qui permettent la phosphorylation de p53 sur la sérine
392.
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La phosphorylation des sérines 315, 376 et 378 augmente la fixation spécifique de p53 a
IADN alors que celle de la sérine 392 favorise sa tétramérisation. Il apparait donc que la
phosphorylation de I'extrémité C-terminale joue un réle majeur dans la fixation spécifique de p53
a’ADN.

Plusieurs études ont montré que la phosphorylation de certains résidus en N-terminal
(sérines 15, 33, 37) permet lacétylation des lysines de la région C-terminale, au moyen du
recrutement des protéines p300, CBP et PCAF (Lambert et al., 1998). Ces dernicres sont
reconnues comme étant des co-activatrices de nombreux facteurs de transcription dont p53. Elles
permettraient notamment l'acétylation des histones au niveau des éléments de réponse des genes
cibles de p53 (Batlev et al., 2001). En effet, 'hyper-acétylation des histones conduit généralement
a la déstabilisation des nucléosomes et au remodelage de la chromatine, permettant ainsi une
meilleure accessibilité a PADN pour les facteurs de transcription. Par ailleurs, les protéines CBP
et p300 sont également connues pour leur capacité a acétyler directement certains facteurs de
transcription, dont p53 (Gu and Roeder, 1997). Ainsi, acétylation de la lysine 320 par PCAF ou
des lysines 373 et 382 par p300/CBP participe également a 'activation de p53. L’acétylation de
p53 semble affecter I'ubiquitinylation induite par MDM2 ce qui permettrait d’augmenter

considérablement sa stabilité (pour revue : (Prives and Manley, 2001)).

P53 peut également étre sumoylée sur la lysine 386 par SUMO-1, une protéine de la
famille des ubiquitines. Cette sumoylation pourrait moduler Dactivité transcriptionnelle du
suppresseur de tumeur en permettant notamment de le rediriger vers les corps nucléaires
(Melchior and Hengst, 2002). Enfin, des travaux ont montré que p53 pouvait ¢tre O-glycosylée
sur son domaine C-terminal et que cette modification post-traductionnelle favorisait I'interaction

avec ses genes cibles (Shaw et al., 1996).

d) Inhibition de P’activité de p53 par MDM2

Nous avons déja mentionné, au début de ce chapitre, que 'activité transcriptionnelle de p53

pouvait étre réprimée par la fixation de la protéine MDM2 au niveau du domaine N-terminal.
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* Structure de MDM?2 :

MDM?2 est une protéine de 491 acides aminés dont la structure est constituée (Figure 47) :

> d’une région N-terminale comprenant le domaine de fixation a p53, entre les acides
aminés 19 et 108. Cette région est suivie par un signal de localisation nucléaire (NLS) et un signal
d’export nucléaire (NES) qui permettent a MDM2 de transiter entre le noyau et le cytoplasme
(Roth et al., 1998).

> d’un domaine riche en acides aminés acides (entre les acides aminés 237 a 300) (Argentini
et al., 2001; Lohrum et al., 2000a).

> d’un domaine comportant des motifs en doigts de zinc (entre les acides aminés 301 et
332), qui lui permettrait d’interagir avec les protéines ribosomales L5 et L11 (Lindstrom et al.,
2007).

> d’un domaine « RING-finger » (entre les résidus 433 et 488), qui confere a MDM2 son
activité E3 ubiquitine ligase (Fang et al., 2000). Un signal de localisation nucléolaire est également

retrouvé au niveau de ce domaine (Lohrum et al., 2000Db).

1 19 108 237 300 301 332 433 488

MDM2 Liaison a p53

Figure 47 : Structure de la protéine MDM2. (Adapté de K. Linke e# 4/, 2008). MDM?2 contient une région

Doigt de Zinc

N-terminale comprenant le domaine de liaison a PADN (acides aminés 19 a 108), un domaine riche en
acides aminés acides (acides aminés 237 a 300), un domaine comportant des motifs en doigt de zinc
(acides aminés 301 a 332) et un domaine « ring finger » qui lui confére sont activité E3 ubiquitine ligase.

* Interaction et régulation de activité de p53 par MDM2 :

Plusieurs études ont été réalisées afin d’obtenir la structure cristallographique du complexe
entre la région N-terminale de la protéine MDM2 et p53. Ces travaux ont permis d’identifier tres
précisément les domaines d’interaction entre ces deux protéines. Les 14 acides aminés
hydrophobes et aromatiques (MetSO, Leu™, Leu”, Glyss, Ile”', Met®, Tyr67, His”™, Val”, Phe”!, Val”,
His™, Tle” et Tyr'") de Pextrémité N-terminale de MDM?2 forment une poche dans laquelle vient
se loger le premier domaine transactivateur de p53, grace a des liaisons de Van der Waals. Les
trois acides aminés, Phe', Trp23 et Leu™, de p53 sont essentiels a son interaction avec MDM?2

(Kussie et al., 1990).
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Figure 48 : Rétrocontrole négatif exercé par MDM2 sur p53. (Adapté de R. Fahraeus , 2005). Le gene
codant pour MDM2 est une cible directe de p53. P53 peut donc se fixer sur le promoteur de son
régulateur négatif et induire sa transcription. MDM2 interagit alors avec p53 et va permettre, grice a son
activité ubiquitine E3 ligase, I'ubiquitinylation et la dégradation par le protéasome de p53. Ce mécansime
constitue une boucle de rétrocontrdle négative.
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Ces résidus sont également indispensables a Iactivité transactivatrice du suppresseur de
tumeur. Linteraction entre p53 et MDM?2 inhibe cette fonction de p53 en empéchant la fixation
des facteurs associés a TBP, TAFII31 et TAFII70 (Chen et al, 1993). MDM2 empéche
¢galement le recrutement de I'histone acétyl-transférase p300 par p53 (Wadgaonkar and Collins,

1999).

MDM?2 possede une activité ubiquitine E3 ligase en son extrémité C-terminale qui permet
I'ubiquitinylation de p53 et sa dégradation par le protéasome. Des travaux menés zn vitro,
suggerent que lorsque le niveau d’expression de MDM2 est faible, cette derniere ne peut effectuer
qu’une mono-ubiquitinylation de p53 qui ne serait pas suffisante pour induire sa dégradation mais
permettrait son export nucléaire. En revanche, lorsque Pexpression de MDM2 est forte, elle peut

polyubiquitinyler p53 et provoquer sa dégradation (Li et al., 2003).

I1 est important de noter que le gene codant pour MDM2 est une cible directe de p53. P53
peut donc stimuler 'expression de son propre régulateur négatif, ce qui constitue une boucle de

rétrocontrole négative (Momand et al., 2000) (Figure 48).

2. Les différentes fonctions de p53

La protéine p53 joue un role central dans le maintien de l'intégrité du génome en
adaptant la réponse cellulaite en fonction de la nature du stress, de son intensité, de
Ienvironnement cellulaire et de 'importance des Iésions provoquées au niveau de ’ADN. Ainsi,
p53 régule plusieurs processus physiologiques majeurs tels que I'arrét de la progression du cycle
cellulaire, l'apoptose, l'autophagie, la réparation de I'ADN, la sénescence, linhibition de
I'angiogenéese ou la différenciation. Nous nous intéresserons principalement au role de p53 dans

la régulation du cycle cellulaire, de 'apoptose et de 'autophagie.

a) Role de p53 dans la régulation du cycle cellulaire

Une régulation du cycle cellulaire est nécessaire afin de controler I’état de PADN au cours des
différentes phases du cycle. Ainsi, lorsquun dommage de PADN est détecté, I'arrét du cycle
cellulaire donne a la cellule la possibilité de réparer FADN endommagé avant la réplication

(blocage en G1) ou la mitose (blocage en G2).
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Figure 49 : Réle de p53 dans Parrét du cycle cellulaire. En réponse a un stress génotoxique, p53 va
induire Pexpression de plusieurs génes dont les produits sont impliqués dans la régulation du cycle
cellulaire tels que p21 WAFL GADDA45 et 14-3-3 0. La fonction principale de p21 WAF! est de réguler
Pactivité des complexes Cyclines/CDKs. p21WAF! possede une spécificité large puisqu’il inhibe Iactivité
des complexes Cycline-E-A/CDK2 mais également celle du complexe Cycline B/CDK1, induisant ainsi
un blocage des cellules en phase S ou en phase G2. GADD45 peut, quant a lui, se fixer sur CDKI,
empéchant ainsi la formation du complexe Cycline B/CDK1 impliqué dans le passage en phase M. Cette
interaction est donc a 'origine d’un blocage des cellules en phase G2. La protéine 14-3-3 ¢ peut induire un
blocage du cycle cellulaire en G2, en inhibant activité de la CDK1 de deux manieres différentes. Elle peut
se fixer directement sur cette kinase dans le cytoplasme et la séquestrer au niveau de ce compartiment ou
elle peut se fixer sur la phosphatase cdc25 et 'empécher de déphosporyler la protéine CDK1
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L’absence d’arrét du cycle contribuerait a la propagation de mutations et a linstabilité

génomique et pourrait étre favorable a la transformation des cellules.

Le cycle cellulaire est sous le controle d’'une famille de sérine/thréonine kinases, les kinases
dépendantes des Cyclines (CDK), qui régulent lactivit¢ de nombreuses protéines par
phosphorylation (pour revue : (Vermeulen et al., 2003)). Le niveau d’expression des CDKs est
relativement constant au cours du cycle cellulaire, mais leur activité enzymatique et leur spécificité
dépend de leur association avec une sous-unité régulatrice de la famille des Cyclines (Figure 49).
Les Cyclines sont synthétisées puis dégradées, par une voie de protéolyse ubiquitine dépendante,
a certains moments précis du cycle cellulaire, assurant ainsi un premier niveau de régulation des
CDKs. Lorsque le complexe Cycline/CDK est formé, les CDK sont phosphorylées afin d’étre

activées, ce qui constitue un deuxieme niveau de régulation.

L’entrée en G1 est controlée par le complexe Cycline D/CDK4-6 qui posséde la propriété
d’inhiber la protéine Rb par phosphorylation. L’inactivation de cette protéine favorise la
libération du facteur de transcription E2F, responsable de I'expression d’un certain nombre de
protéines impliquées dans la transition G1/S telles que la Cycline E. Le complexe Cycline
E/CDK2 augmente le niveau de phosphorylation de Rb, permettant ainsi de recruter PADN
polymérase sur le complexe de pré-réplication et d’initier la phase S. Le complexe Cycline
B/CDKI1 est, quant a lui, impliqué dans la transition G2/M et joue un role dans toutes les étapes
de la mitose (rupture de lenveloppe nucléaire, condensation chromosomique, formation du
fuseau mitotique, ségrégation chromosomique).

Les CDKSs peuvent étre inactivées suite a la phosphorylation de leur site actif par une kinase
de la famille Wee-1 (HWEE1 et HMYT1). Les phosphatases de la famille Cdc25 ont pour
fonction de déphosphoryler le site actif des CDKs afin de les réactiver. Ainsi, Cdc25A active les
complexes Cycline E/CDK2 alors que Cdc25B et C activent les complexes Cycline B/CDKI.

Parmi les genes cibles de p53, certains sont impliqués dans le contdle de la progression du
cycle cellulaire. C’est notamment le cas du géne p27""". Ce dernier fait partie de la famille des
CKI (cyclin-dependent kinase inhibitors) dont la fonction principale est de réguler lactivité des
complexes cyclines/CDKs. p21var possede une spécificité large puisqu’il inhibe Iactivité des
complexes Cycline-E-A/CDK2 mais également celle du complexe Cycline B/CDK1 (Hatper et
al., 1995) (Figure 49). 1l constitue ainsi I'un des principaux médiateurs de l'arrét du cycle cellulaire

en phase S ou en phase G2, en réponse a différents stress génotoxiques.
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Par ailleurs, p21™*" présente, au niveau de sa région C-terminale, un site d’interaction avec la
protéine PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen). PCNA est impliquée dans la réplication et

dans la réparation de PADN. P21 ¥ en se fixant sur cette protéine, déstabilise le complexe

qu’elle forme avec la polymérase & et inhibe ainsi la réplication de PADN (Gibbs et al., 1997). P53
est capable d’induire 'expression d’autres protéines impliquées dans la régulation du cycle
cellulaire telles que GADD45 et 14-3-3 6. GADD45 possede la capacité de se fixer sur CDKI,
empéchant ainsi la formation du complexe Cycline B/CDKI1 impliqué dans le passage en phase
M. Cette interaction est donc a l'origine d’un blocage des cellules en phase G2 (Zhan et al., 1999).
La protéine 14-3-3 o peut, quant a elle, induire un blocage du cycle cellulaire en G2, en inhibant
activité de la CDK1 de deux manieres différentes. Elle peut se fixer directement sur cette kinase
dans le cytoplasme et la séquestrer au niveau de ce compartiment (Taylor and Stark, 2001), ou se
fixer sur la phosphatase Cdc25 et 'empécher de déphosporyler la protéine CDK1 (Lopez-Girona
et al., 1999) (Figure 49). Enfin, 14-3-3 o peut favoriser le blocage du cycle cellulaire en inhibant
I'export de p53 du noyau au cytoplasme (Lee et al., 2000).

Lorsque les dommages au niveau de ’ADN sont trop importants et qu’ils ne peuvent pas étre
réparés, p53 possede la propriété d’induire 'apoptose. Les mécanismes moléculaires guidant le

choix entre arrét du cycle cellulaire ou apoptose sont encore mal compris.

b) Meécanismes moléculaires influengant la réponse anti-proliférative ou pro-
apoptotique induite par p53

Certaines études montrent que le choix entre I'induction de 'apoptose ou de l'arrét du cycle
cellulaire dépend de la présence de divers co-facteurs. En effet, certaines protéines comme NF-
KB contribuent a l'induction de 'apoptose suite a l'activation de p53, mais ne participent pas a
l'arrét du cycle cellulaire (pour revue : (Vousden, 2006)). De la méme facon, les protéines ASPP1
et 2, de la famille ASPP (Apoptotic-Stimulating Proteins of p53), augmentent spécifiquement la
transactivation des génes codant pour les protéines pro-apoptotiques en se fixant sur le domaine
de liaison a PADN de p53. En revanche, elles n’ont pas d’effet sur les genes impliqués dans larrét
du cycle cellulaire (Samuels-Lev et al., 2001). Un troisiecme membre de cette famille, nommé
1ASPP, déstabilise I'interaction entre ASPP1 ou 2 et p53 et inhibe ainsi 'apoptose (Bergamaschi
et al., 2003). La protéine JMY, un cofacteur transcriptionnel de la p300, permet également de

stimuler la transactivation de génes pro-apoptotiques cibles de p53 (Shikama et al., 1999).
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Drautres travaux ont permis DPélaboration d’un modele selon lequel p53 induirait
sélectivement ses genes cibles. 11 aurait une forte affinité pour les éléments de régulation des
genes impliqués dans 'arrét du cycle cellulaire et une affinité plus faible pour les éléments de
réponse des genes pro-apoptotiques. L'induction de 'apoptose pourrait donc dépendre de
l'augmentation du taux intracellulaire et/ou de la présence de modifications post-traductionnelles
et conformationnelles de p53 ainsi que de l'action des coactivateurs mentionnés précédemment

(Vousden and Lu, 2002).
c) Role de p53 dans la régulation de Papoptose

La protéine p53 possede un role déterminant dans I'induction de 'apoptose en réponse a un
grand nombre de stress. Cette fonction est en partie due a lactivité transcriptionnelle du
suppresseur de tumeur. La capacité transactivatrice de p53 intervient dans les deux voies

principales de 'apoptose, la voie des récepteurs a domaines de mort et la voie intrinseque.

* Roéle de p53 dans I'apoptose induite par la voie des récepteurs a domaines de mort

L’activation de p53 suite un a stress cellulaire peut stimuler expression de certains
récepteurs a domaine de mort, tels que Fas, DR4 et DR5 (Figure 50). Cette propriété permet
d’expliquer le fait que I'induction de 'apoptose par p53 puisse ¢tre atténuée par inhibition de la
caspase-8 (Burns et al., 2001). Une étude a montré que ce suppresseur de tumeur pouvait, d’une
part, activer directement la transcription du gene codant pour le récepteur Fas et d’autre part,
induire une relocalisation transitoire de ce récepteur, normalement stocké dans le Golgi, a la
surface des cellules (Bennett et al., 1998). Un autre gene de la voie extrinseque, nommé PIDD
(P53-induced protein with a death domain) est activé par p53 et servirait de médiateur pour la
mise en place de la réponse apoptotique. Plusieurs études ont montré que PIDD pouvait se fixer
sur la protéine adaptatrice RAIDD, par lintermédiaire de son domaine de mort, ce qui
permettrait le recrutement et Iactivation de la caspase-2. Il est admis que cette dernicre peut,
d’une part, activer les caspases effectrices de 'apoptose et d’autre part, induire le clivage de Bid.
Le complexe ainsi formé par PIDD, RAIDD et la caspase-2 a été appelé PIDDosome. Toutefois,
P'activité pro-apoptotique de PIDD a récemment été remise en question suite aux résultats
obtenus chez des souris déficientes pour cette protéine. Les cellules des souris « knockout » pour
PIDD ne présentent pas de défaut d’activation de la caspase-2 et sont capable d’entrer en

apoptose suite a un stress génotoxique (Manzl et al., 2009).
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Figure 50 : Réle de p53 dans la régulation des différentes voies de ’apoptose. P53, en réponse a un
stress génotoxique, peut induire 'apoptose de différentes fagons. 1l peut induire 'expression de plusieurs
genes dont les produits sont des protéines pro-apoptotiques comme Bax, PUMA, NOXA, Apat-1, PIDD
ou p53AIP1. Il peut également induire 'expression des récepteurs a domaine de mort DR4, DR5 et Fas et
activer ainsi la voie extrinseque de 'apoptose. P53 peut également induire 'apoptose indépendamment de
son activité transcriptionnelle. Il peut migrer vers la mitochondrie et interagir avec les protéines anti-
apoptotiques Bcl-2 et Bel-xL afin de libérer Bax et Bak. Il peut également se fixer sur Bak afin d’empécher
son interaction avec Mcl-1. P53 peut donc agir comme une protéine « BH3 only » a la mitochondrie et
activer la voire intrinseque de 'apoptose.
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Le role de PIDD dans l'induction de 'apoptose dépendante de p53 reste donc encore
controversé mais certains travaux ont montré que cette protéine pouvait étre impliquée dans
d’autres fonctions cellulaires telles que I'activation de la voie NF-KB, la réparation de ’ADN ou
larrét du cycle cellulaire (pour revue : (Janssens and Tinel, 2012)). P53 peut également activer
Pexpression de DcR1, un « decoy » récepteur considéré comme étant un inhibiteur des récepteurs

a domaine de mort. Ce mécanisme permettrait de moduler la réponse pro-apoptotique induite par

p53. (Sheikh and Fornace, 2000).

*Role de p53 dans I"apoptose induite par la voie intrinseque

P53 est fortement impliquée dans Iactivation de la voie intrinseque de I'apoptose. Ce
suppresseur de tumeur est en effet capable de stimuler I'expression de plusieurs génes codant
pour des membres pro-apoptotiques de la famille de Bcl-2. Bax fut le premier gene identifié
comme étant une cible de p53 (Miyashita et al., 1994). D’autres études ont montré par la suite que
Iexpression des protéines « BH3 only » Puma et Noxa était également régulée par p53 (pour
revue (Vousden, 2005)) (Figure 50). D’autres protéines, dont I'expression est stimulée par p53,
agissent au niveau de la mitochondrie ou du cytoplasme mais n’appartiennent pas a la famille Bcl-
2. Parmi ces protéines, on distingue APAF-1, qui est impliquée dans la formation de
I'apoptosome, et p53-AlP1, une protéine mitochondriale capable d’interagir avec Bcl-2 et dont
Pexpression ectopique est suffisante pour induire I'apoptose de différentes lignées cellulaires

transformées (Matsuda et al., 2002).

P53 peut également interagir physiquement avec les protéines anti-apoptotiques Bcl-2 et
Bcl-xLL au niveau de la mitochondrie afin d’induire I'apoptose en réponse a un stress. Il se
comporte alors comme une protéine « BH3 only» et favorise la libération des protéines
effectrices de I'apoptose : Bax et Bak (Figure 50). Cette interaction est de nature électrostatique et
se fait entre les résidus chargés positivement, présents au niveau du domaine central de p53, et
ceux chargés négativement, retrouvés au niveau du domaine BH4 de Bcl-2 et des hélices alpha de
Bcl-xL. Le domaine central de p53 peut se fixer également sur la protéine Bak, permettant ainsi
de dissocier le complexe Bak/Mcl-1, a 'origine d’une inhibition de I"apoptose. Il semblerait que la
mono-ubiquitinylation de p53 par MDM2 dans le cytoplasme soit responsable de sa translocation
a la mitochondrie. P53 serait alors pris en charge par l'ubiquitine-protéase mitochondriale
HAUSP (pour Herpesvirus Associated Ubiquitin Specific protéase) qui induirait son activation

ainsi que ses fonctions pro-apoptotiques (pour revue (Vaseva and Moll, 2009)).
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dégradée, le processus d’autophagie peut avoir lieu
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De maniere interessante une autre activité de HAUSP a été décrite. En effet cette
protéine peut stimuler la fixation de p53 a son élément de réponse et donc son activité
transcriptionnelle (Sarkari et al., 2010). Parallelement a Tactivité exercée au niveau de la
mitochondrie, p53 peut également induire la mort par apoptose en agissant sur les protéines de la
famille de Bcl-2 dans le cytoplasme. Ainsi, un modele a été proposé selon lequel p53 serait
séquestré dans le cytoplasme par Bcl-xI. en absence de stress. En réponse a un stress
génotoxique, la fraction nucléaire de p53 activerait 'expression de Puma qui viendrait se fixer sur
Bcl-xL, libérant ainsi le suppresseur de tumeur. Ce dernier pourrait alors interagir avec Bax dans

le cytoplasme et favoriser son oligomérisation (pour revue (Vaseva and Moll, 2009)).

Nous avons vu, dans le chapitre précédant, que l'apoptose et I'autophagie sont deux
processus étroitement liés qui présentent certains mécanismes de régulation communs. P53 fait

partie des régulateurs communs aux deux voies.

d) Rdle de p53 dans la régulation de Pautophagie

De nombreux travaux, réalisés ces derni¢res années, ont montré que p53 pouvait étre
impliqué dans la régulation de I'autophagie, en conditions normales ou en réponse a différents
stress génotoxiques ou métaboliques. Toutefois le role du suppresseur de tumeur dans le controle
de cette voie catabolique est particulicrement complexe et dépend de sa localisation cellulaire et
de Iétat de la cellule. Plusieurs études ont montré que la protéine p53 inhibe 'autophagie

lorsqu’elle est localisée dans le cytoplasme alors qu’elle I'induit lorsqu’elle se trouve dans le noyau

(Figure 51).

* Inhibition de I"autophagie par la fraction cytoplasmique de p53

Une étude réalisée par I’équipe de G.Kroemer, a montré que l'inhibition de p53 par des
ARN antisens ou par l'utilisation d’un antagoniste pharmacologique, la pifithrine o, provoquait
une accumulation d’autophagosomes et d’autolysosomes dans la lignée de cancer du colon
HCT116, traduisant ainsi 'induction de l'autophagie dans ces cellules (Tasdemir et al., 2008a;
Tasdemir et al., 2008b). Ces résultats ont été retrouvés dans dautres lignées tumorales
(neuroblastome et cancer du col de l'utérus) mais également dans une lignée de fibroblastes

humains non transformés.
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Figure 52 : Différents role de p53 dans la régulation de P’autophagie liés a I’état de la cellule.
(Adapté de K H. Vousden and K M. Ryan, 2009). En conditions normales, p53 inhibe I'autophagie de
facon indépendante de son activité transcriptionnelle. En revanche, p53 contribue a 'induction de cette

voir métabolique en réponse a un stress en augmentant 'expression de plusieurs genes impliqués dans
l'autophagie tels que DRAM ou SESNZ.
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De plus, les auteurs ont montré que I'inhibition de cep-1, 'orthologue de p53 chez la
levure, se traduisait également par une stimulation de l'autophagie dans cet organisme. Les
résultats obtenus par cette équipe ont révélé que la neutralisation de p53 induisait la voie
canonique de I'autophagie et que les protéines Atg5, Bécline-1, Atgl0, Atgl2 et hVps34 étaient
indispensables pour I’activation de ce processus. Les cellules p53” étaient caractérisées, lors de
cette étude, par une hyper-phosphorylation ’AMPK et de son substrat TSC2. A I'inverse la cible
de mTOR, p70SOK ne présentait pas de phosphorylations, traduisant ainsi une inhibition de
lactivité du complexe mTORCI. Ces résultats suggerent donc que l'induction de P'autophagie
observée apreés linhibition de p53 pourrait dépendre de la voie AMPK/mTOR. D’autres
expériences, menées au cours de cette étude, ont révélé que la forme de p53 localisée au niveau
du RE inhibait I'autophagie alors que la forme nucléaire de ce facteur de transcription ne
possédait pas cette propriété. Ces résultats indiquent que dans des conditions normales
Iinhibition de l'autophagie exercée par p53 ne dépendrait pas de son activité transcriptionnelle.
Enfin, les auteurs ont montré qu’une carence en nutriments induisait 'autophagie dans les
cellules de souris 53" alors que cette voie catabolique n’était pas activée dans les cellules
murines p53”7, ce qui suggére qulen condition de stress, p53 favoriserait I'activation de
l'autophagie. I’ensemble de ces résultats laisse a penser que p53 présenterait un double role dans
le controle de ce processus. En conditions normales p53 serait impliqué dans I'inhibition de
l'autophagie, alors qu’en condition de stress métabolique il contribuerait a son induction (Figure
52). D’autres travaux ont, en effet, montré que le suppresseur de tumeur pouvait réguler

positivement expression de nombreux genes impliqués dans I'activation de Pautophagie.

* Activation de 'autophagie en réponse a un stress par la fraction nucléaire de p53

P53 régule Pexpression de plusieurs genes tels que Sestrine 1 et 2, AMPK et TSC2, dont les
produits sont tous impliqués dans une voie de signalisation qui conduit a I'inhibition de mTOR,
le régulateur négatif de l'autophagie (Figure 52). En effet, p53 peut activer directement la
transcription des sous-unités § (AMPK B1 et AMPK B2) de PAMPK (Feng et al., 2005). En
réponse a un stress génotoxique, les protéines Sestrine 1 et 2, peuvent se fixer sur AMPK et
l'activer. Cette kinase phosphoryle alors la protéine TSC2, qui va ensuite inhiber I'activité de la
protéine mMTOR (Budanov and Karin, 2008). Par ailleurs, p53 peut induire 'expression de TSC2
mais cette activation transcriptionelle semble restreinte a certains tissus tels que les muscles

squelettiques, le cceur, le foie ou les reins (Feng et al., 2007).
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Ces données montrent donc que p53 peut inhiber Pactivité de mTOR en réponse a un
stress, et ainsi favoriser 'induction de I'autophagie. Une étude, réalisée par Crighton ef a/ en 2008,
a permis d’identifier un autre geéne cible de p53 impliqué dans lactivation de l'autophagie
(Crighton et al., 2000). Ce dernier code pour une protéine lysosomale appelée DRAM (Damage-
Regulated Autophagy Regulator). P53 augmente I'expression de DRAM en réponse a un stress,
favorisant ainsi I'activation de 'autophagie. Par ailleurs, I'inhibition de 'expression de DRAM par
des ARN antisens provoque une diminution de la mort cellulaire induite par p53. Ainsi, DRAM
serait impliquée a la fois dans Pactivation de I'autophagie et dans la mort cellulaire induite par
p53, ce qui souligne a nouveau le lien existant entre ces deux voies et le role possible de p53 dans
le maintien de I’équilibre entre ces deux processus. Une autre étude a récemment montré que
DRAM pouvait également étre activée, en réponse au 2-methoxyestradiol (2-ME), par JNK et
induire l'autophagie et apoptose de cellules de sarcomes d’Ewing. De plus, les auteurs ont
montré que activation de JNK par le 2-ME est médiée par p53, ce qui met en évidence un autre

mécanisme de régulation de DRAM par le suppresseur de tumeur (Lorin et al., 2009).

TP53INPT est un autre gene cible de p53 impliqué dans l'arrét du cycle cellulaire, la
migration et la mort cellulaire. Tres récemment il a été montré que TP53INP1 peut étre localisée
au niveau des autophagosomes et interagir avec LC3 par I'intermédiaire d‘un motif LIR (LC3
Interacting Region) identifi¢é en N-terminal de la molécule (Seillier et al., 2012).L’activation de

l'autophagie médiée par TP53INP1 permettrait d’induire la mort de cellules d’ostéosarcomes.

Ces résultats illustrent le fait que I'induction de I'autophagie par p53 peut se traduire par la
mort des cellules, soulignant ainsi le réle anti-tumoral de ce mécanisme. Toutefois, d’autres
études ont montré que I'induction de l'autophagie par p53 pouvait au contraire provoquer la
résistance des cellules tumorales a différents traitements. Ainsi, Amaravadi e/ @/, montre, dans un
mode¢le murin de lymphome, que les cellules résistantes a 'apoptose induite par Pactivation de
p53 présentent un niveau élevé d’autophagie. L’utilisation d’un inhibiteur de 'autophagie restaure
la sensibilité de ces cellules a 'apoptose. Ainsi, dans ce modele, 'autophagie se traduit par une
résistance des cellules tumorales aux différents traitements testés, soulignant de nouveau le réle
complexe du suppresseur de tumeur dans la régulation de la survie ou de la mort cellulaire

(Amaravadi et al., 2007).

~89~



e R248 R273

Nombre de mutations

TINSRBREBPEIGRLBEZNLICIEE2LRYERS
rrrrrrrrrrrer NN NN NNOOOOON OO0

Codon
OO [ Tl Tu VIV T [ =
Domaine de transactivation Domaine de liaison & 'ADN Domaine de tétramérisation

Figure 53 : Mutations de p53. (Adapté de A N. Bullock and A R.Fersht, 2001). La plupart des mutations
de p53 observées dans les cancers sont situées au niveau du domaine de liaison avec PADN. Au sein de ce
domaine, il existe des « points chauds de mutations» (codons 175, 245, 248, 273 et 282) qui sont le sicge

d’une majorité des mutations observées.
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3. Stratégies thérapeutiques fondées sur activation de p53 en
cancérologie

a) Inactivation de p53 dans les cancers

P53 est inactivée dans un tres grand nombre de cancer, essentiellement par mutation mais

également par interaction avec certaines protéines virales ou cellulaires.

* Inhibition de p53 par mutations

L’inactivation du geéne codant pour p53 est essentiellement due a des mutations
ponctuelles (faux-sens, non-sens, insertion/délétion) qui meénent a 'expression d’une protéine
mutante dans 90% des cas ou a P'absence de la protéine dans 10% des cas. On distingue des
cancers ayant une haute fréquence de mutations comme les cancers de ovaire (47%), du colon
(43%), de 1a téte et du coup (42%) du poumon (37%) et du pancréas (37%) ; des cancers avec une
fréquence de mutation intermédiaire tels que les cancers du sein (23%), de I'utérus (20%) ou les
lymphomes (19%) ; et des cancers ayant une fréquence de mutations plus faible comme les
leucémies (11%), les cancers du col de l'utérus (6%) et du rein (11%) (d’apres la banque de
données IARC TP53, novembre 2010). La grande majorité des mutations observées sont des
mutations faux-sens (75%). La plupart d’entre elles sont localisées dans la région correspondant
au domaine de liaison a PADN de la protéine. Ainsi, la région N-terminale, qui contient le
domaine de transactivation, et la région C-terminale, qui contient les principaux sites de
régulation, sont rarement affectées (moins de 5 % des cas).Cependant, ce pourcentage peut étre
sous évalué du fait que, dans un grand nombre de cas, seule la région centrale est analysée. Au
sein du domaine de liaison a PADN, tous les résidus peuvent constituer des cibles potentielles de
mutations. Toutefois, il existe des « points chauds de mutations», les codons 175, 245, 248, 249,
273 et 282 qui représentent pres de 30 % des mutations observées (pour revue : (Bullock and
Fersht, 2001)) (Figure 53). L’une des conséquences fonctionnelles principalement observée suite
a la mutation du gene codant pour p53 est la perte de la liaison spécifique a ADN et, en
conséquence, de Iactivité transcriptionnelle de la protéine. Certaines mutations peuvent conduire
a lexpression de protéines présentant des activités dominantes négatives. Dans ce cas,
Poligomérisation de la protéine mutée avec la protéine sauvage peut empécher la fixation de p53

sur PADN et la transactivation de ses genes cibles (Shaulian et al., 1992).
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Drautres modeéles montrent que la forme mutante est en compétition avec la forme
sauvage pour linteraction avec les différents cofacteurs. Les mutants de p53 peuvent également
se caractériser par un gain de fonction, en induisant Pexpression de genes comme MDR7 (Multi
Drug Résistance), EGEFR (Epidermal Growth Factor Receptor), ¢y, PCNA ou VEGF
(Vascular Endothelial Growth Factor) qui ne sont pas définis comme étant des cibles
transcriptionnelles directe de p53 sauvage (Blagosklonny, 2000). La mutation du gene 1p53 peut
se traduire par une stabilisation et une accumulation de la protéine. En effet, la perte de Pactivité
transcriptionnelle de p53 empéche la transcription de MDM2 ce qui limite sa dégradation (pour

revue :(Blagosklonny, 2000)).

Les mutations peuvent étre héréditaires ou somatiques. Les mutations héréditaires ou
germinales sont fréquemment associées au syndrome de Li-Fraumeni (LFS). Dans ce cas, les
membres d’'une méme famille développent des tumeurs de type sarcomes, cancers du sein ou du

cerveau avant 'age de 45 ans (Frebourg, 1997).

* Inactivation de p53 par interaction avec des protéines virales

P53 peut étre inactivée par liaison directe avec certaines oncoprotéines virales telles que
lantigene T de SV40, la protéine E6 des papillomavirus et la protéine E1B des adénovirus.
Comme nous I'avons vu au début de ce chapitre, la fixation de p53 a l'antigene T a favorisé la
découverte du suppresseur de tumeur en 1979. Cette interaction augmente considérablement la
demi-vie et le taux de p53 dans la cellule. L’antigene T se fixe au niveau de la région centrale de
p53 empéchant son interaction avec ses séquences cibles (Tan et al., 19806). La protéine E1B 55K
de I'adénovirus se lie a la partie N-terminale de p53, inhibant ainsi sa fonction transactivatrice.
Elle peut également séquestrer p53 au niveau du cytoplasme (Zhao and Liao, 2003). Enfin, la
protéine virale E6 des papillomavirus est connue pour s’associer d’une part a une protéine du
systeme d’ubiquitinylation EGAP (E6-associated protein) et d’autre part a p53. L’interaction entre
E6 et p53 conduit a I'ubiquitinylation du suppresseur de tumeur et a sa dégradation par le

protéasome (Scheffner et al., 1993).

* Inactivation de p53 par interaction avec des protéines cellulaires

Lactivité de p53 peut étre inhibée par des mutations ou une diminution de I'expression

de certains genes qui codent pour des régulateurs positifs de cette protéine.
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Par exemple la kinase Chk2, qui est responsable de la phosphorylation et de I'activation

de p53 en réponse aux dommages a PADN, est mutée dans certains cancers comme le carcinome

du poumon, du sein, du colon et de I'ovaire ainsi que dans certains sarcomes et lymphomes (pour

revue : (Bartek and Lukas, 2003)). Dans certaines lignées de lymphome de Burkitt exprimant une

p53 sauvage, le locus ¢dkn2a est délété (Wilda et al., 2004). Ce locus code pour la protéine ARF

qui possede la propriété de stabiliser p53 en interagissant avec MDM2 (Kim and Sharpless, 2000).

P53 peut également étre inactivée par la surexpression de certains genes codant pour des

régulateurs négatifs de cette protéine tel que :

>

I'inhibiteur iASPP surexprimé dans certaines tumeurs mammaires exprimant une p53

sauvage (Bergamaschi et al., 2003).

la sécurine surexprimée dans certains hépatocarcinomes et cancers du sein (Fujii et al.,
2006; Ogbagabriel et al., 2005). Cette protéine, impliquée dans la séparation des
chromatides sceur lors de la mitose, est capable de se fixer sur p53 et d’inhiber son

activité transcriptionnelle (Bernal et al., 2002).

le protooncogene MDM2 surexprimé dans de nombreux cancers tels que les
carcinomes de Pcesophage (Hsu et al., 2011), les carcinomes mammaires (McCann et
al., 1995), les ostéosarcomes (Wunder et al., 1999), les leucémies lymphoblastiques
(Hendy et al., 2009) et les carcinomes bronchique (Gorgoulis et al., 1996). Sa
surexpression, due a une amplification génique ou a une augmentation de sa
transcription ou de sa traduction, peut neutraliser Dactivité de p53 (pour
revue :(Rayburn et al., 2005)). Notre équipe a montré que certaines lignées de LB
porteuses d’une p53 sauvage surexprimaient MDM2 et présentaient une altération de

la voie p53 (Capoulade et al., 1998).

I’ensemble de ces données a conduit a attribuer a la perte de la fonction oncosuppressive

de la protéine p53 un rdle déterminant de la progression tumorale. Aussi, de nombreuses

approches a visée thérapeutique ont été développées dans le but de rétablir ses fonctions anti-

tumorales dans les cellules tumorales.
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b) Approches de thérapie génique visant a restaurer les fonctions de p53

Du fait de la grande fréquence de mutations retrouvées dans le gene codant pour p53, une
approche consistant a restaurer les fonctions du suppresseur de tumeur par 'introduction d’une
copie du gene sauvage a été développée.

Les rétrovirus qui ciblent les cellules présentant un index prolifératif élevé, ont d’abord été
utilisés comme vecteurs pour la mise en place de thérapies géniques fondées sur p53. Plusicurs
équipes ont ainsi montré que l'utilisation de vecteurs rétroviraux permettant I'expression de p53
sauvage, conduisait a une inhibition significative de la croissance des cellules tumorales lors
d’études précliniques (pour revue (Roth et al.,, 1999)). Sur la base de ces observations, une étude
clinique de phase I a été réalisée afin de déterminer quelle pouvait étre la toxicité liée a I'injection
de ces vecteurs rétroviraux chez des patients atteints de cancers du poumon non a petites cellules
(NSCLC). Un vecteur rétroviral contenant le gene p53 sauvage sous le controle du promoteur de
la B-actine a été injecté directement dans la tumeur. Les résultats ont montré que cette approche
ne présentait pas de toxicité et quelle permettait d’augmenter I'index apoptotique au sein des
tumeurs, permettant ainsi d’obtenir une régression tumorale (3 patients sur 7 évalués) ou une
stabilisation de la maladie (3 patients sur 7 évalués) (Roth et al., 1996). Cependant, 'expression du

transgene n’a pas été retrouvée dans les biopsies réalisées apres le traitement.

Les adénovirus de sérotype 5, qui présentent une faible toxicité chez ’humain, ont également
¢été utilisés comme vecteurs afin de développer une approche de thérapie génique fondée sur p53.
Contrairement aux rétrovirus, les adénovirus ne s’integrent pas dans le génome, ce qui permet
d’écarter tout risque de mutagenese insertionnelle dans les cellules infectées. I.”Ad5CMV-p53
(Advexin, Introgen Therapeutics Inc. ; Gendicine, Shenzhen SiBiono GeneTch Co. Ltd) est un
adénovirus du sérotype 5, dont le génome est délété de la région E1, qui code pour la protéine
p53 sauvage sous le controle du promoteur CMV (cytomégalovirus). Plusieurs études réalisées i
vitro ont montré que cet adénovirus recombinant permettait d’induire une expression efficace de
la protéine p53 sauvage fonctionnelle capable d’inhiber la croissance cellulaire et de potentialiser
Peffet cytotoxique de molécules anticancéreuses dans différents modéles cellulaires. Des
expériences réalisées dans des modeles animaux ont confirmé le potentiel thérapeutique de
PAd5CMV-p53 in vive. Ce dernier a donc été testé lors de multiples essais cliniques réalisés chez

des patients atteints de NSCLC.
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Les résultats obtenus lors d’essais de phase I et II ont montré que ’Ad5CMV-p53 présentait
des effets secondaires modérés (fievre modérée, douleur au site d’injection) mais qu’il permettait
d’induire une stabilisation de la maladie lorsqu’il était utilisé seul ainsi quune réponse partielle ou
complete lorsqu’il était associé a la radiothérapie (pour revue (Bouchet et al., 2000)). Cet agent a
également ¢té évalué dans le cadre du traitement des carcinomes a cellules squameuses de la téte
et du cou (HNSCC). Des études de phase I, IT et III ont montré qu’il présentait une activité anti-
tumorale dans ces cancers, notamment lorsqu’il était utilisé en combinaison avec la radiothérapie.
Sur la base de ces résultats, PAdSCMV-p53 a recu une autorisation de mise sur le marché par la
SFDA (State Food and Drug Administration of China) en 2003, avec une indication dans
le HNSCC, et est ainsi devenu le premier médicament de thérapie génique pour le traitement du
cancer. Il a ensuite été testé dans d’autres types de tumeurs (cancers ovariens, glioblastomes,
cancers de la vessie, cancers du sein, cancers cesophagiens et mélanomes) mais les résultats ont
montré qu’il ne présentait qu’une activité faible a modérée. L’hétérogénéité ou la perte
d’expression des récepteurs pour I'adénovirus de sérotype 5 (coxsackie-adenovirus receptor,
CAR) et des corécepteurs (intégrines de classes av3 et av35) dans les tumeurs pourrait expliquer
de tels résultats. De plus, certains mécanismes (présence de dominants négatifs, dérégulation
épigénétique) pourraient également induire une inactivation fonctionnelle du transgene dans les

tumeurs.

c) Approches visant a restaurer la fonction de p53 lorsqu’elle est mutée

Nous avons vu que la plupart des mutations de p53 se trouve au niveau de son site de liaison
a P’ADN. Ces mutations peuvent soit affecter un acide aminé directement en contact avec ’ADN;
soit déstabiliser la structure de la protéine ce qui, dans les deux cas, rend impossible la fixation
spécifique de p53 a sa séquence consensus localisée dans la région de régulation de ses geénes
cibles. De nombreuses petites molécules chimiques ont été développées afin de restaurer et de
stabiliser la structure de ce domaine dans sa conformation active. I’'un de ces composés, le CP-
31398, stabilise p53 dans sa forme active et favorise la transcription des génes cibles du
suppresseur de tumeur dans des lignées de gliomes présentant une protéine p53 sauvage ou
mutée (Foster et al., 1999). Une étude a montré que le CP-31398 induisait la mort des cellules de
gliomes mais que celle-ci n’était pas dépendante des caspases (Wischhusen et al., 2003). Un autre
travail, réalisé dans une lignée de rhabdomyosarcomes, montre que cette molécule induit une
relocalisation de p53 a la mitochondrie, provoquant ainsi une altération du potentiel membranaire

mitochondrial, la formation ’ERO ainsi qu’un relargage de cytochrome c.
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Le CP-31398 induit donc 'apoptose de ces cellules tumorales 7z vitro mais également 7z vivo

chez des souris xénogreffées avec des cellules de thabdomyosarcomes (Xu et al., 2010).

Quelques années plus tard, I'équipe de V]. Bykov a effectué un crible sur un grand nombre de
molécules afin d’identifier celles capables de restaurer la fonction de p53 dans une lignée dérivée
d’un ostéosarcome humain (Bykov et al., 2002). IIs ont identifi¢ une molécule, nommée PRIMA-
1, capable de diminuer la survie des cellules de la lignée d’ostéosarcome utilisée pour le crible
mais également d’autres lignées tumorales présentant une p53 mutée. PRIMA-1 semble agir en
permettant a la protéine p53 mutée de retrouver une conformation proche de celle de la protéine
sauvage, ce qui se traduit zz wifro par une diminution de la prolifération cellulaire et une
augmentation de l'expression des genes cibles du suppresseur de tumeur. Les auteurs ont
également montré que ce composé exerce une activité antitumorale 7z vivo et ne présente pas de
toxicité¢ lors d’études pré-cliniques réalisées chez des souris xénogreffées avec les cellules
d’ostéosarcomes. L’effet de PRIMA-1 a ensuite été confirmé dans de nombreux modéles
tumoraux. Ce composé est actuellement en essai clinique de phase I chez des patients atteints de

pathologies hématologiques malignes et de cancer de la prostate.

d) Approches visant a inhiber ’activité ubiquitine-ligase de MDM2

De nombreuses stratégies thérapeutiques ont été développées afin d’inhiber 'ubiquitinylation
de p53 par MDM2 ainsi que sa dégradation par le protéasome. Ces approches visent soit a
inhiber la fonction ubiquitine-ligase de MDM?2 soit a déstabiliser les interactions entre le
suppresseur de tumeur et son régulateur négatif. Des inhibiteurs spécifiques de I'activité E3 ligase
de MDM2 ont été synthétisés (Yang et al., 2005). Ces molécules empécheraient de fagon sélective
'ubiquitinylation de p53, tout en conservant 'auto-ubiquitinylation de MDM2, conduisant ainsi a
I'apoptose des cellules tumorales (Lai et al., 2002). 1l existe aujourd’hui peu d’études pré-cliniques
¢évaluant ces composés. En effet, ces molécules sont encore peu spécifiques et nécessitent d’étre
optimisées afin de limiter les effets indépendant de p53. Toutefois, un composé dérivé de la
tryptamine, le JNJ-26854165, a été évalué lors d’études 7z vivo et semble présenter une activité
anti-tumorale (Chargari et al., 2011a; Smith et al., 2011). Kokjima ef 4/, ont montré que cette
molécule induisait une apoptose p53-dépendante dans des lignées de leucémies aigués (LA) p53

sauvage ainsi que dans des cellules primaires de LA.

~95~



Liaison & 'ADN
Fixation de MDM2 143 175 248273 Tétramérisation

| |
ps3 1 ]:][] [[ D —_— |392

(b)

MDM2 1 [I [ | l

Fixation a p53 Domaine acide

TRENDS in Molecular Medicine

Figure 54 : Inhibiteurs de MDM2 de la famille des nutlines. (Extrait de L T. vassilev, 2006). (a)
Structure du complexe p53/MDM2 illustrant Pinteraction entre les acides aminés 1.26, W23 et F19 et la
poche hydrophobique de MDM2. (b) Structure du complexe MDM2/nutline-2 (représentée en rouge) qui
met en évidence le fait que cette petite molécule interagit avec les acides aminés impliqués dans
Pinteraction p53/MDM2.
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Cependant, les auteurs ont révélé que cette activité n’était pas toujours strictement
dépendante de la réactivation de p53 puisque la drogue favorisait un retard en phase S, associé a
une augmentation de I'expression de E2F1 et induisait 'apoptose des cellules présentant une p53
mutée (Kojima et al.,, 2010). Des résultats publiés sous forme de résumé a PASCO (American
Society of Clinical Oncology) par Stuhmer e a/ en 2008, ont montré que le JNJ-26854165
présentait également une activité pro-apoptotique dans plusieurs lignées cellulaires de myélome
multiple dont certaines présentaient une p53 mutée (2 sur 6 lignées sensibles).

Ce composé a été évalué en phase I dans des tumeurs solides métastatiques réfractaires
d’origines variées. Les résultats, présentés a ’ASCO par Tabernero e a/ en 2009, indiquent que ce
composé provoque des effets indésirables de grade 1-2 tels que des nausées, des vomissements,
une asthénie, une anorexie ainsi qu'une altération modérée des fonctions rénales et hépatiques.

Par ailleurs, aucune activité anti-tumorale n’a été observée lors de cet essai.

e) Approches visant a inhiber ’interaction entre p53 et MDM2

Les études structurales, réalisées sur p53 et MDM2 ont permis de caractériser tres
précisément le domaine d’interaction entre ces deux protéines. Nous avons vu précédemment
qu’un nombre limité d’acides aminés était impliqué dans la liaison entre MDM2 et p53 ce qui a
motivé la recherche de petites molécules capables de déstabiliser I'interaction entre le suppresseur
de tumeur et son régulateur négatif. I.’équipe de Lane a été la premicre a isoler des peptides
capable de dissocier le complexe p53/MDM2 (Bottger et al., 1996). Depuis de nombreux
composés possédant la méme propriété ont été synthétisés. Trois classes de molécules ont été
principalement évaluées : les nutlines, les benzodiazépines et les spiro-oxindoles. Elles se fixent
toutes sur MDM?2 au niveau de son site d’interaction avec p53, ce qui induit le relargage de p53 et
son activation transcriptionnelle. Parmi ces molécules, nous nous intéresserons plus
particulierement a la nutline-3 qui est celle qui a été la plus étudiée et que nous avons utilisé lors

de nos travaux.

En 2004, Iéquipe de LT. Vassilev a testé différents composés synthétiques afin de
sélectionner ceux capables de se fixer au niveau de la poche hydrophobique de MDM?2,
correspondant au site de liaison avec p53, avec une grande affinité. Ils ont ainsi sélectionné une
série d’analogues des cis-imidazolines, appelées nutlines (Vassilev, 2004) (Figure 54 et 55). Les
nutlines-1, -2 et -3 sont des composés qui pénetrent de manicre passive dans les cellules en
culture et qui sont capables de dissocier le complexe p53/MDM?2 2 des concentrations de 'ordre

de 100 a 300 nM.
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Parmi ces molécules, la nutline-3 est celle qui présente la plus forte affinité pour MDM2
et qui possede donc lactivité la plus efficace. La nutline-3 a été synthétisée en mélange racémique
puis séparée en deux énantiomeéres, nommés arbitrairement a et b. Il existe une différence
d’activité entre ces 2 énantiomere puisque I’énantiomere « a » possede une affinité pour MDM?2
150 fois plus élevée que celle de ’énantiomere « b». Les auteurs ont montré que la nutlin-3a
permet d’augmenter Pexpression des genes cibles de p53 et d’induire P'apoptose de lignées
tumorales présentant une p53 sauvage alors qu’elle n’a pas d’effet sur les lignées possédant une
p53 mutée.

L’équipe de LT Vassilev a également testé I'efficacité de ce composé 7z vivo chez des
souris xénogreffées avec des cellules issues de la lignée d’ostéosarcome SJSA-1. La nutline-3a a
été administrée par voie orale deux fois par jour pendant 10 jours. Les résultats obtenus lors de
cet essai pré-clinique indiquent que ce composé est bien toléré chez la souris et qu’il présente une
efficacité supérieure a celle de la doxorubicine. Depuis, d’innombrables études ont été réalisées
afin de tester Pefficacité de la nutline-3 seule ou en association avec une chimiothérapie, une
radiothérapie ou certaines thérapies ciblées (pour revues : (Chargari et al., 2011b; Secchiero et al.,
2011)). Une molécule appartenant a la famille des nutlines, développée par le groupe
pharmaceutique Roche, a été évaluée lors d’un essai clinique de phase I réalisé chez des patients
atteints de pathologies hématologiques malignes (leucémies aigue myeloides (LAM) et
lymphocytaires (LAL), leucémies myéloides (LMC) et lymphocytaires chronique (LLC)) ou de
sarcomes. Cette molécule, nommée RG7112, présente le méme mécanisme d’action que la
nutline-3 mais possede une meilleure efficacité ainsi que des propriétés pharmacologiques
améliorées. Les résultats ne sont pas encore publiés mais les premieres données présentées par M.
Andreef e a/ en 2010, au congrées de ASH (American Society of Hematolgy), sont tres
encourageantes. En effet, le traitement a permis d’obtenir des rémissions complétes chez certains
patients atteints de LAM. Des régressions tumorales et une stabilisation de la maladie ont
¢galement été observées chez des patients atteints de LLC. Les résultats de cette ¢tude indiquent
également que le composé est bien toléré. Les principaux effets indésirables observés sont des
nausées et des vomissements. D’autres études sont prévues pour évaluer Defficacité de ce
composé seul ou en association avec d’autres agents.

Les analogues des spiro-oxindoles, le MI-219 et son homologue, le MI-319, agissent
¢galement en se fixant a MDM2 et en empéchant son interaction avec p53. En 2009, Mohammad
et al ont comparé Pefficacité de ces deux molécules a celle de la nutline-3 dans des lignées de

lymphomes folliculaires (Mohammad et al., 2009).
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Les auteurs ont montré que ces 3 composés induisaient, de fagon similaire, une
augmentation de Pexpression des genes cibles de p53, une diminution de la prolifération cellulaire
ainsi qu’une activation des voies apoptotiques dans les différentes lignées testées. L’efficacité anti-
tumorale du MI-319 a également été évaluée chez des souris xénogreffées avec des cellules issues
de lignées de lymphomes folliculaires. Les résultats obtenus indiquent que ce composé est
efficace puisqu’il diminue la croissance tumorale chez ces souris. Cependant, les données
présentées dans larticle ne nous permettent pas de comparer son activité anti-tumorale 7z vivo a
celle de la nutline-3. L’efficacité du MI-319 a également été testée dans le traitement du cancer du
pancréas en association avec le cis-platine. La combinaison cis-platine/MI-319  réduit
considérablement la prolifération cellulaire dans les trois lignées testées ainsi que la croissance
tumorale chez des souris xénogreffées avec des cellules issues d’une lignée de tumeur de pancréas

présentant une p53 sauvage (Azmi et al., 2010).

Certaines molécules de la famille des benzodiazepines possedent également la propriété
de déstabiliser le complexe p53/MDM2 (Grasberger et al., 2005). Ainsi, le TDP521252 et le
TDP665759 ont été décrit comme étant capables de diminuer la prolifération de lignées de
choriocarcinomes ainsi que d’induire 'apoptose dans une lignée de carcinome du foie. De plus,
les auteurs ont montré que le TDP665759, utilisé en association avec la doxorubicine, provoquait

une diminution de la croissance tumorale 7z vitro et in vivo (Koblish et al., 2000).

Enfin, équipe d’Issaeva ez a/, a utilisé une approche originale afin d’identifier d’autres
molécules capable de rompre les interactions entre p53 et MDM2. Cette équipe a effectuée un
crible sur un grand nombre de petites molécules appartenant a deux chimiotheques du « National
Cancer Institute » en sélectionnant celles capables de bloquer la prolifération de cellules de la
lignée de carcinome de colon HCT116 exprimant une p53 sauvage mais n’ayant pas d’effet sur la
lignée HCT116 p53”. Ce crible a conduit a la sélection du 2,5bis (5-hydroxyméthyl-2thiényl)
furane, nommé RITA par les auteurs pour « Reactivation of p53 and Induction of Tumor cell
Apoptosis » (Figure 55). Le groupe a montré que RITA était capable de se fixer au niveau du
domaine N-terminal de p53 et de déstabiliser son interaction avec MDM2, induisant ainsi une
inhibition de la croissance cellulaire dans la lignée HCT116. Les résultats de cette étude indiquent
que RITA permet d’induire 'expression des genes cibles de p53 tels que MDM2 et PUMA dans
la lignée HCT116 mais pas dans la lignée HCT116 p53'/ " De la méme facon, cette molécule
présente une activité anti-tumorale 7z vivo chez des souris SCID xénogreftées avec les cellules
HCT116. L’effet observé chez les souris xénogreffées avec les cellules HTC116 p53” est
beaucoup plus faible.
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Figure 55 : Stratégies thérapeutiques fondées sur la réactivation de p53 en cancérologie. Le gene
codant pour p53 est tres fréquemment muté dans les tumeurs. Plusieurs molécules telles que CP-31398 ou
PRIMA-1 ont été développées afin de réactiver les fonctions de p53 mutée, en permettant notamment un
changement de conformation de la protéine. L’inhibition des fonctions de p53 peut également avoir lieu
dans les tumeurs par surexepression de son régulateur négatif, MDM2, qui induit son ubiquitinylation et sa
dégradation par le protéasome. Certaines molécules ont été synthétisées afin d’inhiber Pactivité E3 ligase
de MDM2 comme le JNJ-26854165. Une autre stratégie tres étudiée consiste a rompre Iinteraction entre
p53 et MDM2. Ainsi, RITA permet de déstabiliser ce complexe en se fixant sur p53. De multiples
inhibiteurs de MDM?2 ont également été développés dont les nutlines qui sont les plus étudiés.
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De nombreux travaux ont été réalisés depuis avec cette molécule et ont permis de mieux
caractériser son mode d’action. Une étude récemment publiée a montré que ce composé était
capable d’induire la voie JNK dans des cellules de myélome multiple (Saha et al., 2012). D’apres
Lange et a/, 'induction de I'apoptose par la nutline-3 et RITA correle avec I'induction de la voie
de signalisation ATM et la phosphorylation de p53 sur la Ser46. La cible en aval I’ATM, la kinase
chk2, serait fortement impliquée dans 'apoptose induite par RITA (de Lange et al., 2012). Une
équipe a également rapporté que 'absence de phosphorylation de p53 sur la sérine 46 est a

origine d’une résistance au traitement par la nutline-3 et RITA (Ma et al., 2012).

Les stratégies développées afin de réactiver les fonctions de p53 sont présentées sur la
figure 55.
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OBJECTIFES DU TRAVAIL

Notre équipe travaille depuis plusieurs années sur les mécanismes de I'apoptose induite
par différents agents dans les cellules de LB et, plus récemment, dans les LCL, utilisées comme
modele pour I’étude des PTLD (Rowe et al., 1991). Elle s’est intéressée plus particulierement au

statut de p53 dans les cellules de LB et a montré que :

> les lignées exprimant une forme sauvage de p53 présentent une forte expression
de MDM2 (Capoulade et al., 1998).
» linhibition de MDM2 par des oligonucléotides antisens induit 'apoptose de ces

cellules (Capoulade et al., 2001).

Sur la base de ces observations, I’équipe a voulu tester efficacité de la nutline-3 dans des
lignées de LB EBV (-) et EBV (+). Les résultats ainsi obtenus par le laboratoire indiquent que le
traitement avec ce composé permet, d’une part, de stabiliser p53 et qu’il induit, d’autre part,
I'activation des genes cibles du suppresseur de tumeur dans toutes les lignées testées. Cependant
cette étude montre également que les cellules EBV (-) entrent massivement en apoptose, alors
que les cellules EBV(+) en latence III sont trés résistantes au traitement (Renouf et al., 2009).Le
premier objectif de ma thése a donc consisté a caractériser les mécanismes a Porigine de

la résistance observée dans ces cellules

I est admis qu’EBV est capable d’induire une surexpression de plusieurs membres anti-
apoptotiques de la famille Bcl-2 dans les cellules qu’il infecte (Rowe et al., 1994; Wang et al.,
1996). Nous avons donc évalué I'implication de ces protéines dans la résistance a 'apoptose des
cellules EBV (+) en latence de type III. Pour élargir ce travail, nous avons réalisé une étude du
transcriptome en collaboration avec I'Unité de Génomique Fonctionnelle (UGF) de I'Institut
Gustave Roussy sur deux lignées qui ne different que par leur statut EBV, apres différents temps

de traitement avec la nutline-3.

Le deuxiéme objectif du travail a porté sur ’évaluation de P’efficacité de plusieurs
inhibiteurs des membres anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 pour le traitement des
lymphomes B associées a EBV. Dans ce but, nous avons collaboré avec une équipe de
I'Institut de Chimie de Substances Naturelles, qui a récemment criblé des extraits de plantes

venant de zones sub-tropicales afin de sélectionner celles déplacant I'interaction Bcl-xL./Bak.
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Lefficacité de ces molécules a été testée pour la premicre fois dans notre laboratoire sur
plusieurs lignées de LB EBV (-) et EBV (+) et de LCL. Par ailleurs, nous avons évalué I'efficacité
d’ABT-737 (en collaboration avec les laboratoires Abbott), 7z wivo chez des souris
immunodéprimées xénogreffées avec des cellules de LB ou des LCL. I’activité anti-tumorale de
ce composé a été testée en monothérapie ou en combinaison avec les traitements conventionnels

tels que le cyclophosphamide pour le LB ou le Rituximab pour les PTLD.
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MATERIEL ET METHODES

Lignées cellulaires

Les lignées cellulaires de LB utilisées ont été établies a partir de LB endémiques ou
sporadiques. Les lignées de LB BL2, BL7, BL28, BL40, BL.2/B95, BL.28/B95, BL40/B95 et
LY47 ont été fournies par ’Agence Internationale de Recherche sur le Cancer (IARC, Lyon,
France). Les lignées de LB EBV(+) BL2/B95, BL28/B95 et BL40/B95 ont été générées a partir
des lignées de LB EBV(-) BL2, BL28 et BL40, infectées 7z vitro par la souche sauvage B95.8. La
lignée Séraphina a été donnée par le Prof. G. Klein (Stockholm, Suede). Les lignées
lymphoblastoides (LCL) ont été obtenues aprés immortalisation de lymphocytes B normaux par
EBV. La lignée RPMI8860, a été fournie par 'TARC et les lignées Priess et Remb1 par le Dr JG.
Bodmer (Londres). La lignée IARC211 a été obtenue a partir de lymphocytes B normaux du
patient BL40 et a été fournie par 'IARC. La lignée DG75 tTA LMP-1 correspond a un
transfectant stable de la lignée DG75 dont 'expression de la LMP-1 est régulée par la présence de
tétracycline (Floettmann et al., 1996). Elle a été fournie par le Dr Olivier Dellis (Orsay, France).

Ces lignées ont été cultivées en milieu RPMI 1640 (PAA) supplémenté en L-glutamine (2
mM, PAA), en pyruvate de sodium (1 mM, PAA), en glucose (20 mM), en pénicilline (100 U/ml,
PAA), en streptomycine (100 pg/ml, PAA) et en sérum de veau foetal inactivé (SVF, 10%)
(RPMI complet). Les cellules ont été cultivées a 37°C dans une atmosphere comportant 5% de
CO2 et saturée en eau. La tétracycline (1 ng/ml) a été ajoutée au milieu afin d’inhiber 'expression

de la LMP1 dans la lignée DG75 tTA LMP-1.

Anticorps et réactifs

La nutline-3 a été fournie par le laboratoire Roche (Nutley, New Jersey) et ABT-737 par
le laboratoire Abbott (Chicago, Illinois). L’étoposide, le melphalan, Iinhibiteur de CDK2
(SU9516) la chloroquine et la monodansylcadavérine proviennent de Sigma-Aldrich.

Les anticorps utilisés pour le Western-blot sont les suivants : I'anti-poly (ADP-ribose)
polymerase (PARP) mAb de souris (Ab-2, clone c¢-2-10), Ianti-p21™*" mAb de souris (Ab-1
OP064) et lanti-p53 mAb de souris (Ab-6, OP43) proviennent de Calbiochem. I.’anti-Bax pAb de
lapin (N-20), 'anti-Bcl-2 mAb de souris (clone 100), 'anti-Mcl-1 mAb de souris (clone 22), 'anti-
Bcl-xL. pAb de lapin (I.-19), Panti-p65 mAb de souris (F-6) et lanti-BZLEF1 mAb de souris (BZ1)

sont produits par Santa Cruz Biotechnology Inc.
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I’Anti-vinculine mAb de souris (clone VIN-11-5) et 'anti-8 actine mAb de souris (clone
AC-74) proviennent de Sigma-Aldrich. I’Anti-LMP-1 mAb de souris (CS1-4) est produit par
Dako France SAS. L’anti-Bécline-1 pAb de lapin et 'anti-sestrine-1 pAb de souris sont produits
par Abcam. L’anti-p70S6K pAb de lapin, anti-phospho-p70S6K mAb de souris (Thr389, clone
1A5), lanti-phospho-Bcl-2 mAb de lapin (Ser 70, clone 5H2) et I'anti-LC3B pAb de lapin
proviennent de Cell Signaling technology. L’anti-topoisomerase II mAb de souris (clone KiS1) a
été obtenu chez Chemicon. Enfin, les anticorps secondaires couplés a la HRP de lapin anti-IgG
de souris et d’ane anti-IgG de lapin sont fournis par GE Healthcare. Pour 'immunoprécipitation,
Panticorps anti-Bax pAb de lapin (N20) et les IgG de lapin couplés a 'agorose, provenant de chez
Santa Cruz Biotechnology Inc, sont utilisés. Pour la cytométrie en flux, 'anti-Bax mAb de souris

reconnaissant la forme active de la protéine (clone 6A7, Sigma-Aldrich) est utilisé.

Induction et quantification de la mort cellulaire par annexine-V-FITC/IP

Les cellules (5x10°) ont été ensemencées en plaque 12 puits puis traitées selon les besoins
de 'expérience avec la nutline-3, ABT-737, la chloroquine ou les 2 inhibiteurs de Bcl-xL et Mcl-1
dans 1 ml de milieu RPMI complet. Pour certaines expériences, les cellules ont été pré-traitées
avec ABT-737 ou avec la chloroquine pendant 1 et 2 heures respectivement puis la nutline-3 a été
ajoutée pendant 24h.

Les cellules ont ensuite été lavées en PBS et resuspendues dans 100 ul de tampon
annexine (10 mM I’HEPES/NaOH, pH 7.4, 150 mM de NaCl, 5 mM de KCl, 1 mM de MgCI2
et 1.8 mM de CaCl,) supplémentées avec 2.5 ng/ml d’annexine V-FITC (Roche Apllied Science).
Apres 10 minutes d’incubation a température ambiante, 200 uL. de tampon annexine supplémenté
avec 10 pg/ml d’iodure de propidium (IP, Sigma-Aldrich) ont été ajoutés. L’apoptose a ensuite

été estimée en analysant les cellules par cytométrie en flux (FACSCalibur, Becton-Dickinson).

Quantification de la dépolarisation mitochondriale au DIOCG6(3)

Les cellules ont été ensemencées et traitées selon les conditions décrites dans le
paragraphe précédent. Le DIOCG6(3) (40 nM) a été ajouté a la fin du traitement dans le milieu de
culture puis les cellules ont été incubées 30 minutes a 37°C. Elles ont ensuite été lavées et
resuspendues dans 300 pl. de PBS supplémenté d’IP (10 pg/ml). Les cellules ont ensuite été

analysées en cytométrie en flux.
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Test de cytotoxicité MTT

Les cellules ont été ensemencées en triplicate dans 200 pul. de milieu RPMI1640 dans
une plaque 96 puits (200 000 cellules/puit). Elles ont été traitées avec les différents composés a
évaluer pendant 24h. 25 ul. de MTT (Sigma, 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényltétrazolium)
ont ensuite été ajoutés a chaque puits et les plaques ont été incubées a 37°C pendant 2h.

Les sels de tétrazolium contenu dans ce réactif de couleur jaune sont réduits, par la
succinate déshydrogénase mitochondriale des cellules vivantes, en formozan. Ceci se traduit par
la formation d’un précipité violet au niveau de I'organite. La quantité de cellules vivantes est donc
évaluée par 'absorbance mesurée a 550 nm.

Les cellules ont finalement été incubées a 37°C sur la nuit dans un tampon de lyse (SDS
20%, Dimethylformamide 45%, pH=4.7). Le lendemain, la densité optique de chaque plaque a

¢té lue par un lecteur de plaque a une longueur d’onde de 550 nm.

SiRNA et transfection

Les siRNA p65, dont la séquence est la suivante : 5-CCCUUUACGUCAUCCCUGALt-
3, ainsi que les siRNA controles (Silencer Negative Control #1) proviennent de chez Ambion
(life technologies). Les siRNA Bax, dont la séquence est: 3-GGU GCC GGA ACU GAU CAG
ATT-5 et les siRNA-controles : 5-GAU UGA ACA GAU AGC GCG ATT-3’ proviennent de
chez Dharmacon.

Les cellules (3x10°) ont été centrifugées puis resuspendues dans 100 pl de viaspan
(Dupont Pharmaceuticals) afin d’¢tre électroporées avec 20 nM de siRNA (25ms, 130V, pulsation
électrique de type carré (electroporateur Biorad gene Pulser Xcell)) dans une cuve de 0.2 cm. Les

cellules ont ensuite été incubées pendant 24 heures et utilisées pour les différentes expériences.

Extraits cellulaires et analyses par Western-blot

Les extraits protéiques totaux ont été réalisés a partir de 10° cellules, traitées ou non selon
les besoins de I'expérience. Les cellules ont été d’abord lavées en PBS 1X, puis lysées dans 70 pl
de tampon RIPA (150 mM NaCl, 50 mM Tris pH 7,4, 5 mM EDTA, 1% NP40, 0,5% NaDoc,
0,1% SDS, Complete 1X) pendant 15 minutes a 4°C. Les lysats ont ensuite été soniqués 30

secondes puis les débris éliminés par centrifugation durant 20 minutes a 13000 tr/min a 4°C.
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Le surnageant a été récupéré et constitue 'extrait protéique total. Il peut alors étre

quantifié et déposé sur un gel d’électrophorése ou étre conservé a -80°C.

Apres extraction, les échantillons ont été dosés par spectrophotométrie selon la technique
de Bradford (BioRad protein assay, Biorad). Les protéines (30 pg) ont été dénaturées en tampon
Laemmli 1X (0.06M Tris Hel pH 6.8, 2% SDS, 10% glycérol, 1% fB-mercaptoethanol, bleu de
bromophénol, eau) puis mis a bouillir pendant 5 minutes. Elles ont ensuite été séparées par
électrophorese sur des gels d’acrylamide SDS PAGE (NuPAG, Invitrogen) a gradient 4-12%, a
10% dans un tampon MOPS (Invitrogen) et a 16% dans du tampon glycine (Accugene, Lonza).
Elles ont été transférées sur membrane PVDF (Immobilon-P, Millipore) en liquide (25 mM Tfis,
195 mM glycine, 20% méthanol) pendant 1h30 a 90V a 4°C. Les membranes ont été saturées 1
heure a température ambiante dans un tampon de saturation (PBS, 0,1% Tween 20, 3% lait
écrémé régilait, 2% glycine). Elles ont été incubées 1 heure a température ambiante ou toute la
nuit a 4°C avec l'anticorps primaire, dilué selon les recommandations du fournisseur, dans le
tampon de saturation. Apres lavages, les membranes ont été incubées 1 heure a température
ambiante avec 'anticorps secondaire approprié, couplé a la HRP. Les membranes ont été lavées a

nouveau puis révélées par chimioluminescence grace a un substrat de la HRP (Millipore).

L’immuno- et la co-immunoprécipitation

Les cellules (5.10° pour Pimmunoprécipitat (IP) et Iirrelevant (IRR); 2.10° pour Iinput)
ont été lavées en PBS 1X, puis lysées dans 1 ml de tampon CHAPS (1% CHAPS, 1M Hépes, 5 M
NaCl ,Complete 10X) pour I'IP et 'IRR et dans 40 pl pour Iinput. Les lysats cellulaires ont été
incubés a 4°C sur une roue, avec 2 ug d’anticorps de lapin anti-Bax (N-20) ou 2ug d’IgG de lapin,
couplés a lagarose pendant une nuit. L’input a été conservé a -80°C. Les complexes
anticorps/protéines ont ensuite été lavés en tampon de lyse a 4 °C et repris dans 20 pl. de
tampon Laemmli 4X. Les échantillons ont été bouillis durant 5 minutes et analysés par Western-

blot.

Fractionnements cytosoliques et mitochondriaux

Les cellules (2x10°, traitées selon les besoins de I'expérience, ont été resuspendues dans
100 ul de tampon CLAMI (250 mM sucrose, 70 mM KCl, 200 pg/ml de digitonine, PBS) puis
incubées 5 minutes dans la glace et centrifugés 5 minutes a 1 000 g a 4 °C. Le surnageant,

constituant la fraction cytoplasmique, a été conservé a —80°C.
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Les culots ont été repris dans 50 ul de tampon IP (30 mM Tris Hel pH 7.4, 150 mM
NaCl, 2 mM EDTA, 2 mM EGTA, 0.2% Triton x100, 0.3 % NP40, Complete 1X), et ont ensuite
¢été incubés 10 min dans la glace puis centrifugés 10 min a 10 000 g a 4 °C. Le surnageant, qui
constitue la fraction mitochondriale, a été conservé a —80 °C. Les différents échantillons on

ensuite été analysés par Western-blot.

Fractionnements cytosoliques et nucléaires

Les cellules (3.10°, traitées selon les besoins de Pexpérience, ont été lavées en PBS 1X,
resuspendues dans 80 ul de tampon A (20mM Hépes pH 7,9, 10 mM KCl, ImM EDTA, 0,2%
NP40, 10% glycérol, complete 1X), incubées 5 min dans la glace et enfin centrifugées 5 min a 16
100 g a 4°C. Les surnageants, constituant les fractions cytosoliques, ont été récupérés et
conservés a -80°C. Les culots ont ensuite été repris dans 80 ul de tampon B (350 mM NaCl, 20%
glycérol, 20mM Hépes, 10 mM KCI, 1 mM EDTA, complete 1X), vortexés et incubés 30 min
dans la glace puis centrifugés 5 min a 16 100 g a 4°C. Les surnageants qui constituent les fractions

nucléaires ont été récupérés et conservés a -80°C.

Immunofluorescence intracellulaire

Marquage de la forme conformationnellement active de Bax (6A7)

Les cellules (2x10°, traitées ou non avec la nutline-3 (10 uM) ou ABT-737 (250 nM pour
les LCL ou 10 pM pour les lignées de LB), ont été fixées en paraformaldéhyde 0.25% pendant 20
minutes a température ambiante. Elles ont ensuite été lavées en PBS puis incubées pendant 30
minutes A température ambiante avec 50 ul d’anticorps anti-Bax (6A7) dilué au 1/200°™ dans du
PBS contenant de la digitonine (200ug/ml). Apreés un lavage en PBS, les cellules ont été incubées
durant 30 minutes a température ambiante avec 50 pl d’anticorps secondaire (GAM-Alexa 488),

dilué en PBS. La fluorescence a ensuite été analysée par cytométrie en flux.

Marquage des autophgosomes avec la Monodansylcadavérine (MDC)

Les cellules (10°), traitées ou non pendant 16h avec la nutline-3 (10 uM), ont été marquées

avec la MDC (100 uM, Sigma-Aldrich) pendant 10 minutes a 37°C.
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Apres 2 lavages en PBS, les cellules ont été déposées sur des lamelles pré-traitées avec de
la poly-lysine (100 pg/ml) puis ont été fixées en paraformaldéhyde 3% pendant 10 minutes a
température ambiante. Apres 3 lavages en PBS, les lamelles ont été montées et les cellules ont été

analysées en microscopie confocale (microscope confocal Leica SPE).

Microscopie électronique

Les culots de cellules, traitées ou non avec la nutline-3 (10 uM) pendant 7h, ont été fixés
dans du tampon cacodylate (0.1 M, pH 7.4) contenant 2% de glutaraldéhyde (EMS, Hatfield, PA,
USA) pendant 1 heure a température ambiante. Les culots cellulaires ont ensuite été post-fixés
dans du tampon cacodylate (0.1 M) contenant 1% de tétroxyde d’osmium (EMS, Hatfield, PA,
USA) et 1.5 % de ferrocyanide de potassium (Sigma-Aldrich) pendant 1 heure a température
ambiante . Les cellules ont ensuite été¢ déshydratées avec des concentrations croissantes d’éthanol.
Une inclusion des échantillons ainsi obtenus a été réalisée dans ’'Epon 812 (EMS, Hatfield, PA,
USA). La polymérisation des échantillons a été effectuée pendant 72h a 56°C. Des coupes ultra-
fines des culots (70 nM) ont ensuite été réalisées et ont été colorées a I'acétate d’'uranyle (Merck,
France) et au citrate de plomb. Les cellules ont été analysées avec le microscope électronique

Z.eiss 902.

Analyse du profil d’expression génique (Transcriptome)

Les ARNs totaux des lignées de LB BL2 et BL2/B95, traitées ou non avec la nutline-3
pendant différents temps (30 minutes, 1 heure, 3 heures, 7 heures ou 16 heures) ont été purifiés
selon les recommandations fournies avec le Micro Kit RNeasy (Qiagen). Ces ARNs ont été
hybridés en «Single Colom sur des puces Agilent Human GE 4X44K (Agilent Technologies,
AMADID 014850). Les données ont été extraites des images ainsi obtenues par le logiciel
« Feature Extraction 10.5.1.1» (Agilent). Ces données ont été transformées en logarithme de base
2 selon la méthode des quantiles. Plusieurs analyses statistiques ont ensuite été réalisées par la
plateforme génomique de 'Institut Gustave Roussy (UGF) afin de ne garder que les genes dont

I’expression est significativement modifiée en réponse au traitement par la nutline-3.
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Expérimentation animale

Conditions d'expérimentations des soutis

Les souris Nude et NOD/SCID (NOD.CB17/ Icr—Pr/édc’”d/] ) proviennent de I'animalerie
de I'GR. Les souris SCID proviennent de la société JANVIER (Le Genest Saint Isle, France).
Les souris Nude sont caractérisées par une absence de poil et un thymus absent. Il en résulte une
absence de lymphocytes T matures, un défaut partiel du développement des cellules B et une
absence de réponses immunes a médiation cellulaire. En revanche, le systeme immunitaire innée
n'est pas affecté (présence de macrophages, du complément, de cellules NK (Natural Killer) et
des cellules présentatrices de l'antigene). Les souris SCID présentent une lymphopénie T et B
profonde. Toutefois ces animaux ont une différenciation myéloide normale et leur nombre de
cellules NK (Natural Killer) n’est pas altéré. Les soutis NOD/SCID résultent d’un croisement
entre la lignée SCID et la lignée NOD caractérisée par un déficit fonctionnel en cellules NK, une
absence d’activité hémolytique du complément et une fonction altérée des cellules présentatrices
des antigenes. Ces lignées de souris immunodéficientes favorisent la prise de greffe de cellules
humaines.

L'environnement des animaux est soigneusement controlé pour maintenir leur statut
sanitaire. Les souris sont placées dans des racks ventilés, permettant une filtration de l'air a
l'entrée des cages. Tout le matériel en contact avec les animaux est stérilisé par autoclavage. La
litiere et les biberons d’eau stérile sont changés une fois par semaine sous hotte a flux laminaire.
Les animaux sont nourris a volonté avec des aliments controlés. Pour éviter la contamination des

souris, le port de blouses a utilisation unique et de gants est obligatoire.

Greffe de cellules tumorales

Les cellules RMPI8866 ou LY47 ont été comptées a I'aide de I'analyseur cellulaire Vi-Cell
(Beckman-Coulter) et ont été centrifugées pendant 5 min a 1600 rpm. Le culot a été repris dans
50% de milieu RPMI 1640 complet et 50% de matrigel (BD BioSciences), sur glace, afin d'injecter
les cellules aux soutris en sous-cutanée (sc) (100 ul./soutis). Le nombre de cellules a injecter pour
une prise de greffe optimale a été déterminé par des expériences préliminaires et correspond a
2x10° cellules pour les RPMI8866 et 1.5 x10° cellules pour les 1.Y47.

Lors de certaines expériences, les cellules ont été injectées en intra-péritonéal (IP). Dans
ce cas, le culot de cellules RPMI8866 a été repris dans du PBS et le nombre de cellules injecté

était alors de 10x10° cellules par souris.
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Les souris greffées en sc ont ensuite été surveillées quotidiennement jusqu’a I'apparition
de tumeurs palpables (100 mm?). Elles ont alors été réparties de facon homogéne dans différentes

cages, selon leur poids et la taille des tumeurs.

Une souris de chaque groupe injectée en IP a été suivie par échographie, durant les trois
semaines qui ont suivies I'injection. L’évolution de la maladie a ensuite été évaluée par palpation

de ’'abdomen et vérification des signes cliniques visibles chez les souris.

Traitement des souris

Plusieurs traitements ont été administrés aux souris lors des différentes études pré-cliniques.

Les doses utilisées et les schémas d’administration sont les suivants :

- Cyclophosphamide (Sigma-Aldrich) : doses testées : 25, 50, 100, 200 mg/kg, une seule
injection en IP

- ABT-737 (fourni par Abbott): utilisé a 75 mg/kg selon les recommandations du
laboratoire Abbott, une injection quotidienne en IP durant 14 jours

- Rituximab (fourni par I'IGR): doses testées: 5, 10, 20 mg/kg, une injection

hebdomadaire en IP durant 4 semaines

Le volume d’administration est basé sur le poids corporel de chaque animal enregistré le jour
de la randomisation. Le cyclophosphamide est repris dans du NaCl. ABT-737, sous forme de
poudre, est repris dans la solution suivante : 65% D5W, 5% Tween 80, 30% Propylene Glycol,
HCI, pH 1. Il est ensuite soniqué puis tamponné afin d’obtenir un pH a 4. Le Rituximab est déja
en solution lorsqu’il provient de I’hopital. II est donc dilué afin d’obtenir les différentes

concentrations désirées.

Evaluation de la croissance tumorale

Les expériences et protocoles ont été réalisés en accord avec les regles éthiques appliquées
a expérimentation animale. Pour chaque expérience, un suivi régulier de différents parametres
comme la mortalité journaliere, la pesée et les observations cliniques a été effectué. Une dose est
déclarée toxique lorsqu’elle entraine une perte de poids supérieure ou égale a 20%, ou qu’elle
provoque le déces de 10% des animaux. La mesure tumorale a été réalisée en deux dimensions au

. N . 3 s, , . .
pied a coulisse, et le volume tumoral (mm’) a été calculé de la maniére suivante :

3\ — 2
Volume (mm”) = Longueur (mm) x (Largeur (mm))
2
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Pour évaluer leffet des différents traitements sur les cellules sanguines, une numération
de la formule sanguine (NES) a été réalisée 2 fois par semaine. Le prélevement de sang a été
effectué au sinus rétro-orbitaire de I'animal sous anesthésie gazeuse. Vingt-cinq puL. (3-5 gouttes)
de sang ont été prélevés et placés dans un tube contenant de PEDTA (Ethylen Diamin
Tetraacetic Acid) pour éviter la coagulation. Le sang a ensuite été analysé directement par un
appareil d’hématologie (MS9 analyseur, Melet Schloesing)

Les souris ont été sacrifiées lorsque le volume tumoral était > a 2000 mm’, lorsque la
perte de poids était > a 20% ou qu’elles présentaient des signes cliniques trop séveres (paralysie,
obstruction intestinale, déshydratation). Une analyse histologique a ensuite été réalisée lors de

Iexpérience réalisée chez les soutis injectées avec des cellules RPMI8866 injectées en IP.

Histologie et immunohistochimie

Les tumeurs ont été prélevées, fixées en parafolmadéhyde 4% puis incluses en paraffine.
Une coloration trichromique hématéine-éosine-safran (HES) a ensuite été réalisée sur les coupes
de paraffine. Les coupes ont été incubées avec un anti-Ki67 mAb de lapin (Neomarkers,
1/200°™), pour évaluer 'index de prolifération et un anti-caspase-3 pAb de lapin (Cell Signaling,
1/100°™) pour détecter I'apoptose. Le signal a été visualisé a 'aide du kit « Rabbit PowerVision »

(UltraVision Technologies). Les lames ont ensuite été observées au microscope Zeiss Axiophot.

Passage et dissociation de tumeuts

La lignée de NPC C15 fournie par le Dr P. Busson (Villejuif, France) ne pousse pas en
culture et est entretenue lors de passages successifs chez 'animal. Pour cela, les souris porteuses
de tumeurs ont été sacrifiées, les tumeurs ont été prélevées et coupées en plusieurs morceaux de
taille homogene qui ont été greffés en sc chez des souris sur lesquelles une incision de la peau, au

niveau des omoplates, a été réalisée. Ces passages ont été effectués une fois par mois.

Pour réaliser des expériences 2 vitro sur cette lignée, il est nécessaire d’effectuer une
dissociation a partir de ces tumeurs. Pour cela, la souris est sacrifiée et la tumeur est prélevée et
découpée en fragments d’environ 1 mm’ dans une boite de pétri contenant du milieu RPMI 1640.
Apres plusieurs lavages avec ce milieu, les fragments sont incubés pendant 3h a 37°C en présence
de collagénase (8 mg/g de tumeur) et de DNase (20 pg/g de tumeur). La solution ainsi obtenue
est filtrée puis plusieurs lavages successifs sont réalisés par centrifugation pendant 5 min a 600 g.
Le culot, contenant les cellules de NPC est finalement repris dans du milieu RPMI 1640 complet

et les cellules sont utilisées directement pour les différentes expériences.
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Résultats et Discussion - Partie 1

RESULTATS ET DISCUSSION

Partie 1: Mécanismes impliqués dans la résistance a
Papoptose induite par p53 dans les cellules EBV (+) en
latence III

1. Résultats

a) Résultats précédents

Les premiers résultats obtenus par ’équipe montraient que I'utilisation de la nutline-3 permet
d’induire une apoptose massive dans les lignées de LB EBV (-) et EBV (+) en latence I, alors que
les lignées EBV (+) en latence III sont beaucoup plus résistantes. Les données obtenues
indiquaient également que p53 est stabilisée dans l'ensemble des lignées testées et que
Iexpression de ses cibles (p21WAF1, MDM?2, Bax) augmente considérablement en réponse au
traitement. Au moment de mon arrivée au laboratoire, la question était de savoir si 'activation de
la p53, induite par un pré-traitement avec la nutline-3, pouvait sensibiliser les cellules aux agents
génotoxiques connus pour induire une apoptose dépendante de p53, tel que I’Etoposide ou le
Melphalan. Nous avons montré que le pré-traitement des cellules EBV (-) et EBV (+) en latence
I avec une faible dose de nutline-3 (2 uM) sensibilise ces cellules aux agents génotoxiques. En
revanche, ce pré-traitement présente un effet contraire dans les cellules EBV (+) en latence I1I et
les rend plus résistantes 2 ’Etoposide et au Melphalan. Nous avons ensuite mis en évidence
limplication de la protéine p21¥*"" dans ce mécanisme de résistance accrue aux agents
génotoxiques induit par la nutline-3. En effet, dans les cellules EBV (+) en latence III,

1 WAF1

laugmentation de I'expression de p2 entraine un arrét du cycle cellulaire plutot que

1 WAF1

lapoptose. L’inhibition de p2 ar siARN;, restaure la sensibilité de ces cellules aux agents
pop p p > S
génotoxiques. Ces résultats ont fait 'objet d’une publication en 2009 présentée en annexe

(Renouf et al., 2009).

Dans la seconde partie du travail nous avons cherché a mieux comprendre les mécanismes
impliqués dans la résistance a la nutline-3 des cellules EBV (+) en latence III. Pour ce faire, nous
avons étudié, en plus des LB, la réponse au traitement des LCL afin de mieux appréhender leffet

propre au virus.

~111~



Résultats et Discussion - Partie 1

b) Article n°l: «Treatment with a BH3 mimetic overcomes the resistance of
latency III EBV (+) cells to p53-mediated apoptosis»

L’étude a été réalisée sur 8 lignées de cellules de LB EBV (-) ou EBV (+) en latence 111, ainsi
que sur 3 lignées de LCL qui présentent également une latence de type III et sont généralement
utilisées comme modéle pour étudier les PTLD. La premicre partie du travail a consisté a
caractériser 'apoptose induite par la nutline-3 dans les différentes lignées. Nous avons montré
que les LCL, tout comme les lignées de LB EBV (+) en latence de type 111, sont beaucoup moins
sensibles au traitement que les lignées de LB EBV (-). Nos résultats indiquent que dans les lignées
EBV (-), le traitement par la nutline-3 entraine une dépolarisation mitochondriale et une

activation de la caspase-3 qui n’est pas observée dans les lignées EBV (+) en latence de type I11.

Nous nous sommes ensuite intéressés a I'expression des protéines pro-apoptotiques cibles de
p53 et plus particulicrement a la protéine Bax. Nous avons montré que dans les lignées EBV (-),
Bax est activée apres traitement par la nutline-3 et relocalisée a la mitochondrie. En revanche,
dans les cellules EBV (+) en latence de type 111, Bax, qui n’est pas activée, s’accumule dans les 2

compartiments.

Plusieurs protéines d’EBV ont été décrites comme ayant la capacité de stimuler 'expression
de membres anti-apoptotiques de la famille de Bcl-2 (Rowe et al., 1994; Wang et al., 1996). Nous
avons évalué le niveau d’expression endogene des protéines Bel-2, Mcl-1 et Bcl-xL. dans les
différentes lignées. Nos résultats indiquent que seul le niveau d’expression de la protéine Bel-2 est
augmenté dans les cellules EBV (+) en latence de type III par rapport aux cellules EBV(-). De
plus, des expériences de co-immunoprécipitations ont montré que cette protéine interagit avec
Bax alors que cette interaction n’est pas retrouvée dans les cellules EBV (). Nous avons émis
I’hypothése selon laquelle la résistance des cellules au traitement pouvait étre due a I'inactivation
de Bax par Bcl-2 et nous avons donc étudié la capacité d’ABT-737 a restaurer la sensibilité de ces

cellules a la nutline-3.

ABT-737 est un composé qui bloque 'hétérodimérisation de Bax et Bcl-2 (Oltersdorf et al.,
2005). Dans nos cellules, nous avons montré que ce composé rompt linteraction Bax/Bcl-2,
augmentant ainsi la quantité de Bax activée et relocalisée dans la mitochondrie apres traitement
par la nutline-3. ABT-737 restaure également la sensibilité des cellules EBV (+) en latence de type
IIT au traitement par la nutline-3. Enfin, nous avons observé qu’ABT-737, lorsqu’il est utilisé seul,
induit fortement 'apoptose dans toutes les lignées de LCL. Ces résultats ont été publiés en 2011

dans le journal Ce// Deat)) and Disease et sont présentés ci-apres.
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Treatment with a BH3 mimetic overcomes the
resistance of latency lll EBV (+ ) cells to p53-mediated
apoptosis

A Pujals’2, B Renouf'23, A Robert', S Chelouah', E Hollville™* and J Wiels*

P53 inactivation is often observed in Burkitt's lymphoma (BL) cells due to mutations in the p53 gene or overexpression of its
negative regulator, murine double minute-2 (MDM2). This event is now considered an essential part of the oncogenic process.
Epstein-Barr virus (EBV) is strongly associated with BL and is a cofactor in its development. We previously showed that nutlin-3,
an antagonist of MDM2, activates the p53 pathway in BL cell lines harboring wild-type p53. However, nutlin-3 strongly induced
apoptosisin EBV (—) or latency | EBV ( + ) cells, whereas latency lll EBV ( - ) cells were much more resistant. We show here that
this resistance to apoptosis is also observed in latency lll EBV (+) lymphoblastoid cell lines. We also show that, in latency Il
EBV () cells, B-cell lymphona 2 (Bcl-2) is selectively overproduced and interacts with Bcl-2-associated X protein (Bax),
preventing its activation. The treatment of these cells with the Bcl-2-homology domain 3 mimetic ABT-737 disrupts Bax/Bcl-2
interaction and allows Bax activation by nutlin-3. Furthermore, treatment with these two compounds strongly induces apoptosis.
Thus, a combination of Mdm2 and Bcl-2 inhibitors might be a useful anti-cancer strategy for diseases linked to EBV infection.

Cell Death and Disease (2011) 2, e184; doi:10.1038/cddis.2011.67; published online 28 July 2011
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The p53 tumor suppressor is a transcription factor that is
activated in response to DNA or cell damage, such as
oncogene activation, radiation, mitotic stress, ribosomal
stress or chemical challenge." When activated, p53 has a
key role in protecting against tumor development, by inducing
cell cycle arrest or apoptosis.? This physiological function of
p53 is frequently altered in malignant cells, through mutation,
cytoplasmic sequestration, interaction with viral oncoproteins
or an increase in interactions with its main cellular regulator
murine double minute-2 (MDM2).® MDM2 is an E3 ubiquitin
ligase that binds p53 and induces its ubiquitin-dependent
degradat\on.4 MDM2 also inhibits the transcriptional activity of
p53 through direct protein—protein interactions.®> MDM2 over-
production, leading to p53 inactivation, has been observed in
various types of cancer.®” Given the key role of p53 in
determining cell fate, several strategies for disrupting the
p53-MDM2 interaction have been explored.a'g Potent, stable
and selective small-molecule antagonists of MDM2 have
recently been synthesized. These molecules include nutlins,
cis-imidazoline compounds that act by binding to the p53
pocket of MDM2, thereby overcoming the inhibitory effects of
this molecule and inducing the release and activation of p53.'°
Nutlin treatment has been shown to enhance apoptosis

in various tumor cells in vitro,"™'? to inhibit tumor growth
in viva'®'® and to act in synergy with genotoxic drugs or
irradiation in cancer therapy (reviewed in VassHevM).

The anti-cancer activity of p53 results principally from the
ability of this molecule to induce apoptosis through the
intrinsic mitochondrial pathway.' The crucial event in the
initiation of this pathway is mitochondrial outer membrane
permeabilization (MOMP), leading to the release of signaling
molecules from the intermembrane space into the cytosol.'®
This process is controlled by members of the B-cell ymphoma 2
(Bcl-2) protein family.'” This family has pro-apoptotic mem-
bers, classified into ‘effectors’ (Bcl-2-associated X protein
(Bax) and Bak), which participate directly in membrane
permeabilization, and ‘Bcl-2-homology domain 3 (BH3)-only
members’ (Puma, Noxa, Bad, Bim and Bid), which act as
‘direct activators’ or ‘sensitizers’ of the apoptotic pathway.18
However, this family also has anti-apoptotic members, such
as Bcl-2, B-cell lymphoma-extra large (Bcl-xL) and myeloid
cell factor-1 (Mcl-1), which antagonize MOMP. The levels of
the pro-apoptotic Bcl-2 family proteins Bax, Noxa, Bid and
Puma are directly regulated by p53.19

The p53 pathway is frequently disrupted in Burkitt's
lymphoma (BL) cells, and this disruption is now considered
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as an essential part of the tumorigenic process.20 In a
previous study, we therefore investigated the consequences
of activating wt p53 and determined whether Epstein—Barr
virus (EBV) infection of the cells had an effect on these
consequences.?” The EBV genome is present in the vast
majority of BL cases. The virus remains latent in infected
tumor cells, producing only a very small number of viral
proteins.22 Most EBV-infected BL cells harbor the latency |
phenotype (Epstein—Barr nuclear antigen 1 (EBNA1) is the
only viral protein produced). However, cases with the latency
11l profile (all latent EBV proteins are produced: EBNAT, 2, 3a,
3b, 3c, EBNA leader protein, latent membrane protein 1
(LMP1) and 2 (LMP2)) have also been identified.®® Latent
EBV does not specifically target p53, but it nonetheless
interferes with cell cycle checkpoints regulated by p53 in the
G1/S and G2/M phases®* and modulates p53-induced
apq{)tosis.25 We have shown that, regardless of EBV status,
the treatment of BL cells with nutlin-3 induces p53 activation,
as shown by the induction of p21"“AF" MDM2 and Bax.
However, although nutlin-3-treated EBV () BL cells display
massive apoptosis, latency Il EBV (+) cells are much more
resistant.’

In this study, we investigated the mechanism responsible
for the resistance to p53-mediated apoptosis induced by EBV
in lymphoid cells. We analyzed two types of EBV ( + ) latency
I cells: BL cells and lymphoblastoid cell lines (LCLs), a
recognized model for the study of post-transplantation
lymphoproliferative disorders. Both types of cell were found
to be more resistant to treatment with nutlin-3 than EBV (—)
cells. In EBV (—) cells, Bax was activated by nutlin-3
treatment, promoting apoptosis. By contrast, in EBV (+)
latency Il cells, Bax accumulated in mitochondria but was
poorly activated by nutlin-3. Our findings indicate that Bcl-2 is
selectively overproduced in these cells and forms stable
complexes with Bax. Treatment with nutlin-3 has no sig-
nificant impact on these complexes. Finally, we also demon-
strated that ABT-737, a potent and selective small molecule
that binds and antagonizes Bcl-xl, Bcl-2 and Bcl-w, sensitizes
EBV (+) latency Il cells to nutlin-3 treatment.

Results

Latency llEBV ( +) cells are more resistant than EBV ()
cells to p53-dependent apoptosis. We have previously
shown that, in BL cell lines, the induction of apoptosis by
nutlin-3 depends on the EBV status of the cells: EBV (-) and
EBV (+) latency | cells are highly sensitive to this antagonist
of MDM2, whereas EBV (+) latency Il cells are much more
resistant.?! We investigated whether other EBV (+ ) latency
Il cells were also resistant to p53-dependent apoptosis by
evaluating the response to nutlin-3 treatment in LCLs. All cell
lines were treated with 10 uM nutlin-3 for 24 h and apoptosis
was assessed by flow cytometry after labeling the cells with
annexin-V-FITC and propidium iodide (PI). Nutlin-3 induced
slightly higher levels of apoptosis in LCL (52 £ 10%, 49 £ 4%,
48 + 7% apoptotic cells for RPMI8866, Priess and Remb1
cells, respectively) than in latency [l BL cell lines (40 £ 4%,
18 + 5%, 36+ 2%, for BL2/B95, Seraphina and LY47 cells,
respectively) but these levels of apoptosis remained lower
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than those in EBV (—) BL cell lines (76 + 4%, 95 £ 4% for BL2
and BL28 cells, respectively; Figure 1a).

We characterized the apoptotic cell death induced by nutlin-
3 in more detail by measuring the loss of mitochondrial
membrane potential (Ayn,) by flow cytometry with the
carbocyanine  dye  3'-dihexyloxacarbocyanine  iodide
(DIOCs(3)). Loss of Aym Occurs early in apoptosis and was
therefore measured after 16 h of treatment with nutlin-3. In
EBV (—) BL cells treated with nutlin-3, mitochondrial
depolarization was observed in 5316 % of BL2 cells and
89+ 5% of BL28 cells (Figure 1b). By contrast, in EBV (+)
latency Il cells (BL and LCL), the loss of Ay, was much
milder, with 26+ 2%, 9+3%, 514%, 1914%, 22+ 1%,
23 2 % mitochondrial depolarization in BL2/B95, Seraphina,
LY47. RPMI8866, Priess and Remb1 cells, respectively.

We then carried out western blotting to assess the cleavage
of poly (ADP-ribose) polymerase (PARP), a DNA repair
enzyme directly targeted by caspase-3 (cysteinyl aspartate-
specific protease-3). After 7 h of treatment with nutlin-3, the
85kDa PARP cleavage product was observed in EBV (—) BL2
and BL28 cell extracts, whereas no cleavage was observed in
EBV (+) BL and LCL extracts, except for Remb1 cells, in
which low levels of cleavage were detected (Figure 1c). After
24h of treatment, PARP was almost totally (BL2) or totally
(BL28) cleaved in EBV (—) cells. By contrast, in EBV (+)
cells, PARP cleavage occurred either at very low rates
(BL2/B95, RPMI8866, Priess and Remb1 cells) or not at all
(Seraphinaand LY47 cells). Thus, both BL and LCL latency Il
EBV (+) cells are more resistant than EBV (-) cells to
p53-mediated apoptosis.

The activation of p53 increases Bax levels similarly in
EBV (—) and EBV ( + ) cell lines. In susceptible EBV (—) BL
cells, nutlin-3-induced apoptosis involves permeabilization of
the mitochondrial outer membrane. This mechanism is
generally controlled and mediated by Bcl-2 family proteins.
The pro-apoptotic protein Bax, encoded by a p53 target
gene, is one member of this family. We showed in a previous
study that nutlin-3 activated the p53 pathway similarly in all
BL cell lines.?" In this study, we measured the accumulation
of Bax in both EBV (—) BL cell lines and EBV ( +) latency Il
BL and LCL treated with nutlin-3 for various periods of time
(3, 7 or 24h). Western blot analysis was carried out to
determine the levels of p53 (as a control of its activation) and
of Bax. Bax-specific bands were quantified by densitometry
and normalized with respect to fi-actin levels. In all cell lines,
treatment with nutlin-3 induced a gradual increase in Bax
levels until 24h of treatment (Figure 2). These results are
consistent with our previous findings and confirm that the
accumulation of Bax in response to p53 activation is not
correlated with the EBV status of the cells and that the
resistance of EBV ( + ) cells to apoptosis does not result from
a defect in Bax accumulation.

Following p53 activation, Bax accumulates in the
mitochondria of latency lll EBV (+) cells but is not
activated. For Bax to be active, it must be translocated from
the cytosol (where it is found in healthy cells) to the outer
mitochondrial membrane. The redistribution of Bax was
assessed by western blot analysis of the mitochondrial and



Bcl-2 inhibitors sensitize EBV + cells to nutlin-3

A Pujals et a/
3
a BLEBV (-} BLEBV (+) LCLEBV (+) b BLEBV () BLEBV (+) LCLEBV (+)
W control B control
2 1001 m nutin-3 2 "9 Bnutind
8 € B
© s 80
B 7 g
a )
g £ 5
> 8
£ L B
] 2™
£ S 2
< S 19
% * g
®
c BL2 BL28
nutlin-3 (h) D 7 24 0 7 24
Non-cleaved PARP i H BLEBV()
Cleaved PARP -
BL2/BY9S Seraphina LY&7
nutlin-3 (h) 0 7 24 0 7 24 0 7 24
Non-cleaved PARP — f-.-| |a- ['-.-| o
Cleaved PARP -
RPMIB8ES Priess Remb1
nutlin-3 (k) o 7
Non-cleaved PARP

Cleaved PARP

24 ] L 24 o 7 24
I | |--‘_ - I LELEBV (+)

Figure 1

Effect of nutlin-3 treatment on the induction of apoptosis in Epstein-Barr virus (EBV) (—), EBV ( + ) Burkitt's lymphoma (BL) and lymphoblastoid cell lines (LCLs).

(a) Cells were treated with 10 M nutlin-3 or with the solvent dimethyl sulfoxide for 24 h. The cells were labeled with annexin V-FITC and Pl and analyzed with a FACSCalibur
flow cytometer to determine the percentage of cells that were apoptotic. The values presented (means + s.d.) are from three independent experiments. (b) Cells were treated
with 10 uM nutlin-3 or the solvent dimethyl sulfoxide for 16 h. The cells were stained with DIOC,(3) and analyzed on a FACSCalibur flow cytometer. DiOC,(3) stains
mitachondria in a potential-dependent fashion. Cells with a low A, are therefore only weakly fluorescent, and are described as ‘DiOCq(3) negative’. The values presented
(means £ s.d.) are from three independent experiments. (¢) Cells were treated with 10 uM nutlin-3 for the indicated periods of time. Apoptosis levels were determined by
assessing polyadenosine diphosphate-ribose polymerase (PARP) cleavage on western blots. Results are representative of at least three independent experiments

cytosolic fractions of untreated cells and of cells treated with
nutlin-3 for 24h (Figure 3a). Fractionation quality was
checked by probing blots with antibodies recognizing
proteins known to be localized to mitochondria (Bcl-2) or
the cytosol (vinculin). Bax-specific bands were then
quantified by densitometry and the results were normalized
with respect to Bel-2 or vinculin levels. In EBV (—) BL cells,
nutlin-3 treatment either strongly decreased the amount of
Bax in the cytosolic fractions (BL2) or resulted in this protein
being undetectable (BL28) in these fractions, whereas Bax
levels in the mitochondrial fractions clearly increased. By
contrast, in EBV (+) cell lines (BL and LCL), Bax
accumulated in both the cytosolic and mitochondrial
fractions after treatment with nutlin-3.

We investigated whether the Bax accumulating in the
mitochondria was in the activated form by labeling cells with
the 6A7 conformation-specific Bax mAb (Figure 3b). This
antibody recognizes an N-terminal epitope of Bax that is
occluded in the inactive form of the protein but exposed after
the activation and insertion of the protein into membranes.28
After treatment with nutlin-3, 52% of EBV (—) BL2 cells were
positive for 6A7 labeling (mean fluorescence intensity (MFI):
105 versus 48 for control), whereas latency Il EBV ( +) cells
were only weakly stained (2% (MFI; 38 versus 36), 25% (MFI;
66 versus 39) and 32% (MFI: 68 versus 28) for LY47, BL2/B95
and Remb1 cells, respectively).

To confirm that the activation of Bax is involved in nutlin-3-
mediated apoptosis of BL2 cells, we next inhibited the
production of this protein with a specific small-interfering
BNA, treated the cells with nutlin-3 and then measured

apoptosis levels by assessing PARP cleavage on western
blots. In BL2 cells with low levels of Bax, lower levels of PARP
cleavage were observed than in controls cells (Supplemen-
tary Figure 1). These data show that, in EBV () cells treated
with nutlin-3, Bax accumulates in mitochondria in its activated
form and takes part in the apoptotic process. By contrast, in
EBV ( +) latency Il cells, most of the Bax accumulating in the
mitochondria is not in the active conformation.

Bcl-2 is overproduced in latency Il EBV (+4) cells. At
least three EBV-encoded proteins (LMP1, LMP2A and
EBNA2) have been shown to induce the upregulation of
various anti-apoptotic Bcl-2 family members able to
sequester Bax.?’2% We therefore carried out western
blotting to evaluate the endogenous levels of these anti-
apoptotic proteins (Bcl-2, Bcl-xL and Mcl-1) in our cell lines
(Figure 4). There was no direct correlation between the EBV
status of the various cell lines and basal levels of Bel-xL or
Mcl-1. By contrast, a strong correlation was observed
between basal levels of Bcl-2 and EBV status: all latency
Il EBV (+) cells contained high levels of Bcl-2, whereas
EBV () cells had low levels of this protein. Te confirm that
high levels of Bel-2 were correlated with LMP1 expression.®®
we also assessed the level of this viral protein. Large
amounts of LMP1 were observed in all EBV (+) cell lines
except BL2/B95, which had only low levels of this protein. As
LMP1 has also been shown to induce the downregulation of
Bax,*C we determined endogenous Bax levels in our various
cell lines. No correlation was observed between the EBV
status and Bax levels.

Cell Death and Disease
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Figure 2 Effect of nutlin-3 treatment on p53 and Bax levels in Burkitt's lymphoma (BL) and lymphoblastoid cell lines (LCLs). Cells were treated with 10 1M nutlin-3 for the
indicated periods of time. The levels of p53 and Bax protein were assessed by western blot analysis. Fold-change values for Bax versus the untreated control (0 h), normalized

with respect to f-actin levels are shown under the blots

Bcl-2 interacts with Bax in latency lll EBV (+) cells, but
not in EBV (—) cells. We investigated the role of Bcl-2 in the
resistance to apoptosis observed in latency Ill EBV (+) cells
by studying the interactions between Bax and Bcl-2. BL2
EBV (—) cells and BL2/B95 EBV (+) cells (which differ only
in terms of their EBV status) were left untreated or treated
with nutlin-3 for 7h. Proteins were then extracted and
immunoprecipitation was carried out with an anti-Bax pAb.
The immunoprecipitates were then probed for Bax and Bcl-2
(Figure 5). These western blots showed that treatment with
nutlin-3 induced a stronger accumulation of Bax in BL2 than
in BL2/B95 cells, but that Bel-2 was coprecipitated with Bax
only in BL2/B95 cells, with nutlin-3 treatment having no
significant impact on this co-immunoprecipitation. Thus, in
EBV (+) latency Ill cells, Bax and Bcl-2 form stable
complexes that may be at least partly responsible for the
resistance to apoptosis.

An inhibitor of Bcl-2 disrupts the interactions between
Bax and Bcl-2 and allows Bax activation in BL2/B95 EBV
(+) cells treated with nutlin-3. We investigated the
involvement of interactions between Bax and Bcl-2 in
resistance to nutlin-3-induced apoptosis using ABT-737, a
BH3 mimetic that antagonizes pro-survival members of the
Bcl-2 family, promoting the release of Bax® We first
investigated the effect of this Bcl-2 inhibitor on Bax/Bcl-2
interaction. BL2/B95 EBV (+) cells were treated for 1 h with
ABT-737 (10uM), incubated with nutlin-3 for 7h and protein
extracts were prepared. We then assessed Bax and Bcl-2
levels by western blotting and interaction between these two
molecules by co-immunoprecipitation. Treatment with ABT-737
had no effect on Bcl-2 or Bax levels (Figure 6a), but abolished
the co-immunoprecipitation of Bax with Bel-2. in both untreated
cells and cells treated with nutlin-3 (Figure B6b).

We also evaluated the effect of treatment with ABT-737 on
the distribution of Bax in untreated cells and cells treated with
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nutlin-3. ABT-737 decreased the accumulation of Bax in
the cytosol induced by nutlin-3 alone and concomitantly
increased the level of Bax in the mitochondria (Figure 6¢). We
investigated whether the Bax accumulating in the mitochon-
dria was in the activated form by labeling the cells with the 6A7
conformation-specific Bax mAb (Figure 6d). After treatment
with ABT-737 alone ornutlin-3 alone, 10% (MFI: 39 versus 31)
and 23% (MFI: 62) of BL2/B95 cells, respectively, were
weakly positive for 6A7 labeling, whereas when the two
compounds were used in combination, 41% (MFI: 74) of the
cells were strongly labeled with the 6A7mAb. Thus, a
combined treatment with ABT-737 and nutlin-3 induces the
release of Bax from the Bax/Bcl-2 complexes and its
activation in mitochondria.

An inhibitor of Bcl-2 restores the susceptibility
of latency Il EBY (4) cells to p53-dependent
apoptosis. We then used flow cytometry to determine
whether treatment with ABT-737 sensitized the EBV (+)
latency Il BL and LCL cells to nutlin-3-induced apoptosis
(Figure 7a). Consistent with our previous observations,
treatment with nutlin-3 for 24 h induced <50% apoptosis in
these cells. Treatment with ABT-737 (10 uM) alone had no
cytotoxic effect on BL2/B95 and Seraphina cells but induced
42 + 7% apoptosis in LY47 cells. An even stronger effect was
observed in LCL cells, in which treatment with 10 M ABT-
737 for 24 h induced >70% apoptosis (data not shown). In
these cell lines, we therefore decreased the concentration of
ABT-737 used to reduce its cytotoxic effect. Treatment with
0.25uM ABT-737 induced 32t 8%, 47 3% and 39+ 2%
apoptosis in RPMI8866, Priess and Remb1 cells, respec-
tively. When the two drugs were used in combination, a
synergic effect on the induction of apoptosis was observed in
BL2/B95 and Seraphina cells (78+5% and 81%3%
apoptotic cells, respectively). In the other cell lines, no
synergy between ABT-737 and nutlin-3 was observed, these
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Figure 3 Effect of nutlin-3 treatment on Bax relocalization and activation in EBV (—) and EBV ( + ) cells. (a) Cells were treated with 10 M nutlin-3 or the solvent dimethyl
sutfoxide for 24 h. Cytosolic and mitochondrial fractions were analyzed by westem blotting with an anti-Bax pAb. Vinculin and Bel-2 were used as cytosolic and mitochondrial
markers, respectively. Fold-change values versus the untreated control (O h), after normalization with respect to vinculin or Bcl-2 protein levels, are shown under the blots.
Results are representative of three independent experiments. (b) BL2 EBV () cells and BL2/B95, LY47 and Remb1 EBV ( + ) cells were treated with 10 uM nutfin-3 or the
solvent dimethyl sulfoxide for 24 h. Cells were fixed in 0.25% paraformaldehyde and labeled with a conformation-specific 6A7 Bax antibody, which recognizes only the active
conformation of the protein and Alexa 488-conjugated goat anti-mouse IgG. Cells were then analyzed with a FACS Calibur flow cytometer

compounds instead having an additive effect (85+ 1%,
71+8%, 73+t7% and 81+5% apoptosis in LY47,
RPMI8866, Priess and Remb1 cells, respectively). We also
evaluated the effect of nutlin-3 and ABT-737 on three cell

lines originating from the same individual: BL40, BL40/B35
and |IARC 211. BL2 and BL2/B95 were used as controls.
Apoptosis was determined by assessing PARP cleavage on
western blots (Figure 7b). No cleavage of PARP was
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Figure 4 Levels of Bel-2 family members in EBV (—) and EBV ( + ) lymphoid

cell lines. Levels of the Bax, Bcl-2, Bckxl and Mcl-1 proteins as well as these of the
viral LMP1 protein were assessed by westem biot analysis
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Figure 5 Interaction of Bax with Bcl-2 in BL2 EBV () and BL2/BI5S EBV ( + )
cells untreated or treated with nutlin-3. Cells were treated with 10 M nutlin-3 or the
solvent dimethyl sulfoxide for 7 h. Lysates were subjected to immunoprecipitation
with agarose-conjugated anti-Bax pAb (IP) or agarose-conjugated control rabbit IgG
(lgG control) and then subjected to westem blotting with an anti-Bck2 mAb or an
anti-Bax pAb. As a control for protein levels before IP, a portion of cell lysate (input)
corresponding to 15% of the input for IP was also included in the westem blot.
All results are representative of three independent experiments

observed after treatment with ABT-737 alone in BL2 and
BL2/B95 cells, whereas a strong or partial cleavage was
observed in BL40, BL40/B95 and IARC 211 cells. Treatment
with nutlin-3 alone induced strong (BL2) or complete (BL40)
cleavage of PARP in EBV () cell lines, moderate cleavage
in BL2/B95 cells and almost no cleavage in BL40/B95 and
IARC 211 cells. As expected, treatment with both
compounds had an additive effect on cell wiability and
PARP was totally cleaved in all cell lines.

Finally, as EBV reactivation might also reduce cell viability,
we tested the effects of nutlin-3 and ABT-737 on production of
the viral BZLF1 protein, a transcriptional activator that
mediates the transition between the latent and lytic cycles of
EBV. Except in LY47 cells, in which nutlin-3 slightly increased
the very low basal levels of BZLF1 protein, nutlin-3, ABT-737
and the combination of these two molecules were unable to
induce the production of this protein in any of the EBV ( + ) cell
lines tested, (Supplementary Figure 2). Thus, a combined
treatment with ABT-737 and nutlin-3 efficiently induces the
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apoptosis of latency Ill EBV (+) cells producing large
amounts of Bcl-2 protein, without affecting the latent stage
of the virus.

Discussion

The activation of wt p53, or even the reactivation of mutant
p53, alone or in combination with cytotoxic agents (chemo-
therapy drugs or radiation) is now considered a promising
new approach for cancer treatment.’>32 Various elements
must be considered during the development of such new
therapies, including the cellular context, which may greatly
modulate the consequences of p53 activation. In this study,
we showed that the type Il latent EBV infection of lymphoid
cells does not prevent the p53 activation induced by an
inhibitor of Mdm2, but strongly decreases p53-induced
apoptosis. We also found that the activation of p53 induced
Bax accumulation similarly in all cell lines and that this pro-
apoptotic member of the Bcl-2 family was involved in the
apoptotic pathway in EBV () cell lines. Bax is primarily a
cytosolic protein in healthy living cells. Following the induction
of apoptosis, it undergoes a conformational change and is
translocated to the mitochondria.®® After nutlin-3 treatment,
Bax underwent conformational changes and relocalization in
EBV (—) cells, whereas in EBV (+) cells, it accumulated in
both the cytosol and the mitochondria but underwent no
conformational changes. Thus, the accumulation of Bax in the
mitochondria of EBV (+) cells is not sufficient to induce
apoptosis.

Several studies have shown that latent infection with EBV
protects cells from apoptosis. For example, the viral proteins
LMP1 and LMP2A have been shown to upregulate various
anti-apoptotic members of the Bel-2 family by activating the
nuclear factor-x B (NF«xB) pathway,®® or to inhibit the
transcription of the pro-apoptotic Bax protein.® We deter-
mined the endogenous levels of Bax, Bcl-2, Bel-xl and Mcl-1 in
our cell lines. Consistent with the results of Rowe et al..?® we
observed a strong correlation between basal Bcl-2 level and
EBV status: all latency Il EBV ( + ) cells had high levels of
Bcl-2, whereas EBV (—) cells had low levels of this protein. By
contrast, Bax levels, similar to those of Bel-xl and Mcl-1, were
variable in all cell lines, regardless of EBV status. It has been
reported that Bcl-2 inhibits both changes in the conformation
of the N-terminus of Bax and the translocation of Bax from the
cytosol to the mitochondria.®*®® Qur results are consistent
with these observations, as we observed no specific
translocation of Bax to the mitochondria after the treatment
with nutlin-3 of cells overproducing Bcl-2. We also showed
that Bel-2 interacted with Bax in EBV ( + ) cells, but not in EBV
(—) cells. This sequestration of Bax may account, at least in
part, for the resistance to nutlin-3 observed in EBV (+)
latency Il cells. Our results are also consistent with those of
Forte and Luftig,®® who previously showed that, in LCL, nutlin-3
induced p53 activation and a moderate level of apoptosis
(around 40% of annexin-V ( + ) cells after 48 h of treatment),
which was enhanced by previous treatment of the cells with an
inhibitor of NFxB activity. They showed that NFxB activity
controlled steady-state levels of MDM2 protein and concluded
that the NFxB inhibitor sensitized cells to nutlin-3 by
decreasing MDM2 levels. However, as the upregulation of
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Bcl-2 in B cells containing LMP1 is due to NFxB activa-
tion,28-7 it could also be deduced from their data that the
NFxB inhibitor sensitizes cells by decreasing Bcl-2 levels.

ABT-737 is a BH3 mimetic that efficiently antagonizes
various pro-survival members of Bcl-2 family and promotes
the release of Bax and Bak.®' In latency Ill EBV ( +) cells, the
disruption of Bax/Bcl-2 interaction by treatment with ABT-737
before nutlin-3 treatment promoted the relocalization of Bax to
the mitochondria and its activation. Treatment with these two
compounds also strongly induced the apoptosis of these cells.
The combined inhibition of the MDM2 and Bcl-2 proteins has
been reported to strongly induce apoptosis in acute myelo-
genous leukemia cells overproducing Bcl-2% and in tumors
(including BL) in which Hdmx limits the p53 activation induced
by nutlin-3.% Combined treatment with nutlin-3 and an
inhibitor of the anti-apoptotic members of the Bcl-2 family,
such as ABT-737, may therefore constitute an attractive new
treatment strategy for tumors harboring wild-type p53 but with
defects in the p53-induced apoptotic pathway. In vivo studies
in murine models are now required to evaluate the effects of
this combined treatment in terms of side effects and tumor
regression and to compare these effects with those of
conventional chemotherapy.

Concermning latency Ill EBV (+) cells, it will also be
interesting to use in vivo models to assess the efficiency of
ABT-737 alone, as we found that, even at very low doses, this
compound promoted apoptosis in LCL cells. This treatment
may be particularly beneficial in patients with EBV ( + ) post-
transplant lymphoproliferative disorder or nasopharyngeal
carcinoma, because both these types of tumor overproduce
Bcl-2 or Bel-xL.4°

Materials and Methods

Cell lines. All BL cell lines were originally established from endemic or sporadic
cases of BL. BL2, BL28, BL40, BL2/B95, BL40/B95 and LY47 were kindly provided
by the International Agency for Research on Cancer (IARC, Lyon); Seraphina cells
were provided by Professor G Klein (Stockholm); BL2/B35 and BL40/B95 cells were
generated by stable infection of the original EBV () BL2 and BL40 cells with the
B95-8 EBV strain. LCLs were obtained by the in vifro immortalization of normal B
lymphocytes. IARC 211 cells were established from the normal B lymphocytes of
patient BL40 and were obtained from IARC. Priess and Remb1 cells were kindly
provided by Dr JG Bodmer (London). These cell lines were cultured in RPMI 1640
medium (PAA) containing 2mM L-glutamine, 1mM sodium pyruvate, 20 mM
glucose, 100 U/ml penicillin and 100 pg/ml streptomyein and supplemented with
10% heat-inactivated fetal calf serum.

Antibodies and reagents. Nutlin-3 was obtained from Cayman Chemical
(SPI-Bio, Montigny-le-Bretonneux, France); ABT-737 was kindly provided by Abbott
Laboratories (Chicago, IL, USA).

PARP mAb (Ab-2, clone c-2-10) and anti-p53mAb (Ab-6, OP43) were
purchased from Calbiochem (Meudon, France). Anti-Bax pAb (N-20), anti-Bck
2mAb (clone 100), anti-Mcl-1 mAb (clone 22), anti-Bcl-xl mAb (7B2.5) and
ant-BZLF1 mAb (BZ1) were purchased from Santa Cruz Biotechnology Inc.
(Heidelberg, Germany). Anti-vinculin (clone VIN-11-5) and anti-f actin (clone
AC-74) mAbs were obtained from Sigma-Aldrich (Saint-Quentin Fallavier, France).
Anti-LMP1mAb (CS1-4) was obtained from Dako France SAS (Trappes, France).
Horseradish  peroxidase (HRP)-conjugated rabbit anti-mouse 1gG and
HRP-conjugated donkey anti-rabbit IgG for westem blotting were purchased from
GE Healthcare (Velizy, France) and Jackson ImmunoResearch Laboratories
(Newmarket, UK), respectively.

Induction and quantification of apoptosis. We treated 0.5 % 10°
cells for various periods of time, at 37 “C, with nutlin-3 (10 uM), ABT-737 (10 :M)
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or both these compounds. Cells were washed in PBS, resuspended in
annexin buffer (10mM HEPES/NaOH (pH 7.4), 150 mM NaCl, 5mM KCI, 1 mM
MgCl,, 1.8mM CaCly) supplemented with 2.5 ug/ml FITC-labeled annexin-V
(Roche Applied Science, Meylan, France) and incubated at room temperature for
10 min. Cells were then washed, resuspended in annexin buffer supplemented with
Pl (10 ug/ml) and analyzed by flow cytometry (n—10000; FACSCalibur,
Becton-Dickinson, Pont-de-Claix, France). Annexin-V-positive cells (Pl negative
or Pl posttive) were considered to be apoptotic.

Determination of mitochondrial membrane potential. After
treatment with nutlin-3, ABT-737 or both these compcunds, for various periods of
time, DIOCq(3) was added (40 nm) and cells were incukated for an additional 30 min
at 37 °C. Cells were washed, resuspended in PBS supplemented with Pl and
analyzed by flow cytometry (n= 10 000; FACSCalibur, Becton-Dickinson).

Intracellular labeling. GCells (2 < 10°), either unfreated or treated with
nutiin-3 (10 uM), were fixed by incubation in 0.25% paraformaldehyde for 20 min at
room temperature. They were then washed twice and stained with primary
antibody (monoclonal anti-Bax antibody, clone 6A7, Sigma-Aldrich) in digitonin
(200 pg/ml) for 30 min at room temperature. The cells were then washed again with
PBS and incubated for 30 min with goat anti-mouse lgG conjugated to Alexa 488
(GAM-Alexa-488, Molecular Probes, Leiden, The Netherlands). Samples were than
analyzed on a FACSCalibur flow cytometer. Cells labeled with GAM-Alexa-488 only
were used as a control.

Preparation of mitochondrial and cytosolic fractions. We
resuspended 2 x 10° cells in 100 ul of ice-cold cell lysis and mitochondria intact
buffer (250 mM sucrose, 70mM KCI, 200 ug/ml digitonin) and incubated the
suspension at 4 “C for 5min. The samples were then centrifuged at 1000 x g for
5min at 4 °C. The supematants (cytosolic fractions) were recovered and stored at
80 'C. The pellets were resuspended in 50 ul of IP buffer (30 mM Tris HCI
(pH 7.4), 150mM NaCl, 2 mM EDTA, 2 mM EGTA, 0.2% Triton = 100, 0.3% NP40,
complete protease inhibitor cocktail) and incubated for 10min at 4 'C. The
suspension was then centrifuged at 10000 x g for 10min at 4°C and the
supematants (mitochondrial fractions) were stored at —80 “C until use.

Immunoprecipitation. We subjected 53 10° cells to disruption by
sonication (10s on ice) in 1ml of CHAPS buffer (1% CHAPS, 1M Hepes, 5M
NaCl, complete protease inhibitor cocktail). We mixed the resulting lysates with 2 g
of agarose-conjugated rabbit anti-Bax pAb (clone N-20) or agarose-conjugated
control rabbit IgG pAb (Santa Cruz Biotechnology Inc.) and incubated the mixture
overnight at 4 °C, with end-over-end rotation. Immure complexes were washed
twice with ice-cold CHAPS buffer, twice with PBS &nd resuspended in loading
buffer. The samples were boiled for 5min and the proteins were separated by
electrophoresis in 4-12% Bis-Tris precast gels (Invitrogen, Cergy Pontoise, France)
and analyzed by western blotting.

Western-blot analysis. A pellet containing 1 = 10° cells was solubilized by
incubation in ice-cold lysis buffer (150 mM NaCl, 50 mM Tris (pH 7.4), 5 mM EDTA,
0.1% NP40, 0.5% sodium deoxycholate, 0.1% SDS, complete protease inhibitor
cocktail) for 10 min. Sample loading buffer was added and the mixture was boiled for
5min. Proteins were separated by electrophoresis in 12% polyacrylamide gels or
4-12% Bis-Tris precast gels (Invitrogen) and transferred to PVDF membranes
(Millipore, Molsheim, France). Blots were blocked by incubation overnight at4 “C in
3% non-at mik powder, 2% glycine in PBS and incubated for 1h at room
temperature with primary antibodies. The blots were then washed and incubated
with HRP-conjugated RAM-IgG or HRP-conjugated DAR-IgG. Antibody complexes
were detected by enhanced chemiluminescence (Millipore).
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Figure 56 : Effet de la combinaison ABT-737/nutline-3 sur une lignée de NPC (C15). A. Les
cellules (3 puits/conditions) ont été traitées ou non pendant 24h avec différentes concentrations de
nutline-3 puis un marquage au MTT a été réalisé. Apres lyse des cellules, la DO a été lue a 550 nm afin
d’évaluer la viabilité cellulaire. Les résultats sont exprimés en % par rapport aux cellules non traitées. B.
Les cellules ont été traitées pendant 24h avec différentes concentrations de nutline-3 puis un Western blot
a été réalisé afin d’évaluer 'expression de Bax. C. Les cellules ont été traitées pendant 24h avec 10 uM de
nutline-3 puis des fractionnements cytoplasmiques et mitochondriaux ont été réalisés. La vinculine et la
protéine Bcl-2 ont été utilisées pour vérifier la pureté des fractions cytoplasmique et mitochondriale
respectivement. D. Les cellules ont été pré-traitées on non pendant 1h avec ABT-737 puis incubées ou
non pendant 24h avec la nutline-3. Un marquage au MTT a ensuite été réalisé selon les conditions décrites

en A.
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c) Expériences complémentaires sur une lignée de NPC

Pour valider nos résultats dans un autre modele, nous avons testé ’effet de la nutline-3 et de
la combinaison avec ABT-737 dans une lignée de NPC EBV (+) présentant une p53 sauvage.
Cette lignée, appelée C15, ne pousse pas en culture et est entretenue par passages successifs chez
la souris (Busson et al., 1988). Plusieurs études ont montré que les C15 expriment la LMP-1 ainsi
que les protéines anti-apoptotiques Bcl-2 et Bel-xL (Hitt et al.,, 1989; Yip et al, 2005). Les
expériences 2 vitro sont effectuées sur les cellules obtenues par dissociation de la tumeur

xénogreffée et maintenues en culture pendant 48h.

Nous avons testé, dans un premier temps, I'effet de concentrations croissantes (1, 2, 5, 10, 20
uM) de nutline-3 a 'aide d’un test de cytotoxicité cellulaire (MTT). Les résultats présentés sur la
figure 56 A montrent que ce composé, lorsqu’il est utilisé a des doses supérieures a 5 pM, induit
une légere diminution du nombre de cellules vivantes par rapport aux cellules non traitées.
Toutefois, les C15 ne semblent pas tres sensibles au traitement puisque la viabilité est encore de
75% apres 24h de traitement avec une dose de 10 uM. Les résultats précédemment obtenus avec
les lignées de LB et les LCL indiquent que la protéine pro-apoptotique Bax est fortement
impliquée dans 'apoptose induite par la nutline-3. Nous avons donc évalué expression de cette
protéine par Western blot dans les C15, apres traitement avec différentes doses (1, 2, 5, 10, 20
uM) de ce composé. Les résultats obtenus montrent que 'expression de Bax est augmentée de
maniere tres significative des la concentration de 1uM (Figure 56 B). Pour étre active et exercer
ses fonctions pro-apoptotiques, Bax doit étre relocalisée du cytoplasme vers la mitochondrie. Les
expériences menées avec les lignées de LB et les LCL EBV (+) montrent que la surexpression de
Bcl-2 limite la translocation et Iactivation de cette protéine pro-apoptotique en réponse au
traitement et que l'utilisation de 'inhibiteur de Bcl-2 et de Bel-xL, ABT-737, permet d’augmenter
'activation de Bax apres traitement par la nutline-3. Nous savions, grace a nos résultats et aux
données de la littérature, que les C15 expriment fortement Bcl-2 et Bel-xL.. Nous avons donc
vérifié la localisation sub-cellulaire (cytoplasmique ou mitochondriale) de Bax apres traitement
par la nutline-3 seule ou en association avec ABT-737. Pour cela, des fractionnements
cytoplasmiques et mitochondriaux ont été préparés a partir de cellules traitées ou non avec ces
composés (10 pM pour chacun) pendant 24h. La localisation de Bax a été analysée par Western
blot. La pureté des fractions cytoplasmiques et mitochondriales a été controlée grace a la
vinculine, un marqueur du cytoplasme et a la protéine Bcl-2, utilisée comme marqueur des
mitochondries. Les résultats, présentés sur la figure 56 C, montrent que Bax est partiellement

relocalisée a la mitochondrie apres traitement avec la nutline-3 ou ABT-737.
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Par contre, 'addition de ces 2 composés au milieu de culture diminue fortement la forme
cytoplasmique de Bax au profit de la forme mitochondriale. Ces résultats sont donc trés proches
de ceux observés dans les lignées de LB et les LCL EBV (+). Pour finir nous avons vérifié, grace
au test de cytotoxicité MTT, si le pré-traitement par ABT-737 (10 uM) pouvait sensibiliser les
C15 a la nutline-3. Les résultats de la figure 56 D montrent qu’ABT-737, lorsqu’il est utilisé seul,
est plus efficace que la nutline-3. En effet, pour une dose équivalente (10 uM), ABT-737 permet
de diminuer la viabilité cellulaire de 45% alors que la diminution observée apres traitement avec la
nutline-3 n’est que de 25%. Ce résultat est similaire a celui observé dans les lignées de LCL.
D’autre part, un effet additif est observé pour des doses en nutline-3 supérieures a 2 uM. Ainsi

une concentration de 10 uM de chaque composé réduit la viabilité cellulaire de plus de 60%.

Au regard de ces différentes expériences, nous pouvons donc conclure que les résultats

observés dans cette lignée de NPC sont proches de ceux obtenus avec les lignées de LCL :

- leffet de la nutline-3 dans les C15 est limité par la présence de membres anti-

apoptotiques de la famille de Bcl-2
- Tutilisation d’un inhibiteur de Bcl-2 et Bcl-xL restaure la sensibilité de ces cellules
- ABT-737 utilisé seul diminue la viabilité cellulaire.

De nouvelles expériences devront étre menées pour mieux caractériser le mode d’action
d’ABT-737 dans ce modele et évaluer dans quelle mesure il pourrait constituer une alternative

thérapeutique pour le traitement des NPC.

d) Article n°2: «cAutophagy is upregulated in EBV (+) latency III cells and
protects them from nutline-3 induced apoptosis. »

Afin d’¢largir notre étude et de mieux comprendre quels sont les mécanismes de résistance a
I'apoptose induits par EBV, nous avons réalisé une étude du transcriptome en collaboration avec
I’'Unité de Génomique Fonctionnelle (UGF) de I'Institut Gustave Roussy. La réponse a différents
temps de traitement par la nutline-3 (0, 30 min, 1h, 3h, 7h, 16h) a été analysée sur deux lignées:
les BL2 EBV (-) et les BL2/B95 EBV (+) en latence de type III, qui ne différent que par leur
statut EBV (voir partie « lignées cellulaires » du chapitre matériel et méthodes). Pour cela, trois
expériences indépendantes ont été réalisées, au cours desquelles les ARNm totaux des 2 lignées
cellulaires, traitées ou non par la nutline-3, ont été purifiés et hybridés sur des puces Agilent (4 X

44K).
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Figure 57 : Comparaisons effectuées lors de I’analyse du profil d’expression génique réalisée
dans les BL2 et BL2/B95 traitées ou mon avec la nutline-3. I’hybridation des ARNm a été
réalisée sur des puces Agilent (4 X 44K) en «single color» ce qui permet de comparer tous les
échantillons entre eux. Cette étude a pour objectif de mettre en évidence les genes différentiellement
exprimés entre les cellules traitées (en bleu) et celles non traitées (en orange) au sein d’une méme
lignée. Elle permet également de comparer le profil d’expression génique des deux lignées pour un

traitement donné.

Cette étude nous a permis de comparer d’'une part le profil d’expression génique des cellules
traitées a la nutline-3 a celui des cellules non traitées et de comparer, d’autre part, 'expression des
genes entre les deux lignées testées (Figure 57). Les genes sont considérés comme
différentiellement exprimés lorsqu’ils présentent un niveau d’expression (fold change « FC»)
supérieur ou égale a 2 fois pour les génes surexprimés ou inférieur ou égale a 2 fois pour les génes
sous-exprimés. Les données ainsi obtenues ont été analysées par le logiciel IPA du systeme
ingenuity qui permet de regrouper les genes selon les voies de signalisation auxquelles ils

appartiennent.

L’analyse du transcriptome, aprés traitement par la nutline-3, met en évidence une
induction rapide des différents genes cibles de p53 impliqués dans la régulation du cycle cellulaire
et de apoptose, aussi bien dans la lignée EBV (-) que dans la lignée EBV (+). Plusieurs genes
impliqués dans l'autophagie tels que DRAM, Sesnl et 2, AMPK et TSC2 sont également
fortement stimulés en réponse au traitement. De plus, Pexpression de ces genes est plus
fortement induite dans la lignée BL2/B95 EBV (+) que dans la lignée BL2 EBV (-). Une
publication d’Amaravadi e o/ a montré que I'autophagie pouvait étre a 'origine de la résistance a

I'apoptose induite par p53 dans des cellules de lymphome. (Amaravadi et al., 2007).
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Nous nous sommes donc intéressés a ce mécanisme et au role qu’il pouvait avoir dans les
cellules de LB ou les LCL, traitées avec la nutline-3. Nous avons d’abord validé les résultats du
transcriptome au niveau protéique par Western Blot. Nous nous sommes plus particulierement
intéressés aux Sestrines, dont I'activation conduit a inhibition de mTOR, le régulateur négatif
majeur de 'autophagie (Budanov and Karin, 2008). Nous avons montré que 'expression de la
protéine Sestrine-1 augmente dés 3 et 5h de traitement dans les BL2/B95 et BL2 respectivement.
Cette activation se traduit par une inhibition de lactivité de mTOR, observée apres 3h de
traitement dans les BL2/B95 et apres 7h dans les BL.2. Nous avons confirmé ces résultats dans
d’autres lignées de LB et LCL et avons montré que le traitement par la nutline-3 induit une
inhibition de mTOR dans 'ensemble des lignées testées.

Nous nous sommes ensuite demandés si I'inhibition de mTOR permettait d’induire
'autophagie dans les cellules traitées avec la nutline-3. Pour répondre a cette question nous avons
¢valué lautophagie de plusieurs fagons. Nous avons d’abord analysé la conversion du marqueur
LC3 par Western blot. Ce dernier existe sous 2 formes : une forme libre dans le cytoplasme (LC3-
I) et une forme associée aux autophagosomes (LC3-II). Nous avons également marqué les
cellules par la monodansylcadavérine (MDC), un colorant spécifique des compartiments acides de
la cellule qui marque les vacuoles d’autophagie. Les résultats obtenus montrent que le traitement
par la nutline-3 induit, de fagon transitoire (pour 3 et 7h de traitement), une accumulation de la
forme LC3-II dans les BL2. En revanche, dans les BL2/B95, le niveau de LC3-II augmente
progressivement et une conversion complete est observée apres 24h de traitement. Ces résultats
indiquent que la nutline-3 induit fortement I'autophagie dans les cellules EBV (+) (BL2/B95)
alors que ce n’est pas le cas dans les cellules EBV (-) (BL2). Ces données ont été confirmées par
marquage MDC ainsi que par une analyse en microscopie électronique qui a révélé la présence
d’autophagosomes 7h apres le traitement dans les BL2/B95 (EBV (+)). Cette obsetvation n’a pas
été retrouvée dans les BL2 (EBV (-)). Ainsi, I'infection par EBV semble favoriser I'induction de
'autophagie en réponse au traitement par la nutline-3. Nous nous sommes ensuite demandés si

certaines protéines virales pouvaient étre impliquées dans ce mécanisme.

Plusieurs études ont montré que la sous-unité p65/Rel A de NF-kB régule positivement
l'autophagie (Nivon et al., 2009; Ryu et al., 2011). De plus, Copetti ¢t a/ ont identifié un site de
fixation de NF-KB sur le promoteur du géne codant pour Bécline-1 (Copetti et al., 2009a; Copetti
et al., 2009b). Par ailleurs, il est admis que la LMP-1 induit une activation constitutive de la voie

NF-kB.
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Nous avons donc testé I'implication de cette protéine dans l'induction de l'autophagie
observée dans les cellules EBV (+) en latence I1I. Nous avons montré d’une part que la présence
de la LMP-1 dans ces cellules était bien corrélée a une augmentation de Pexpression de p65.
Drautres part, des expériences de fractionnements cytoplasmiques et nucléaires indiquent que p65
est plus fortement exprimée dans le noyau des cellules EBV (+) que dans celui des cellules EBV
(). Nos résultats révelent également que lactivation constitutive de p65 se traduit par une
augmentation de 'expression de Bécline-1 dans les cellules EBV (+) en latence III. Nous avons
ensuite vérifié si 'augmentation du niveau d’expression de Bécline-1 dans ces cellules se traduisait
par une induction de I'autophagie. Les résultats, obtenus par analyse de la conversion de LC3 et
marquage avec la MDC, montrent que le niveau basal d’autophagie est beaucoup plus important
dans les lignées EBV (+) en latence III que dans les lignées EBV (). Ainsi, les cellules EBV (+)
en latence de type III présentent une activation constitutive de l'autophagie, due a une
augmentation du niveau d’expression de Bécline-1 par p65. Le traitement par la nutline-3 amplifie
I'autophagie dans ces cellules en induisant la transcription des genes cibles de p53 qui entrainent

Pinhibition de mTOR.

Pour finir, nous avons inhibé I'autophagie dans ces cellules en utilisant la chloroquine, un
composé qui empéche la fusion des autophagosomes avec les lysosomes. Nous avons ainsi
montré que l'utilisation de la chloroquine n’a pas d’effet sur les cellules qui n’expriment pas ou
peu la LMP-1. A I'inverse, I'inhibition de 'autophagie dans les cellules qui expriment fortement
cette protéine de latence se traduit par une induction de 'apoptose. Nous avons également vérifié
si le pré-traitement avec la chloroquine sensibilisait les cellules a la nutline-3. Nos résultats
indiquent que l'utilisation de ces deux composés en combinaison a un effet additif sur 'induction

de I'apoptose dans I'ensemble des cellules.

Ces résultats ont fait 'objet d’une publication, actuellement en soumission, qui est présentée

dans les pages suivantes.
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Abstract

The Epstein-Barr virus (EBV) has been associated with various solid tumors and hematologic
pathologies including Burkitt’s lymphoma (BL) and other B cell disorders. Numerous viral
proteins can be latently expressed in EBV-infected cells, the membrane protein LMP1 being the
most oncogenic. We have previously demonstrated that treating wild type p53-expressing B cell
lines with nutlin-3, an antagonist of the p53 regulator MDM2, activated the p53 pathway and
induced apoptosis. However, this occurred in EBV-negative and EBV-positive latency I cells
whereas EBV-positive latency III cells remained much more apoptosisresistant. Here, we
demonstrate a constitutively high level of autophagy in these resistant cells, as shown by the
presence of LC3-II and the number of autophagic vacuoles. In these cells, high expression of the
pro-autophagic Beclinl protein was shown to be dependent on an NF-»B signaling pathway
activated by the LMP1 protein. A transcriptome analysis of nutlin-3-treated B cell lines revealed
an upregulation of a subset of p53 target genes stimulating autophagy. Only in EBV-positive
latency III cells did upregulated sestrins induce autophagy and this occurred through mTOR
inhibition. Treating them with chloroquine, an inhibitor of autophagic protein degradation,
induced apoptosis and potentiated the apoptotic effect of nutlin-3, thereby demonstrating that

the resistance of these cells to p53-dependent apoptosis can be pharmacologically overcome.

Keywords: autophagy, EBV, p53, Beclin-1, nulin-3, Burkitt’s lymphoma
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Introduction

The Epstein-Barr virus (EBV), a y-Herpes virus, is associated with various B cell malignancies
including  Burkitt’s lymphoma  (BL), Hodgkin’s lymphoma and post-transplant
lymphoproliferative disorders (PTLD). The ability of EBV to efficiently immortalize B
lymphocytes and generate lymphoblastoid cell lines (LCL) underlies its central oncogenic role. In
EBV-infected tumor cells, the virus remains latent, with only a small subset of viral proteins
expressed including six nuclear antigens (EBNA) and three latent membrane proteins (LMP).
Among the various EBV-associated tumors, these latent proteins are differentially expressed. For
instance, the vast majority of EBV-positive BL cells only express EBNA-1 (latency 1 phenotype)
while a few cases and all cases of PTLD express the full spectrum of latent proteins (latency I1I).
Of the viral products, it is mostly the membrane protein LMP1 which has been implicated in
tumor formation. This versatile protein initiates the activation of the mitogen-activated protein
kinases JNK and p38, the JAK/STAT and the NF-»B signaling cascades, with an overall effect
on cell survival.

P53 is a stress-activated transcription factor which plays a key role in protecting cells against
tumor development by either promoting the inhibition of cell proliferation or inducing cell
apoptosis (1). Mutation in the p53 coding sequence, cytoplasmic sequestration of its translation
product or increased interactions with its main cellular regulator MDM2 are but a few of the
possible ways altering its physiological functions observed in tumor cells (2). Recent studies have
demonstrated that p53 is also involved in the regulation of autophagy, a lysosomal degradation
pathway that contributes to cell homeostasis. The autophagy process starts with the formation of
large double-membrane vesicles called autophagosomes. These in turn fuse with lysosomes to
form autolysosomes whose internal content is then degraded by hydrolases, thus clearing the cell
from damaged organelles and protein aggregates (3). Numerous proteins have been reported to
regulate autophagy. On one hand, the serine/threonine kinase mTOR (mammalian target of
rapamycin) is a key negative regulator. On the other hand, Beclin-1, a critical component in the
class III PI3 kinase complexes, positively regulates autophagy by inducing the formation of
autophagosomes (4). Other positive regulators of autophagy include transcriptional targets of p53
such as sestrins whose effects result in mTOR inhibition (5), or DRAM (Damage regulated
autophagy modulator), a lysosomal protein also involved in apoptosis (6). When cytoplasmic,
however, p53 has been shown to inhibit autophagy, implying that it plays a dual role in the
modulation of this catabolic pathway (7). Given its key function in determining cell fate, several

strategies have been developed to restore p53 activity in tumor cells.
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Figure 1. Analysis of constitutive autophagy in EBV-negative and -positive lymphoid cell lines. (a)
Whole cell lysates prepared from the indicated cell lines were submitted to western blot analysis for
detection of LC3-I, LC3-1I and B-actin as a control. (b) Cells were stained with MDC and examined
by fluorescence microscopy. The percentage of cells with MDC staining dots indicative of autophagy
was assessed. The mean values indicated were calculated from three independent experiments.
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Several low molecular mass compounds can disrupt its interaction with MDM2 (reviewed in (8,
9)). For example, nutlin-3, a asimidazoline, binds the p53 pocket of MDM2 thereby inducing
both the release and the activation of p53 (10). Iz witre, nutlin-3 has been found to enhance
apoptosis in various experimental systems (11-13). Iz vivo, a treatment with this drug inhibited
tumor growth and could exert a synergic effect with genotoxic drugs or irradiation in cancer
therapy (reviewed in (14)). This opened the way to phase I clinical trials which are currently
carried out for various tumor types (15).

In previous studies, we have shown that EBV-negative and -positive cells treated with nutlin-3
exhibited p53 activation as assessed by the induction of p21WAF1, MDM2 and Bax. However,
whereas nutlin-3-treated EBV-negative BL cells died massively by an apoptotic process involving
Bax, EBV-positive latency III BL and LCL cells proved much more resistant (16), in relation with
a strong level of expression of Bel-2 (17). We also observed that treating latency III cells with an
inhibitor of Bcl-2 only partially restored their sensitivity to nutlin-3 and this prompted us to
further study these cells. Autophagy was found to be constitutively activated in EBV-positive
latency III cells and participated in their mechanisms of resistance to nutlin-3-induced apoptosis.
A treatment with chloroquine, an inhibitor of autophagy, provided an apoptosis-inducing effect

complementary to the action of nutlin-3.

Results
Autophagy is constitutively activated in EBV-positive latency III cells

The LC3 protein exists under two forms. The cytosolic LC3-I moiety can be converted by
lipidation into LC3-II which can then be recruited into the membrane of autophagosomes. A
western blot analysis revealing the relative importance of these two forms in cell populations
provides a convenient way to assess their level of basal autophagy. Since EBV is a known
activator of the autophagic machinery (18), we tested the presence of the two LLC3 forms in a
panel of EBV-negative BL. cell lines (BL2, BL28 and BL40) and their iz vitro EBV-infected
counterparts (BL2/B95, BL.28/B95 and BL40/B95), in an EBV-positive latency IIT BL cell line
LY47 and in two LCL (IARC211, derived from the same patient as BL.40, and RPMI8866). As
shown in Figure 1a, LC3-II was detected in the EBV-positive cells only, whereas the presence of
LC3-I appeared unrelated to the EBV status of the cell lines. These results were confirmed by
fluorescence confocal microscopy observations using monodansylcadaverine (MDC), an

autofluorescent compound serving as a marker for autophagic vacuoles (19).
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Figure 2. p65 activation and beclin-1 expression in EBV-negative and -positive lymphoid cell lines.
(a) Whole cell lysates prepared from cell lines whose EBV status is indicated were analyzed by
western blotting for expression of p65 and Beclin-1. (b) Cytosolic and nuclear fractions prepared
from the cell lines indicated were checked for p65 expression and localization. Vinculin and
topoisomerase Il were used as cytosolic and nuclear markers, respectively. (c) Whole cell lysates
prepared from RPMI8866 cells electroporated with an siRNA targeting p65 or with a control siRNA
were submitted to western blot analysis for detection of p65 and beclin-1. (d) Whole cell lysates
prepared from stable DG75 transfectants which express LMP1 in the absence of tetracycline were
tested by western blot for expression of LMP1, p65 and beclin-1. The blots shown are representative
of three independent experiments.
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As shown in Figure 1b, higher levels of punctuate MDC staining were observed in BL2/B95
(23+£10%) and RPMI8866 (46E£5%), two EBV-positive latency III cell lines, than in EBV-
negative BL2 cells (11+2 %). Together, these data suggest that the level of basal autophagy is
higher in EBV-positive latency I1I cells than in EBV-negative cells.

Beclin-1 is upregulated in EBV-positive latency III cells through NF-»B activation

The viral LMP1 protein is a known inducer of the nuclear factor kappa B (NF-xB) signaling
cascade (20, 21) which, under certain circumstances, positively modulates canonical autophagy
(22, 23). We thus reasoned that NF-xB could play a part in the activation of autophagy in these
cells. As expected, its p65/RelA subunit was found to be more abundant in the EBV-positive
latency III cell lines than in the EBV-negative cell lines (Figure 2a). As p65 binds to and activates
the Beclin-1 gene promoter (24), we then tested the same cell lines for expression of the Beclin-1
protein which was found to follow that of p65 (Figure 2a). To examine p65 expression levels
more precisely, cytosolic and nuclear extracts were prepared from the EBV-positive latency 111
and EBV-negative cell lines. As seen on the western blots shown in Figure 2b, high levels of p65
in the nuclear but not the cytosolic fractions correlated with the presence of EBV in the cell lines
analyzed, consistent with p65 playing a role in the process through its transcription regulatory
function. We next used an siRNA approach to inhibit expression of p65 in EBV-positive
RPMI8866 cells chosen for their electroporation readiness. As seen in Figure 2c, a decrease of
p05 expression was obtained 24 hours after treatment with the p65-specific but not the control
siRNA. The expression of Beclin-1 was almost completely abolished in cells with lower levels of
p65 but remained stable in cells treated with the control siRNA. Finally, stable transfectants of
DG75 cells which express LMP1 only in the absence of tetracycline were tested for the
expression of p65 and Beclin-1. In these conditions of LMP1 expression, levels of both p65 and
Beclin-1 increased as compared to control cells cultivated in the presence of tetracycline (Figure
2d). Altogether, these data are consistent with an LMP1-dependent activation of the NF-xB
signaling pathway in EBV-positive latency III cells, resulting in larger amounts of p65 present in

the cell nucleus and increased expression of Beclin-1.

Treatment with nutlin-3 induces the expression of a subset of genes involved in

autophagy in EBV-negative and EBV-positive latency III cells

We have previously shown that the induction of apoptosis by nutlin-3 depends on the EBV

status of the cells:
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Figure 3. Global gene expression analysis of EBV-negative BL2 and EBV-positive BL2/B95 cells
along nutlin-3 treatment. Cells were analyzed in triplicates at the indicated time of treatment. (a)

Probes corresponding to genes relative to autophagy are represented using heatmap. (b) Fold change
in the mRNA levels for genes related to autophagy in the two cell lines treated for 16h and compared
to untreated cells.
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EBV-negative and EBV-positive latency I cells are highly sensitive to this antagonist of MDM2,
whereas EBV-positive latency III cells are much more resistant (16). Having detected higher
levels of basal autophagy in the latter, we decided to examine the transcriptional effect of nutlin-3
treatment on EBV-negative BL.2 and EBV-positive latency III BL.2/B95 cells. A genome-wide
transcriptome analysis was performed at various times of incubation in the presence of 10 pM
nutlin-3. Over time, an increasing number of genes were found to be either down- or up-
regulated in both cell lines (data not shown). As expected, known p53 target genes were
upregulated, five of which have been previously implicated in the autophagy process. These are
reported in Figure 3a where it can be seen that their mRNA expression levels increased during
treatment in both cell types with an apparently more powerful induction in the BL.2/B95 cell line
than in its EBV-negative parent. Changes in the mRNA expression levels induced by 16h of
treatment with nutlin-3 were then quantified as compared to untreated cells (Figure 3b). DRAM
(Damage-Regulated Autophagy Modulator)-1, the p53 target gene most strongly induced in both
BL2 and BL2/B95 (fold change 26.8 and 66.8, respectively) encodes a lysosomal protein which
induces macroautophagy (6). Treatment with nutlin-3 of BL.2 and BL2/B95 also induced higher
transcription levels of Sestrin-1 (fold change 6.9 and 13.3), Sestrin-2 (fold change 5.2 and 9.2),
PRKABI, the 3-1 regulatory subunit of AMPK (AMP-responsive protein kinase) (fold change
2.7 and 3) and TSC2 (Tuberous sclerosis protein 2) (fold change 2, only in BL2/B95). The
proteins encoded by these genes are involved in a cascade of events (activation of AMPK by
direct interaction with Sestrin-1 and Sestrin-2 induces phosphorylation of TSC2 which, in turn,
inhibits mTOR) that lead to activation of autophagy (5). We thus conclude that a nutlin-3
treatment promotes autophagy in both EBV-negative and -positive cells but with a stronger

effect in the latter.

Treatment with nutlin-3 inhibits mTOR activity in EBV-negative and EBV-positive

latency III cells

To validate transcriptomic results, BL2 and BL2/B95 cells were again treated with 10 pM nutlin-
3 and tested at various times for expression of Sestrin-1 (Figure 4a). Sestrinl-specific bands
observed on western blot were quantified by densitometry and normalized to B-actin levels. In
the EBV-positive BL2/B95 cells, increased amounts of sestrin-1 were readily detected at 3h of
treatment with a further increase at 5h. An accumulation of Sestrin-1 was similarly detected in

their EBV-negative BLL2 counterparts but only after 5 hours of treatment.
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Figure 4. Effect of nutlin-3 treatment on sestrin-1 expression and mTor kinase activity in EBV-
negative and -positive lymphoid cell lines. Expression of sestrin-1 (a), p70S6K (b) and phospho-
P70S6K (b and c) was tested by western blotting of whole cell lysates prepared at the indicated times
of nutlin-3 treatment. Fold-change values reported under each blot were calculated in reference to
untreated (Oh) controls and normalized to B-actin levels. The blots shown are representative of three

independent experiments.
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To determine whether induction of sestrin-1 expression inhibited mTOR kinase activity, we
analyzed phosphorylation of its target p70S6K (25) using an anti-phospho-p70S6K (Thr389)
antibody. The nutlin-3-dependent induction of sestrinl expression translated into a strong
inhibition of p70S6K phosphotylation in the EBV-positive BL.2/B95 cells but had very little
effect, if any, in the EBV-negative BL2 cells (Figure 4b). Re-blotting with an anti-p70S6K verified
that the treatment with nutlin-3 had not resulted in a decrease of the endogenous levels of the
protein (Figure 4b). We then extended this observation to other EBV-positive latency III (BL or
LCL) cell lines and to 7 and 24h of nutlin-3 treatment. As exhibited in Figure 4c, this induced a
gradual decrease in the level of p70S6K phosphorylation in all four cell lines regardless of their
EBV status. Together, these results are consistent with the interpretation that treatment with
nutlin-3 inhibits mTOR activity in both EBV-negative and EBV-positive latency III cells but

with a more rapid kinetics in the latter.

Treatment with nutlin-3 promotes autophagy in EBV-positive latency III cells but not in

EBV-negative cells

Since the nutlin-3-induced inhibition of mTOR occurs in both EBV-positive and —negative cells,
this cannot account for the differences observed between these two cell types in their response to
nutlin-3-induced apoptosis. We thus decided to test whether the inhibition of mTOR induced by
nutlin-3 treatment promoted autophagy equally well in EBV-negative and-positive cells. To this
end, BL2, BL.2/B95 and RPMI8866 cells were treated with nutlin-3 for 3, 7 or 24h followed by
assessment of their autophagy levels. It can be seen in Figure 5a that after 3 and 7h of treatment,
the levels of the autophagosome-specific LC3-II form increased in all three cell lines but differed
drastically after 24h of treatment. Indeed, LC3-1I became undetectable in the EBV-negative BL.2
cell line whereas it remained highly expressed in the two EBV-positive latency III lines
(concomitantly with an almost complete disappearance of the cytosolic LC3-1 form). BL.2/B95
cells were examined by electron microscopy and typical autophagosomes were observed but only
after nutlin-3 treatment (Figure 5b). In contrast, such autophagosomes could not be detected in
BL2 cells (data not shown). Finally, EBV-negative and EBV-positive latency I1I cells were stained
with MDC after 16h of treatment with nutlin- 3 (Figure 5c). When compared with results shown
in Figure 1b, it can be seen that the percentage of MDC-stained vacuoles increased after
treatment with nutlin-3, an increase that was much more pronounced in EBV-positive latency 111
cells (41£2% vs 23£10% and 65 £ 11 % w5 46£5% % cells stained in BL.2/B95 and RPMI8866,
respectively) than in EBV-negative BL2 cells (16£7 % cells stained »5 11£2%).
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Figure 5. Effect of nutlin-3 treatment on autophagy induction in EBV-negative and positive
lymphoid cell lines. (a) Detection of I.LC3-1 and LLC3-1I by western blot analysis of whole cell lysates
at various times along nutlin-3 treatment. (b) BL2/B95 cells treated with nutlin-3 for 7h and observed
by electron microscopy. Right panel is a higher magnification of the boxed area in the left panel.
Nucleus (N), multivesicular body (MVB), mitochondria (m) and autophagosomes (A) as indicated. (c)
Cells treated with nutlin-3 for 16h were stained with MDC and examined by fluorescence
microscopy. The percentage of cells with MDC staining dots indicative of autophagy was assessed.
Values represent means from three independent experiments.
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These results are thus consistent with a differential effect of nutlin-3 treatment on the level of

autophagy in EBV-negative and EBVpositive latency III cells.

An inhibitor of autophagy induces apoptosis in EBV-positive latency III cells and

enhances the effect of nutlin-3

Having observed that nutlin-3 induced higher levels of autophagy in EBV-positive latency III
cells than in EBV-negative cells and since the former are much more resistant to nutlin-3-
induced apoptosis than the latter, we wished to test the hypothesis that a high level of autophagy
had a causative effect on the resistance to apoptosis induction. To this end, we used chloroquine
to inhibit autophagy in EBV-positive latency III BL and LCL cells which were then submitted to
nutlin-3 treatment for 24 hours. Chloroquine is a lysosomotropic agent which raises
intralysosomal pH and impairs autophagic protein degradation, resulting in the accumulation of
ineffective autophagosomes and blockade of autophagosomes-lysosomes fusion, with ensuing
death in cells relying on autophagy for survival (26). In these experiments the level of apoptosis
was assessed by flow cytometry analysis (Figure 6). Treatment with chloroquine alone had a
variable effect on the four cell-lines tested. Apoptosis was induced to a very limited extent in BL2
and BL2/B95 cells (19£8 % and 22%2 %, respectively) whereas 1.Y47 and RPMI88G6 cells
proved much more prone to apoptosis (58+6 % and 34+4 %, respectively). Consistent with our
previous report (17), a 24h treatment with nutlin-3 alone also had a variable effect on the various
cell lines, with the EBV-negative BL2 cells being very sensitive (68%2 % of apoptotic cells) and
the EBV-positive latency I1I cells being more resistant (44£3%, 27£8% and 25£5% in BL.2/B95,
LY47 and RPMI8866, respectively). When the two drugs were used in combination, an additive
effect on the induction of apoptosis was observed in all four cell lines. Altogether, these results
show that in EBV-positive latency III cells which have a constitutive activation of autophagy and
are pootly sensitive (BL2/B95) or even resistant (LY47 and RPM18866) to nutlin-3-induced
apoptosis, inhibition of autophagy by a chloroquine treatment provides an alternative way to

trigger cell death.

Discussion

In this study, we have further analyzed molecular mechanisms involved in the sensitivity of BL
and LCL (which are a good model of PTLD) to nutlin-3-induced apoptosis. Previously, we had

reported that EBV-positive latency I1I cells were highly resistant to such an induction.
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Figure 6. Combined effect of nutlin-3 and chloroquine on apoptosis in EBV-negative and - positive
lymphoid cell lines. The indicated cells were treated with chloroquine or not for 2h, followed by
nutlin-3 or no treatment for 24h. Apoptosis was then measured by flow cytometry detection of
annexin V-FITC-positive cells. Values represent means from three independent experiments.
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Figure 7. Schematic representation of autophagy activation in EBV-positive latency III cells. The
viral LMP1 protein expressed in EBV-positive latency I1I cells activates p65 which translocates to the
nucleus, binds the beclin-1 promoter and activates its transcription. The produced beclin-1 protein
stimulates a constitutive level of autophagy in these cells. Activating p53 by a nutlin-3 treatment
upregulates the production of sestrin-1 which activates the AMPK-mTOR pathway resulting in the
inhibition of mTOR activity. This further enhances the autophagic activity in these EBV-positive
latency III cells.
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Here, these cells have been shown to possess a high level of constitutive autophagy that was
further enhanced by the nutlin-3 treatment. As schematized in Figure 7, this relies on two distinct
complementary pathways. In the first pathway, Beclinl which directly stimulates autophagy is
upregulated by NF-xB signaling in an LMPI1-dependent way. In the second pathway, p53
activated by the nutlin-3 treatment enhances Sestrinl transcription resulting in the inhibition of
mTOR kinase activity and the delivery of an additional autophagic stimulation.

Lee and Sugden have previously reported that LMP1 enhanced autophagy of EBV-infected cells
in a process that regulated its own level of expression (27). Contrasting with our own
observations, this upregulation of autophagy by LMP1 was not NF-xB-dependent. Indeed, these
authors showed that only the transmembrane domains 3 to 6 of the LMP1 protein, which are not
involved in the activation of the NF-»«B signaling pathway, were required for induction of
autophagy. This difference between our two reports may be due to the distinct cell systems we
have been using. In our study, the latency III EBV-positive cell lines which have been used
contained the whole EBV genome; in Lee and Sugden's experiments, the effects of the different
domains of LMP1 on autophagy were analyzed in cell lines expressing either a mutant or a wild
type version of the LMP-1 protein. Furthermore, it is also conceivable that both the C-terminal
and the transmembrane domains of LMP1 be involved in the induction of autophagy in EBV-
positive cells, the former through activation of NF-xB, the latter via an unknown mechanism.
Recent data from the Sugden’s group have further emphasized the complexity of the signals
activated by LMP1 (28). Thus, the six transmembrane domains of LMP1 were shown to trigger
autophagy eventually leading to apoptosis in a process that was blocked by the signaling activated
by its C-terminal domain.

Other recent studies have examined the role of autophagy during virus infections. For instance,
autophagy was found to protect infected cells by degrading intracellular viruses through
xenophagy, a form of autophagy whereby foreign molecules are degraded in autophagosomes, or
by contributing to both the innate and adaptative immune responses. On the other hand, some
viruses utilize mechanisms that counteract autophagy to escape these anti-viral processes or may
even be able to use autophagy to promote their own replication (reviewed in (18, 29)). In the
present study, we have shown that B cells latently infected by EBV have a high constitutive level
of autophagy in contrast to EBV-negative cells. Most importantly, we have found that inhibiting
autophagy in these EBV-positive latency III cells induced their apoptosis thereby suggesting that
autophagy corresponds to a strategy developed by the Epstein-Barr virus to promote survival of
its host cell. This process comes in addition to various other ways utilized by this virus to subvert

the cellular machinery and induce transformation in B cells (30).
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We have also reported here that once activated by nutlin-3 treatment, the p53 protein enhanced
expression of several genes involved in autophagy. This was true in EBV-negative and -positive
latency IIT cells. The nutlin-3 treatment inhibited mTOR activity through the Sestrin/AMPK
pathway resulting in the induction of moderate levels of autophagy in EBVnegative cells. In
contrast, in EBV-positive latency I1I cells, the inhibition of mTOR by nutlin-3 strongly enhanced
the basal level of autophagy induced by Beclin-1.

Recent studies have highlighted the dual role played by p53 with regard to autophagy: when
nuclear, p53 transactivates target genes stimulating autophagy (6, 31); when cytoplasmic, p53
negatively regulates autophagy by interacting with RB1CC1, the human ortholog of yeast Atgl7
which is involved in autophagosome formation (32). We have analyzed the subcellular
localization of p53 after nutlin-3 treatment in both EBV-negative and -positive cells. As expected,
p53 accumulated in the nuclear fractions of both cell types but it also increased in their
cytoplasmic fractions (data not shown). Since autophagy was enhanced in EBV-positive cells, it
can be concluded that these cytoplasmic p53 moieties cannot inhibit autophagy. In EBVnegative
cells where autophagy is not induced, it would be interesting to test the level of RB1CC1 to
determine whether p53 could both initiate and inhibit this catabolic process. The role of
autophagy in cancer is complex and controversial. Autophagy can result in tumor suppression
through various mechanisms but it can also be involved in tumor survival and in resistance to
cancer treatment (reviewed in (33, 34)). In this manuscript, we have reported that using
chloroquine, an inhibitor of lysosome/autophagosome fusion, was sufficient to promote
apoptosis in EBV-positive latency III cells. We have also found that a pretreatment with
chloroquine sensitized these cells to nutlin-3-induced apoptosis. Iz witro studies have
demonstrated that chloroquine potentiates anti-tumoral treatments through its capacity to inhibit
autophagy (35, 36). In various mouse xenograft tumor models, it has been shown that co-
administrating chloroquine and chemotherapeutic drugs significantly retarded tumor growth and
indeed, phase I or II clinical trials are now being performed with chloroquine used in
combination with chemotherapeutic agents (37).

Finally it is worth noting that in the work reported by Amaravadi e/ 4/, the induction of p53 in
mice carrying a Myc-induced lymphoma promoted tumor cell apoptosis but with surviving tumor
cells which displayed a high level of autophagy. In this murine model, inhibiting autophagy using
chloroquine or ATG5 shRNA enhanced apoptosis and stimulated tumor regression (38). Our 7
vitro results, fully consistent with those obtained 7z vivo, confirm that the autophagy induced by

p53 activation can result in tumor cell survival and resistance to treatment.
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Since EBV-positive latency 111 cells have a high level of expression of Bcl-2, our results are also
in accordance with those of Maclean e @/ showing that chloroquine-induced cell death of
p53+/+ Ep-Myc murine B cells was not impaired by over-expression of the antiapoptotic protein
Bcl-2 (39). Using chloroquine thus appears interesting to prevent induction of autophagy and
enhance cytotoxic efficacy of p53 activation in cells treated with nutlin-3 or other drugs which
induce a p53-dependent apoptosis.

However, since such an induction of autophagy by p53 occurs only in cells with autophagy
already activated due to high levels ofBeclin-1, it could be of interest to test for Beclin-1

expression levels prior to any chloroquine treatment.

Materials and Methods
Cell lines.

All BL cell lines were originally established from endemic or sporadic cases of BL. BL.2,BL.2§,
BL40, BL.2/B95, B1.28/B95, BL.40/B95, and 1.Y47 were kindly provided by the International
Agency for Research on Cancer (IARC, Lyon, France); Seraphina cells were provided by Prof. G.
Klein (Stockholm, Sweden); BL.2/B95, BL.28/B95 and BIA40/B95 cells were generated by stable
infection of the original EBV-negative BL2, BL.28 and BL40 cells with the B95-8 EBV strain.
LCL were obtained by the 77 vitro immortalization of normal B lymphocytes. IARC 211 cells were
established from the normal B lymphocytes of patient BL40 and were obtained from IARC.
Priess and Rembl cells were kindly provided by Dr JG Bodmer (London, UK). DG75 tTA
LMP1, a stable transfectant of the DG75 cell line with a tetracycline-regulated LMP1 expression
(40), was kindly provided by Dr Olivier Dellis (Orsay, France). These cell lines were cultured in
RPMI 1640 medium (PAA, Les Mureaux,France) containing 2 mM L-glutamine, 1 mM sodium
pytuvate, 20 mM glucose, 100 U/ml penicillin and 100 pg/ml streptomycin and supplemented
with 10% heat-inactivated fetal calf serum. Tetracycline (1 pg/ml) was used to silence

tetracycline-regulated LMP1 expression in the DG75 tTA LMP1 cell line.

Antibodies and reagents.

Nutlin-3 was kindly provided by Roche Laboratories (Nutley, New Jersey, USA). Chloroquine
was obtained from Sigma-Aldrich (Saint-Quentin Fallavier, France). Anti-p65 mAb (F-6) was
purchased from Santa Cruz Biotechnology Inc (Heidelberg, Germany). Antivinculin (clone VIN-
11-5) and anti-B actin (clone AC-74) mAbs were obtained from Sigma- Aldrich. Anti-sestrin-1
pAb was obtained from Abcam (Cambridge, UK).
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Anti-beclin-1 pAb, anti-p70S6K pAb, anti-Phospho-p70S6K mAb (Thr389, clone 1A5) and anti-
LC3IT pAb were purchased from Cell Signaling technology (Ozyme, St Quentin en Yveline,
France). Antitopoisomerase II mAb (clone KiS1) was obtained from Chemicon (Millipore,
Molsheim, France). Anti-LMP1 mAb (CS1-4) was obtained from Dako France SAS (Trappes,
France). Horseradish peroxidase (HRP)-conjugated rabbit anti-mouse IgG and HRP-conjugated
donkey anti-rabbit IgG were purchased from GE Healthcare (Velizy, France).

Induction and quantification of apoptosis.

5x105 cells were treated for 24h, at 37°C, with nutlin-3 (10 pM), chloroquine (100 pM) or both of
these compounds. Cells were washed in PBS, resuspended in annexin buffer (10 mM
HEPES/NaOH, pH 7.4, 150 mM NaCl, 5 mM KCI, 1mM MgCI2, 1.8 mM CaCl2) supplemented
with 2.5 pg/ml FITC-labeled annexin-V (Roche Applied Science, Meylan, France) and incubated
at room temperature for 10 min. Cells were then washed, resuspended in annexin buffer
supplemented with propidium iodide (PI) (10 pg/ml) and analyzed by flow cytometry (n=10,000)
(FACSCalibur, Becton-Dickinson, Pont-de-Claix, France). Annexin-Vpositive cells (PI-negative

or Pl-positive) were considered to be apoptotic.
Preparation of nuclear and cytosplasmic fractions.

3 X 106 cells were washed, resuspended in ice-cold, low-salt buffer (20 mM HEPES, pH 7.9, 10
mM KCI, 1 mM EDTA, 0.2% NP40, 10% glycerol, complete protease inhibitor cocktail) and
incubated for 10 min at 4°C. They were then centrifuged at 15 000 X g for 10 min. The
cytoplasmic fractions (supernatants) were stored at —80°C, whereas the pellets were resuspended
in high-salt buffer (350 mM NaCl, 20% glycerol, 20 mM HEPES, 10 mM KCl, 1 mM EDTA,
complete protease inhibitor cocktail) and incubated for 30 min at 4°C. The lysates were

centrifuged at 15,000 X g for 15 min and the supernatants, containing the nuclear fractions, were

stored at —80°C.

Western-blot analysis.

A pellet containing 1x106 cells was solubilized by incubation in ice-cold lysis buffer (150 mM
NaCl, 50 mM Tris pH 7.4, 5 mM EDTA, 0.1% NP40, 0.5% sodium deoxycholate, 0.1% SDS,
complete protease inhibitor cocktail) for 15 min or directly in loading buffer (60 mM Tris pH 6.8,
2% SDS, 10% glycerol, 1% B-mercaptoethanol) for further detection of phospho-proteins.

Sample loading buffer was added and the mixture was boiled for 5 min.
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Proteins were separated by electrophoresis in 12% polyacrylamide gels or 4-12% MOPS precast
gels (Invitrogen, Saint Aubin, France) and transferred to PVDF membranes (Millipore). Blots
were blocked by incubation overnight at 4°C in 3% non fat milk powder, 2% glycine in PBS and
incubated for 1 h at room temperature with primary antibodies. The blots were then washed and
incubated with HRP-conjugated RAM-IgG or HRP-conjugated DAR-IgG. Antibody complexes

were detected by enhanced chemiluminescence (Millipore)

SiRNNA and transfection

P65 siRNA (Silencer Select Validated siRNA) and negative control siRNA (Silencer Negative
Control #1 siRNA) were purchased from Ambion (Saint Aubin, France). 3x106 cells were
electroporated (25 ms, 130V) with 20 nM of siRNA in 100 pl of Viaspan medium (Dupont
Pharmaceuticals, Paris, France). Cells were then resuspended in complete RPMI medium,

incubated for 24 hours and used for further experiments.

Immunofluorescence staining

EBV-positive latency I1I and EBV-negative cells were incubated or not with nutlin-3 (10 uM)for
16h at 37 °C. Cells were stained with MDC (100 pM, Sigma-Aldrich) for 10 min at 37 °C. After
two washes in PBS, cells were plated on glass slides pre-treated with poly-D-lysine. Cells were
then fixed in 3% paraformaldehyde for 20 min, washed and examined by fluorescence
microscopy (Leica confocal microscope SPE). For each condition, the percentage of cells with

characteristic MDC staining dots indicative of autophagy was assessed.

Gene expression analysis

Cells were treated with 10 uM nutlin-3 for various periods of time. Three replicates per condition
were done. RNA extracted from each replicate (RNeasy Micro kit, Qiagen, Courtaboeuf, France)
was used for gene expression with Agilent® 4x44 Human Gene Expression atrrays (Agilent
Technologies, Massy, France). After single color hybridization and array scanning, performed as
recommanded by manufacturer, data were carrefully check using several quality control. Raw data
were extracted from image with Feature Extraction (10.5.1.1, Agilent). These data were log2
transformed and then normalized using the quantile method. An unsupervised cluster was
computed using Euclidian distance and Ward method for clusterisation, and validated by
bootstrapping. PCA analysis was also performed to analysis sources of variance between samples.
Supervised analysis of genes differentially expressed between groups of interest was performed

using the moderated t-test from LIMMA package.
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The expression profile of the set of significant differentially expressed genes was used to

compute a supervised cluster using the same parameters as for unsupervised cluster.

Electron microscopy

Cells were treated or not with 10 uM nutline-3 for 7h. For Epon embedding, cells pellets were
fixed for 1 hour at room temperature (RT) in 2% glutaraldehyde (EMS, Hatfield, PA, USA) in
0.1M cacodylate buffer, pH 7.4.

Cells pellets were post-fixed for 1 hour with 1% osmium tetroxide (EMS, Hatfield, PA, USA) in
0.1M cacodylate buffer and 1.5% potassium ferrocyanide (Sigma-Aldrich). Cells were dehydrated
in increasing concentrations of ethanol and embedded in Epon812 (EMS). Polymerization was
carried out for 72 hours at 56°C. Ultrathin sections (70 nm) were collected on collodion-carbon-
coated copper grids. Sections were contrasted by uranyl acetate (Merck, Lyon, France) and lead
citrate (staining solution by Reynold’s). Cells were observed with Zeiss 902 electron microscopein
filtered zero loss modeusing CCD Megaview III camera and SIS system (Olympus, Rungis,

France).
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Figure 58 : Profil d’expression génique des geénes cibles de p53 aprés 16h de traitement avec la nutline-3 dans les BL2 et BL2/B95
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e) Analyse du profil d’expression génique des cellules BL2 et BL2/B95 avant
et apres traitement avec la nutline-3

L’analyse du transcriptome, réalisée dans les BL2 et les BL2/B95 apres traitement 2 la
nutline-3, nous a permis d’identifier plusieurs genes et voies de signalisation différemment régulés
dans ces deux lignées qui n’ont pas été décrits dans l'article portant sur 'autophagie. Les résultats,
présentés sur la figure 58 sont ceux obtenus pour des temps tardifs de traitement (16h). Nous
pouvons remarquer que les genes cibles de p53 induits par le traitement sont quasiment les
mémes dans les BL2 et les BL2/B95. 1l existe toutefois quelques différences entre les cellules
EBV () et EBV (+). L’expression du gene p27""", dont le produit est impliqué dans Parrét du
cycle cellulaire, est plus fortement stimulé dans les BL2/B95 que dans les BL2 (FC=16.7 et 7.5
respectivement). Ce résultat est en accord avec ceux décrits dans la premiére partie de ce chapitre
et dans l'article en annexe et pourrait expliquer le fait que le traitement par la nutline-3 induise un
arréet du cycle cellulaire dans les cellules EBV (+) alors que ce n’est pas le cas dans les cellules
EBV (-). De la méme fagon, le gene codant pour la protéine 14-3-30, qui peut bloquer le passage
du cycle en phase M (Hermeking et al., 1997), est surexprimé uniquement dans la lignée BL.2/B95
apres traitement par la nutline-3 (FC=2.2). L’expression du gene p53R2 est également augmentée
uniquement dans les BL2/B95. Le produit de ce gene est une ribonucléotide réductase, son
activité permet de fournir les nucléotides nécessaires a la réparation de PADN et favorise la survie

cellulaire en réponse aux dommages a ’ADN ((Yamaguchi et al., 2001).

De nombreux genes, dont les produits sont impliqués dans I'apoptose, tels que F.AS,
DR5, PIDD, Bax, ou PIG3 sont induits dans les 2 lignées en réponse au traitement avec la
nutline-3. Les genes PIDD, DR5 et F.AS, dont les produits participent a 'apoptose induite par la
voie des récepteurs a domaine de mort, sont plus fortement stimulés dans les BL.2/B95 que dans
les BL2 (FC= 16.5 vs 8.4 pour PIDD, 4.7 vs 2.8 pour DR5 et 20.5 vs 9.1 pour F/AS dans les
BL2/B95 et BL2 respectivement).

Le traitement par la nutline-3 induit Pexpression du gene codant pour la protéine « BH3
only » PUMA dans les BL2/B95 uniquement (FC=13.0). Ce résultat suggére que I'expression de
cette protéine pro-apoptotique ne suffit pas a déstabiliser les complexes Bax/Bcl-2 puisque,

comme indiqué précédemment, Bax est inactif dans ces cellules.
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Figure 59 : Profil d’expression génique des genes impliqués dans la voie des MAP kinases apres 16h de traitement avec la nutline-3
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Le géne codant pour la caspase-6 est, quant a lui, exprimé uniquement dans les BL2
(FC=2.6). Certaines ¢études suggerent que cette caspase, connue pour cliver la lamine A lors de
Papoptose, pourrait également jouer un réle important dans les mécanismes précoces de
I'apoptose induite par différents traitements anti-cancéreux (Loegering et al., 2006). Nos résultats
sont en accord avec ces observations puisque 'expression du gene codant pour cette caspase est

augmentée uniquement dans les cellules sensibles au traitement.

De nombreuses voies de signalisations sont modifiées en réponse au traitement avec la
nutline-3. Nous nous intéresserons pour finir a celle des MAP kinases qui participe a la régulation
de I'apoptose et de I'autophagie. La figure 59 illustre le profil d’expression des différents genes
impliqués dans cette voie apres 16h de traitement avec la nutline-3. Ce composé induit, dans les 2
lignées, 'expression de MAP2K4 (MAP kinase d’ordre 2) (FC= 2.1 pour BL2/B95 et BL2) ainsi
que celle du gene codant pour la MAP kinase p38 (FC= 5.4 et 4 pour BL2/B95 et BL2
respectivement). L activation de la voie p38 pourrait étre due a 'augmentation de expression de
H-Ras (FC= 3.8 et 4.1 pour BL2/B95 et BL2 respectivement). Une étude a montré que
I'oncogene Ras était capable d’exercer un rétrocontrole négatif sur son activité proliférative en
induisant la voie des MAP kinase (Chen et al., 2000). Dans les BL2, expression du gene codant
pour la MAPK JNK est également augmentée (FC= 2.1). Le facteur de transcription c-Jun est
¢galement induit en réponse au traitement par la nutline-3 dans les 2 lignées (FC=12.1 et 13.1

pour BL2/B95 et BL2 respectivement).

Pour finir il est important de noter qu’en absence de traitement avec la nutline-3, ASK1,
le régulateur positif de la kinase JNK, est plus fortement exprimé dans les BL.2/B95 que dans les
BL2 (FC=3.1). Une étude a montré qu’en présence de TNFa, également plus exprimé dans les
BL2/B95 que dans les BL2, ASK1 se fixe sur TRAF2 et active JNK (Nishitoh et al., 1998). On
peu donc supposer que la présence de TNFa pourrait favoriser le recrutement de ASKI1 et
l'activation de JNK dans les lignées EBV (+) en latence III. L’activation de la voie des MAP
kinase, a Détat basal ou en réponse au traitement par la nutline-3, peut avoir plusieurs
conséquences sur la régulation de I'autophagie et de l'apoptose, qui seront discutées dans la

prochaine partie de ce chapitre.
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2. Discussion

Notre équipe s’intéresse aux mécanismes d’apoptose, induits par la réactivation de p53, dans
plusieurs lymphomes B associés a EBV. Nous avons montré que les cellules EBV (+) en latence
de type III sont beaucoup plus résistantes a la nutline-3 que les cellules EBV (-) ou EBV (+) en
latence de type I. Ce phénomene est également retrouvé apres traitement par divers agents
génotoxiques. De plus, nos résultats indiquent que le pré-traitement des cellules EBV(+) en
latence III par la nutline 3 accroit la résistance de ces celllules a ces composés. Dans ce contexte,
la premiere partie de mon travail de thése a consisté a caractériser les mécanismes de résistance a
I'apoptose induite par p53 dans les cellules EBV (+) en latence de type III. Les résultats obtenus
indiquent que p21Y*"" est impliquée dans la résistance a I’'Etoposide et au Melphalan induite par
la nutline-3. Par ailleurs, la surexpression de Bcl-2 ainsi que le niveau élevé d’autophagie dans ces
cellules inhibe I'apoptose induite par ce composé. Ces différentes données feront donc I'objet de

notre discussion.

a) Implication de p21™*" dans la résistance a ’étoposide et au melphalan des
cellules EBV (+) en latence de type III traitées par la nutline-3

Nous nous sommes d’abord intéressés a Iimplication de p21™*") dont Pexpression est
régulée par p53, dans la résistance aux agents génotoxiques induite par la nutline-3. Les résultats
indiquent que cette protéine est fortement exprimée en réponse au traitement dans les cellules
EBV (+) en latence de type III. Nous avons émis une hypothése selon laquelle le pré-traitement
par la nutline-3 induirait un arrét du cycle cellulaire qui serait responsable de la résistance a
I'apoptose induite par les agents chimio-thérapeutiques dans ces cellules. Cette hypothese a été
confirmée par l'utilisation de siARN ciblant p27"""". En effet, inhibition de ce géne dans les
cellules EBV (+) en latence III traitées avec de la nutline-3, restaure leur sensibilité aux agents
génotoxiques. Des résultats similaires ont été obtenus par une autre équipe qui a montré d’une

part que la protéine p21™*"

exercait un effet antagoniste sur la voie intrinseque de 'apoptose et
d’autre part que son inhibition sensibilisait une lignée de carcinome du colon a 'apoptose induite
par différents agents génotoxiques (Javelaud and Besancon, 2002). Les données obtenues lors de
'analyse du transcriptome, réalisée dans les BL2 et BL2/B95 aptés traitement pat la nutline-3,

sont en accord avec Iensemble de ces résultats et montrent que le géne p27""

est plus
fortement stimulé dans les BL2/B95 que dans les BL2. Les résultats du transcriptome montrent
également que les genes codant pour les protéines 14-3-3 0 et GADDA45, impliquées dans I'arrét

du cycle cellulaire en G2, sont induit en réponse au traitement.
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Toutefois, 'analyse du cycle cellulaire, réalisée aprés 24 h de traitement avec la nutline-3, ne
montre pas d’arret en G2 dans nos cellules mais un arrét tres important en G1 (Figure 3 de
larticle en annexe). Pour approfondir ce travail et expliquer ce résultat, nous envisageons de
vérifier le niveau d’expression de ces protéines par Western Blot et de reproduire I'analyse du
cycle cellulaire en utilisant des temps de traitements plus courts afin de déterminer si 'arrét en G2

peut avoir lieu avant l'arrét en G1.

Une augmentation de 'expression du gene p53R2, dont le produit est impliqué dans la
réparation des dommages a ’ADN, est retrouvée uniquement dans les BL2/B95. D’autres études
ont montré que 'induction de genes cibles de p53 impliqués dans la réparation de ’ADN pouvait
augmenter la survie des cellules (McKay et al., 2001). II serait donc intéressant de tester I'effet, sur

le plan fonctionnel, de I'induction de p53R2 dans les BL.2/B95.

L’ensemble de ces données montrent que le pré-traitement par la nutline-3 favorise un arrét
du cycle cellulaire en G1 dans les cellules EBV (+) en latence de type III, médié par la protéine
p21WAF1. Toutefois, nos résultats indiquent que I'utilisation de siARN inhibant I'expression de p21
VAT naugmente que faiblement I'apoptose induite par la nutline-3 lorsqu’elle est utilisée seule.

Nous avons donc cherché a identifier par la suite, les mécanismes de résistances a I'apoptose

induite par p53 dans les cellules EBV (+) en latence de type 111

b) Implication de Bcl-2 dans la résistance a la nutline-3 des cellules EBV (+)
en latence III

Nous avons poursuivi ce travail en utilisant des LCL qui présentent également une latence
de type III et constituent un bon modele pour Iétude des PTLD. Nous avons d’abord caractérisé
I'apoptose induite par la nutline-3 dans les lignées de LB et les LCL. Nos résultats indiquent que
les LCL ne sont pas aussi sensibles au traitement par la nutline-3 que les cellules EBV (-) ce qui
souligne 'implication du virus dans ce mécanisme de résistance. Les résultats du transcriptome
ainsi que ceux obtenus par Western blot montrent quun grand nombre de genes pro-
apoptotiques sont induits en réponse a la nutline-3 dans les cellules EBV (-) et EBV (+). Parmi
ces genes on retrouve celui codant pour la protéine pro-apoptotique Bax. Cette derniere est
fortement impliquée dans 'apoptose induite par ce composé. En effet, nous avons montré que
dans les lignées sensibles au traitement, la nutline-3 induit une relocalisation de Bax du
cytoplasme vers la mitochondrie, ainsi qu'un changement de conformation qui lui permet d’étre
active et d’exercer ses propriétés pro-apoptotiques. De plus, I'inhibition de I'expression de Bax

par des siRNA dans ces cellules diminue 'apoptose induite par la nutline-3.
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Figure 60 : Schéma illustrant les voies apoptotiques induites par la nutline-3 dans les lignées EBV
(-) et dans les lignées EBV (+) en latence de type III. Le traitement des cellules par la nutline-3 induit
la dissociation du complexe p53/MDM2 dans I'ensemble des lignées. I activation de p53 se traduit par
une augmentation de I'expression de la protéine pro-apoptotique Bax qui est activée et relocalisée a la
mitochondrie dans les cellules EBV (). L’activation de Bax permet d’induire I'apoptose de ces cellules.
Dans les cellules EBV (+) en latence de type 111, la surexpression de Bcl-2 inhibe 'activation de Bax. On
peut supposer qu’elle induit également une rétro-translocation de cette protéine médiée par la protéine
Bel-xL. L’utilisation d’ABT-737 un inhibiteur de Bcl-2 et Bel-xI., permet de restaurer I'apoptose des
cellules EBV (+) en latence de type III.
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En revanche, la relocalisation de Bax ainsi que son changement de conformation n’ont pas
été observés dans les lignées EBV (+) en latence III. Plusieurs études ont montré qu’EBV
pouvait augmenter 'expression de protéines anti-apoptotiques de la famille de Bcl-2 (Rowe et al.,
1994; Wang et al., 1996). Nous avons donc évalué le niveau d’expression de Bcl-2, Bel-xL et Mcl-
1 dans les cellules de LB et les LCL et nous avons montré que seule Bcl-2 était surexprimée dans
I'ensemble des lignées EBV (+) en latence de type III. Nos résultats indiquent également que
cette protéine anti-apoptotique interagit avec Bax dans ces cellules, traitées ou non par la nutline-
3. Ces données suggerent que Bcel-2 pourrait étre responsable de I'inactivation de Bax et pourrait
s’opposer a la relocalisation mitochondriale de cette protéine. Pour confirmer cette hypothese,
nous avons utilisé un inhibiteur de Bcl-2 et Bel-xL, nommé ABT-737. Nos résultats indiquent
que le pré-traitement des cellules EBV (+) en latence de type III avec ce composé permet
d’augmenter la translocation de Bax a la mitochondrie et favorise le changement conformationnel
de cette protéine. Pour finir, nous avons montré que l'utilisation d’ABT-737 et de la nutline-3 en
combinaison permet de restaurer la sensibilité de ces cellules a 'apoptose induite par p53 (Figure
60).

Cette étude souleve certaines questions concernant I'inhibition de la relocalisation de Bax
par la protéine Bcl-2. Nous nous sommes demandé comment cette protéine anti-apoptotique,
localisée au niveau de la mitochondrie, pouvait exercer un tel effet sur la fraction cytoplasmique
de Bax. Une étude, publiée trés récemment par Edlich et a/ pourrait expliquer ce phénomene
(Edlich et al., 2011). Les auteurs ont montré qu’il existait, a I’état basal, une rétro-translocation de
Bax de la mitochondrie vers le cytoplasme. Ils ont ensuite testé 'effet ’ABT-737 sur cette rétro-
translocation et ont montré que l'utilisation de ce composé réduisait ce phénomene de 75%. Ce
résultat suggere donc qu’une interaction directe entre Bax et Bcl-2 ou Bcel-xL est nécessaire pour
induire ce processus. Ils ont finalement montré que Bcl-xL, qui peut étre localisée dans le
cytoplasme ou la mitochondrie est impliquée dans ce mécanisme de rétro-translocation. Selon les
auteurs, cette derniere s’associerait avec Bax a la mitochondrie et permettrait son export vers le
cytoplasme. Les auteurs ont également montré que la surexpression des protéines anti-
apoptotiques Bcl-2, Mcl-1 et Bel-xLl favorisait ce mécanisme. On peut donc penser que dans
notre modele, le traitement par la nutline-3 augmente lexpression de Bax et induit sa
relocalisation a la mitochondrie. ILa surexpression de Bcl-2 dans les cellules EBV (+) en latence
IIT serait a l'origine de la rétro-translocation de cette protéine pro-apoptotique vers le cytoplasme
par lintermédiaire de Bcl-xL. (Figure 60). Ce phénoméne permet d’expliquer 'accumulation de

Bax observée dans les deux compartiments cellulaires, aprés traitement par la nutline-3.
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De plus, nos résultats sont parfaitement cohérents avec ceux d’Edlich et a/ puisque nous
avons ¢également observé que le traitement avec ABT-737 permettait d’augmenter la fraction
mitochondriale de Bax. Pour confirmer notre hypothese il serait intéressant de voir quel est 'effet

de I'inhibition de Bcl-xL par des siRNA sur la relocalisation de Bax a la mitochondrie.

L’analyse du profil d’expression génique en réponse a la nutline-3 a également mis en
évidence une surexpression du gene codant pour la protéine « BH3 only» PUMA dans les
BL2/B95. Nos résultats suggerent que la surexpression de Bcl-2 dans ces cellules limiterait les
propriétés pro-apoptotique de cette protéine. En effet, 'augmentation de son expression ne
permet pas d’activer Bax en réponse au traitement. Plusieurs études ont montré qu’ABT-737
induit la libération de PUMA des complexes PUMA/Bcl-2, provoquant ainsi I'activation de Bax
et la perméabilisation mitochondriale des cellules (Letai, 2009). Ce mécanisme pourrait expliquer,
au moins en partie, I'effet synergique observé entre la nutline-3 et ABT-737 dans les cellules EBV

(+) en latence de type II1.

c) Induction des récepteurs de mort par la nutline-3

Nous avons analysé les mécanismes induisant la voie mitochondriale de I'apoptose en
réponse a lactivation de p53. Cependant, ce facteur de transcription peut également induire
Iexpression de plusieurs genes impliqués dans la voie extrinseque de I'apoptose tels que DR4,
DR5, PIDD ou Fas. Les données du transcriptome montrent qu’en réponse au traitement a la
nutline-3, les génes PIDD DR5 et FAS sont plus fortement stimulés dans les BL.2/B95 que dans
les BL2. Une étude a montré que 'utilisation de la nutline-3 permettait de sensibiliser des cellules
d’ostéosarcome et de cancers du colon a 'apoptose induite par la cytokine TRAIL (Hori et al.,
2010). L'utilisation de TRAIL recombinant, en association avec la nutline-3, pourrait également
étre testée dans les cellules EBV (+) en latence de type III. L’induction de la voie extrinseque

pourrait en effet constituer une stratégie alternative pour induire la mort de ces cellules.
d) Roéle de Pactivité non transcriptionnelle de p53 en réponse a la nutline-3
Depuis plusieurs années, il a été montré que p53 pouvait étre localisée dans le cytoplasme
et induire une apoptose indépendante de son activité transcriptionnelle. La p53 cytoplasmique

relocalisée a la mitochondrie interagit avec Bel-2 et Bel-xL libérant ainsi les protéines effectrices

de I'apoptose.
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Figure 61 : Schéma illustrant les différents mécanismes impliqués dans la résistance a ’apoptose
induite par p53 des cellules EBV (+) en latence de type III. A I’état basal, la LMP-1 induit
Iexpression de la protéine Bcl-2 qui interagit avec Bax. La LMP-1 active également p65 qui se fixe sur le
promoteur de bécline-1 et augmente son expression. Ce mécanisme augmente le niveau d’autophagie dans
ces cellules. Le traitement par la nutline-3 induit I'activation de p53 ce qui permet la transcription de ses
genes cibles qui peuvent étre impliqués dans 'apoptose et 'autophagie. Dans ces cellules, 'augmentation
de l'expression de Bax n’a pas d’effet car la protéine Bcl-2 inhibe lactivité pro-apoptotique de cette
protéine. L’activation des Sestrines, de PAMPK et de TSC2 induit une inhibition de mTOR ce qui leve
I'inhibition de 'autophagie. Ce mécanisme contribue également a la résistance des cellules a 'apoptose.
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D’aprés Leu ef al, p53 peut également interagir avec la protéine mitochodriale Bak,
conduisant ainsi a I'oligomérisation de cette protéine et a sa dissociation du complexe inhibiteur
de Papoptose, Bak/Mcl-1. Enfin, bien que linteraction entre p53 et Bax n’ait jamais été observé,
il semblerait que p53 soit capable d’activer directement Bax en I'absence d’autre protéine (Vaseva
and Moll, 2009). En effet, 'équipe de Vaseva a montré en 2009 que la fraction mitochondriale de
p53 contribue fortement a I'apoptose induite par la nutline-3 dans une lignée de LAM et de
cancer du colon (Vaseva et al., 2009). Nos résultats préliminaires montrent que p53 s’accumule a
la fois dans le cytoplasme et dans le noyau des cellules EBV (-) et EBV (+) apres traitement par la
nutline-3. Nous envisageons de vérifier si la p53 est relocalisée a la mitochondrie et si elle
interagit avec les membres de la famille Bcl-2 dans les cellules traitées ou non avec la nutline-3.
D’autre part, nous chercherons a évaluer 'implication de 'activité non transcriptionnelle de p53
dans I'apoptose médiée par la nutline-3 dans les cellules EBV (-) et EBV (+) en latence III. Pour
ce faire, 'apoptose induite par la nutline-3 sera évaluée en présence de pifithrine mu, une

molécule capable d’inhiber la translocation de p53 a la mitochondrie.

e) Implication de Pautophagie dans la résistance a Papoptose des cellules
EBYV (+) en latence de type III

Iétude du profil d’expression génique, réalisée dans les BL2 et les BL.2/B95 apres traitement
par la nutline-3, a mis en évidence la surexpression de plusieurs genes dont les produits sont
impliqués dans I'autophagie. Nous avons montré que I'expression de la protéine Sestrine 1 est
augmentée dans les deux lignées, conduisant ainsi a une inhibition de mTOR. Ce résultat a été
retrouvé dans d’autres lignées EBV (+) en latence de type III (BL ou LCL). L’inhibition de
mTOR se traduit par une induction de I'autophagie dans les cellules EBV (+) en latence III alors
que ce processus n’est pas retrouvé dans les cellules EBV () (Figure 61). Nous nous sommes
donc interrogés sur les mécanismes pouvant expliquer une telle différence entre ces lignées. Nos
résultats indiquent que la LMP-1 induit I'activation de la sous-unité p65/Rel A du facteur NF-xB
entrainant ainsi une augmentation de Pexpression de Bécline-1 et une activation constitutive de
I'autophagie dans les cellules EBV (+) en latence III. I’ensemble de ces résultats suggerent que la
présence d’un niveau élevé de Bécline-1 pourrait favoriser 'autophagie non seulement a I’état
basal mais également en réponse au traitement par la nutline-3 dans les cellules EBV (+) en

latence de type I1I (Figure 61).

Cette ¢tude souleve des questions concernant le role de p53 dans la régulation de

I'autophagie.
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En effet, plusieurs travaux montrent que le suppresseur de tumeur peut avoir un double réle
dans la régulation de ce processus, en fonction de sa localisation cellulaire. Il participerait a
I'induction de 'autophagie lorsqu’il est localisé dans le noyau et inhiberait ce processus lorsqu’il se
trouve dans le cytoplasme (Tasdemir et al., 2008a). Dans notre modele, le traitement avec la
nutline-3 se traduit par une accumulation de p53 dans le cytoplasme et le noyau des cellules.
Néanmoins, il semblerait que dans les cellules EBV (+) en latence III, I'activité transcriptionnelle
de p53 soit plus efficace que activité inhibitrice exercée par la fraction cytoplasmique de cette
protéine puisque le traitement augmente le niveau d’autophagie de ces cellules. A I'inverse, ces
résultats suggerent que l'activité de la fraction cytoplasmique de p53 pourrait étre plus importante
dans les cellules EBV (-) et favoriserait ainsi une inhibition de I'autophagie. L’équipe de Guido
Kroemer a récemment montré que la fraction cytoplasmique de p53 pourrait inhiber 'autophagie
en interagissant avec la protéine RB1CC1 (RB1 inducible coiled-coil protein 1), 'orthologue
d’Atg 17 chez la levure (Morselli et al., 2011). 1I serait donc intéressant de vérifier I'interaction
p53/RB1CC1 dans les lignées EBV (-) et EBV (+) en latence III.

Ce travail souléve également des interrogations a propos du role exercé par Bcl-2 dans les
cellules EBV (+) en latence de type III. Nous avons vu que cette protéine était impliquée dans la
régulation de l'apoptose et de I'autophagie. Elle peut en effet se fixer sur les membres pro-
apoptotiques afin d’inhiber leur activité mais elle peut également interagir avec la protéine
Bécline-1 et empécher I'initiation de l'autophagie. Or, nos résultats montrent qu’il existe un
niveau important d’autophagie dans les cellules EBV (+) en latence III qui expriment fortement
Bcl-2 alors que ce n’est pas le cas dans les cellules EBV (-) qui expriment peu cette protéine. Pour
expliquer ce phénomene, nous nous sommes intéressés au modele proposé par Wei e/ a/ qui
suggere que Pactivité de Bcl-2 est régulée par son état de phosphorylation (Wei et al., 2008). Selon
ces auteurs, la MAP Kinase JNK, lorsqu’elle est activée, phosphoryle Bcl-2 ce qui provoque la
déstabilisation du complexe Becl-2/Bécline-1. Par ailleurs, ils ont également montré que
'activation de JNK permet, d’'une part, d’activer le facteur de transcription c-Jun qui peut se fixer
sur le promoteur de Bécline-1 et induire sa transcription et, d’autre part, de phosphoryler p53
induisant ainsi I'expression de DRAM et Iinhibition de mTOR. Les données obtenues lors de
I'analyse du transcriptome montrent que la protéine ASK1, qui peut activer la kinase JNK, est
plus fortement exprimée a ’état de base dans les BL2/B95 que dans les BL2. On peut donc
supposer qu’il existe une activation de JNK dans ces cellules qui pourrait favoriser la
phosphorylation de Bcl-2 (Figure 62). Au regard de ces résultats, nous avons testé la
phosphorylation de Bcl-2 sur la Ser 70, cible de JNK. Bcl-2 est phosphorylé au niveau de ce

résidu dans les cellules EBV (+) en latence II1.
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Ces données suggerent quiil n’existe pas d’interaction entre Bécline-1 et Bcl-2 dans ces
cellules et expliquent donc la présence d’autophagie malgré la surexpression de cette protéine.
Toutefois, ces résultats nécessitent d’étre validés par des expériences de co-immunoprécipitations.
La suite du travail consistera a confirmer les données du transcriptome afin de vérifier le niveau
d’expression de ASKI1 et l'activation de JNK (par phosphorylation) dans ces cellules. Nous
aimerions ainsi confirmer 'implication de cette kinase dans la phosphorylation de Bcl-2. De plus,
il serait intéressant de vérifier si JNK, par lintermédiaire de c-Jun, contribue également a

Paugmentation du niveau d’expression de Bécline-1. Si cela était le cas, 'expression de Bécline-1

dans les cellules EBV(+) serait controlée a la fois par c-Jun et la voie NFkB.

L’analyse du transcriptome a également mis en évidence la surexpression de plusieurs genes
codant pour des membres de la famille des MAP kinase tels que p38 ou MAP2K4 apres
traitement avec la nutline-3 dans les 2 lignées. Nous avons vu que ces kinases étaient fortement
impliquées dans la régulation de I'apoptose et de l'autophagie. Nous pensons donc qu’il serait
pertinent de valider ces résultats par Q-PCR et Western Blot et d’effectuer des tests fonctionnels
afin de caractériser le role de ces protéines dans les cellules EBV (-) et EBV (+) traitées avec la

nutline-3.

Notre étude montre que les cellules EBV (+) en latence de type III présentent un niveau
¢levé d’autophagie en absence de stress. La présence d’autophagie dans les cellules EBV (+) a
déja été observée par plusieurs équipes. Certaines ont proposé que ce mécanisme pourrait
participer a l'immunité acquise, en permettant la présentation d’EBNA-1 par le CMH de classe 11
(Paludan et al., 2005). Par ailleurs, d’apres Lee et Sugden, la protéine LMP-1 induirait 'autophagie
pour réguler son expression (Lee and Sugden, 2008). Nous montrons ici que l'inhibition de
I'autophagie par la chloroquine induit 'apoptose des cellules exprimant fortement la LMP-1. Ces
données sont donc cohérentes avec celles de Lee et Sugden. On peut donc penser que la
chloroquine favorise une accumulation de LMP-1, qui est toxique pour les cellules, et provoque
leur mort par apoptose. Une étude a montré que la toxicité induite par I'accumulation de LMP-1
se traduit par I'induction de la voie extrinseque de I'apoptose, due a une surexpression et une
auto-activation du récepteur Fas (Le Clorennec et al., 2008). Il serait intéressant de valider cette
hypothese dans notre modele expérimental en caractérisant la voie apoptotique induite par la

chloroquine.

Nos résultats, ainsi que ceux obtenus par d’autres équipes, montrent que I'autophagie peut
inhiber P'apoptose induite par Pactivation de p53. Par ailleurs, plusieurs études ont montré

quEBYV induit une résistance a plusieurs agents chimio-thérapeutiques connus pour activer p53.
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On peut donc se demander si 'autophagie induite par EBV et p53 peut contribuer a ce
phénomene de résistance. Une étude publiée en 2011 par Xie ¢ a/ est en faveur de cette
hypothese. Les auteurs ont montré que le traitement par I’étoposide induit une activation de p53
et AMPK dans des cellules d’hépatocarcinomes. Leurs résultats indiquent également que
inhibition de 'autophagie par la 3-méthyladénine ou par des ARN antisens inhibant 'expression
de Bécline-1, sensibilise ces cellules aux traitements par ’étoposide. Sur la base de ces résultats, il
serait intéressant d’analyser la réponse des cellules EBV (+) en latence de type III a un traitement
par ’étoposide en recherchant si ce traitement induit une augmentation de I'expression des genes
cibles de p53 impliqués dans I'autophagie ainsi qu’une conversion de LC3-I en LC3-II. Nous
pourrions également déterminer si le pré-traitement de ces cellules avec de la chloroquine restaure

leur sensibilité a I’étoposide.

Cette premicre partie du travail de these nous a permis de mieux caractériser les mécanismes
de résistance a 'apoptose induite par p53 dans les lignées EBV (+) en latence de type III. Nous
avons vu que la LMP-1 est en grande partie responsable de ce phénomene. En effet, cette
protéine oncogénique est responsable, d’une part, de 'augmentation de I'autophagie dans ces
cellules et induit, d’autre part, Pexpression de protéines anti-apoptotiques de la famille Bcl-2. Nos
travaux indiquent également que lutilisation d’ABT-737 permet de restaurer en partie la
sensibilité des cellules EBV (+) en latence de type III (BL et LCL) a la nutline-3 et que de plus, il
induit a lui seul une apoptose massive des LCL. Nous nous sommes donc intéressés au potentiel

thérapeutique de cet inhibiteur de Bcl-2 dans le traitement des lymphomes associés a EBV.
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Figure 63 : Evaluation de Pefficacité d’ABT-737 in vitro dans les LCL. A. Les cellules ont été traitées
avec différentes concentrations d’ABT-737 et analysée par cytométrie en flux apres avoir été marquées a
l'annexine-V et au PI. B. Les cellules ont été traitées au non avec 2.5 (LCL) ou 10 uM d’ABT-737 puis le
clivage de la pro-caspase-3 et de la PARP a été évalué par Western Blot. C Les cellules ont été traitées ou
non avec ABT-737 (2.5 et 10 uM pour les LCL et les BL2 respectivement) puis des fractionnements
cytoplasmiques et mitochondriaux ont été réalisés afin d’analyser la localisation subcellulaire de Bax. La
qualité des fractionnements a été contrdlée a 'aide d’'un marqueur du cytoplasme (vinculine) et de la
mitochondrie (Bcl-2).
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Partie 2 : Stratégies thérapeutiques fondées sur
Putilisation  d’inhibiteurs des  protéines  anti-
apoptotiques de la famille de Bcl-2 dans le traitement
des lymphomes B

1. Résultats

a) Evaluation de Pefficacité d’ABT-737 in vitro dans les LCL

Au regard des résultats obtenus précédemment, nous avons testé Iefficacit¢ d’ABT-737 in
vitro afin d’évaluer le potentiel thérapeutique de ce composé dans le traitement des lymphomes B
associés a EBV. Nous avons comparé le comportement de la lignée BL2 EBV (-) qui exprime
tres peu Bel-2 a celui de trois lignées de LCL (RPMI8866, Remb1 et Priess) qui expriment
fortement cet oncogene. Ces cellules ont été traitées avec différentes concentrations d’ABT-737
pendant 24h. Le pourcentage de cellules apoptotiques a été évalué par cytométrie en flux (FACS)
grice a un double marquage annexine V/PI. Les résultats obtenus sont présentés sur la figure 63
A. Nous observons que ce traitement induit faiblement 'apoptose dans la lignée EBV (-) (26 %
de cellules marquées a la dose 10 uM). En revanche, conformément aux résultats obtenus
précédemment, les LCL sont beaucoup plus sensibles au traitement [51, 58 et 60 % d’apoptose a
la plus faible dose testée (2.5 uM)]. Ce pourcentage augmente légerement lorsque ce composé est
utilisé avec des concentrations plus élevées (61, 78 et 70 % de cellules mortes a la dose 10 uM

dans les RPMI8866, Remb1 et Priess respectivement).

Nous avons ensuite testé I'activation de la caspase-3 en réponse au traitement. Pour ce faire,
nous avons évalué par Western Blot, le clivage de cette caspase et de 'un de ses substrats, la
PARP (Poly ADP-Ribose Polymérase). Les résultats présentés sur la figure 63 B sont cohérents
avec ceux obtenus par FACS et montrent que le traitement avec ABT-737 (10 uM) n’augmente ni
le clivage de la pro-caspase-3 ni celui de la PARP dans les BL2. A I'inverse, la forme non clivée de
cette caspase est trés fortement diminuée dans les 3 lignées de LCL. L’activation de cette caspase

effectrice de 'apoptose se traduit également par un clivage de la PARP dans ces lignées.

Pour finir, nous avons vérifié si la déstabilisation des complexes Bax/Bcl-2 et Bax/Bcl-xL.

par ABT-737 pouvait induire une relocalisation de Bax du cytoplasme a la mitochondrie.
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Figure 65 : Evaluation de ’association ABT-737/Melphalan dans les LY47. Les cellules ont été pré-
traitées ou non avec 2.5 uM d’ABT-737 puis traitées ou non avec différentes doses de Melphalan. Un
marquage au MTT a ensuite été réalisé. Apres lyse des cellules, la DO a été lue a 550 nm afin d’évaluer la
viabilité cellulaire. Les résultats sont exprimés en % par rapport aux cellules non traitées.
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Pour cela, nous avons réalisé des fractionnements cytoplasmiques et mitochondriaux a partir
de cellules traitées ou non avec ce composé afin d’évaluer la localisation subcellulaire de Bax par
Western Blot. La pureté des extraits a été controlée par un marquage anti-vinculine pour la
fraction cytoplasmique et anti-Bcl-2 pour la fraction mitochondriale. Les résultats présentés sur la
figure 63 C montrent que la fraction cytoplasmique de Bax semble légerement diminuée apres
traitement dans les BL2. Toutefois, cette diminution n’est pas accompagnée d’une augmentation
de la forme mitochondriale de la protéine ce qui indique que Bax n’est pas activée dans ces
cellules. A T'inverse, le traitement induit une relocalisation de cette protéine dans les 3 lignées de
LCL. L’activation de Bax est associée a un changement de conformation conduisant notamment
a exposition de son extrémité N-terminale. Nous avons donc analysé 'activation de Bax en
cytométrie en flux grace a un anticorps conformationnel (6A7) reconnaissant spécifiquement la
région N-terminale de la protéine. Une activation de Bax peut étre observée dans respectivement
31 et 27% des RPMI8866 et Rembl traitées pendant 24h avec 2.5 pM I’ABT-737. En revanche,
aucun changement conformationnel n’est détecté dans les BL2 traitées avec 10 uM de ce

composé (Figure 64).

Nous pouvons donc conclure que Tutilisation d’ABT-737 induit la relocalisation et
l'activation de Bax dans les LCL. Ce phénomene se traduit par une apoptose massive, dépendante
de la voie des caspases, dans ces cellules. A 'inverse, ce composé n’a pas d’effet dans la lignée de

LB EBV ().

b) Evaluation de P’efficacité d’ABT-737 en combinaison avec de la
chimiothérapie in vitro dans une lignée de LB EBV (+) en latence de

type 111

Nous avons ensuite recherché si ABT-737 pouvait potentialiser I'effet de chimiothérapies
permettant d’activer p53 dans des cellules de LB. I.a drogue majoritairement utilisée pour traiter
le LB est la Cyclophosphamide. Toutefois, celle-ci nécessite d’étre métabolisée par le foie pour
exercer son activité anti-tumorale. Nous avons donc utilisé le Melphalan, un autre composé
appartenant également a la famille des agents alkylants, pour effectuer ces expériences 7 vitro. Les
LY47 ont été pré-traitées pendant 1h avec 2.5 pM d’ABT-737 puis traitées pendant 24h avec
différentes doses de Melphalan (0.5, 5, 2.5, 5 uM). L’effet de ces deux composés sur la viabilité
cellulaire a été évalué par le test de cytotoxicité MTT. Les résultats présentés sur la figure 65,
montrent que ces cellules sont peu sensibles au Melphalan et a PABT-737, lorsque ces composés
sont utilisés seuls. Ces résultats sont cohérents avec ceux précédemment observés par notre

¢quipe a l'aide d’autres techniques.
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Toutefois I'utilisation de ces deux composés en association présente un effet additif et permet
d’obtenir une diminution de la viabilité de 50% pour des concentrations de 2.5 uM d’ABT-737 et

et 5 uM de Melphalan.

Les résultats obtenus avec ABT-737 seul dans les LCL ou en association dans la lignée de LB
EBV (+) en latence 111, nous ont conduits a poursuivre I’évaluation de ce composé 2 vivo. Les

résultats de ces études pré-cliniques seront présentés dans la dernicre partie de ce chapitre.

c) Développement de nouvelles molécules ciblant la famille Bcl-2 et
évaluation de leur activité dans les lymphomes B

Nous avons vu, dans la premiere partie de ce chapitre, que les cellules B infectées par
EBV expriment fortement la protéine anti-apoptotiques Bcl-2. L’utilisation d’ABT-737 restaure la
sensibilité de ces cellules a apoptose induite par la réactivation de p53 mais n’a pas d’effet
lorsqu’il est utilisé seul dans les lignées de LB. Plusieurs études ont montré que Pefficacité d’ABT-
737 pouvait ¢tre limitée par la protéine Mcl-1. Nous avons donc caractérisé expression des
différents membres de la famille Bcl-2 par immunohistochimie (grace a la présence dans notre
équipe du Professeur Martine Raphaél, qui dirige par ailleurs le Service d’Hématologie et
Immunologie Biologiques du CHU du Kremlin-Bicétre) dans un panel de lignées EBV (+) et
EBV ().

Statut EBV | LMP-1 Bel-2 Bim BelxL Mcl-1 Bak
BL2 = & +/- = - faible ++ ++
BL2B95 + + ++ 2 =z Fwe .
BL40 - - +- + - (trés faiblement +) +4- 4=+ BL
BL40B95 - - = = S s —+
LY47 + - - — + Faible + —+
RPMI8866 - ++ . = + ++ i
Iarc 211 - ++ =+ ++ E FHE F
Rembl - + +—+ = + ik i
1602 + T ++ +/- +/- +— e LCL
Prio7 F ey ++ + + 3 s
P15 + + ++ + - ++ ++
P17 + + 4+ + P ++ ++

Tableau 4 : Résultats de ’analyse du niveau d’expression des protéines de la famille de
Bcl-2 dans un panel de lignées de BL et LCL. (Collaboration avec I'équipe du Pr Martine
Raphaél)

Les résultats sont en accord avec ceux précédemment observés en Western blot et
montrent d’une part que Bcl-2 est fortement exprimée dans les cellules EBV (+) en latence de
type III, d’autre part que les protéines Bak et Mcl-1 sont trés fortement exprimées dans

I’ensemble des lignées (Tableau 4).
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L’équipe de chimistes de Frangoise Guéritte, de I'Institut de Chimie des Substances
Naturelles (ICSN) a récemment criblé des extraits de plantes venant de zones sub-tropicales afin
de sélectionner celles déplacant linteraction Bcl-xL/Bak. Le criblage a été réalisé par un test
d'affinité visant a mesurer en polarisation de fluorescence, apres compétition avec un ligand, la
liaison entre Bcl-xL et le domaine BH3 du peptide Bak marqué a la fluorescéine. Plusieurs extraits
de différentes espcces, présentant une forte affinité pour Bel-xL, ont été sélectionnés. Une étude
en RMN (Résonnance Magnétique Nucléaire) a confirmé la liaison de ces composés naturels au
domaine BH3 de Bcl-xL. Les chimistes de cette équipe ont alors entrepris de mettre au point, a
partir de ces ligands naturels, des molécules plus actives ciblant Bel-xL. et Mcl-1 (Tableau 5)

(Fotsop et al., 2010; Litaudon et al., 2009a; Litaudon et al., 2009b).

. Formule chimique ‘o
Ref. produit Masse molaire Orgine Structure
PO | P
HB1-27-7 CaoHesOs4 Meiogvne u" s
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CzzH2:0 Produit de [ 635
-493 22112434 : y
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Tableau 5 : Molécules naturelles ou de synthése ciblant le domaine BH3 de Bcl-xL et de Mcl-1
(pour la Meiogynine A, le JD-493 et le drimane), fournies par ’équipe de Frangoise Guéritte de
PInstitut de Chimie des Substances Naturelles

Lefficacité de ces molécules naturelles et synthétiques a été testée pour la premiere fois
dans notre laboratoire sur plusieurs lignées de LB EBV (-) (BL2) et EBV (+) (BL2/B95 et LY47)
et de LCL (Remb1 et 1602). Un crible a d’abord été réalisé par le test MTT pour sélectionner les
molécules présentant une activité cytotoxique. Les cellules ont été traitées pendant 24h avec

plusieurs concentrations (0, 1, 5, 10, 25 uM) des six composés a évaluer.
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Figure 66 : Evaluation de Pefficacité¢ du JD-468 et du Drimane sur plusieurs lignées de BL et
LCL. Les cellules ont été traitées avec différentes concentration de JD-468 (A) ou de Drimane (B)
pendant 24h puis un marquage au MTT a été réalisé. Apres lyse des cellules, la DO a été lue a 550 nm afin
d’évaluer la viabilité cellulaire. Les résultats sont exprimés en % par rapport aux cellules non traitées.
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Les résultats obtenus indiquent que deux molécules, le JD-468 et le Drimane, sont
capables de diminuer la viabilité cellulaire dans ensemble des lignées testées. Afin de confirmer
ces résultats, le test a été reproduit 3 fois avec ces 2 composés. Les résultats obtenus a I'issue de
ces quatre expériences sont présentés sur la figure 66. Ils montrent que la sensibilité des cellules
pour ces deux composés ne dépend pas de leur statut EBV. Le JD-468 induit une forte
diminution de la viabilité cellulaite des BL2, BL.2/B95, Remb1 et 1602 avec un IC50 compris
entre 0.5 et 7.5 uM. En revanche, les .Y47 sont moins sensibles a ce traitement. L.e Drimane est
encore plus efficace que le JD-468 et diminue considérablement la viabilité cellulaire lorsqu’il est
utilisé a faibles concentrations. Ainsi, 'IC50 de ce composé est de 1.25 uM pour les BL2 et

BL2/B95, 3 uM pour les 2 lignées de LCL (1602 et Remb1) et 4 uM pour les LY47.
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Figure 67 : Analyse de ’apoptose induite par le JD-468 et le Drimane par cytométrie en flux. Les
cellules ont été traitées ou non avec le JD-468 a 7.5 pM (A) ou le Drimane a 5 pM (B) pendant 24h puis
analysées par cytométrie en flux apres avoir été marquées a 'annexine-V et au PIL.

Nous avons ensuite vérifié si la diminution de la viabilité cellulaire observée lors du test
MTT était bien due a une induction de I'apoptose par ces composés. Pour ce faire, les cellules
BL2, BL2/B95 et Remb1 ont été traitées ou non avec le JD-468 (7.5 uM) ou le Drimane (5 uM)
pendant 24h. Le pourcentage de cellules apoptotiques a été évalué par FACS par double
marquage annexine V/PL Les résultats montrent que le JD-468, utilisé a une concentration de 7.5

uM, induit 70 % d’apoptose dans les BL2 et 50% dans les BL2/B95 et les Remb1 (Figure 67 A).
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Le Drimane, a un effet comparable pour une concentration plus faible de 5 pM (70%
d’apoptose dans les BL2 et les BL2/B95 et 40 % dans les Rembl, Figure 67 B). Ces deux
composés induisent donc la mort cellulaire par apoptose aussi bien dans les cellules de LB et les
LCL pour des concentrations inférieures a 10 pM. De plus, ces résultats montrent a nouveau que

le Drimane présente une activité anti-proliférative plus importante que le JD-468.

Pour finir, nous avons testé 'implication de la caspase-3 dans I'apoptose induite par ces 2
composés. Pour cela, nous avons évalué par Western Blot, le clivage de cette caspase et de la
PARP dans 2 lignées de LB EBV (-) (BL2 et BL28) et une lignée EBV (+) (BL2/B95) traitées ou
non pendant 7 ou 24h avec le Drimane ou le JD-468. Les résultats présentés sur la figure 68
montrent que le traitement avec 7.5 pM de JD-468 entraine un clivage massif de la caspase 3 et
de la PARP a 24h dans les BL2 et les BL28. Dans les BL2/B95, l'activation de la caspase-3
semble moins efficace, ce qui se traduit par un clivage partiel de la PARP. L’effet du Drimane est,
quant a lui, drastique puisqu’il induit un clivage total de la PARP des 7h dans les trois lignées

testées.

Cette étude préliminaire nous a donc permis de sélectionner un ligand naturel de Bel-xL
et de Mcl-1, le Drimane, ainsi qu’une molécule de synthese dérivée de la Meiogynine A, le JD-
468, capable d’induire I'apoptose dans plusieurs lignées de LB et de LCL. Ces résultats sont tres
encourageants mais d’autres expériences sont nécessaires afin de caractériser de facon plus
précise le mode d’action de ces composés. Les perspectives de ce travail seront discutées a la fin

de ce chapitre.

d) Evaluation de Pefficacité¢ d’ABT-737 in vivo dans le traitement des
lymphomes B associés a EBV

Afin de déterminer si I'utilisation d’ABT-737 pourrait constituer une alternative thérapeutique
dans le traitement de lymphomes B associés a EBV, nous avons mis en place plusieurs études
pré-cliniques pour tester I'activité anti-tumorale de ce composé seul ou en association avec les
traitements conventionnels. Nous avons choisi d’évaluer ’efficacité d’ABT-737 in vivo sur une

lignée de LCL, utilisée comme modele pour les PTLD, et une lignée de LB en latence de type III.
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* Hvaluation de Pactivité anti-tumorale d’ABT-737 chez des souris NOD/SCID xénogreffées

avec des RPMI8866 et des 1.Y47

Dans un premier temps, nous avons testé les propriétés anti-tumorales de ce composé chez
des soutis NOD/SCID xénogreffées avec des cellules RPMI8866 (LCL) ou des LY47 (BL
latence de type III). Pour cela, nous avons préalablement définis le nombre de cellules a
implanter en sous-cutanée pour obtenir une prise de greffe optimale et homogene dans ces 2
lignées (2 et 1.5 x 10° cellules/souris pour les RPMI8866 et les 1.Y47 respectivement). Lors de
cette étude, une randomisation a été réalisée lorsque les souris présentaient des tumeurs d’environ
100 mm” afin d’obtenir des groupes de traitements avec un volume médian homogeéne. Les souris
ont été traitées quotidiennement en intra-péritonéal (IP) avec ABT-737 (75 mg/kg) pendant 14
jours, selon les recommandations des laboratoires Abbott (Figure 69 A). Le volume des tumeurs
ainsi que le poids des souris ont été controlés tous les deux jours. La formulation sanguine a été
analysée toutes les semaines afin de vérifier la toxicité hématologique du composé (Figure 69 A).
Les souris ont été euthanasiées et autopsiées lorsque le volume tumoral atteignait 2000 mm’. Les

résultats obtenus lors de cette étude sont les suivants (Figure 69):

» Dans le groupe controle, la médiane de survie est de 19.5] chez les souris
xénogreffées avec les LY47 et de 54] chez les souris xénogreffées avec des
RPMI8866. Les souris non traitées ne présentent pas d’effets secondaires, leur poids

diminue légérement au début du traitement.

» Dans le groupe traité avec ABT-737 (75 mg/kg), le traitement n’a pas d’effet sur la
croissance tumorale et la survie des souris xénogreffées avec les LY47 (médiane = 22
J). En revanche, ABT-737 est trés efficace chez les souris xénogreffées avec les
RPMI8866. Il diminue considérablement la croissance tumorale, ce qui se traduit par
une augmentation de la médiane de survie chez ces souris (médiane = 76]). Les souris
traitées avec ABT-737 ne présentent pas d’effets secondaires visibles. Nous avons
toutefois observé une légere perte de poids au début du traitement ainsi qu’une

thrombopénie réversible des I'arrét du traitement.

Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus zz vifro et montrent que le traitement avec
ABT-737 pourrait constituer une stratégie thérapeutique alternative dans la prise en charge des

PTLD.
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En revanche, ce composé ne présente pas d’activité anti-tumorale lorsqu’il est utilisé seul
dans le modele de souris xénogreffées avec des cellules de LB EBV (+) en latence de type III.
Nous avons donc poursuivi cette étude afin de tester si ABT-737 pouvait potentialiser les effets
du cyclophosphamide, un composé utilisé en monothérapie pour le traitement des LB Africain
ou associ¢ a d’autres drogues dans les pays développés. Ce composé fait partie des agents

alkylants de la famille des moutardes a azote.

* Détermination de la dose de Cyclophosphamide a utiliser en association avec ABT-737 chez
des souris NOD/SCID xénogreffées avec des 1.Y47

La premicre étape du travail a consisté a déterminer la dose de Cyclophosphamide a
utiliser lors des expériences de combinaison avec ABT-737. Notre objectif était de définir une
dose présentant une activité anti-tumorale sans induction d’effets secondaires. Ainsi, les souris
ont été implantées avec 1.5 x 10° cellules puis une randomisation a été effectuée a J12 afin de
mettre en place 5 groupes de traitements correspondant aux 4 doses de Cyclophosphamide a
tester (25, 50, 100 et 200 mg/kg) et au groupe contrle (non traitées). Les soutis ont recu une
seule administration de ce composé en IP a J12. Les différentes étapes de cette expérience sont

schématisées sur la figure 70 A. Les résultats montrent que :

» Les soutis non traitées ne présentent pas d’effets secondaites, leur poids augmente de

J12 a2 J26 (Figure 70 B). Dans ce groupe, la médiane de survie est de 23] (Figure 71).

» Les soutis traitées avec une dose de 25 mg/kg de Cyclophosphamide ne présentent
pas d’effets secondaires, pas de perte de poids ni d’anomalies de la formule sanguine
(Figure 70 B et C). Le traitement diminue la croissance tumorale et augmente

légerement la médiane de survie qui est de 28] (Figure 71).

» Les soutis traitées avec une dose de 50 mg/kg de Cyclophosphamide ne présentent
pas de perte de poids et I'analyse de la formule sanguine ne révéele aucune anomalie
(Figure 70 B et C). Le traitement est plus efficace qu’a la dose 25 mg/kg avec une

médiane de survie de 33] (Figure 71).

» Les soutis traitées avec une dose de 100 mg/kg de Cyclophosphamide présentent
plusieurs signes cliniques traduisant un mal étre : elles sont prostrées, déshydratées et

leur poil est hérissé.
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Le traitement induit une toxicité qui se traduit également par une perte de poids
(maximum a J16= -3.3 %) (Figure 70 B). et une baisse importante des globules blancs
(GB) aJ13 (-70%) (Figure 70 C). Le taux de GB augmente ensuite progressivement et
redevient normal a J20 soit une semaine apres 'injection de Cyclophosphamide. Cette
dose permet d’obtenir une rémission complete chez toutes les souris jusqu’a J30 et

augmente ainsi considérablement la médiane de survie (44 J) (Figure 71).

» Les soutis traitées avec une dose de 200 mg/kg de Cyclophosphamide présentent les
mémes signes cliniques que celles traitées avec la dose 100 mg/kg. Une perte de poids
est observée (maximum a J16= -11 %) ainsi qu’une diminution du taux de GB
(maximum a J16=-50 %) (Figure 70 B et C). Cette dose permet également d’obtenir
une rémission complete chez toutes les souris jusqu’a J35. La médiane de survie est de
50 J (Figure 71).
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Figure 71: Courbe de croissance tumorale et médiane de survie des souris NOD/SCID
xénogreffées avec des LY47 et traitées avec différentes doses de cyclophosphamide

Ce travail montre que le traitement avec le Cyclophosphamide induit une réponse anti-
tumorale proportionnelle a la dose administrée. Une toxicité est observée pour les fortes doses
(100 et 200 mg/kg) et se traduit principalement par une diminution du nombre de GB et une

perte de poids. Ces effets secondaires ont également été décrits en clinique.
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Pour tester Pefficacité de la combinaison avec ABT-737 nous avons choisi la dose 50
mg/kg, qui conduit 2 une augmentation de la médiane de survie de 10 | par rapport aux soutis

non traitées sans induire de toxicité.

* Bvaluation de P'efficacité de la combinaison Cyclophosphamide/ABT-737 chez des souris
NOD/SCID xénogreffées avec des 1.Y47

La troisieme partie de ce travail a donc consisté a tester l'association ABT-
737/Cyclophosphamide chez des souris NOD/SCID xénogteffées avec des LY47. Pour ce faire,
les souris ont ét¢ implantées avec des LY47 en sous-cutanée a J1 puis une randomisation a été
effectuée a J8. Cinq groupes de souris ont ainsi été définies : 1) non traitées ; 2) excipient ABT-
737; 3) ABT-737 75 mg/kg; 4) Cyclophosphamide 50 mg/kg; 5) ABT-737 +
Cyclophosphamide 50 mg/kg. Les souris ont été traitées avec ABT-737 en IP de J8 a J22 et ont
recu une injection en IP de Cyclophosphamide a J12. Les différentes étapes de cette expérience
sont résumées sur la Figure 72 A. Les résultats sont les suivants :

» Les souris des groupes controles «non traitées » et «excipient ABT-737 » ont une
médiane de survie de 29 et 33 | respectivement (Figure 73).

» Comme obsetvé précédemment, le traitement avec ABT-737 seul n’est pas efficace et ne
présente pas d’effet sur la croissance tumorale et la survie des souris (médiane = 29 J)
(Figure 73). Le traitement induit une perte de poids maximale a J15 (-6.9%) ainsi qu’une
forte diminution des plaquettes (-60% a J17) (Figure 72 B et C).

» Le traitement avec le Cyclophosphamide 50 mg/kg induit un retard de la croissance
tumorale et une augmentation de la médiane de survie des souris (médiane = 41.5 J)
(Figure 73). Le traitement n’induit pas de perte de poids mais une légere diminution des
globules blancs (-30% a J17) (Figure 72 B et C).

» La combinaison des 2 composés est responsable d’une perte de poids des soutis
maximale a J15 (-8.7%) (Figure 72 B). Une diminution des plaquettes (-60% a J17), due a
ABT-737, est également observée dans ce groupe (Figure 72 C). L’association ABT-
737/Cyclophosphamide diminue fortement la croissance tumorale de |8 a J22 et semble
alors plus efficace que le Cyclophosphamide seul. Toutefois, des I'arrét du traitement avec
ABT-737 (J22), le volume tumoral augmente et rejoint celui du groupe traité avec le

Cyclophosphamide uniquement, notamment apres J25 (données non montrées) (Figure

73).
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Finalement la combinaison ABT-737/ Cyclophosphamide ne permet pas d’améliorer la
médiane de survie des souris qui est méme inférieure (40 J) a celle observée dans le

groupe traité uniquement avec le Cyclophosphamide (Figure 73).

Les résultats obtenus lors de cette ¢tude montrent que Iassociation ABT-
737/Cyclophosphamide retarde la croissance tumorale chez les soutis xénogreffées avec des
cellules de LB. Toutefois, I'arrét du traitement avec ABT-737 se traduit, dans ce modéle, par une
augmentation du volume tumoral. Ainsi, la combinaison de ces 2 traitements n’apporte pas de
bénéfice, en termes de survie, par rapport aux souris traitées avec le Cyclophosphamide
uniquement. Néanmoins, il serait intéressant de recommencer cette expérience en utilisant un
autre schéma d’administration afin de réaliser plusieurs cycles de traitements. Cette stratégie

pourrait permettre d’optimiser ces résultats et d’améliorer la médiane de survie des animaux.

*Détermination de la dose de Rituximab a utiliser en association avec ABT-737 chez des souris

nude xénogreffées avec des RPMI8866

Les résultats décrits précédemment montrent qu’ABT-737 présente une activité anti-
tumorale chez les souris xénogreffées avec des RPMI8866. 1l permet de diminuer la croissance
tumorale et d’augmenter la médiane de survie de ces animaux. Toutefois, ce composé, lorsqu’il
est utilisé seul ne permet pas d’obtenir une rémission compléte. Ainsi, nous avons voulu tester
son efficacité en association avec le Rituximab, un anticorps monoclonal chimérique de type
IgG1 dirigé contre le CD20. Ce composé améliore la survie des patients atteints de PTLD
(Hutchinson, 2010) et constitue actuellement 'un des traitements de référence pour cette
pathologie.

Cette expérience a été réalisée sur des souris nude qui, contrairement aux souris NOD/SCID
avec lesquelles nous avons travaillé lors des expériences préliminaires, ne présentent aucune
anomalie du systétme immunitaire inné (présence de cellules NK, de macrophages, du
complément et des cellules présentatrices de 'antigene). Cette caractéristique est trés importante
puisque I'effet anti-tumoral du Rituximab dépend de PADCC et de la cytotoxicité médiée par le

complément.

Dans un premier temps, nous avons défini la dose de Rituximab qui présente une activité

anti-tumorale sans induire d’effets secondaires.
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Les souris, implantées avec des RPMI88606, ont été randomisées afin de mettre en place 4
groupes correspondant aux différents traitements a administrer : non traitées ou traitées avec le
Rituximab 5, 10 ou 20 mg/kg. Ces doses ont été choisies en fonction des données de la littérature
(Dalle et al., 2009; Loomis et al., 2003). Les soutis ont recu une injection hebdomadaire de
Rituximab (IP) pendant 4 semaines. Un schéma récapitulatif de cette expérience est présenté sur

la figure 74 A. Les résultats obtenus lors de cette étude sont les suivants :

» Dans le groupe controle (soutis non traitées) la médiane de survie est de 47,5 J (Figure 74
O

» Dans les groupes traités avec les doses de 5 ou 10 mg/kg de Rituximab, les soutis ne
présentent pas d’effets secondaires. Leur poids augmente au cours de Pexpérience (Figure
74 B) et leur numération sanguine reste inchangée. Le traitement induit une diminution
de la croissance tumorale qui se traduit par une amélioration de la survie des souris avec
une médiane de survie de 71 et 77 ] pour les groupes traités avec 5 et 10 mg/kg de
Rituximab respectivement (Figure 74 C).

» Dans le groupe traité avec une dose de 20 mg/kg de Rituximab, le traitement induit une
tres légere perte de poids (-1.5% a J25) (Figure 74 B). Par ailleurs, les souris ne présentent
pas d’effets secondaires visibles ni d’anomalies lors de la formule sanguine. On peut
toutefois remarquer que lefficacité du traitement n’augmente pas avec cette dose

(médiane de survie = 70 J) (Figure 74 C). L’efficacité maximale est donc atteinte pour 10

mg/kg.

Le Rituximab est donc tres efficace, il permet de réduire considérablement la croissance
tumorale sans induire de toxicité chez les animaux. La suite des expériences a été effectuée a la
dose de 10mg/kg, qui est la plus efficace dans notre modele expérimental puisqu’elle permet

d’augmenter la médiane de survie des souris de 30 J.

* BEvaluation de lefficacité de la combinaison Rituximab/ABT-737 chez des souris nude

xénogreffées en sous-cutanée avec des RPMI8866

Cette ¢tude a été réalisée afin de pouvoir tester, d’'une part, I'efficacité anti-tumorale de la
combinaison ABT-737/Rituximab et, d’autre patt, afin de comparer lactivité anti-tumorale

exercée par ces deux agents lorsqu’ils sont utilisés en monothérapie.
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Figure 75: Evaluation de Pefficacit¢ d’ABT-737, du Rituximab ou de la combinaison des 2
traitements chez des souris nudes implantées en sous-cutanée avec des RPMI8866. A. Schéma
récapitulatif de Pexpérience. Les souris ont été injectées en sous-cutanée avec des RPMI8866 puis une
randomisation a été effectuée a J12 et 5 groupes de traitements ont été mis en place : non traitées,
excipient ABT-737, Rituximab 10 mg/kg (injection hebdomadaire pendant 4 semaines), ABT-737 75
mg/kg (injection quotidienne pendant 14 J) et ABT-737 + Rituximab. Les soutis ont été pesées et le
volume tumoral a été mesuré 3 fois par semaine. B. Courbe représentant la variation du poids corporel des

souris, exprimés en % par rapport a J12. C. Courbes de croissance tumorale obtenues pour les différents
groupes.
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Les souris ont été xénogreffées en sous-cutanée puis randomisées a J12 afin de définir cinq
groupes d’animaux présentant un poids et un volume tumoral homogene : 2 groupes controles
(non traitées, excipient ABT-737), un groupe traité avec le Rituximab a 10 mg/kg, un groupe
traité avec ABT-737 a 75 mg/kg et un groupe traité avec les deux composés en combinaison. Les
souris ont été traitées avec ABT-737 en IP de J12 a J26 et ont regu une injection hebdomadaire
de Rituximab a J13, J20, J27, ]34 (Figure 75 A). Les résultats obtenus lors de cette étude sont les

suivants :

> Les soutis des groupes controles « non traitées » ou « excipient ABT-737 » présentent une
médiane de survie de 51 et 49.5 J respectivement.

» Les soutis traitées avec le Rituximab 10 mg/kg ne présentent pas d’effets secondaires
visibles, leur poids augmente au cours de I’étude (Figure 75 B). Le traitement diminue
considérablement la croissance tumorale (Figure 75 C) ce qui se traduit par une
augmentation de la médiane de survie dans ce groupe (110 J) par rapport aux groupes
controles.

> Les souris traitées avec ABT-737 ne présentent pas d’effets secondaires visibles. Le
traitement induit toutefois une légere perte de poids dans ce groupe maximale a J15 (-
3,8%) (Figure 75 B). Ce composé induit également une forte diminution de la croissance
tumorale (Figure 75 C), comparable a celle observée avec le Rituximab. L.a médiane de
survie chez les souris traitées avec ABT-737 est de 102 J.

> Les soutis traitées avec la combinaison des deux traitements ne présentent aucun effet
secondaire. Le poids de ces animaux augmente progressivement de J12 a J29 (figure 75
B). L’association de ces deux composés présente un véritable bénéfice en termes de
croissance tumorale (Figure 75 C) et de survie des animaux. En effet, une rémission
complete a été observée dans ce groupe chez 4 souris sur 6. Les deux soutis restantes ont
présenté une rémission partielle et ont atteint le volume tumoral maximal toléré (2000

mm’) a ]85 et J89.

Les résultats de cette étude sont trés encourageants. Ils montrent que, dans notre modéle
et selon le schéma d’administration choisi, ABT-737 présente une activité anti-tumorale similaire
a celle du Rituximab. Par ailleurs, l'association de ces composés est extrémement efficace

puisqu’elle permet d’obtenir une rémission complete chez 67% des animaux.
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Ces résultats trés prometteurs suggerent que le traitement avec ABT-737, en
monothérapie ou en association avec le Rituximab, pourrait constituer une alternative
thérapeutique intéressante dans la prise en charge des PTLD. Nous avons donc décidé de

confirmer ces données dans un autre modele, chez des souris xénogreffées avec des RPMI8866

en IP.

* HEvaluation de P’efficacité de la combinaison Rituximab/ABT-737 chez des souris SCID
xénogreffées en IP avec des RPMI8866

L’injection de cellules tumorales en sous-cutanée chez des animaux immunodéprimés
présente l'avantage de pouvoir suivre facilement la croissance tumorale. Toutefois, cette
technique ne constitue pas un modele physiologique de la maladie. En revanche, plusieurs études
ont montré que l'injection de LCL en intra-péritonéal chez la souris SCID provoque I'apparition
de tumeurs lymphoides dans 'abdomen des animaux, a I'origine du déces des souris entre 30 et
50 jours apres linjection. Ces tumeurs présentent les caractéristiques histopathologiques et
moléculaires des PTLD rencontrés chez les patients immunodéprimés (Cannon et al., 1990;
Rowe et al., 1991). Nous avons donc décidé de reproduire 'expérience précédente en utilisant ce
modele. Nous avons d’abord définis le nombre de cellules RPMI8866 a injecter en IP chez les
souris SCID afin d’obtenir une prise homogene des tumeurs. L’injection de 10x1 0° cellules/soutis
provoque D'apparition de masses au sein de I'abdomen de tous les animaux dans un délai
d’environ 30 jours apres linjection. Cette expérience préliminaire a également permis de
caractériser les signes cliniques de la maladie qui se traduit par I'apparition de tumeurs des
intestins, de P'estomac ou de I'appareil génital des animaux. La présence d’occlusions intestinales
et d’ascite dans 'abdomen des souris a également été observée lors des stades tardifs de la

maladie.

Cette étude a été réalisée a partir de 50 souris SCID (10 souris par condition testée)
injectées en IP avec des RPMI8866. Le schéma d’administration est le méme que celui utilisé
dans Pexpérience précédente : les souris ont été traitées de J12 a J26 avec ABT-737 et ont regu
une injection hebdomadaire de Rituximab a J13, J20, ]J27, ]34 (Figure 76 A). Afin de pouvoir
suivre 'évolution précoce de la maladie, une échographie a été réalisée sur une souris de chaque
groupe, une fois par semaine pendant les trois premicres semaines de ’étude. Aucune anomalie
n’est décelable chez les souris lors de la premicre échographie, effectuée 8 jours apres I'injection

des cellules.
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Figure 76 : Evaluation de Pefficacit¢é d’ABT-737 et du Rituximab par échographie. A. Schéma
récapitulatif de l'expérience. Les souris ont été injectées en IP avec des RPMI8866. 5 groupes de
traitements ont été mis en place : non traitées, excipient ABT-737, Rituximab 10 mg/kg (injection
hebdomadaire pendant 4 semaines), ABT-737 75 mg/kg (injection quotidienne pendant 14 J) et ABT-737
+ Rituximab. Une souris de chaque lot a été suivie par échographie a |8, J15 et J22 afin d’évaluer la prise
des tumeurs. B Clichés obtenus lors de Iéchographie de I'abdomen pour les souris non traitées, traitées
avec le Rituximab, ABT-737 ou la combinaison des 2 composés a J15 et J22. La présence de nodules est
indiquée par des pointillés bleus.
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Les résultats obtenus par échographie, présentés sur la figure 76 B, sont les suivants :
» A J15, de petits nodules sont décelés chez certaines soutis (non traitées,
Rituximab, ABT-737 + Rituximab). Ils sont généralement localisés sous la peau, au
niveau de la paroi abdominale

> A J22, le volume du nodule présent chez la souris controle a J15 est légérement
augmenté. En revanche, les nodules observés a J15 ne sont plus visibles a J22 chez
les souris traitées avec le Rituximab seul ou en association avec ABT-737.

» On observe la présence d’une petite masse, dont la nature n’est pas bien définie

par I’échographe, chez la souris traitée avec ABT-737 seul.

Ces résultats nous renseignent sur la cinétique de croissance des tumeurs et montrent que les
premicres anomalies sont décelables a I’échographie 15 jours apres la greffe. Par ailleurs, ils
indiquent que le traitement avec le Rituximab, associ¢ ou non a ABT-737, est efficace dans notre
modele puisquiil permet la régression des nodules observés chez les souris a J15. Le nodule
décelé a J22 chez la souris traitée avec ABT-737 differe des autres de part sa densité. De plus,
l'autopsie de cette souris, réalisée a J24, n’a montré aucune anomalie visible, ce qui suggere qu’il
ne s’agissait pas d’une tumeur. De la méme fagon, les souris traitées avec le Rituximab ou avec la
combinaison Rituximab/ABT-737 ne présentaient aucune anomalie lors de 'autopsie (J24). En
revanche, une masse correspondant a celle observée a 'échographie a été retrouvée chez la souris
non traitée. Celle-ci a été prélevée afin de réaliser une analyse histologique. Le marquage HES
(Hématéine-Eosine-Safran), effectué sur les coupes réalisées a partir de cette tumeur montre un
envahissement des fibres musculaires abdominales par les lymphocytes B (Figure 77 A et B). Un

marquage avec un anticorps anti-Ki-67 révele un index prolifératif trés élevé, soulignant le

caractere agressif de ce lymphome (Figure 77 C).

Figure 77 : Coupes histologiques réalisées a partir d’une tumeur prélevée chez une souris
contréle. A et B Marquage HES des fibres musculaires (rose) infiltrées par le lymphome (violet) au
grossissement x50 et x100 pour A et B respectivement. C. Analyse de la prolifération des cellules
tumorales par un marquage avec un anticorps anti-Ki67.
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Figure 78 : Evaluation de Pefficacit¢ d’ABT-737, du Rituximab ou de la combinaison des 2
traitements chez des souris SCID implantées en IP avec des RPMI8866. A. Schéma récapitulatif de
Pexpérience. Les souris ont été injectées en IP avec des RPMI8866. 5 groupes de traitements ont été mis
en place: non traitées, excipient ABT-737, Rituximab 10 mg/kg (injection hebdomadaire pendant 4
semaines), ABT-737 75 mg/kg (injection quotidienne pendant 14 J) et ABT-737 + Rituximab. Les souris
ont été palpées 3 fois par semaine et sacrifiées lorsqu’elles présentaient de nombreuses tumeurs
abdominales associées a un gonflement de 'abdomen. B Courbes de survie Kaplan Meier obtenues lors de
cette étude grace au logiciel TIGRE développé par 'IGR.
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Un schéma récapitulatif de Pexpérience menée sur le reste des souris est donné en Figure 80
A. I’abdomen des souris a été palpé trois fois par semaine afin de vérifier la présence
d’éventuelles tumeurs. Les stades tardifs de la maladie se manifestant par la présence d’ascite et
d’occlusions intestinales, nous avons décidé de sacrifier les soutis lorsqu’un gonflement anormal
de Pabdomen était observé. Ce symptome précede généralement la mort de I'animal et est
accompagné de phénotypes secondaires tels que le hérissement des poils, la réduction de la
mobilité ou I'accélération du rythme cardiaque. Les résultats de cette étude pré-clinique montrent

que:

» Les premiers signes cliniques de la maladie se manifestent chez les soutis
controles (Non traitées ou excipient ABT-737) des ]J20. Ce lymphome est tres
agressif et conduit a la mort de ces animaux (naturelle ou par sacrifice éthique) entre
J26 et J36 avec une médiane de survie de 30 jours pour les 2 groupes (Figure 80 B).

» Les souris traitées avec le Rituximab ne présentent pas d’effets secondaires, leur
poids reste constant lors de I’étude. Le traitement augmente la médiane de survie des
souris qui est de 40 | dans ce groupe.

» Les soutis traitées avec ABT-737 présentent les mémes caractéristiques que celles
traitées avec le Rituximab. La figure 80 B montre des courbes de Kaplan Meier tres
proches pour ces deux groupes. Ainsi, ABT-737 permet également d’augmenter la
médiane de survie des animaux qui est de 42 | dans ce groupe.

> Les souris traitées avec les deux composés en association présentent une légere
perte de poids au début du traitement (< a -5%). Les résultats présentés sur la figure
80 B montrent que lutilisation de ces deux composés en combinaison est
extrémement efficace dans ce mod¢le puisqu’elle permet d’induire une rémission

complete chez 85% des soutis.

Ces résultats confirment ceux obtenus lors de lexpérience réalisée chez les souris
xénogreffées en sous-cutanée et montre qu’ABT-737 est aussi efficace dans notre modele que le
Rituximab. II diminue considérablement la croissance tumorale ce qui se traduit par une
augmentation de la survie des souris. De plus, l'utilisation des 2 composés en combinaison donne
des résultats extrémement satisfaisants et prometteurs pour la prise en charge des PTLD. Les
perspectives concernant ce travail et son éventuel application en clinique seront discutées dans la

prochaine partie de ce chapitre.
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2. Discussion

a) Mécanisme d’action d’ABT-737 dans les cellules de LB et les LCL in vitro

La deuxieme partie du travail de these avait pour objectif principal d’évaluer Defficacité
d’ABT-737 pour le traitement des LB et des PTLD associés a EBV. Nous nous sommes d’abord
intéressés au mode de fonctionnement de ce composé 7 vitro. Nous avons montré qu’il permet la
relocalisation de Bax du cytoplasme vers la mitochondrie dans les LCL, induisant ainsi la voie
intrinseque de apoptose dans ces cellules. En revanche, ce mécanisme n’a pas été retrouvé dans
les cellules de LB EBV (+). Cette différence de sensibilité ne pouvant pas s’expliquer par le statut
EBV des cellules, nous nous sommes demandés quel mécanisme moléculaire pouvait conférer
une résistance aux lignées de LB. Plusieurs études ont montré quune forte expression de la
protéine anti-apoptotique Mcl-1, qui n’est pas ciblé par ABT-737, limite lefficacit¢ de ce
composé (Chen et al., 2007b; Keuling et al., 2009; van Delft et al., 2006). Nous avons donc évalué
le niveau d’expression de cette protéine dans nos lignées de LB et de LCL par Western Blot et
par immunohistochimie et nous avons montré que toutes nos cellules expriment fortement Mcl-
1. Ainsi, dans notre mode¢le, la sensibilité des cellules n’est pas corrélée a I'expression de cette
protéine. Une autre étude a révélé qu'un ratio Bim/Bcl-2 élevé favorise "apoptose induite par
ABT-737 dans des lignées de CLL (Del Gaizo Moore et al., 2007). I’équipe de Letai a montré
que Bcl-2 était fortement associé a Bim dans ces cellules. L'utilisation d’ABT-737 permet, selon
les auteurs, de déstabiliser les interactions Bcl-2/Bim, permettant ainsi a cette protéine pro-
apoptotique d’activer Bax, en absence de Mcl-1. De la méme facon, Deng ¢ a/ ont réalisé une
¢tude dans plusieurs lignées de lymphomes B diffus a grandes cellules (DLBCL) et ont définis

trois mécanismes pouvant étre a origine d’une résistance a 'apoptose:

1. Une inhibition de Bim par surexpression de Bcl-2
2. Une inhibition de 'expression de Bim

3. Une inhibition de 'expression de Bax et Bak

Les auteurs ont montré que les cellules appartenant au premier groupe sont tres sensibles
a ABT-737 alors que celles appartenant au second et troisieme groupe sont beaucoup plus
résistantes. Leurs résultats indiquent qu’il existe une corrélation directe entre le ratio Bim/Bcl-2 et

la sensibilité des cellules a ce composé.
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Figure 79 : Modéle proposé par I’étude de Spender et al pour expliquer la diminution de Mcl-1
aprés traitement a la rapamycine. A Selon les auteurs la voie PI3K/Akt/mTOR est activée dans les

cellules de LB et participe a la régulation de la prolifération et de la survie de ces cellules. B Lutilisation de
la rapamycine inhibe activité de mTOR et inactive également ses cibles, les facteurs 4E-BP et p70S6K
impliqués dans linitiation de la traduction. Mcl-1 ayant une demi-vie tres courte, inhibition de la synthese
protéique par la rapamycine se traduit par une diminution du niveau d’expression de cette protéine. Ainsi,
le traitement avec la rapamycine diminue 'expression de Mcl-1 et sensibilise les cellules de LB a ABT-737.
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IIs ont également montré que linhibition de Bim par des shARN dans une lignée de
DLBCL diminue considérablement l'apoptose induite par ABT-737 (Deng et al., 2007).
L’ensemble de ces données met en évidence un role de Bim dans la réponse a ABT-737.
Toutefois, les études d’immunohistochimie réalisées sur nos lignées (Tableau 4) ne montrent pas
de corrélation entre 'expression de Bim et la sensibilité des cellules a ABT-737. En effet, les LCL
qui sont tres sensibles a ce composé expriment peu cette protéine pro-apoptotique. Par ailleurs,
I’équipe de Martine Raphaél a récemment montré, lors de ’analyse de 60 biopsies de PTLD EBV
(-) ou EBV (+), que linfection par EBV induit une diminution de 'expression de Bim dans les
PTLD (Ghigna et al, en préparation). Ainsi, ces résultats suggerent que Bim n’influence pas la

réponse a ABT-737 dans notre modele.

Une étude publiée en mars 2012 s’est intéressée aux mécanismes influencant la sensibilité
des cellules de LB a I'apoptose induite par ABT-737 (Spender and Inman, 2012). Les résultats
obtenus par Spender ¢/ a/ montrent qu’ABT-737 induit 'apoptose dans certaines lignées de LB
EBV (-) comme Ramos et 1.3055 alors que d’autres comme BL2 et BLL40 sont beaucoup plus
résistantes. Ils ont également montré qu’il n’existait pas de corrélation entre la sensibilité des
cellules de LB a ABT-737 et 'expression des protéines Bcl-2, Bel-xI., Mcl-1, Bim, PUMA et Bid.
Néanmoins, leurs résultats sont en accord avec ceux obtenus par Del Gaizo Moore e7 a/ puisqu’ils
montrent que les cellules présentant un ratio Bim/Mcl-1 élevé sont sensibles a 'apoptose induite
par ce composé. Les auteurs ont également mis en évidence limplication de la voie
PI3K/Akt/mTOR dans la régulation de la prolifération et de la survie des cellules de LB. Leurs
travaux montrent que linhibition d’Akt et de mTOR diminue l'expression de Mcl-1 et
potentialise I'effet d’ABT-737 dans ces cellules. I’inactivation de mTOR entrainerait une
inhibition de la phosphorylation des facteurs 4E-BP1 et elF4E. Il en résulterait une inhibition de
la syntheése de Mcl-1, une protéine trés instable qui a une demi-vie tres courte. Ainsi le traitement
avec ABT-737, en association avec un inhibiteur de la voie PI3K/AKT/mTOR permettrait
d’augmenter le ratio Bim/Mcl-1 et d’induire 'apoptose des cellules de LB (Figutre 79). Cette étude
indique également que Iinhibition du proto-oncogene ¢y, permettrait d’augmenter I'apoptose
induite par ABT-737 dans les cellules de LB. Dans ce contexte, nous poutrrions envisager de
compater P'effet de P'activation de la voie PI3K/Akt/mTOR dans les cellules de LB et les LCL.
Toutefois nos résultats préliminaires montrent que mTOR est fortement activée dans les lignées
EBV (+) en latence de type III, dont les LCL qui sont sensibles au traitement par ABT-737
(données non montrées). Ainsi, 'activation de cette voie ne semble pas limiter ’efficacité d’ABT-

737 dans notre modéle.
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Par contre, les données obtenues par Spender ef @/ sur implication de c-myc dans la
réponse des cellules de LB au traitement avec ABT-737 sont particulierement intéressantes. Nous
aimerions donc, dans un premier temps, reproduire les expériences de cette équipe avec nos
lignées pour vérifier si 'inhibition du proto-oncogene ¢y permet de sensibiliser les cellules au
traitement par ABT-737. Si c’est le cas, la suite du travail consistera a caractériser les mécanismes

moléculaires induits par c-Myc limitant I'efficacité I’ABT-737 dans les cellules de LB.

b) Développement de nouvelles molécules visant a inhiber les protéines Bcl-
xL et Mcl-1 pour le traitement des lymphomes B

Nos résultats, obtenus dans des lignées de LB et de LCL, ainsi que ceux obtenus par
d’autres équipes a partir de cellules primaires, montrent que la protéine Mcl-1 est souvent
surexprimée dans les lymphoproliférations malignes (Cho-Vega et al., 2004). Sur la base de ces
observations, nous avons entrepris une collaboration avec une équipe de chimiste de 'ICSN afin
de développer de nouvelles molécules naturelles ou de synthese capables de déplacer les
interactions Bak/Bcl-xLL et Bak/Mcl-1. Les résultats obtenus lors d’un crible effectué dans notre
laboratoire sur 6 molécules montrent que deux d’entre elles, le JD-468 et le Drimane, induisent
une apoptose dépendante des caspases dans plusieurs lignées de LB et de LCL lorsqu’elles sont
utilisées a faibles concentrations.

Ces résultats bien que préliminaires sont trés encourageants mais d’autres expériences
sont nécessaires afin de caractériser précisément le mode d’action de ces composés. Nous
envisageons, dans un premier temps, de vérifier la spécificité de ces molécules. D’apres les
expériences effectuées en RMN par les chimistes, ces molécules se fixent sur Bel-xL. et Mcl-1,
empéechant ainsi linteraction de ces protéines anti-apoptotiques avec les membres pro-
apoptotiques de la famille Bcl-2. Des expériences de co-immunoprécipitations doivent étre
réalisées pour confirmer ces données. Afin de compléter notre étude, nous envisageons
également de comparer Uefficacité de ces molécules dans des lignées surexprimant Bcel-xL et/ou
Mcl-1 ou au contraire dans des cellules présentant une inhibition (shRNA ou siRNA) de ces
protéines. Si les expériences menées 7z vitro sont concluantes, nous poursuivrons ce travail zz vivo
sur les modeles de souris xénogreffées préalablement établis par I'équipe. La premicre étape
consistera a identifier la dose maximale tolérée (MTD) chez des animaux non implantés. Plusieurs
doses et schémas d’administration devront étre testés avant d’évaluer Pefficacité de ces composés
lors d’études pré-cliniques réalisées chez des souris implantées en sous-cutanée avec des cellules

de LB ou chez des souris SCID xénogreffées en IP avec des LCL (modele PTLD).
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I’obtention d’inhibiteur spécifique de Mcl-1 pourrait constituer un véritable atout pour la
prise en charge des lymphoproliférations malignes comme le LB ou les PTLD. En effet, plusieurs
antagonistes de cette molécule ont récemment été identifiés mais la plupart d’entre eux, comme
I’Obatoclax, sont des pan-inhibiteurs de la famille Bcl-2 (Mohammad et al., 2007; Nguyen et al.,
2007). D autres composés ciblant spécifiquement Mcl-1 ont été développés mais leur activité n’a
pas encore été testée i vivo (Stewart et al., 2010).

Nous espérons que le travail de notre équipe, réalis¢é en étroite collaboration avec les

chimistes et les cliniciens, aboutira au développement de I'un de ces composés en clinique.

c) Evaluation pré-clinique d’ABT-737 pour le traitement du LB et des PTLD

* Modele de soutis xénogreffées avec des cellules de LB (1.Y47)

La polychimiothérapie utilisée pour la prise en charge des patients atteints de LB permet
d’obtenir des résultats tres satisfaisants mais les doses utilisées sont tres fortes et entrainent de
nombreux effets secondaires chez les patients. De plus, il n’existe aucune stratégie thérapeutique
alternative pour les malades qui ne répondent pas a la chimiothérapie. Dans ce contexte, 'objectif
des études pré-cliniques réalisées chez les souris xénogreffées avec des LY47 était de déterminer
si ce composé pouvait, d'une part, constituer une nouvelle stratégie pour le traitement des LB
EBV (+) exprimant Bcl-2 et , d’autre part, potentialiser I'effet de la chimiothérapie. Nos résultats
montrent que la combinaison Cyclophosphamide/ABT-737 permet de retarder la croissance
tumorale chez ces souris. En revanche, le volume tumoral augmente considérablement lorsque le
traitement avec ABT-737 prend fin et la survie des souris de ce groupe n’est pas augmentée par
rapport a celle des soutis traitées avec le cyclophosphamide en monothérapie. Par ailleurs, les
différentes études réalisées avec ce modele montrent qu’ABT-737, lorsqu’il est utilisé seul, ne

présente aucune efficacité anti-tumorale chez les souris xénogreffées avec des LY47.

L’équipe de Mason a également testé efficacité anti-tumorale de la combinaison ABT-737/
Cyclophosphamide dans un modéle de souris transgénique (Eu-myc) qui développent
spontanément des lymphomes B (Mason et al, 2008). Les auteurs ont d’abord comparé
Pefficacité de fortes doses de Cyclophosphamide (300 mg/kg) chez des souris (C57BL/6)
implantées avec des tumeurs dérivées du modele Epu-Myc exprimant ou non Bcl-2. Ils ont montré
que les souris Eu-Myc/Eu-Bcl-2 répondent beaucoup moins bien au traitement que les soutis

Ep-Myc avec une médiane de survie de 32 et 98 jours respectivement.
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IIs ont ensuite testé I'association Cyclophosphamide (50 mk/kg)/ABT-737 (75 mg/kg) chez

les souris Epu-Myc/Ep-Bcl-2 en utilisant le schéma d’administration présenté sur la figure 80.

mesure du volume tumoral

1 14 15 19
Implantation des cellules Ep-Myc Début L ’ J
ou Ep-Myc/Ep-Bel-2 du traitement avec ABT-737

en sous-cutanée

Figure 80 : Schéma d’administration utilisé lors de I’étude publiée par Mason et a/

Lutilisation des 2 traitements en combinaison donne des rémissions completes chez 14 des
18 souris traitées. Ces résultats different des notres et montrent que I'association ABT-
737/Cyclophosphamide poutrait étre utilisée pour le traitement des lymphomes présentant une
dérégulation de ¢y associée a une forte expression de Bel-2. Cette différence peut s’expliquer

par plusieurs raisons :

1. Le modele Epu-Myc/Ep-Bcl-2 induit des lymphomes « Burkitt like » qui expriment Bcl-2
mais ne présentent pas les mémes caractéristiques que des cellules de LB infectées par
EBV.

2. Dans ce modele, le traitement avec ABT-737 débute tres rapidement apres la greffe (J4)
sans que le volume tumoral ne soit indiqué. Or nous avons observé que ce parametre a
beaucoup d’influence sur la réponse a ABT-737.

3. Nos souris xénogreffées avec les LY47 ont été traitées avec une unique dose de
Cyclophosphamide. Deux injections ont été réalisées dans I’étude publiée par I’équipe de
Mason.

Sur la base de ces observations, nous pensons qu’il serait intéressant de tester de nouveau

I'association ABT-737/Cyclophosphamide dans notre modele en utilisant un schéma

d’administration différent. De fait, la chimiothérapie est administrée en plusieurs cures pour le

traitement du LB.
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Nous pourrions donc reproduire cette expérience en utilisant le schéma d’administration
présenté sur la figure 81. Par ailleurs, au regard des résultats obtenus zz vitro, nous envisageons

également de tester la combinaison ABT-737/ nutline-3 dans ce modéle.

20
2 Suivi du poids des souris et mesure du volume tumoral
n=7-9 Souris/groupe I !
11 X JX+4 JX+12
Implantation des LY47 Début \ Y /
en sous-cutanée du traitement avec ABT-737

Figure 81: Nouveau schéma d’administration proposé pour I’évaluation de Pefficacité de la
combinaison ABT-737 /Rituximab

* Modele de soutis xénogreffées avec des LCL

Nous avons également évalué Tefficacité d’ABT-737 dans un modéle de souris
xénogreffées en sous-cutanée ou en IP avec des LCL. Nous avons montré que ce composé induit
une diminution de la croissance tumorale, associée a une augmentation de la survie des soutis.
Cette approche semble trés prometteuse pour la prise en charge des patients atteints de PTLD
puisque nous montrons que ce composé est aussi efficace que le Rituximab qui constitue 'un des
traitements de référence de cette pathologie. Par ailleurs, nos résultats indiquent que lutilisation
d’ABT-737 en combinaison avec le Rituximab permet d’améliorer considérablement la réponse a
I'un ou l'autre des traitements en induisant des rémissions complétes (RC) chez 70% des souris
xénogreffées en sous-cutanée ou en IP.

Une étude, publi¢e par Loomis e a/ en 2003, a évalué Pefficacité de ’Oblimersen, un
antisens dirigé contre Bcl-2, en combinaison avec le Rituximab dans le modéle de souris SCID
xénogreffées avec une lignée de LCL. Les résultats de cette équipe sont similaires aux notre. Les
auteurs montrent que "association Oblimersen/Rituximab entraine une RC chez 79% des soutis

(Loomis et al., 2003).
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Un essai clinique de Phase II a été mis en place afin de tester la combinaison de ces 2
composés chez des patients atteints de lymphomes non hodgkiniens (lymphome folliculaire,
lymphome du manteau, DLBCL). Les résultats montrent que cette stratégie thérapeutique ne
présente pas de toxicité et permet d’obtenir une réponse anti-tumorale chez 42 % des patients
(Pro et al., 2008).

Les laboratoires Abbott ont également testé Pefficacité anti-tumorale d’ABT-263, qui
correspond a la version orale d’ABT-737, en association avec le Rituximab pour le traitement des
DLBCL 77 vivo (Tse et al., 2008). Leurs résultats indiquent que ces deux composés induisent une
rémission complete chez 70% des souris xénogreffées avec une lignée de DLBCL. Depuis, un
essal clinique de phase I a été réalisé chez des patients présentant différents types de lymphomes
(lymphome folliculaire, DLBCL, CLL, lymphome d’Hodgkin). Les premiers résultats, présentés
au congres de ’ASH en 2011, indiquent que le traitement est bien toléré et que I'association des
deux composés permet d’obtenir une réponse anti-tumorale chez ces patients. Un essai de phase

II est en cours chez des patients atteints de CLL.

Nos résultats, ainsi que ceux obtenus pas d’autres équipes, suggerent qu’ABT-737
pourrait constituer une alternative efficace pour le traitement des différentes pathologies malignes
associ¢es a EBV et plus particulicrement pour les tumeurs exprimant la LMP-1. En effet, nous
avons vu que cette protéine oncogénique est en grande partie responsable de la résistance a
I'apoptose des cellules tumorales. Nous envisageons de reproduire ces expériences chez des
souris xénogreffées avec des lignées de NPC. L’efficacit¢é d’ABT-737 pourra étre testée en
combinaison avec la radiothérapie qui est majoritairement utilisée pour traiter cette pathologie.
Cette stratégie thérapeutique pourra également ¢tre évaluée pour le traitement des lymphomes
NK/T, reconnus comme étant fortement associés a EBV et qui ont un trés mauvais pronostic.
De plus, les nombreuses études effectuées sur des séries de patients atteints de cette pathologie
montrent que la LMP-1 est trés souvent retrouvée dans ces tumeurs (70 % environ). L’activité
anti-tumorale ’ABT-737 sera évaluée dans un premier temps 7z vitro. Si les résultats obtenus sont

convaincants, des tests pré-cliniques seront envisagés.
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Activation of p53 by MDM2 antagonists has differential apoptotic effects on
Epstein-Barr virus (EBV)-positive and EBV-negative Burkitt’s lymphoma cells

B Renouf', E Hollville, A Pujals, C Tétaud, J Garibal and J Wiels

UMR 8126 CNRS, Univ Paris-Sud, Institut Gustave Roussy, Villejuif, France

p53 inactivation is often observed in Burkitt’s lymphoma (BL)
cells, because of either mutations in p53 gene or an over-
expression of the p53-negative regulator MDM2. Epstein—-Barr
virus (EBV) is present in virtually 100% of BL cases occurring in
endemic areas, but in only 10-20% of sporadic cases. In EBV(-)
BL cells, reactivation of p53, induced by reducing MDM2 protein
level, led to apoptosis. We show here that nutlin-3, a potent
antagonist of MDM2, activates the p53 pathway in all BL cell
lines harboring wild-type p53, regardless of EBV status.
However, nutlin-3 strongly induced apoptosis in EBV(—) or
latency | EBV(+) cells, whereas latency Il EBV(+) cells were
much more resistant. Prior treatment with sublethal doses of
nutlin-3 sensitizes EBV(—) or latency | EBV(+) cells to
apoptosis induced by etoposide or melphalan, but protects
latency Il EBV(+) cells. p21VAF! which is overexpressed in the
latter, is involved in this protective effect, as siRNA-mediated
inhibition of p21VAF! restores sensitivity to etoposide.
Nutlin-3 protects latency Ill BL cells by inducing a p21WVAF'-
mediated G1 arrest. Most BL patients with wild-type p53 tumors
could therefore benefit from treatment with nutlin-3, after a
careful determination of the latency pattern of EBV in infected
patients.

Leukemia (2009) 23, 1557—-1563; doi:10.1038/leu.2009.92;
published online 7 May 2009

Keywords: p53; nutlin-3; Burkitt’s lymphoma; EBV; p21WAF!

Introduction

The p53 tumor suppressor is a transcription factor that is
activated in response to DNA damage or cellular stress and
regulates many target genes involved in controlling DNA repair,
cell-cycle arrest and apoptosis.' This physiological function of
p53 is frequently altered in tumor cells through mutation,
cytoplasmic sequestration, interaction with viral oncoproteins or
increased interactions with its main cellular regulator, MDM2.?

MDM2 is a 90-kDa protein that binds to the NH, terminus of
p53, blocking its transcriptional activities. It is also an E3-
ubiquitin ligase involved in the ubiquitination of p53, leading to
both proteasomal degradation and relocation of p53 from the
nucleus to the cytoplasm. However, MDM2 is the product of a
p53-inducible gene, so these two proteins constitute an
autoregulatory feedback loop that plays an essential role in the
activation of p53.%> The overexpression of MDM?2, leading
to p53 inactivation, has been observed in various types of
cancer.”? Given the key role of p53 in determining cell fate,
several strategies for disrupting the p53-MDM2 interaction have
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been explored.'®'" Recently, potent, stable and selective small-
molecule antagonists of MDM2 have been synthesized. Among
these molecules, nutlins are cis-imidazoline compounds that
bind to MDM?2, thereby preventing its molecular interaction
with p53 and inducing activation of the p53 pathway.'? Nutlin-
3 has been shown to trigger apoptosis in various tumor cells
in vitro,'*>'* to inhibit tumor growth in vivo'? and to synergize
with genotoxic drugs (such as alkylating agents or topo-
isomerase Il inhibitors) and irradiation in cancer therapy.'>~*°

Burkitt’s lymphoma (BL) is a monoclonal B-cell tumor
characterized by chromosomal translocations affecting the
proto-oncogene c-myc locus and the immunoglobulin (Ig)
heavy or light chain genes, thereby leading to deregulation of
c-myc. In addition, most BL cell lines and at least 30% of BL
biopsy samples display p53 mutations, resulting in the inactiva-
tion of this gene.?' We and others earlier investigated the status
of MDM2 and p53 in BL cell lines or biopsy samples and found
that, in several cases containing wild-type (wt) p53, the function
of this protein was compromised by the overexpression of
MDM?2.%%2 Finally, another study has shown that p14**F, which
regulates the function of p53, is frequently altered in BL cell
lines carrying wt p53.%* All these data clearly demonstrate that
disruption of the p53 pathway contributes to BL develop-
ment.”*?> They also suggest that the restoration of wt p53
function in BL cells may be an efficient treatment strategy, at
least in patients with cancers resistant to standard chemotherapy
treatments. Using anti sense (AS) oligodeoxynucleotides, we
showed earlier that AS against MDM2 indeed induced p53-
dependent apoptosis in BL cells containing wt p53 and large
amounts of MDM2.%¢

The aim of this study was to investigate further the consequences
of activating wt p53 in BL cell lines and to determine whether
Epstein—Barr virus (EBV) infection of these cells had any effect on
these consequences. Indeed, the EBV genome is present in more
than 95% of endemic BL cases (in Equatorial Africa and Papua New
Guinea) and in 10-20% of all sporadic cases worldwide. The viral
infection remains latent in tumor cells, with only a very small
number of viral proteins produced.?” Most EBV-infected BL cells
have the latency | phenotype (Epstein-Barr nuclear antigen 1
(EBNAT) is the only viral protein produced). However, cases with
the latency 1l profile (all latent EBV proteins are produced: EBNAT,
2, 3a, 3b, 3¢, Epstein-Barr nuclear antigen-leader protein (EBNA-
LP), latent membrane protein 1 (LMP1) and LMP2)) or with unusual
forms of latency have also been identified.?®?°

Latent EBV does not specifically target p53, but it nonetheless
interferes with cell-cycle checkpoints regulated by p53 in the G1/S
and G2/M phases®*?' and modulates p53-induced apoptosis.*
We show here that, regardless of EBV status, the treatment of BL
cells with nutlin-3 induces p53 activation. However, we also
show that induction of apoptosis or sensitization to genotoxic
drugs by nutlin-3 is clearly different between EBV(—) or EBV(+)
latency | BL cells and EBV(+) latency IlI cells.
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Materials and methods

Cell lines

All cell lines were originally established from endemic or
sporadic cases of BL. BL2, BL7, BL28, BL2/B95 and LY47 were
kindly provided by the International Agency for Research on
Cancer (IARC, Lyon, France); Seraphina and P3HR1 were a gift
from Professor G Klein (Karolinska Institute, Stockholm,
Sweden); Ramos was obtained from the American Type Culture
Collection (ATCC) (Rockville, IN, USA). BL2/B95 cells were
generated by stable infection of the original EBV(—) BL2 cells
with the B95-8 EBV strain. These cell lines were cultured in
RPMI 1640 medium (Invitrogen, Cergy-Pontoise, France) con-
taining 2mMm L-glutamine, 1TmMm sodium pyruvate, 20 mm
glucose, 20pg/ml gentamycin and supplemented with 10%
heat-inactivated fetal calf serum.

Antibodies and reagents

Nutlin-3  was obtained from Cayman Chemical (SPI-Bio,
Montigny-le-Bretonneux, France); etoposide (an inhibitor of
topo-isomerase Il), melphalan (an alkylating agent) and Cdk2
inhibitor (SU 9516) were obtained from Sigma-Aldrich (Saint
Quentin Fallavier, France). Antibodies and their sources were as
shown in Supplementary information.

Small interfering RNA (siRNA) and transfection

p21WAFT GiRNA stealth  (5-GGACCUGUCACUGUCUUGU
ACCCUU-3’) and negative control siRNA (GC medium control)
were purchased from Invitrogen. We electroporated (25 ms,
130V) 2 x 10° cells with 3 pg of siRNA in 100ul of Viaspan
medium (Dupont Pharmaceuticals, Paris, France). Cells were
incubated for 24 h and used for further experiments.

Induction of apoptosis and its quantification

We treated 0.5 x 10° cells for various periods of time at 37 °C
with nutlin-3 (2 or 10 pm), etoposide (2.5 or 10 um) or melphalan
(12.5 uMm) in T ml of complete RPMI medium. Cells were washed
in PBS, resuspended in annexin buffer (10mm 4-(2-hydro-
xyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid (HEPES)/NaOH, pH
7.4, 150mm NaCl, 5mm KCI, T mm MgCl, and 1.8 mm CaCl,)
supplemented with 2.5 ug/ml FITC-labeled annexin-V (Roche
Applied Science, Meylan, France) and incubated at 4°C for
10min. Cells were then washed, resuspended in annexin buffer
supplemented with propidium iodide (Pl) (10pg/ml) and
analyzed by flow cytometry (FACSCalibur, Becton-Dickinson,
Le Pont de Claix, France).

Cell-cycle analysis

Cells were fixed by incubating in 70% ethanol at —20 °C for at least
30 min, washed twice in PBS and incubated for 30 min at 37°C in
20mMm EDTA, 100 pg/ml RNase A (Sigma-Aldrich) and 10 pg/ml Pl
in PBS. DNA content was determined by flow cytometry.

Western-blot analysis

A pellet containing 0.5 x 10° cells was solubilized by
incubating in ice-cold lysis buffer (25mm Tris-HCI, pH 6.8,
1% SDS, 50 mm dithiothreitol and complete protease inhibitor)
for T0min. Sample loading buffer was added and the mixture
was boiled for 5 min. Proteins were separated by electrophoresis
in 12% polyacrylamide gels or 4-12% Bis—Tris precast gels
(Invitrogen) and then transferred to polyvinylidene difluoride
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(PVDF) membranes (Millipore, Molsheim, France). Blots were
blocked by incubation overnight at 4°C in 3% non-fat milk
powder, 2% glycine in PBS and incubated for 1h at room
temperature with primary antibodies. The blots were washed
and incubated with horseradish peroxidase (HRP)-conjugated
rabbit anti-mouse (RAM)-IgG or HRP-conjugated donkey anti-
rabbit (DAR)-IgG. Antibody complexes were detected by
enhanced chemiluminescence (Millipore).

Results

Nutlin-3 induces high levels of apoptosis in EBV(—) or
EBV(+) latency | BL cells and moderate levels in
EBV(+) latency Il cells

As we aimed to determine whether the EBV status of BL cells
played a role in their fate following p53 activation, we first
assessed the levels of various latent EBV proteins in six cell lines
containing wt p53.% Western-blot analysis of protein extracts
showed that BL2 and BL28 cells contained none of the EBNA
proteins tested, BL7 contained only EBNA1, whereas BL2/B95,
LY47 and Seraphina contained different isoforms of EBNAT,
EBNA2 and EBNA-LP (Figure 1a). These results confirmed that
BL2 and BL28 cells were EBV(—),>* and indicated that BL7 cells
displayed type I latency, whereas BL2/B95, LY47 and Seraphina
cells displayed type IlI latency. These cell lines, together with
the EBV(—) Ramos and EBV(+) P3HRT1 cell lines, both of which
carrying a mutant p53 gene, were then treated with nutlin-3
(10 um) for 24 h and apoptosis was assessed (by flow cytometry,
after labeling the cells with annexin-V-FITC and PI). As shown in
Figure 1b, BL2, BL28 and BL7 were highly sensitive to nutlin-3
treatment (93 £ 4, 100+ 0 and 89 + 1% apoptotic cells, respec-
tively), whereas BL2/B95, Seraphina and LY47 were more
resistant (28+1, 274 and 39£7% apoptotic cells, respec-
tively). As expected, Ramos and P3HRT were totally resistant to
nutlin-3 treatment.

Nutlin-3 activates the p53 pathway similarly in all BL
cell lines

The differences observed in the apoptotic responses of BL cells
carrying wt p53 and having different EBV status raised questions
as to whether nutlin-3 activates p53 similarly in all these cell
lines. We treated the six BL cell lines with nutlin-3 for various
periods of time and then carried out western blotting to
determine the levels of p53, p21WAH, MDM?2 and Bax, the last
three of these proteins being encoded by p53 target genes
(Figure 1c). Specific bands were then quantified by densito-
metric analysis and normalized to B-actin level. Protein levels
after 3, 7 and 24 h of treatment relative to levels before treatment
are shown in Supplementary Figure 1. In all BL cell lines, 3 h of
treatment with nutlin-3 induced the accumulation of p53, which
then either remained stable or gradually increased (except in
BL28, in which p53 level decreased after 24 h). Treatment with
nutlin-3 for 3 or 7h induced an increase in MDM2 levels,
followed by a decrease in all cell lines except in Ly47 (in which
MDM2 level remained high). The ability of MDM2 to
ubiquitinate itself and induce its own degradation® is probably
responsible for this decrease in MDM2 levels. p21"V*F! protein
accumulated in all cell lines after 3 and 7 h of treatment with
nutlin-3 and then decreased (BL28), remained stable (BL2,
BL7and BL2/B95) or increased (Seraphina and Ly47). In all BL
cell lines, treatment with nutlin-3 induced a slower, but gradual
increase in Bax levels until 24 h of treatment. This observation of
a slower induction of Bax by p53, as compared with p21*"A™!
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Figure 1 Effect of nutlin-3 on p53 activation and apoptosis induction in Epstein-Barr virus (EBV)(—) and EBV(+) Burkitt's lymphoma (BL) cell
lines. (a) Expression of various EBV latent proteins. Whole-cell lysates were subjected to western-blot analysis with 4D3 anti-EBNA-LP monoclonal
antibody (mAb), TH4 anti-EBNAT mAb, PE2 anti-EBNA2 mAb or an anti-B-actin mAb (as a control for protein loading). (b) BL cells were treated
with 10 um of nutlin-3 or the solvent dimethyl sulfoxide (DMSO) for 24 h. The cells were labeled with annexin V-FITC and PI and analyzed with a
FACSCalibur flow cytometer to determine the percentage of apoptotic cells. (c) BL cells were treated with 10 pm of nutlin-3 for the indicated
periods of time. The levels of p53, MDM2, p21"A! and Bax proteins were assessed by western-blot analysis (control for protein loading was done
with an anti-B-actin mAb). The results of western blots are representative of three independent experiments.
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Figure 2 Nutlin-3 increases etoposide-induced apoptosis in Epstein—Barr virus (EBV)(—) and EBV(+) latency | Burkitt's lymphoma (BL) cells, but
protects EBV(+) latency Il cells. BL cells were treated or not with 2 um of nutlin-3 for 24 h and then treated with etoposide (BL2, BL7 and BL2/B95:
2.5 uM; Seraphina and LY47: 10 pum) (upper panel) or with 12.5 pm of melphalan (lower panel) for the indicated periods of time. Apoptosis levels
were determined by assessing polyadenosine diphosphate-ribose polymerase (PARP) cleavage on western blots and are representative of three
independent experiments.

and MDM?2, is in agreement with earlier results.’* Altogether
these results indicate that activation of the p53 pathway is not
correlated with the EBV status of the cells.

three types of BL cells, they were treated with a dose of nutlin-3
(2 uMm), sublethal for all cell lines, but which, however, induced
p53 activation (data not shown). After this initial treatment for
24 h, the cells were incubated for various periods of time (7, 24
and 48h) with etoposide. Apoptosis levels were determined

Nutlin-3 increases drug-induced apoptosis in EBV(—)
and EBV(+ ) latency | BL cells, but protects EBV(+ )
latency Il cells

Synergistic effects of nutlin-3 and chemotherapeutic agents
have been reported in various types of cancer with functional wt
p53.'¢7'8 We therefore treated the BL cell lines with etoposide,
with and without prior nutlin treatment. In order to compare the

by assessing the cleavage of polyadenosine diphosphate ribose
polymerase (PARP) by western blots (Figure 2 upper panel).
EBV(—) BL2 and EBV(+) latency | BL7 cells were highly
sensitive to 7 and 24 h of treatment with etoposide alone and
prior treatment with nutlin-3 slightly increased the effect of this
drug. Latency Il cells were less sensitive to etoposide than
EBV(—) or latency I cells and were thus treated for longer periods
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of time (24 and 48h), and for Seraphina and LY47 cells with
higher doses of etoposide (10 uMm instead of 2.5 um). After 24 and
48h of treatment with etoposide alone, the 85-kDa PARP
cleavage product was detected in the protein extracts. Surpris-
ingly, the pre-treatment of latency Il cells with nutlin-3 did not
sensitize these cells to etoposide-induced apoptosis. Instead,
such prior treatment significantly protected the cells against
apoptosis: PARP cleavage either occurred at much lower rates
than in the absence of prior treatment or was not detectable.
These differential effects of prior treatment with nutlin-3 on
etoposide-induced apoptosis were then confirmed by quantify-
ing apoptosis by flow cytometry analysis of the BL cells labeled
with annexin-V-FITC and PI (Supplementary Figure 2).

We also investigated the effect of prior treatment with nutlin-3
on melphalan-induced apoptosis of BL cells. Apoptosis levels
were determined by assessing PARP cleavage on western blots
(Figure 2 lower panel). In EBV(—) BL2 and EBV(+) latency | BL7
cells, treatment with nutlin-3 did not induce PARP cleavage, but
prior treatment with this compound strongly increased PARP
cleavage induced by 7h of treatment with melphalan. In
contrast, prior treatment with nutlin-3 of latency Il BL2/B95,
Seraphina and LY47 cells reduced PARP cleavage induced by
melphalan. Thus, in EBV(+) latency Ill BL cells, nutlin-3 and
chemotherapeutic drugs did not synergize to induce apoptosis.
Instead, nutlin-3 protected these tumor cells from drug-induced
apoptosis.

Nutlin-3 induces cell-cycle arrest in EBV(+) latency Il
BL cells, but not in EBV(—) or latency | BL cells

p2 1WA protein, a cyclin-dependent kinase inhibitor, is a key
regulator of the cell cycle and is also known to interfere with
both p53-dependent and p53-independent apoptotic path-

our model of drug-induced apoptosis. We first compared basal
levels of p21"A™ protein in the various BL cell lines. Latency Il
cells (BL2/B95, Seraphina and LY47) contained very large
amounts of p2 1™ whereas EBV(—) and latency | cells (BL2
and BL7) had very low levels of this protein (Figure 3a). We then
analyzed the effect of nutlin-3 treatment (at the sublethal dose of
2 uMm) on cell-cycle progression of the various BL cells. As shown
in Figure 3b, treatment with nutlin-3 for 24 h had almost no
effect on EBV(—) BL2 and latency | BL7 cells (other than a slight
increase in the number of sub-G1 apoptotic cells for BL2). By
contrast, comparison of untreated and treated cells clearly
shows that nutlin-3 induced the accumulation of latency Il BL
cells in G1 phase (78% vs 49% for BL2/B95, 76% vs 58% for
Seraphina and 62% vs 50% for LY47). Thus, in EBV(+) latency
11 BL cells, which express high amount of p21"A™ protein, low
doses of nutlin-3 induce cell-cycle arrest in G1 phase.

Etoposide resistance conferred by nutlin-3 pre-treatment
depends on p21"F" protein level and on induction of
cell-cycle arrest

We next investigated the role of the p21"™" protein in the
protection against drug-induced apoptosis, generated in latency
I BL cells by prior treatment with nutlin-3. To this end, we used
cells in which p21"AF! expression had been inhibited by a
specific siRNA. The cells were first electroporated with p21"VA™!
siRNA or control siRNA; 24 h later, cells were or were not
treated with nutlin-3 for 24 h, and all cells were then treated
with etoposide (2.5 or 10 um) for 24 h. Apoptosis levels were
determined by quantifying PARP cleavage on western blots
(Figure 4a). In all latency Ill BL cells electroporated with control
siRNA, etoposide treatment alone induced PARP cleavage and
prior treatment with nutlin-3 gave complete protection against
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Figure 3 Nutlin-3 induces cell-cycle arrest in Epstein—Barr virus (EBV)(+) latency llI Burkitt’s lymphoma (BL) cells, but not in EBV(—) or latency |

BL cells. (@) p21"A™" protein levels in the various BL cells. Whole-cell lysates were subjected to western-blot analysis with an anti-p2

1WA or an

anti-B-actin monoclonal antibody (mAb) (as a control for protein loading). (b) Cell-cycle analysis after treatment with nutlin-3. BL cells were treated
with 2 pm of nutlin-3 for 24 h and their DNA content was determined by PI labeling and flow cytometry analysis. Results shown are representative

of three independent experiments.
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Figure 4 Resistance to etoposide induced by nutlin-3 depends on
p2 1WA protein level and on induction of G1 arrest. (a) Latency Il
Epstein-Barr virus (EBV)(+) cells were electroporated with small
interfering RNA (siRNA) targeting p21"*F! or with control siRNA and
24 h later, cells were treated or not with 2 um of nutlin-3 for 24 h. All
cells were then treated with etoposide BL2/B95: 2.5 uM; Seraphina and
LY47: 10 um) for 24 h. P21WAF! protein level and PARP cleavage were
assessed by western blot analysis. (b) Seraphina cells were treated as in
(a) except for etoposide treatment, which was for 48 h. Cells in G1 and
sub-G1 phases were then quantified after Pl labeling and flow
cytometry analysis. Results shown are representative of at least three
independent experiments.

siRNA increased the etoposide-induced PARP cleavage and
decreased the protection against etoposide conferred by nutlin-3
(the PARP cleavage product was clearly detected in all cells).
Western blots for p21"WAF! confirmed that the p21"A' siRNA
efficiently inhibited the expression of this protein, even when its
level was increased following activation of p53 by nutlin-3
treatment (Figure 4a). Altogether, our data indicate that BL cells
with low levels of p21W""" (BL2, BL7 and p21"AF! siRNA-
treated latency Il cells) are more sensitive to drug-induced
apoptosis than cells with high levels of p21"VAf! (latency I
cells) and also that, in these latter cells, nutlin-3 further
enhances their resistance by increasing the level of p21WAF!.
We then determined whether the increased resistance to
drugs, induced in the latency Ill BL cells by nutlin-3, is related to
the ability of this compound to induce cell-cycle arrest.
Seraphina cells were electroporated with p21"A™" siRNA or
control siRNA and 24 h later, cells were or were not treated with
nutlin-3 for another 24 h. Cells were then treated or not with
etoposide for 48h and the cell cycle was analyzed. The
percentages of cells in G1 phase and in sub-G1 phase (apoptotic
cells) are shown in Figure 4b. Prior treatment with nutlin-3 of
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Figure 5 A cyclin-dependent kinase (Cdk2) inhibitor protects latency
I Burkitt's lymphoma (BL) cells from etoposide-induced apoptosis. BL
cells were treated with 4 um of Cdk2 inhibitor SU 9516 for 24 h and
then treated with etoposide (BL2/B95: 2.5 uMm; Seraphina: 10 pm) for
the indicated periods of time. Apoptosis levels were determined by
assessing polyadenosine diphosphate-ribose polymerase (PARP) clea-
vage on western blots and are representative of three independent
experiments.

cells electroporated with control siRNA induced a strong G1
arrest (81%), which persisted after etoposide treatment (74%). In
these nutlin-3 pre-treated cells, etoposide induced a low level of
apoptosis as compared with non-pre-treated cells (20% vs 53%
of cells in sub-G1). By contrast, pre-treatment with nutlin-3
of cells with low levels of p21"A™" (cells electroporated with
p21WAF] siRNA) induced a lower G1 arrest (68%) and this arrest
was not maintained after etoposide treatment (30%). These
nutlin-3 pre-treated cells entered apoptosis (58%) similar to non-
pre-treated cells (65%). Together with the previous cell-cycle
data, these results indicate that the p21WAF1—mediated G1 arrest
induced by nutlin-3 in latency Ill BL cells is responsible for the
protective effect of this compound against drug-induced
apoptosis. They also show that this protection highly depends
on the high basal level of p21"A™" protein in the cells.

A cyclin-dependent kinase inhibitor protects latency 1l
BL cells from etoposide-induced apoptosis

p21™WAF! induces cell-cycle arrest by interacting with and
inhibiting cyclin-cdk complexes, especially those containing
Cdk2. We thus assessed the effect of a pharmacological inhibitor
of Cdk2 on etoposide-induced apoptosis of latency Il BL cells.
Cells were treated for 24 h with an inhibitor of Cdk2 (Cdk2i) and
then with etoposide for 24 and 48 h. Apoptosis was measured by
flow cytometry after labeling the cells with annexin-V—-FITC and
PI (Supplementary Figure 3) and by assessing PARP cleavage on
western blots (Figure 5). For LY47 cells, prior treatment with
Cdk2i induced only a slight protection in cells treated with
etoposide (mostly after 48h), but for BL2/B95 and Seraphina
cells, prior treatment with Cdk2i clearly induced resistance to
etoposide. Indeed, in these cells, reduced numbers of apoptotic
cells and decreased amounts of the 85-kDa cleaved PARP were
observed after 24 and 48h of treatment with etoposide, as
compared with non-pre-treated cells. These results, showing
that treatment with a specific inhibitor of Cdk2 protects latency
Il BL cells against drug-induced apoptosis, support our
conclusion concerning the protective action of nutlin-3 through
cell-cycle arrest.

Discussion

We showed that nutlin-3, a specific inhibitor of the p53-MDM2
interaction, stabilized and activated p53 in all BL cells contain-
ing wt p53. However, we also showed that the level of apoptosis
induced by nutlin-3-mediated p53 activation depended on the
EBV status of the cells. Nutlin-3 has been shown to synergize
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with genotoxic drugs or radiation in several types of tumor
cells containing wt p53.'°2% We therefore investigated the
effects of nutlin-3 in combination with various chemotherapeu-
tic drugs, and showed that nutlin-3 sensitized EBV(—) or latency
| EBV(+) BL cells to these drugs, but protected latency Il
EBV(+) cells against their effects. We also found that the siRNA-
mediated inhibition of p21"WA"! decreased the protection to
drug-induced apoptosis conferred by treatment with nutlin-3.
Finally, we showed that the ability of p21"A"" to arrest latency
I EBV(+) cells in the G1 phase of the cell cycle after treatment
with nutlin-3 was responsible for the protective effect of this
compound.

The anti-tumoral action of nutlin-3 and its synergistic effects
with various types of drugs or radiation have been amply
demonstrated by both in vitro studies on human cells and in vivo
studies in animal models.’” As p53 is rarely mutated in
hematologic malignancies, many studies have been carried
out on various types of tumor cell, including chronic lympho-
cytic leukemia B cells (B-CLL),'3?° myeloma,'* Kaposi sarcoma
herpes virus (KHSV)-induced lymphoma'®*® and Hodgkin’s
lymphoma.'? In some cases, nutlin-3 is also able to induce
apoptosis in p53-inactivated cells through a p73-dependent
mechanism>? and, as shown recently in a mantle cell lymphoma
cell line carrying mutated p53, to synergize with drugs.*® All
these studies have suggested that nutlin-3 may indeed be
considered, alone or in combination with various genotoxic
drugs, as a novel therapeutic approach for patients. We show
here that this approach could also be considered for patients
with BL, at least for those who are not infected with EBV. For
EBV(+) latency I BL cells, more samples would need to be
tested before considering to use such treatments. However, it is
interesting to note that recent reports on primary effusion
lymphoma (PEL) cells treated with nutlin-3 are in line with our
results.'**® PEL cells are always infected with a transforming
human y herpes virus (HHV) called Kaposi’s sarcoma herpes
virus (KSHV/HHV8) and often co-infected with EBV.*' These
cells, which have a latency | phenotype, as well as EBV(—) PEL
cells are very sensitive to nutlin-3-induced apoptosis.

Our data also showed that nutlin-3 had different cytotoxic
properties in different cells. In particular, this compound may
sensitize cells to chemotherapy or, on the contrary, partially
protect tumor cells from chemotherapy. Other studies have
reported protective effects of nutlin-3 against drugs. For
example, nutlin-3 has been reported to have a p53-independent
cytoprotective effect: the treatment of normal kidney with
nutlin-3 blocks Bax and Bak activation, abolishing the apoptosis
induced by cisplatin.** However, it has also been suggested that
the cell-cycle arrest function of p53 induced by nutlin-3 could
be used to eliminate unwanted side effects of chemotherapy in
patients with cancer cells expressing a mutant p53. The
treatment of normal human fibroblasts (or tumor cells containing
wt p53) with nutlin-3 has been shown to induce cell-cycle
arrest, protecting these cells against the effects of mitotic
inhibitors or S-phase-specific chemotherapy. By contrast, prior
treatment with nutlin-3 did not prevent tumor cells containing
mutant p53 from undergoing apoptosis after chemotherapy of
this type, because the cells were not blocked in the G1- or G2-
phases.**** These data highlight the importance of identifying
patients with tumors containing both wt p53 and a preserved
downstream p53 apoptotic signaling before treatment.

Our results demonstrate a previously unknown aspect of the
anti-tumor potential of nutlin-3 combined with drug treatment.
Indeed, we showed that functional p21"A™" protein levels may
be considered as an indicator of nutlin-3 efficiency. In cells with
very high basal levels of p21"A™", nutlin-3 treatment increased
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p21WA™ levels further, resulting in a strong G1-phase arrest and
a decrease in the number of cells undergoing genotoxic drug-
induced apoptosis. p21"A™" has been described as a negative
regulator of p53-dependent apoptosis. For example, p21"VA™!
overexpression has been shown to protect osteosarcoma cells
from etoposide treatment*> and p21"*F'-null tumor cells have
been reported to undergo apoptosis after treatment with
doxorubicin, whereas cells with intact or transfected p21"A™!
do not.*** In BL cells, the intrinsically low sensitivity of
EBV(+) latency Il cells to etoposide and melphalan (see
Figure 2) is probably, at least partly, because of the high levels of
p2 1WA in these cells.

The precise role of EBV in the p21"AF" overexpression and
differential sensitivity of cells remains to be determined. The
EBNA2 viral protein has been shown to induce p21WAF!
production in various types of cell.*® It, therefore, could be
hypothesized that EBNA2 is involved in the resistance of latency
Il BL cells to drugs. However, other studies have shown that
lymphoblastoid cell lines (LCLs) and EBV-infected primary B
cells, both of which have a latency Il phenotype (and therefore
produce EBNA2), undergo apoptosis in response to various
DNA-damaging agents.*®*?5% These studies also reported that
p53 is activated, but newly synthesized p21"“*f' does not
accumulate in treated cells. In accordance with these observa-
tions, we recently obtained preliminary data showing that, in
contrast to what has been observed in latency Ill BL cells, the
treatment of various lymphoblastoid cell lines (LCLs) (that also
have high basal levels of p21"A™") with nutlin-3, rather than
protecting cells against etoposide, actually had a synergistic
effect with this drug in the induction of apoptosis. Our results
therefore indicate that p21"“""'-mediated inhibition of drug-
induced apoptosis in cells containing wt p53 is dependent on a
certain specific cellular context.
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Etude des mécanismes de résistance a ’apoptose induits par le virus d’Epstein-Barr et mise en
place de nouvelles stratégies thérapeutiques pour le traitement des lymphomes B

Notre équipe étudie les mécanismes de apoptose induite par la nutline-3, une molécule capable de se fixer sur
MDM2 et d’activer la p53, dans différents types de lymphomes associés au virus d’Epstein-Barr (EBV) comme le
lymphome de Burkitt (LB) ou syndromes lymphoprolifératifs post-transplantation (PTLD). Nos résultats
montrent que la nutline-3 induit Papoptose des cellules de LB EBV (-) alors que les cellules EBV (+) en latence
de type III sont résistantes. Mon travail de theése a consisté a étudier les mécanismes impliqués dans ce
phénomene de résistance afin de mettre en place des stratégies pour les contourner. Une premicre étude initiée
par les résultats d’une analyse transcriptomique, effectuée apres traitement avec la nutline-3 de deux lignées qui
ne différent que par leur statut EBV, nous a permis de montrer que : 1) autophagie est induite en réponse au
traitement dans les cellules EBV (+) en latence de type III; 2) ces cellules expriment fortement Bécline-1 et
présentent une activation constitutive de I'autophagie ; 3) 'autophagie contribue a la résistance de ces cellules a
I'apoptose. Par ailleurs, nos résultats indiquent que la protéine anti-apoptotique Bcl-2 est également impliquée
dans la résistance de ces cellules et que I'utilisation d’ABT-737, un inhibiteur de Bcl-2, restaure leur sensibilité a la
nutline-3. L’efficacité de ce composé a donc été évaluée 77 vivo, seul ou en combinaison avec des traitements
conventionnels (Cyclophosphamide pour le LB et Rituximab pour les PTLD). Les résultats obtenus lors de ces
¢tudes pré-cliniques montrent que : 1) ABT-737 réduit considérablement la croissance tumorale et augmente la
survie de souris xénogreffées avec des cellules d’une lignée lymphoblastoide (LCL, utilisées comme modéle pour
les PTLD) alors qu’il n’a pas d’effets chez les souris xénogreffées avec une lignée de LB ; 2) la combinaison
ABT-737/Cyclophosphamide permet de limiter la croissance tumorale durant le traitement mais n’améliore pas
la survie des soutis xénogreffées avec une lignée de LB ; 3) 'association ABT-737/Rituximab est trés efficace et
induit une rémission compléte chez 70% des souris xénogreffées avec la lignée de LCL.
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Study of mechanisms involved in the resistance to apoptosis of cells infected with the Epstein-
Barr virus and development of new therapeutic strategies for treatment of B lymphomas

Our team is working on the mechanisms of apoptosis induced by nutlin-3, a small molecule which binds to
MDM2 and activates p53, in different lymphomas associated with Epstein-Barr virus such as Burkitt lymphoma
(BL) or Post-transplant lymphoproliferative disorder (PTLD). Our results show that nutlin-3 strongly induce
apoptosis in EBV (-) cells whereas EBV (+) latency III cells are much more resistant. The aim of my PhD
project was to study the mechanisms involved in the resistance of EBV (+) latency I1I cells to apoptosis and to
develop new therapeutic strategies to bypass these mechanisms. A transcriptomic analysis was realized after
treatment with nutlin-3 of two cell lines which only differs by their EBV status. Based on the results obtained, a
study was performed which allow us to show that: 1) autophagy is induced after nutlin-3 treatment in EBV (+)
latency I1I cells; 2) these cells strongly expressed beclin-1 and present a constitutively high level of autophagy; 3)
autophagy is involved in the resistance of apoptosis observed in these cells. Furthermore, our results
demonstrate that Bcl-2 also contributes to the resistance of EBV (+) latency III cells and that treatment with
ABT-737, a Bcl-2 inhibitor, restores their susceptibility to nutlin-3 treatment. We thus assessed the efficiency of
this compound 7z »ive, in monotherapy or associated with conventional treatments (Cyclophosphamide for BL
and Rituximab for PTLD). Results obtained during these pre-clinical studies show that: 1) ABT-737 reduces
tumor growth and increase the overall survival of mice xenografted with a lymphoblastoid cell line (LCL, used as
a model for PTLD studies) but has no effects on mice xenografed with BL cell lines; 2) the association ABT-
737/Cyclophosphamide reduces tumor growth during treatment but doesn’t improve the overall survival of mice
xenografed with BL cell lines; 3) the association ABT-737/Rituximab is very efficient and induces 70% of
complete remission in mice xenografted with LCL.

Key words: Burkitt lymphoma, Post-transplant lymphoproliferative disorder, EBV, apoptosis, nutlin-3, Bcl-2,
autophagy, ABT-737



