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Introduction et objectifs 

La leucémie lymphoïde chronique (LLC) est une hémopathie maligne caractérisée par 

une accumulation de lymphocytes B matures monoclonaux résistants à l’apoptose dans la 

circulation sanguine et les organes lymphoïdes secondaires (Chiorazzi et al., 2005; Kipps et 

al., 2017). Le microenvironnement tumoral (MET) de la LLC favorise la survie, la 

prolifération et l’échappement immunitaire de cellules leucémiques (Burger, 2011). Les 

thérapies actuellement utilisées pour traiter les patients atteints de LLC ciblent les voies de 

signalisation pro-survie, particulièrement celle induite par le B-cell receptor (BCR). Malgré 

leur remarquable efficacité dans la majorité des cas, de nombreux cas de résistances 

thérapeutiques et de récidives ont été rapportés. L’identification de nouvelles cibles 

thérapeutiques est donc d’un enjeu capital dans le but d’améliorer la prise en charge 

thérapeutique de ces patients. 

Dans ce contexte le laboratoire au sein duquel ont été réalisés ces travaux s’intéresse 

tout particulièrement à l’implication de neuropeptides, la neurotensine (NTS) et les 

neurotrophines (NTs), ainsi que leurs récepteurs associés, dans les processus oncogéniques. 

La NTS est un neuropeptide de 13 acides aminés, jouant un rôle de neurotransmetteur 

au niveau des systèmes nerveux et digestifs (Bozzola et al., 1998; Carraway and Leeman, 

1976; Iguchi et al., 1984; Remaury et al., 2002). La NTS exerce ses effet par l’activation de 

trois récepteurs, les récepteurs couplés aux protéines G (RCPGs) NTSR1 (Neurotensin 

Receptor type 1) et NTSR2, et un récepteur de type 1, de la famille des récepteurs à domaines 

Vps10 (Vacuolar protein sorting 10), la sortiline. La NTS est ainsi impliquée dans la survie et 

la prolifération des cellules, mais également leur migration et les mécanismes d’invasion. Son 

implication dans les cancers a surtout été décrite par l’activation de NTSR1 dans les cancers 

solides (Alifano et al., 2010; Dupouy et al., 2011; Swift et al., 2010). Le récepteur NTSR2 n’a 

quant à lui été que peu décrit dans les cancers (Ayala-Sarmiento et al., 2015; Swift et al., 

2010). 

La famille des NTs comprend quatre membres, le NGF (Nerve Growth Factor), le 

BDNF (Brain-Derived Neurotrophic Factor), NT-3 (Neurotrophin-3) et NT-4/5 

(Neurotrophin-4/5). Chaque NT se lie à un récepteur Trk (Tropomyosin related kinase) de 

haute affinité, TrkA pour NGF, TrkB pour BDNF et NT-4/5, et TrkC pour NT-3, induisant 

des voies de signalisation pro-survie (Arévalo and Wu, 2006; Bergman et al., 2000; Cassiman 

et al., 2001; Chao, 2003; Kerschensteiner et al., 1999; Sternini et al., 1996). Les NTs sont 
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synthétisées sous formes immatures, qui sont capables de se lier au récepteur p75NTR (p75 

neurotrophin receptor) pour induire la mort cellulaire (Nykjaer et al., 2005). La sortiline, en 

plus de son rôle de récepteur de la NTS, est également une protéine de transport 

intracellulaire, impliquée dans le transport des NTs et de leurs récepteurs (Nykjaer and 

Willnow, 2012a; Vaegter et al., 2011) et peut aussi agir comme co-récepteur de mort, avec 

p75NTR , des formes immatures des neurotrophines (Jansen et al., 2007; Nykjaer et al., 2004). 

Des travaux sur l’implication de la NTS et des NTs dans les lymphocytes B ont été 

précédemment réalisés dans notre équipe. La NTS et ses trois récepteurs sont exprimés dans 

les lymphocytes B. La sortiline exerce une double fonction dans la régulation de la survie des 

lymphocytes B. Elle participe à la mise en place d’une boucle autocrine de survie lors d’un 

stress cellulaire. Dans ce cas la sortiline transporte le BDNF vers la membrane plasmique où 

il est sécrété puis induit la survie des cellules par sa liaison au récepteur TrkB membranaire 

(Fauchais et al., 2008). A l’invers, la sortiline peut également agir en tant que co-récepteur de 

p75NTR pour la fixation du pro-BDNF qui induit la mort cellulaire (Bellanger et al., 2011; 

Fauchais et al., 2008). Concernant les hémopathies malignes, notre équipe a montré 

l’implication de l’axe TrkB-BDNF dans la pathogénèse du lymphome diffus à grandes 

cellules B (Bellanger et al., 2011; Dubanet et al., 2015). Par ailleurs, il a été déterminé que les 

lymphocytes B de LLC (LB-LLC) surexpriment le récepteur NTSR2, tandis que l’expression 

de la NTS y est indétectable et celle de NTSR1 fortement diminuée (Saada et al., 2012). 

Suite à cette observation, nous émettons l’hypothèse que le récepteur NTSR2 et le couple 

BDNF/TrkB seraient impliqués dans la résistance des LB-LLC à l’apoptose. Les fonctions de 

NTSR2 et de BDNF/TrkB dans les LLC n’ayant jamais été étudiées nos objectifs sont : 

I) De confirmer le rôle anti-apoptotique de NTSR2 dans les cellules leucémiques, 

caractériser les mécanismes d’activation de ce récepteur et les voies de 

signalisation qui lui sont associées 

II) D’étudier les interactions éventuelles entre les voies pro-survie induites par 

NTSR2 et par BDNF/TrkB 

III) D’évaluer l’implication éventuelle des cellules du microenvironnement tumoral, 

principalement des Nurse-like cells dans l’activation des voies de survie des LB-

LLC dépendantes des signalisations neurotrophiques et neurotensinergiques. 
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Chapitre I. La leucémie lymphoïde chronique 

I.1. Définition et épidémiologie 

I.1.1. Définition 

La Leucémie Lymphoïde Chronique (LLC) est une hémopathie maligne caractérisée 

par l’accumulation, lente et progressive, de lymphocytes B (LB) néoplasiques CD5+ d’aspect 

mature (ronds à légèrement irréguliers) dans le sang périphérique, la moelle osseuse, les 

ganglions lymphatiques et la rate (Chiorazzi et al., 2005; Rozman and Montserrat, 1995). La 

LLC est définie par l’Organisation Mondiale de la Santé par une hyperlymphocytose 

supérieure à 5000/mm3 de LB monoclonaux présentant un phénotype de LB de LLC (LB-

LLC), CD5+, CD19high, CD20low, CD23+, CD79blow, smIglow et FMC7- (Hallek et al., 2008; 

Matutes et al., 1994; Swerdlow et al., 2016). 

 

I.1.2. Épidémiologie 

La LLC est la forme de leucémie la plus commune dans les pays occidentaux, où elle 

représente environ 40% de toutes les leucémies chez les personnes de plus de 65 ans. L’âge 

médian lors du diagnostic est de 72 ans, seulement 10% environ des patients ont moins de 55 

ans, avec environ 60% d’hommes pour 40% de femmes. L’incidence mondiale standardisée 

est de 4,4 pour 100 000 individus/an pour les hommes et 2,2 pour les femmes (Eichhorst et 

al., 2011; Rozman and Montserrat, 1995). En France, une étude de l’Institut de Veille 

Sanitaire estime à 4464 le nombre de nouveaux cas en 2012. 

Selon les chiffres de l’institut « Cancer Research UK », au Royaume-Uni, 3709 

nouveaux cas ont été recensés en 2015, avec 63% d’hommes et 37% de femmes. L’incidence 

augmente selon l’âge avec moins de 1/100000 en dessous de 45 ans jusqu’à atteindre 57 

(hommes) et 25 (femmes) /100000 au-delà de 90 ans (Figure 1a). L’incidence a en moyenne 

augmentée de 18% entre 1993-1995 et 2013-2015, mais est extrêmement variable selon les 

groupes, 32% pour les 25-49 ans, 22% pour les 50-59 ans, 25% pour les 60-69 ans et 22% 

pour les 70-79 ans, alors qu’elle reste stable pour les moins de 25 ans et les plus de 80 ans 

(Figure 1b). 
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Figure 1 : Incidence de la LLC 

A) Incidence de la LLC selon l'âge de diagnostic B) Évolution de l’incidence de la LLC selon les groupes d’âge, 

de 1993 à 2015. Statistiques disponibles sur le site www.cancerresearchuk.org. 

I.2. Origine de la LLC  

I.2.1. Les facteurs de risques 

Il n’existe à ce jour que très peu de preuves de l’influence de facteurs 

environnementaux et de cancérigènes (composés chimiques ou rayonnements ionisants) sur 

l’apparition de la LLC. La possible implication d’une exposition au benzène a été rejetée 

(Rushton et al., 2014), et de même, les personnes immunodéficiences ne développent pas plus 

fréquemment la LLC (Ghia et al., 2007; Rozman and Montserrat, 1995). Seuls certains 

herbicides, notamment l’Agent Orange et les pesticides utilisés aux États-Unis de façon 

intensive augmenteraient les risques de décès des personnes ayant été exposés à ces agents 

d’un facteur 1,6 à 1,8 (Blair and White, 1985; Brown et al., 1990; Baumann Kreuziger et al., 

2014). 
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Il existe également des formes familiales de LLC. Selon les différentes études, 12% 

des patients auraient un historique familial de pathologie lymphoproliférative, et 6 à 9% un 

membre de la famille atteint de LLC. Ces formes familiales auraient un risque 7,5 fois plus 

élevé d’apparaître comparé aux formes sporadiques, ce qui suggérerait une prédisposition 

génétique (Brown, 2013; Brown et al., 2008; Capalbo et al., 2000; Goldin et al., 2004; Mauro 

et al., 2006; Tjønnfjord et al., 2012; Yuille et al., 1998). De plus, plus de 20 polymorphismes 

ont été identifiés comme possible facteurs de susceptibilité et expliqueraient près de 50% du 

risque familial (Berndt et al., 2013; Crowther-Swanepoel et al., 2010; Speedy et al., 2014).  

L’origine ethnique pourrait également être impliquée dans les risques d’apparition de 

la LLC. En effet des études ont montré que la LLC avait une incidence moins importante chez 

les personnes d’origines asiatiques que chez les personnes d’origine caucasienne. En effet la 

LLC est très rare en Chine et en Corée et presque inexistante au Japon. De plus, cette 

incidence diminuée est conservée chez les populations migrantes, mais, l’incidence chez les 

personnes d’origine asiatique ayant émigré aux États-Unis est supérieure à celle de leur pays 

d’origine, ce qui suggère que, outre les facteurs génétiques, des facteurs environnementaux 

semblent être également impliqués (Boggs et al., 1987; Clarke et al., 2011; Weiss, 1979). 

I.2.2. La lymphocytose B monoclonale 

La lymphocytose B monoclonale (MBL) est asymptomatique et est caractérisée par la 

présence d’une population monoclonale de lymphocytes B dans la circulation, en nombre 

inférieur à 5000 par mm3, chez des patients ne présentant pas de symptômes ou de signes de 

pathologies lymphoprolifératives, auto-immunes ou infectieuses, ni de LLC (Shanafelt et al., 

2010). Dans 75% des cas de MBL, les cellules présentent un phénotype proche de celui des 

cellules de LLC. Parmi les patients atteints de MBL, 1 à 2% des cas évolueront en LLC. Les 

cellules de MBL peuvent présenter des anomalies cytogénétiques caractéristiques de la LLC 

(Rossi et al., 2009a). La seule différence biologique entre la LLC de stade Rai 0 (premier 

stade de la LLC) et la MBL est le statut mutationnel IgHV (Immunoglobulin Heavy Variable 

Chain) qui est plus souvent muté chez les patients MBL (Morabito et al., 2013). En d’autres 

termes la seule différence majeure entre la MBL et le premier stade de la LLC est le nombre 

de lymphocytes accumulés dans la circulation, plus la population est élevée dans la MBL, 

plus le risque d’évoluer en LLC est grand. Ainsi la MBL est étroitement liée à la LLC et 

pourrait être considérée comme un stade précoce de LLC (D’Arena and Musto, 2014). 
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I.2.3. Rôle de la stimulation antigénique 

A la sortie de la moelle osseuse, chaque lymphocyte B mature exprime un récepteur 

des cellules B, ou BCR, qui lui est propre. La variabilité du répertoire immunitaire de ce BCR 

est assurée par la variabilité des chaînes lourdes et légères d’immunoglobulines, associées aux 

mécanismes de recombinaison des chaines VDJ (Variable Diversity Joining) qui a lieu au 

stade pré-B. La variabilité des chaînes lourdes d’immunoglobulines est due à des mutations 

hypersomatiques qui peuvent se produire dans le gène IGHV ((René et al., 2014).  

Les patients atteints de LLC peuvent présenter des clones B avec des gènes IGHV 

mutés ou non, et sont ainsi divisés en deux groupes, les LLC non mutées (U-CLL) et les LLC 

mutées (M-CLL). Cependant l’état de mutation n’entraine que peu de différences entre les 

clones, avec seulement quelques gènes exprimés différemment, contre des milliers par rapport 

aux LB normaux (Chiorazzi and Ferrarini, 2011), ce qui sous-entend une leucémogénèse 

commune indépendante du statut mutationnel IGHV. Les LB-LLC expriment faiblement des 

immunoglobulines de surfaces monoclonales, généralement IgM ou IgD, ainsi que les 

marqueurs CD5 et CD23. Les cellules B de la zone marginale (centre germinatif) sont 

IgMhighIgDlow avec des gènes IGHV mutés (hypermutation somatique) ou non suite à la 

reconnaissance d’antigènes d’origine bactérienne indépendamment des cellules T. Les LB 

CD5+ normaux sont quant à eux capables de produire des immunoglobulines poly-réactives, 

codées par les mêmes gènes IGHV fréquemment exprimés dans les cas de LLC, pouvant 

reconnaître des antigènes bactériens mais également des auto-antigènes. Tous ces points 

suggèrent une origine de la LLC dans la zone marginale, les clones de LLC dériveraient de 

lymphocytes B compétents exposés de façon chronique à des auto-antigènes. Les clones ainsi 

activés sont sélectionnés pour une expansion clonale, peuvent subir ou non des 

hypermutations somatiques, ainsi qu’une transformation oncogénique pour donner des clones 

U-CLL ou M-CLL (Figure 2) (Caligaris-Cappio, 2009; Gaidano et al., 2012; García-Muñoz et 

al., 2012; Rosén et al., 2010).  
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Figure 2 : Modèle de développement de la LLC à partir des LB de la zone marginale. 

Les LB de la zone marginale (MZ) peuvent être stimulés par des auto-antigènes, certains d’entre eux peuvent 

subir des hypermutations somatiques (SHM) et des transformations oncogéniques entrainant l’apparition de 

clones avec ou sans mutations IGHV. D’après Karp and Giannopoulos, 2013. 

I.2.4. La cellule souche de la leucémie lymphoïde chronique 

En opposition avec cette théorie, des travaux récents suggèrent une autre origine de la 

LLC, les cellules souches hématopoïétiques (CSH). 

Les CSH sont des cellules pluripotentes, à forte capacité d’autorenouvèlement, 

capables de se multiplier et se différencier pour générer l’ensemble du système 

hématopoïétique (Ng and Alexander, 2017). Ces cellules ont une durée de vie très longue et 

peuvent ainsi accumuler de nombreuses anomalies génétiques qui seront conservées dans les 

progéniteurs lymphoïdes et myéloïdes qui seront les cibles de la transformation en cellules 

souches leucémiques dans les cas de leucémies aigues (Rossi et al., 2008). 

Dans les cas de LLC, on observe une forte augmentation de la quantité de cellules pro-

B CD34+CD38+ et CD10+CD19+ mais un nombre de CSH CD34+CD38- invariant ce qui 

suggère que la différenciation des CSH est déviée vers un lignage B. En effet, un nombre 

élevé de CSH a été identifié comme exprimant des facteurs de transcription lymphoïdes 

précoces tels que E2A, IKZF1, et IRF8. Ces cellules sont appelées CSH pré-leucémiques, leur 

capacité d’autorenouvèlement fait que ces cellules peuvent accumuler, dès ce stade, des 



Hugo Talbot | Thèse de doctorat | Université de Limoges | 2018 27 
Licence CC BY-NC-ND 3.0 

mutations fréquemment observées dans les LB-LLC matures. Les CSH pré-leucémiques vont 

ensuite générer des pro-B polyclonaux qui seront sélectionnés et amplifiés par activation de 

leur BCR, donnant naissance à la lymphocytose B monoclonale. Des évènements 

oncogéniques supplémentaires non identifiés à ce jour entraineront la transformation de ces 

cellules B en cellules B tumorales de la LLC (Kikushige and Miyamoto, 2014, 2015; 

Kikushige et al., 2011). Ce modèle suggère donc une origine de la leucémogénèse à partir des 

CSH qui évolueraient en cellules pré-malignes puis transformées en LB-LLC matures plutôt 

que la transformation directe de lymphocytes B normaux en lymphocytes B malins (Figure 3). 

 

Figure 3 : Modèle de développement de la LLC à partir de cellules souches hématopoïétiques (HSCs). 

Extrait de Kikushige and Miyamoto, 2015 

 

I.3. Caractéristiques physiologiques des LB-LLC 

I.3.1. Résistance à l’apoptose 

La LLC a longtemps été considérée comme une pathologie due à une accumulation 

lente et inexorable de LB résistants à la mort programmée ou apoptose, mais la réalité est 

beaucoup plus complexe et dynamique. Une partie, autour de 1%, des LB-LLC prolifèrent et 

la balance entre les cellules en prolifération et la mort cellulaire explique l’hétérogénéité 

d’évolution de la maladie entre les patients (Messmer et al., 2005). Dans la LLC, la régulation 

de l’apoptose est en grande partie assurée par la famille Bcl-2 (B-cell CLL/lymphoma 2), 

comprenant des protéines pro et anti-apoptotiques (Faderl et al., 2002; Reed, 1996; Schena et 

al., 1993). L’un des éléments clés identifiés dans la LLC est la surexpression de la protéine 
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anti-apoptotique Bcl-2 (Kitada et al., 1998; Pepper et al., 1997, 1998). D’autres protéines anti-

apoptotiques de la famille Bcl-2, Bcl-XL (B-cell lymphoma-extra large) et Mcl-1 (Myeloid 

cell leukemia 1) sont également surexprimées, alors que les protéines pro-apoptotiques de la 

même famille, Bax (Bcl-2-associated X protein) et Bcl-xs (B-cell lymphoma-extra small) sont 

sous-exprimées (Dighiero and Hamblin, 2008). Les protéines Bcl-2 et Mcl-1 régulent 

négativement l’activité des protéines pro-apoptotiques (Figure 4), notamment Bax, ainsi les 

ratios Bcl-2/Bax et Mcl-1/Bax ont une influence sur la survie des LB-LLC et la progression 

de la maladie. Des niveaux élevés de Bcl-2 sont de mauvais pronostic pour les patients, avec 

une survie diminuée ainsi qu’une résistance aux chimiothérapies (Faderl et al., 2002; 

Robertson et al., 1996). De plus, un polymorphisme commun du gène BAX est présent chez de 

nombreux patients, résultant en une diminution d’expression de Bax et donc des ratios Bcl-

2/Bax encore plus importants, associés à une survie significativement plus courte (Starczynski 

et al., 2005). De son côté, Mcl-1 et notamment le ratio Mcl-1/Bax est associé à une résistance 

aux traitements au chlorambucil, fludarabine ou rituximab in vitro et in vivo (Hussain et al., 

2007; Pepper et al., 2008) et son inhibition déclenche l’apoptose dans certains modèles de 

tumeurs de cellules B (Derenne et al., 2002; Michels et al., 2004). 

 
Figure 4 : Modèle de régulation de l’apoptose par les protéines de la famille Bcl-2. 

D’après Liu and Wang, 2012 
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 Il a été initialement suggéré que la surexpression constitutive de Bcl-2 était due à une 

hypométhylation du promoteur du gène BCL2, entrainant une augmentation de sa 

transcription et une accumulation de la protéine associée (Hanada et al., 1993). Depuis, il a été 

découvert chez de nombreux patients, que les micro-RNA (miR) miR-15a et miR-16-1 ayant 

pour rôle de réguler négativement Bcl-2 au niveau post-transcriptionnel, sont sous exprimés 

ou délétés (Calin et al., 2005; Cimmino et al., 2005); il en va de même pour miR-29 qui 

régule Mcl-1 (Munk Pedersen and Reed, 2004). La famille Bcl-2 peut également être régulée 

par le gène suppresseur de tumeurs p53. En effet, les gènes pro-apoptotiques BAX, PUMA, 

NOXA et BID sont des cibles transcriptionnelles directes de p53 (Miyashita and Reed, 1995; 

Miyashita et al., 1994; Oda et al., 2000; Sax et al., 2002; Yu et al., 2003). Une étude a ainsi 

démontré que p53 stimule la transcription de PUMA et NOXA, et les protéines associées 

empêchent les protéines anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 de réguler négativement 

l’activation des protéines pro-apoptotiques Bax et Bak (Vousden and Lu, 2002). De plus p53 

interagit également avec Bcl-2 et Bax dans le cytoplasme, modulant leur activité. Ainsi, p53 

régule les protéines de la famille Bcl-2 à la fois aux niveaux transcriptionnels et post-

traductionnels (Chipuk et al., 2004; Deng et al., 2006). Les mutations ou délétions de p53 

dans la LLC sont courantes et de plus en plus fréquentes selon la progression de la maladie 

(Tam et al., 2009), il est donc possible d’imaginer qu’une dérégulation de p53 entrainerait 

également une dérégulation de la famille Bcl-2 et donc une résistance des LB-LLC à 

l’apoptose, cela s’accentuant au cours de l’évolution de la maladie (Buggins and Pepper, 

2010). 

Toutefois, ces cellules résistantes à l’apoptose accumulées in vivo entrent rapidement 

en apoptose in vitro. En effet, ex vivo les LB-LLC cultivés seuls vont spontanément s’engager 

dans des voies apoptotiques, mais ce processus est inhibé lorsqu’ils sont cultivés en présence 

de cellules de leur microenvironnement tumoral (Lagneaux et al., 1998), telles que les cellules 

mésenchymateuses (Giannoni et al., 2011), les cellules stromales de la moelle osseuse 

(Lagneaux et al., 1998) ou encore les Nurse-Like Cells (NLCs) (Burger et al., 2000). Cela 

suggère que les signaux pro-survie provenant du microenvironnement sont capitaux dans 

l’inhibition de l’apoptose (Caligaris-Cappio, 2003; Ghia et al., 2002a, 2005; Munk Pedersen 

and Reed, 2004). 

I.3.2. La prolifération 

Historiquement, la LLC a été considérée comme due à une accumulation cellulaire de 

LB présentant des défauts génétiques entrainant une dérégulation de leurs mécanismes 
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d’apoptose. En effet, la quasi-totalité des lymphocytes B périphériques de la circulation 

sanguine sont considérés comme quiescents, car bloqués en phases précoces G0/G1 du cycle 

cellulaire, et surexpriment la protéine anti-apoptotique Bcl-2 (Lanasa, 2010). La protéine 

p27Kip1, inhibiteur de kinases dépendantes du cycle cellulaire, est surexprimée dans ces 

cellules leucémiques, ce qui pourrait expliquer le blocage en phase G0/G1 (Vrhovac et al., 

1998). 

En réalité, une petite portion des LB-LLC se trouve en état de prolifération, en effet 

une étude a été réalisée chez des patients LLC ayant ingéré de l’eau deutérée afin de mesurer 

l’incorporation de cet isotope dans les cellules leucémiques. Cette étude a ainsi montré qu’une 

population d’environ 0,1 à 1,76% de l’ensemble des LB-LLC prolifèrent, ce qui pourrait 

représenter au moins 1 million à 1 milliard nouvelles cellules par jour. Un taux de 

prolifération supérieur à 0,35% des cellules correspondrait à la forme progressive et 

symptomatique de la maladie (Messmer et al., 2005). Ces résultats ont été confirmés 

récemment avec une médiane observée de 0,39% ± 0,21% (Burger et al., 2017). Deux 

populations peuvent être distinguées, les LB-LLC CD38+ qui ont une prolifération beaucoup 

plus importante que les LB-LLC CD38- (Calissano et al., 2009a), associés à une expression 

plus élevée de facteurs de prolifération connus, comme ZAP-70 (Zeta-chain-associated 

protein kinase 70 kDa), Ki67 ou encore la télomérase (Damle et al., 2007). Les télomères des 

cellules leucémiques sont plus courts que ceux des LB normaux, témoignant de leur activité 

de prolifération (Rampazzo et al., 2012; Sellmann et al., 2011; Véronèse et al., 2013). De 

plus, pour les LB-LLC avec IGHV non muté, la stimulation du BCR peut engendrer une 

réponse proliférative (Guarini et al., 2008).  

Les cellules leucémiques en prolifération sont observées dans le sang périphérique, la 

moelle osseuse et les ganglions lymphatiques (Defoiche et al., 2008; van Gent et al., 2008; 

Hayes et al., 2010; Messmer et al., 2005). La proportion la plus importante de LB-LLC en 

prolifération est située dans les ganglions lymphatiques, dans des structures histologiques 

appelées pseudo-follicules. On observe environ cinq fois plus de cellules Ki67+ dans les 

ganglions lymphatiques que dans le sang périphérique, ainsi qu’une augmentation de 

l’expression des gènes associés à l’activation du BCR et à la prolifération (Herishanu et al., 

2011). Une sous-population particulière a été identifiée, appelée CXCR4 (C-X-C chemokine 

receptor type 4)Dim/CD5Bright, c’est-à-dire avec une faible expression de CXCR4 et une forte 

expression de CD5, qui représente la fraction de LB-LLC avec le plus fort potentiel 

prolifératif (Calissano et al., 2011). Cette population est majoritairement localisée dans les 
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ganglions lymphatiques où elle correspond aux LB-LLC activés pour proliférer ou aux 

nouveaux LB-LLC suite à la prolifération. Elle est également détectée en quantité moins 

importante dans le sang périphérique et la moelle osseuse, l’hypothèse étant que ces cellules 

ont migré depuis les ganglions (Herndon et al., 2017). Les cellules CD5highCXCR4low 

correspondant aux nouvelles cellules expriment des gènes liés à la prolifération, l’activation 

cellulaire et la signalisation cellulaire, tandis que les cellules CD5lowCXCR4high, 

correspondant à des cellules « quiescentes » expriment des gènes liés à la régulation de 

l’apoptose et la migration (Calissano et al., 2009b). Cela suggère une dynamique dans 

laquelle les cellules périphériques quiescentes surexprimant CXCR4 migrent vers les 

ganglions où elles seront activées et prolifèreront, entrainant une diminution de CXCR4 et le 

relargage des nouvelles cellules dans la circulation sanguine (Lanasa, 2010). Plus que tout, 

cela souligne l’importance que joue le microenvironnement tumoral de la LLC, notamment au 

sein des ganglions lymphatiques, qui délivrent aux cellules leucémiques les chimiokines et 

cytokines nécessaires à leur survie et leur prolifération (voir Chapitre II). 

I.3.3. La voie de signalisation du BCR 

I.3.3.1. La signalisation du BCR dans les LB normaux 

Le BCR (Figure 5A) est le récepteur de l’antigène pour les cellules B. C’est un 

complexe composé d’une immunoglobuline membranaire (IgM) liée de façon non-covalente à 

un dimère CD79a(Iga)/CD79b(Igb) (Reth, 1989). Suite à la fixation d’un antigène soluble ou 

lié à la membrane sur l’IgM, l’activation du BCR a lieu par la phosphorylation des résidus 

tyrosine situés sur les motifs ITAM (Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif) 

intracytoplasmiques de CD79a et CD79b. Cette phosphorylation est réalisée par les kinases 

Lyn et Syk (Spleen Tyrosine Kinase), de la famille des protéines Src (Rolli et al., 2002; 

Yamamoto et al., 1993). Elle entraine le recrutement d’un signalosome (Figure 5B), composé 

de nombreuses kinases et protéines adaptatrices telles que Syk et Lyn, Bruton tyrosine kinase 

(Btk), les protéines d’échange de guanine VAV, ou encore les protéines adaptatrices Grb2 et 

B-cell linker (BLNK) (Dal Porto et al., 2004; Kurosaki, 2002; Scharenberg et al., 2007). Le 

signalosome ainsi formé va déclencher des cascades de signalisations, impliquant notamment 

l’aflux de calcium, Btk et PI3Kd (isoforme delta de la Phosphatidylinositol-3 Kinase). Ainsi 

l’activation du BCR mature peut induire différents effecteurs en aval en fonction de l’état de 

maturation de la cellule et de l’antigène se fixant sur le BCR (Figure 5C). L’aflux de calcium 

active directement les facteurs de transcriptions NF-κB (Nuclear Factor kappa- light-chain-
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enhancer of activated B cells) et NFAT (Nuclear Factor of Activated T-cells) (Dolmetsch et 

al., 1997), tandis que la production de diacylglycerol (DAG) et l’activation de la protéine 

kinase C (PKC) entraine l’activation de la voie des MAPK (Mitogen-Associated Protein 

Kinase) (Hashimoto et al., 1998). La voie MAPK peut également être activée directement par 

VAV et Grb2 (Growth factor receptor-bound protein-2) (Hashimoto et al., 1998). Elle régule 

l’activation de facteurs de transcription tes que Elk1, c-Myc, ATF2 et Max, qui selon le stade 

de maturation du LB entraineront sa survie et sa prolifération, ou son apoptose (Johnson and 

Lapadat, 2002; Woyach et al., 2012a). NFAT régule la production de cytokines et d’autres 

effecteurs de la réponse immunitaire (Rao et al., 1997). NF-κB régule des gènes impliqués 

dans de nombreux processus dans les lymphocytes B, tels que la prolifération, la commutation 

de classe et la survie des LB matures (Ruland and Mak, 2003; Stadanlick et al., 2008). La voie 

AKT (protein kinase B) peut également être activée par le BCR via la PI3K, et AKT aura 

pour rôle d’augmenter l’accumulation de NFAT et NF-κB au sein du noyau (Bellacosa et al., 

1998; Ghosh et al., 1998; Gold et al., 1999) et donc d’amplifier la transcription des gènes 

associés à ces deux voies. 
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Figure 5 : La signalisation du BCR. 

A) Le complexe formé par le BCR. B) Le complexe du signalosome formé suite à l’activation du BCR. C) 

Signalisation intermédiaire activée par le BCR. Le BCR active Btk, PLCg2 et PI3K qui activeront en aval les 

voies AKT, NFAT, NF-κB et MAPK. D’après Woyach et al., 2012a 

L’activation du BCR se ferait principalement au niveau des tissus lymphoïdes, et cette 

activation peut se faire de façon antigène-dépendante, comme décrit précédemment, ou de 

façon antigène-indépendante, appelée signalisation tonique du BCR. Les cascades de 

signalisations induites entrainent normalement la prolifération, la différenciation et la 
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production d’anticorps des LB sélectionnés pour leur réactivité avec un antigène, tandis que 

les cellules non ou auto-réactives sont éliminées (Goodnow et al., 2005; LeBien and Tedder, 

2008). 

I.3.3.2. La signalisation du BCR dans la LLC 

La survie des lymphocytes B normaux dépend de l’activation de la signalisation du 

BCR et probablement de la combinaison des signalisations toniques et antigène-dépendantes 

(Kraus et al., 2004; Lam et al., 1997). Ces deux mécanismes sont également impliqués dans la 

régulation de la survie et de la prolifération des clones de LB-LLC, mais l’avantage de l’un 

sur l’autre n’est pas élucidé à ce jour (Burger and Chiorazzi, 2013).  

La LLC a une signalisation différente des LB normaux, elle est caractérisée par une 

expression réduite d’IgM, une réponse variable à la stimulation antigénique, ainsi qu’une 

activation tonique de voies anti-apoptotiques (Woyach et al., 2012a). Les LB-LLC ont un 

profil d’expression génique proche de ceux des LB normaux activées par un antigène, ce qui 

suggère une forte implication de l’activation du BCR dans la pathologie. De plus il a été 

montré que la protéine ZAP-70, normalement absente de la signalisation BCR, y était 

impliquée dans la LLC. Elle est surexprimée dans la LLC, et cela de façon plus importante 

dans les U-CLL (IGHV non muté). ZAP-70 joue un rôle de protéine adaptatrice, 

indépendamment de son rôle classique de kinase (Chen et al., 2008) et augmente la 

signalisation du BCR par une augmentation du flux calcique (Chen et al., 2002) et potentialise 

la réponse du BCR suite à la stimulation de l’IgM ; elle permet également une augmentation 

de la migration des LB-LLC vers le gradient de chimiokines, ainsi que des réponses aux 

signaux de survie en provenance du microenvironnement (Richardson et al., 2006). Même si 

ZAP-70 permet d’augmenter la signalisation du BCR, celle-ci est augmentée chez tous les 

patients LLC, indépendamment de leur expression de ZAP-70 ou de leur statut mutationnel 

IGHV (Herishanu et al., 2011). 

Certaines études semblent montrer que la signalisation tonique est dominante. Celle-ci 

est en effet activée de façon plus importante que dans les LB normaux, les LB-LLC expriment 

de façon constitutive des formes phosphorylées de Lyn (Contri et al., 2005), Syk (Gobessi et 

al., 2009), ERK (Extracellular signal-regulated kinases) (Muzio et al., 2008) et NF-κB 

(Hewamana et al., 2008). On observe également une plus forte expression de Btk dans les LB-

LLC (Ghia et al., 2002b), de même qu’une activation constitutive de PI3K (Hoellenriegel et 

al., 2012; Ponader et al., 2012), ce qui renforce l’activation des voies MAPK et NF-κB. 
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Cependant les différences importantes dans la signalisation BCR selon le statut mutationnel 

IGHV (Fais et al., 1998) et le fait que les patients LLC ne montrent pas (Philippen et al., 

2010) ou très rarement (Thompson et al., 1997) de mutations activatrices du BCR, sont des 

arguments en défaveur de la signalisation tonique. Le BCR pourrait être capable de 

reconnaître des antigènes variés, soit externes comme des antigènes microbiens ou des auto-

antigènes du microenvironnement, soit des auto-antigènes internes comme des composants 

des chaînes d’immunoglobulines (Hoogeboom et al., 2013; Kostareli et al., 2012; Sthoeger et 

al., 1989). Une hypothèse intégrant les deux mécanismes a été émise selon laquelle 

l’activation initiale du BCR serait antigène dépendante, afin de sélectionner un clone réactif, 

puis d’évoluer vers un clone activé de façon antigène-indépendante dans lesquelles les voies 

de survie et de prolifération persisteraient, induisant l’expansion du clone et donc le 

développement de la pathologie (Burger and Chiorazzi, 2013; Chiorazzi and Ferrarini, 2003, 

2011; Greaves, 2013; Stevenson and Caligaris-Cappio, 2004; Wu, 2012). 

Considérant le rôle capital joué par la signalisation du BCR dans le développement et 

le maintien des LB-LLC, les protéines impliquées dans cette signalisation ont été, ces 

dernières années, étudiées en profondeur afin de développer des thérapies ciblées inhibitrices 

de la signalisation BCR. On peut noter l’utilisation aujourd’hui de plusieurs inhibiteurs tels 

que l’ibrutinib ou l’acalabrutinib, inhibiteurs de Btk, ou de l’idélalisib, inhibiteur de la PI3Kd. 

 

I.4. Le diagnostic de la LLC 

Les signes cliniques de la LLC sont minimes et très variables, la plupart des patients 

atteints de LLC sont en règle générale asymptomatiques et la découverte de la pathologie est 

dans la majorité des cas fortuite, lors d’un hémogramme de routine et le diagnostic sera 

confirmé trois mois plus tard (Ghia et al., 2007). Bien que minoritaires, certains patients 

présentent des signes cliniques qui entrainent une suspicion de LLC, tels que la fatigue, les 

sueurs nocturnes, la perte de poids, la fièvre, des infections fréquentes, des saignements, des 

adénopathies, une hépato-splénomégalie et plus rarement une hypertrophie thyroïdienne. Dans 

des cas extrêmement rares la LLC est identifiée par ses complications auto-immunes, le 

purpura thrombopénique immunologique ou l’anémie hémolytique auto-immune (Hallek, 

2015). 

Le diagnostic de la LLC repose sur trois examens, l’hémogramme, le frottis sanguin et 

l’immunophénotypage du sang périphérique. L’International Workshop on Chronic 
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Lymphocytic Leukemia a défini le diagnostic comme suit : une numération formule sanguine 

(NFS) montrant une hyperlymphocytose B ³5000 lymphocytes/mm3 persistant au moins trois 

mois, un frottis sanguin présentant de petits lymphocytes morphologiquement matures et un 

immunophénotypage caractérisé par la co-expression de CD5 associée aux marqueurs de 

surface des LB CD19, CD20 et CD23 ainsi que l’expression des chaines légères 

d’immunoglobuline k et l (Cramer et al., 2016; Hallek, 2015). Ces deux examens suffisent 

généralement à poser le diagnostic de la LLC, sans indications d’examens supplémentaires de 

type myélogramme, biopsie ostéo-médullaire ou biopsie ganglionnaire. Les LLC ainsi 

caractérisées sont de type B dans 95%, les 5% restants correspondants à des LLC à 

lymphocytes T (Schriever and Huhn, 2003).  

Le frottis sanguin est réalisé par la coloration May-Grünwald Giemsa et étalement sur 

lame des cellules sanguines. Chez un patient LLC, le frottis sanguin montre un très grand 

nombre de petits lymphocytes B, d’aspect mature, et possédant un cytoplasme restreint et un 

noyau arrondi, dense, sans nucléole, ayant une chromatine partiellement agrégée. Des noyaux 

nus, aussi appelés ombres de Gümprecht, correspondant à des cellules leucémiques 

endommagées au cours de l’étalement du frottis, sont également classiquement observés 

(Figure 6).  

 
Figure 6 : Étalement sanguin d’une LLC. 

Evrard et al, 2005 
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L’immunophénotypage des lymphocytes sanguins est réalisé par cytométrie en flux. 

Les cellules leucémiques co-expriment l’antigène des cellules T, le CD5, ainsi que les 

marqueurs de surface des cellules B CD19, CD20 et CD23. Les niveaux d’expression des 

immunoglobulines de surfaces (sIg), du CD20, du CD79b et de FMC7 sont significativement 

plus faibles que ceux des cellules B normales. Les clones leucémiques sont restreints à 

l’expression d’un seul type de chaînes légères d’immunoglobuline k ou l. Enfin les taux 

d’expression de CD20 et de CD23 permettent de différencier les clones de LLC d’autres types 

de pathologies B au phénotype proche (leucémie pro-lymphocytaire, lymphome de la zone 

marginale) (Hallek, 2017).  

L’immunophénotypage permet grâce aux cinq marqueurs CD5, CD23, CD79b (ou 

CD22), FMC7 et sIg, de calculer le score de Matutes (Matutes et al., 1994) (Tableau 1). Selon 

l’expression de ces antigènes, un score entre 0 et 5 est déterminé. Un score de 4 ou 5 est en 

faveur d’un diagnostic de LLC et élimine les autres pathologies connues pour engendrer des 

hyperlymphocytoses ; un score de 3 correspond généralement à une « LLC atypique ». Les 

scores inférieurs ou égaux à 3 permettent de caractériser d’autres syndromes 

lymphoprolifératifs chroniques B, tout en excluant formellement le diagnostic de la LLC 

(Matutes et al., 1994; Moreau et al., 1997). 

 

Tableau 1 : Score de Matutes 

D’après Evrard et al., 2005 

I.5. Les facteurs pronostiques 

Selon les patients, la LLC peut présenter une évolution extrêmement variable, allant 

d’une espérance de vie non modifiée à un décès rapide des suites de la pathologie elle-même 

ou de ses complications. La découverte de facteurs pronostiques a ainsi été d’une importance 

capitale pour classifier les patients en différents groupes prédictifs de l’évolution de la 
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maladie mais permettant surtout de déterminer une stratégie thérapeutique adaptée, de plus en 

plus ciblée au cours des dernières années. 

Des facteurs non spécifiques à la LLC, peuvent impacter négativement la survie de 

patients. On trouve parmi ces facteurs l’âge avancé, un mauvais état général du patient, le 

sexe masculin ou encore la présence de signes de comorbidités associées à la LLC (Bossard et 

al., 2007; Catovsky et al., 1989; Lee et al., 1987). 

I.5.1. Les classifications cliniques 

Les systèmes de classification de Rai et de Binet permettent de classer les LLC en 

groupes pronostiques en s’appuyant sur des paramètres cliniques. 

I.5.1.1. La classification de Rai 

La classification de Rai, établie en 1975 (Rai et al., 1975), définit cinq groupes basés 

sur la survie médiane la plus courte. Les groupes sont définis par l’existence d’un syndrome 

tumoral (adénopathie, splénomégalie ou hépatomégalie) et la présence de cytopénies (anémie, 

thrombopénie) (Tableau 2). Par la suite, la classification de Rai a été modifiée (Hallek, 2017; 

Scarfò et al., 2016), pour réduire à 3 le nombre de catégories de risque (Tableau 3). Les 

patients présentant une lymphocytose isolée dans le sang et/ou la moelle osseuse (cellules 

lymphoïdes >30%) sont considérés comme à faible risque (anciennement stade Rai 0). Les 

patients avec lymphocytose, adénopathies et splénomégalies, associées ou non à̀ une 

hépatomégalie, présentent une pathologie à risque intermédiaire (anciennement stade Rai I ou 

Rail II). Les patients atteints d’une lymphocytose associée à une anémie (taux d’hémoglobine 

<11 g/dL) ou à une thrombocytopénie (nombre de plaquette < 100000/mm3) sont considérés 

comme à risque élevé (anciennement stade Rai III et Rai IV respectivement) (Hallek, 2017). 
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Tableau 2 : Classification de Rai version originale  

D’après Evrard et al., 2005; Rai et al., 1975 

 

Risque Définition 

Faible Lymphocytose sanguine et médullaire isolée >5000/mm3 (Stade 0) 

Intermédiaire Lymphocytose avec adénopathies (Stade I) et/ou hépato- splénomégalie 

(Stade II) 

Élevé Lymphocytose avec anémie (Stade III) et/ou thrombocytopénie (Stade IV) 

Tableau 3 : Classification de Rai révisée  

D’après Scarfò et al., 2016 

I.5.1.2. La classification de Binet 

La classification de Binet (Binet et al., 1981), datant de 1981, définit trois stades 

pronostiques, stades A, B, et C, d’après les valeurs de l’hémogramme ainsi que le nombre 

d’aires ganglionnaires atteintes au moment de l’examen physique. Cette classification est 

prédictive de la survie des patients, avec une médiane supérieure à 12 ans pour les stades A, 

puis de 5 à 8 ans pour les stades B et moins de 5 ans pour les stades C (Tableau 4). 
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Tableau 4 : Classification de Binet  

Extrait de Evrard et al., 2005 

 

Les deux classifications de Rai et de Binet permettent donc de classer les patients LLC 

selon 3 groupes : les stades précoces, Rai 0 et Binet A, avec une moyenne de survie 

supérieure à 10 ans, les stades intermédiaires, Rai I/II et Binet B, avec une moyenne de survie 

de 5 à 7 ans, et les stades avancés, Rai III/IV et Binet C, avec une moyenne de survie de 2 à 4 

ans (Figure 7) (Binet et al., 1981; Montserrat, 2006; Rai et al., 1975). Malgré leurs bonnes 

valeurs pronostiques, les classifications de Rai et Binet ne prennent en compte que les 

caractéristiques cliniques de la pathologie. En effet ces deux systèmes ne permettent pas de 

différencier des patients en stade précoce avec un bon pronostic (pathologie stable et peu 

d’évolution) d’un patient à mauvais pronostic (évolution en stades intermédiaires puis 

avancés, avec nécessité plus rapide d’un traitement). L’identification de nombreux facteurs 

pronostiques, biologiques et moléculaires, ont permis d’améliorer les prédictions d’évolution 

de la maladie, de survie du patient, mais également de réponse aux traitements (Cramer and 

Hallek, 2011; Kay et al., 2007). 
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Figure 7 : Survie globale des patients atteints de LLC selon les classifications de Binet (A) et de Rai (B) 

Extrait de Montserrat, 2006 

 

I.5.1.3. Le temps de doublement lymphocytaire 

Le temps de doublement lymphocytaire est la durée au cours de laquelle le nombre 

absolu de lymphocytes B observé au diagnostic est doublé. Un temps de doublement 

lymphocytaire inférieur à un an est associé à un pronostique défavorable, avec une survie sans 

progression réduite ainsi qu’une survie globale diminuée. S’il est inférieur à 6 mois, la 

maladie est alors considérée comme à progression rapide et nécessite un traitement immédiat. 

Cet outil n’est cependant fiable que pour évaluer l’activité de la maladie de patients en stade 

précoce (<30000 LB/mm3) (Cramer and Hallek, 2011). 

I.5.2. Le statut mutationnel IgHV 

Le statut mutationnel des gènes des chaînes lourdes d’immunoglobuline IGHV permet 

de séparer les patients LLC en deux groupes distincts. Ce statut mutationnel dépend de 

l’origine des cellules B, en effet, les cellules B naïves (ou pré-germinales) possèdent des 

gènes IGHV non mutés, tandis que ceux des cellules B mémoires (post-germinales) sont 

mutés (Chiorazzi et al., 2005). Un gène IGHV est considéré comme muté si plus de 2% de la 

séquence ADN (acide désoxyribonucléique) est non-homologue à celle des LB naïfs (Damle 

et al., 1999; Hamblin et al., 2002). Environ 60% des patients sont IGHV mutés, et 40% non 

mutés ; contrairement à de nombreux autres facteurs, le statut mutationnel IGHV d’un 

individu reste le même tout au long de la maladie (Hamblin et al., 2002; Kröber et al., 2002).  

Le statut mutationnel IGHV est l’un des premiers marqueurs biologiques à valeur 

prédictive sur le pronostic clinique à avoir été identifié. Les patients avec des gènes IGHV 
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non-mutés ont significativement plus de chances d’être plus âgés, de présenter des stades 

avancés de la maladie, des morphologies cellulaires atypiques, et une maladie progressive 

(Hamblin et al., 1999). Les gènes IGHV non-mutés sont donc associés avec des pathologies de 

stades plus avancés, prédisant une survie sans progression de la maladie et une survie globale 

des patients diminuées, et ce quel que soit le stade de la maladie (Figure 8) (Kröber et al., 

2002; Stilgenbauer et al., 2007). L’identification de clones IGHV non-mutés est donc de 

mauvais pronostic pour le patient (Damle et al., 1999; Hamblin et al., 2002). Une étude 

récente a montré que plus le taux de mutations est élevé plus le pronostic de survie sans 

progression et de survie globale est favorable, suggérant qu’un classement des patients selon 

le pourcentage de mutation des gènes IGHV serait plus relevant qu’une séparation muté/non-

muté (Figure 8) (Jain et al., 2018).  

 

Figure 8 : Courbe de survie sans progression (A) et survie globale (B) selon le pourcentage de mutation IGHV 

(de 0% à 9% et plus) 

Extrait de Jain et al., 2018 

  

I.5.3. L’expression de CD38 

La protéine CD38 est une glycoprotéine transmembranaire exprimée à la surface des 

lymphocytes B, où elle joue un rôle important dans les processus apoptotiques. Elle stimule la 

survie et la prolifération des LB suite à leur transformation néoplasique (Damle et al., 1999; 

Hamblin et al., 2002; Malavasi et al., 2011). Une forte expression de CD38 dans les cellules 

leucémiques est de mauvais pronostic, associée à des stades avancés de la LLC, des survies 

sans progression et globale diminuées et un temps plus court avant l’initiation du premier 

traitement (D’arena et al., 2001; Del Poeta et al., 2013; Dürig et al., 2002). L’expression de 

CD38 est fortement associée au le statut mutationnel IGHV, en effet les patients avec des 
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gènes IGHV non-mutés ont une expression de CD38 significativement plus importante 

(Damle et al., 1999). Ainsi, le niveau d’expression de CD38 pourrait servir de marqueur pour 

remplacer le statut mutationnel IGHV, cependant contrairement à ce dernier, l’expression de 

CD38 peut varier au cours de l’évolution de la LLC, c’est donc un très bon marqueur 

pronostique, mais dépendant du moment de l’analyse (Ghia et al., 2003; Ibrahim et al., 2001). 

I.5.4. L’expression de ZAP-70 

La protéine ZAP-70 est une protéine tyrosine kinase cytoplasmique impliquée dans la 

signalisation du TCR. L’expression de ZAP-70 est détectée dans les LB-LLC mais pas dans 

les LB normaux (Chen et al., 2002). L’expression de ZAP-70 est le facteur le plus 

discriminatoire entre les statuts IGHV mutés ou non-mutés et permet de prédire dans 93% des 

cas le statut mutationnel (Wiestner et al., 2003). Contrairement à CD38, le niveau 

d’expression de ZAP-70 ne varie pas au cours de la maladie (Crespo et al., 2003) et une forte 

expression est de mauvais pronostic, associée à une augmentation de la signalisation du BCR 

contribuant à une maladie plus agressive (Chen et al., 2002). Un pourcentage supérieur à 20% 

de cellules ZAP-70+ est associé à une survie globale diminuée (Crespo et al., 2003; Rassenti 

et al., 2004). Enfin, le taux d’expression de ZAP-70 semble être le meilleur facteur pronostic, 

en comparaison à CD38 et au statut mutationnel IGHV, pour des patients nouvellement 

diagnostiqués, même pour les patients présentant des stades asymptomatiques ou précoces de 

LLC (Rassenti et al., 2008). 

Les niveaux d’expression de CD38 et de ZAP-70, au même titre que le statut 

mutationnel IGHV, semblent donc être de bons marqueurs pronostiques, avec l’avantage de 

pouvoir être analysés rapidement et en routine par cytométrie en flux. 

L’association des trois facteurs reste le meilleur facteur prédictif. Ainsi une LLC 

CD38-/ZAP-70-/IGHVmuté correspondrait au groupe ayant le meilleur pronostic et une LLC 

CD38+/ZAP-70+/IGHVnon-muté au groupe ayant le moins bon pronostic (Figure 9) (Morilla et 

al., 2008; Rassenti et al., 2008). 
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Figure 9 : Les facteurs pronostiques CD38, ZAP-70 et mutation de IGHV 

A) Impact des combinaisons des trois facteurs CD38, ZAP-70 et mutation de IGHV sur le délai d’initiation du 

premier traitement après le diagnostic. B) Courbe de survie globale des patients LLC selon le groupe de 

combinaison des trois facteurs précédents. 

Extrait de Morilla et al., 2008 

 

I.5.5. Les facteurs sériques 

L’avantage d’utiliser des marqueurs sériques en tant que facteurs de diagnostic et de 

pronostic est la simplicité, la rapidité et la fiabilité des résultats. Trois facteurs solubles ont été 

identifiés comme marqueurs de la LLC, la b2-microglobuline (b2-m), la Thymidine Kinase 

(TK) et le CD23 soluble, mais leur utilisation en clinique reste limitée en raison de la forte 

influence de facteurs non reliés à la LLC sur leurs taux sériques (Cramer and Hallek, 2011) 

I.5.5.1. La b2 microglobuline 

La b2-m est une protéine extracellulaire appartenant au Complexe Majeur 

d’Histocompatibilité (CMH) de classe I, pouvant se trouver sous forme soluble dans le sérum. 

La concentration de la forme sérique de la b2-m est considérée comme un marqueur 

pronostique dans la LLC (Hallek et al., 1999). La présence d’une concentration élevée de b2-

m dans le sérum est associée à un stade avancé de la maladie, une masse tumorale élevée, 

ainsi qu’une invasion médullaire et ganglionnaire, et est de mauvais pronostic avec une survie 

sans traitement plus courte et une réponse diminuée aux chimiothérapies (Delgado et al., 

2009; Gentile et al., 2009; Montillo et al., 2005). Il existe également une corrélation entre le 

taux de b2-m et l’expression de CD38 et ZAP-70 (Schroers et al., 2005). La valeur 

pronostique de la b2-m est donc bonne et elle peut être analysée en routine, mais doit 
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cependant être ajustée par rapport à son élimination rénale dépendante du débit de filtration 

glomérulaire (Cramer and Hallek, 2011). 

I.5.5.2. La Thymidine Kinase 

La TK est une enzyme impliquée dans le contrôle de la synthèse d’ADN, elle est donc 

exprimée en quantité plus importante dans les cellules en prolifération. Dans la LLC, un taux 

sérique élevé de TK est corrélé avec des stades avancés de la maladie, une progression rapide, 

et une mauvaise réponse aux traitements, et donc de mauvais pronostic (Cramer and Hallek, 

2011; Di Raimondo et al., 2001). Des taux élevés de TK sérique sont également associés à 

d’autres facteurs de mauvais pronostic tels que le temps de doublement lymphocytaire, 

l’expression de CD38 et ZAP-70, les taux de CD23 solubles, les anomalies cytogénétiques et 

le statut mutationnel IGHV (Matthews et al., 2006). Les taux de TK élevés ne sont cependant 

pas spécifiques de la LLC et son utilisation comme facteur pronostique est donc limitée. 

I.5.5.3. Le CD23 soluble 

Le CD23 est un récepteur de faible affinité pour les IgE exprimé à la surface des LB 

matures et des LB leucémiques. Sa forme soluble agit comme un facteur de croissance 

induisant la prolifération des LB normaux et leucémiques (Molica et al., 1996; Sarfati et al., 

1996). Sa forte expression sérique dans la LLC est associée aux infiltrations médullaires, à 

une masse tumorale importante et un temps de doublement lymphocytaire plus court. Le 

CD23 soluble est donc un facteur de mauvais pronostic, associé à une progression de la 

pathologie aux stades précoces et une survie globale réduite (Cramer and Hallek, 2011) et son 

dosage pourrait permettre un diagnostic plus précoce de la LLC (Kaaks et al., 2015). 

I.5.6. Les anomalies cytogénétiques 

Des anomalies cytogénétiques récurrentes sont observées dans la LLC au niveau des 

régions chromosomiques 13q, 11p, 12q, 17p et 6q. La détection standard de ces anomalies 

cytogénétiques est réalisée par hybridation in situ en fluorescence (FISH) et permet 

d’identifier au moins une anomalie dans plus de 80% des cas de LLC (Döhner et al., 2000; 

Nelson et al., 2007). Les patients peuvent présenter une seule ou plusieurs anomalies 

associées, certaines d’entre elles ont une valeur pronostique, la délétion 13q associée à une 

survie plus longue tandis que les délétions 11q et 17p sont associées à des survies plus 

courtes, et sont prises en compte dans les choix thérapeutiques. Les anomalies cytogénétiques 

peuvent apparaître au cours du développement de la LLC, et surviennent plus fréquemment 
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chez les patients IGHV non-muté (Damle et al., 1999; Hamblin et al., 2002). Un système 

hiérarchique a été établi, définissant cinq groupes, classés du meilleur au moins bon 

pronostic : la délétion 13q14, aucune anomalie, la trisomie 12, la délétion 11q22-23 et la 

délétion 17p13 (Döhner et al., 2000). 

I.5.6.1. La délétion 13q14 

La délétion 13q14 est l’anomalie génétique la plus commune dans les cas de LLC, elle 

est observée chez environ 55% des patients, et est associée à un pronostic favorable, avec une 

médiane de survie de 133 mois (Döhner et al., 2000). Elle correspond à une délétion cryptique 

de la bande 13q14.3, le plus souvent hétérozygote mais également parfois de façon 

homozygote sans différences cliniques notables (Garg et al., 2012; Puiggros et al., 2013). Au 

niveau de cette région 13q se situent les gènes codant les miR-15a et miR-16-1, inhibiteurs de 

Bcl-2, et connus pour être impliqués dans la leucémogénèse (Calin et al., 2002). Cette 

délétion est associée à un bon pronostic, supérieur à celui des patients sans anomalie 

cytogénétique, qui peut s’expliquer par la proximité dans la même région d’un cluster 

régulant la progression des cellules dans le cycle cellulaire (Klein et al., 2010).  

I.5.6.2. La trisomie 12  

La trisomie 12 est la première anomalie cytogénétique observée dans les cas de LLC, 

elle est détectée chez 10 à 20% des patients et est associée à un pronostic intermédiaire avec 

une médiane de survie de 114 mois (Döhner et al., 2000; Nguyen-Khac et al., 2013). Elle 

apparait précocement dans le développement de la maladie et joue un rôle dans l’acquisition 

d’anomalies supplémentaires, telles que la trisomie 19 ou des mutations de NOTCH1 et TP53 

(Falisi et al., 2014; Landau et al., 2013; Sellmann et al., 2007). Les facteurs de risques ZAP-

70+, les mutations de NOTCH1, et un statut IGHV non-muté sont associés avec la trisomie 12 

(Balatti et al., 2012; Quijano et al., 2008). 

I.5.6.3. La délétion 11q22-23 

Cette délétion est la deuxième anomalie cytogénétique la plus fréquente, elle est 

détectée dans 5 à 20% des cas, généralement présentant à une atteinte ganglionnaire 

importante et des gènes IGHV non-mutés (Döhner et al., 2000; Marasca et al., 2013; Wierda 

et al., 2011; Zenz et al., 2010a). La région délétée contient les gènes ATM (gène suppresseur 

de tumeur, le second allèle est également é muté dans 22 à 40% des cas) et BIRC3 (inhibiteur 

de NF-kB) ce qui pourrait contribuer au développement de la pathologie et à son mauvais 
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pronostic (Rose-Zerilli et al., 2014; Rossi et al., 2012a). La délétion 11q est associée à un 

délai d’initiation du premier traitement plus court, une rémission moins durable et une survie 

globale diminuée (Döhner et al., 1997, 2000; Rossi et al., 2015).  

I.5.6.4. La délétion 17p13 

Les délétions 17p13 sont détectées dans 3 à 10% des cas et sont historiquement liées à 

une moins bonne réponse thérapeutique des patients, une survie sans progression diminuée, de 

même que la survie globale (Stilgenbauer et al., 2009). Cette délétion entraine la perte du 

gène TP53 et est ainsi de très mauvais pronostic. La délétion 17p13 est en règle générale 

également associée à d’autres facteurs de mauvais pronostics, l’expression de CD38 et ZAP-

70 et des gènes IGHV non-mutés (Kröber et al., 2006; Quijano et al., 2008). Les délétions 

acquises au cours de l’évolution de la maladie, et non en tant qu’évènement primaire, sont de 

pronostic très péjoratif (Landau et al., 2013), et les patients ayant cette délétion représentent 

près de la moitié des cas résistant au traitement à la fludarabine (Wawrzyniak et al., 2014). 

Dans plus de 90% des cas de LLC avec délétion 17p13, l’autre copie du gène TP53 est mutée 

(Malcikova et al., 2009). 

I.5.6.5. Le gain 2p 

Cette anomalie correspond au gain d’une partie ou de tout le bras court du 

chromosome 2. Elle est observée dans 28% des cas de LLC en stade binet B/C (Chapiro et al., 

2010). Cette anomalie entraine une dérégulation des gènes présents dans cette région, 

notamment REL (2p16.1), ACP1 (2p25.3), XPO1 (2p15) et les oncogènes NCOA1 (2P23.3), 

ROCK2 (2p25.1), ALK (2p22.3) et MYCN (2p24.3) (Cosson et al., 2017; Fabris et al., 2013; 

Ma et al., 2011). La protéine REL joue un rôle dans l’activation de la voie NF-kB, ACP1 

(Acid Phosphatase 1) dans la signalisation des lymphocytes T (LT) et l’exportin-1 est 

impliquée dans la régulation de la voie des MAPKs et régule les facteurs de transcription 

NFAT et AP-1 (Activating Protein 1). ROCK2 (Rho-associated protein kinase 2) et NCOA1 

(Nuclear Receptor Coactivator 1) sont impliquées dans l’activation de voies de signalisation, 

respectivement la voie des MAPKs et les facteurs de transcriptions STAT3 (Signal transducer 

and activator of transcription 3) et STAT5. ALK (Anaplastic lymphoma kinase) joue un rôle 

dans la signalisation par les récepteurs à activité tyrosine kinase, tandis que Myc-N est un 

facteur de transcription surexprimé dans de nombreux cancers. Au voisinage chromosomique 

des gènes codants ces protéines se trouve le gène NTSR2, en 2p25.1 (Figure 10). Ce gène est 

donc potentiellement dérégulé en même temps que ceux décrits précédemment.  
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Figure 10 : Représentation du bras 2p du chromosome 2 et localisation des gènes dérégulés lors du gain 2p ainsi 
que du gène NTSR2. 

 

Le gain 2p est associé au statut IGHV non-muté et aux expressions de CD38 et 

ZAP70. De même le gain 2p est dans la grande majorité des cas associé avec d’autres 

anomalies cytogénétiques, telles que del13q14, del11q22, del17p13 ou del6p (Chapiro et al., 

2010). Le gain 2p est donc associé à un mauvais pronostic. De plus une étude a directement 

impliqué le gène XPO1, dérégulé lors du gain 2p, dans les mécanismes de résistance aux 

thérapies actuelles telles que l’ibrutinib, le venetoclax ou l’idelalisib, conférant une valeur 

pronostique au gain 2p quant aux réponses des patients aux traitements (Cosson et al., 2017). 

I.5.6.6. Le caryotype complexe 

Un caryotype complexe correspond à un caryotype possédant 3 anomalies 

cytogénétiques ou plus. Les caryotypes complexes sont observés jusqu’à 16% des cas (à la 

fois non-traités et en rechute après chimiothérapie). Il est souvent associé avec les facteurs de 

mauvais pronostics CD38, IGHV non-muté, délétions 11q et 17p (Haferlach et al., 2007; 

Jaglowski et al., 2012) et est donc de mauvais pronostic, avec une diminution de la survie sans 

progression et de la survie globale (Neste et al., 2007; Woyach et al., 2012b). C’est également 

la seule anomalie cytogénétique qui prédit une résistance aux traitements à l’ibrutinib 

(Thompson et al., 2015). 

I.5.6.7. Autres anomalies cytogénétiques 

Certains cas de LLC peuvent présenter des anomalies cytogénétique moins fréquentes. 

Parmi elles la délétion 6q21-23, présente chez 5-6% des patients (Zhang et al., 2000), est 

associée à une hyperlymphocytose importante, des LB à morphologie atypiques et un 

pronostic intermédiaire. Dans d’autres cas (4 à 7%), sont détectées des translocations 

chromosomiques impliquant le réarrangement des gènes IGHV en localisation 14q32. Ce 
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locus peut être juxtaposé au locus BCL1 en 11q13, ce qui entraine l’activation constitutive du 

gène codant la cycline D1 et donc une stimulation du cycle cellulaire (Harris et al., 1999). Il 

peut aussi être juxtaposé au locus 18q21, entrainant une surexpression du gène BCL2. 

D’autres translocations, ont été observées t(14 ;19)(q32 ;q13) impliquant le gène BCL3 

(Chapiro et al., 2008), ou encore t(2 ;14)(p13 ;q34) impliquant les gènes IGHV et BCL11A 

(Satterwhite et al., 2001). Ces translocations sont toutes rares et associées à un mauvais 

pronostic. 

 

Anomalies Fréquence 

(%) 

Gènes associés Processus cellulaires affecté Pronostique 

del(13q14) 50 MIR15A/MIR16-1, 

DLEU2, RB1, DLEU7 

Régulation de l’expression de 

Bcl-2, contrôle du cycle 

cellulaire, signalisation NF-kB 

Bon 

Trisomie 12 20 Inconnu Inconnu Bon/Intermédiaire 

del(11q22-

23) 

6-20 ATM, BIRC3 Réparation de l’ADN, 

signalisation NF-kB 

Mauvais 

del(17p13) 5-10 TP53 Perte d’un suppresseur de 

tumeurs 

Mauvais 

del(6q21) 5-7 ZNF292 Régulation transcriptionnelle Inconnu 

Gain 2p 5-28 XPO1, REL, BCL11A, 

MYCN 

Mécanismes d’épissage de 

l’ARN, signalisation NF-kB, 

prolifération 

Mauvais 

amp(8q24.21) 5 MYC Prolifération, apoptose Mauvais 

del(8p) 5 TRAIL-R Apoptose Mauvais 

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

del(2q37) 2 SP140/SP110 Régulation transcriptionnelle Aucun 

del(3p21) 2 SMARCC1/SETD2 Épissage de l’ARN et réparation 

de l’ADN 

Mauvais 
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del(10q24) 2 NFKB2 Signalisation NF-kB Inconnu 

Tableau 5 : Résumé des anomalies cytogénétiques fréquentes dans les cas de LLC et leurs effets biologiques et 

pronostiques associés. 

Extrait de (Ghamlouch et al., 2017) 

I.5.7. Les mutations récurrentes 

L’identification de nouvelles mutations somatiques a permis d’élargir nos 

connaissances sur l’hétérogénéité génomique des cas de LLC, tout en apportant une plus-

value pronostique.  

I.5.7.1. Mutation de TP53 

Le gène TP53, est un gène suppresseur de tumeur, situé au niveau de la région 

17p13.1. Il code la protéine p53 qui a pour rôle d’induire l’arrêt du cycle cellulaire ou 

l’apoptose de la cellule si elle détecte des dommages au niveau de l’ADN. Si le gène TP53 est 

altéré, les cellules présentant des dommages ADN peuvent tout de même poursuivre leur 

cycle cellulaire et échapper à l’apoptose. 

Comme discuté précédemment, le gène TP53 peut être délété lors des délétions 17p13 

dans certains cas de LLC, mais des mutations de ce gène sont également détectées. Ces 

mutations prédisent une forte diminution de la survie globale des patients ainsi qu’une 

résistance aux traitements (The International CLL-IPI working group, 2016). Une étude de 

309 patients a montré que 14% des patients ont des anomalies de TP53, et parmi eux 22% 

portaient uniquement la mutation de TP53 sans la délétion 17p13 (Rossi et al., 2009b). Ces 

patients ayant uniquement une mutation ont un pronostic aussi défavorable que ceux 

possédant une délétion 17p13, et les patients présentant une délétion sur un allèle et une 

mutation sur l’autre ont encore un moins bon pronostic (Gonzalez et al., 2011; Zenz et al., 

2010b). 

I.5.7.2. Mutation de NOTCH1 

NOTCH1, un gène situé au niveau de la région 9q, code pour une protéine 

transmembranaire de classe I qui agit comme un facteur de transcription activé par son ligand, 

et qui est impliquée dans la régulation de la différenciation, la prolifération et l’apoptose, 

notamment lors du développement du système hématopoïétique (Suresh and Irvine, 2015). 

Des mutations de NOTCH1 sont observées chez environ 4% des patients au diagnostic, mais 

chez 30% des patients dans les cas de LLC en rechute ou réfractaires aux traitements (Fabbri 
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et al., 2011; Rossi et al., 2012b). Les mutations de NOTCH1 sont considérées comme de 

mauvais pronostic, avec une diminution des survies globales et des réponses aux 

chimiothérapies et chimio-immunothérapies (Bo et al., 2014). Près d’un tiers des patients avec 

une trisomie 12 présentent des mutations de NOTCH1 créant ainsi une sous-catégorie avec un 

moins bon pronostic (Oscier et al., 2013). 

I.5.7.3. Mutation de SF3B1 

Le gène SF3B1 est situé au niveau de la région 2q33.1 et code pour la protéine 

Splicing Factor 3B Subunit 1, impliquée dans la formation du complexe d’ubiquitination U2 

nécessaire aux mécanismes d’épissage des ARN (acide ribonucléique) messagers. Des 

mutations de SF3B1 sont observées chez 9 à 15% des patients, ce qui en fait la deuxième 

mutation la plus fréquente après TP53, et qui est détectée principalement chez des patients 

ayant la délétion 11q22-23 (Wang et al., 2011b). Les mutations de SF3B1 et de NOTCH1 sont 

mutuellement exclusives (Nabhan et al., 2015). Les mutations de SF3B1 sont associées à un 

mauvais pronostic, avec des réponses diminuées aux chimio-immunothérapies et des périodes 

de rémission plus courtes (Hallek et al., 2010; Rossi et al., 2011; Stilgenbauer et al., 2014). 

I.5.7.4. Mutation de MYD88 

Le gène MYD88 se situe à la localisation 3p21.3-3p22 et code une protéine 

cytoplasmique ayant un important rôle de médiateur de la réponse immunitaire (Bonnert et al., 

1997). Des mutations de MyD88 sont présentes chez environ 5% des patients atteints de LLC, 

souvent en association avec des IGHV mutés et de faibles expressions de CD38 et ZAP-70. 

De plus les patients mutés MyD88 sont généralement jeunes (médiane de 47 ans), l’ensemble 

de ces facteurs tend donc vers un pronostic favorable des mutations MyD88. Les délais avant 

le traitement initial et la survie globale ne sont cependant pas différents des patients sans 

mutation (Baliakas et al., 2015; Martínez-Trillos et al., 2014). 

I.5.7.5. Mutation de ATM 

Le gène ATM, localisé en 11q22-q23, code une protéine impliquée dans la régulation 

du cycle cellulaire, la réparation de l’ADN et l’apoptose (Campregher and Hamerschlak, 

2014). On détecte des mutations chez jusqu’à 25% des patients, associées ou non aux 

délétions 11q décrites précédemment (Austen et al., 2005). 30 à 40% des patients présentant 

une délétion 11q portent une mutation sur le deuxième allèle de ATM tandis que 22 à 75% des 

patients mutés ont également une délétion 11q (Austen et al., 2007; Guarini et al., 2012). Les 
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mutations de ATM sont de mauvais pronostic, souvent associées aux IGHV non-muté et à 

l’expression de ZAP-70, et le pronostic est encore dégradé lorsque les mutations ATM sont 

associées à une délétion 11q (Rossi and Gaidano, 2012). 

I.5.7.6. Mutation de BIRC3 

BIRC3 est un régulateur négatif de la signalisation NF-kB et est muté dans 4 à 9% des 

cas de LLC (Chiaretti et al., 2014; Rossi et al., 2012a). Le gène BIRC3 se situe dans le 

voisinage chromosomique de ATM sur le bras 11q et est sa délétion occure dans 83% des cas 

dans lesquels ATM est délété. La perte de BIRC3 par mutation ou délétion provoquerait une 

activation constitutive de la voie NF-kB, et est associée à un mauvais pronostic, avec une 

augmentation de la résistance aux chimiothérapies à base de fludarabine et diminution de la 

survie globale (Rossi et al., 2012a, 2013). 

I.5.8. L’index de pronostic international pour les patients atteints de LLC (IPI-CLL) 

Une classification internationale, l’IPI-CLL, a été proposé en 2016 (International 

CLL-IPI working group, 2016). En prenant en compte les facteurs pronostiques principaux, 

ainsi que les stades cliniques de la LLC présentés par les patients, un score est assigné selon 

un modèle multivarié (Tableau 6), et les scores obtenus déterminent quatre groupes de risque. 

Un score de 0 ou 1 est associé à un risque faible, un score de 2 ou 3 correspond à un risque 

intermédiaire, un score de 4 à 6, à un risque élevé, et un score de 7 à 10 définit le groupe à très 

haut risque. Plus le risque est élevé, plus la survie globale des patients est diminuée ; cette 

classification a été appliquée à 4 cohortes indépendantes de patients, montrant des résultats 

similaires, ce qui semble valider cette méthode (Figure 11). 

Marqueur pronostique Facteur de risque Score de risque assigné 

Statut du gène TP53 Délétion ou mutation 4 

Statut mutationnel IGHV Non-muté 2 

Concentration sérique de b2-

microglobuline 

>3-5 mg/L 2 

Stade clinique Rai I-IV ou Binet B-C 1 

Age >65 ans 1 

Tableau 6 : Modèle multivarié CLL-IPI. 

D’après International CLL-IPI working group, 2016 
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Figure 11 : Survie globale selon le groupe de risque CLL-IPI. 

Extrait de International CLL-IPI working group, 2016. 

I.6. L’évolution de la maladie 

La LLC est dans la majorité des cas une maladie indolente durant de nombreuses 

années avec une évolution lente et progressive. L’évolution est cependant très hétérogène 

selon les patients, certains présentant une évolution extrêmement rapide et fatale de la masse 

tumorale. Des complications associées à la pathologie viennent également s’ajouter à cette 

hétérogénéité. 

Les complications infectieuses sont les plus fréquentes. Les patients atteints de LLC 

sont généralement victime d’une immunodépression secondaire (hypogammaglobulinémie, 

neutropénie, défaut d’opsonisation, LT dysfonctionnels) créant ainsi un risque d’infection 

majeur. On obsverve des infections bactériennes à germes encapsulés, les plus fréquentes, 

ainsi que des infections fongiques et herpétiques qui peuvent augmenter selon les traitements ; 
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la combinaison de Fludarabine, Cyclophosphamide et Rituximab est connue pour créer un 

risque majeur d’infection bactérienne et de réactivation virale. Les complications infectieuses 

sont la première cause de morbidité et de mortalité des patients atteints de LLC (Hallek et al., 

2008; Molica, 1994; Morrison, 2010; Young, 2011). 

La LLC peut également entrainer des complications auto-immunes, les plus fréquentes 

étant l’anémie hémolytique auto-immune et le purpura thrombopénique immunologique. Des 

cas d’érythroblastopénie et de granulocytopénie auto-immune, entrainant la destruction des 

précurseurs myéloïdes et conduisant au développement d’infections, ont aussi été observés 

(Strati and Caligaris-Cappio, 2011). Il est estimé que 5 à 10% des patients atteints de LLC 

développent des complications auto-immunes (Zent and Kay, 2010). 

L’immunosuppression engendrée par la présence de la LLC pourrait être associée à 

l’apparition chez les patients de cancers solides qualifiés de secondaires. En effet, les risques 

sont plus élevés chez les patients LLC que chez les personnes saines, de même âge et de 

même sexe, de développer ces cancers. On compte parmi eux, des mélanomes, des 

lymphomes, des cancers de la prostate, du sein, gastro-intestinaux, et pulmonaires (Scarfò et 

al., 2016). 

Dans certains cas relativement rares, la LLC peut se transformer en formes plus 

agressives, incluant le lymphome diffus ou Syndrome de Richter (SR), la transformation 

prolymphocytaire, et plus rarement la leucémie aiguë lymphoblastique. La transformation la 

plus fréquente est le SR, qui survient pour environ 5% des LLC, en moyenne 3,7 ans après le 

diagnostic, et se caractérise par une fièvre hectique, des adénopathies progressives et une 

augmentation du taux de lactate déshydrogénase. Le pronostic est très mauvais, avec des 

options thérapeutiques limitées et peu efficaces et une médiane de survie de 5 à 8 mois (Foon 

and Gale, 1988; Rossi et al., 2012c; Tsimberidou and Keating, 2005; Tsimberidou et al., 

2002). 

I.7. Les traitements de la LLC 

Au diagnostic, la plupart des patients présentent une pathologie indolente, sans 

symptômes, avec aucune ou très peu de progression et la pratique courante est de placer ces 

patients sous surveillance, sans traitement, avec des analyses NFS et des examens physiques 

réguliers. Une partie non négligeable des patients ne nécessitera jamais de traitement, mais 

dans la majorité des cas une LLC indolente va évoluer en LLC active, et l’apparition des 

premiers symptômes constitutifs de la LLC, ou de ses complications, est le signal d’initiation 
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du traitement (Hallek et al., 2018). L’identification des facteurs pronostiques, cliniques et 

biologiques, décrits précédemment, permet de sélectionner le traitement le plus approprié 

pour le patient. Historiquement, le traitement de première ligne recommandé était une 

combinaison de Fludarabine, Cyclophosphamide et Rituximab (FCR), ou de Bendamustine et 

Rituximab (BR) qui a prouvé son efficacité pour les patients plus jeunes et pour des LLC à 

risque bas ou intermédiaire (Eichhorst et al., 2016; Fischer et al., 2011; Hallek et al., 2010; 

Keating et al., 2005; Thompson and Wierda, 2016). Cependant, les patients à pronostics plus 

sombres (IGHV non muté, TP53 altéré, patient plus âgé) n’ont des réponses que limitées à ce 

traitement. Au cours des 5 dernières années, la multitude de traitements disponibles à 

considérablement augmenté, améliorant substantiellement les perspectives de survie des 

patients, et notamment des patients les plus à risques. Ces nouveaux agents ont un panel de 

cibles très variées et permettent une prise en charge de plus en plus personnalisée des patients 

(Burger and O’Brien, 2018). 

I.7.1. Les chimio-immunothérapies FCR et BR 

Le traitement le plus classique utilisé en première ligne, le FCR, est l’association de 

trois agents : 

- La Fludarabine, un analogue des nucléosides puriques, qui est incorporé à l’ADN et l’ARN, 

interférant avec la synthèse et la réparation de l’ADN, résultant en lymphocytopénie (Keating 

et al., 1998). 

- Le Cyclophosphamide, un agent alkylant, induisant des dommages à l’ADN par attachement 

d’un groupe alkyl sur les guanines de l’ADN 

- Le Rituximab, un anticorps anti-CD20, induisant la mort des LB-LLC exprimant le CD20. 

Le traitement FCR a révolutionné la thérapie de la LLC (Keating et al., 2005; Wierda 

et al., 2005), car pour la première fois, 40 à 70% des patients nouvellement diagnostiqués 

montraient une rémission complète après six cycles de traitement, ainsi qu’un temps de survie 

sans progression et une survie globale nettement meilleures que celles obtenues avec les 

anciens traitement (Hallek et al., 2010). Les patients présentant une LLC à faible risque 

(del13q, IGHV muté) montrent une rémission durable dépassant régulièrement les 10 ans 

(Thompson et al., 2016), mais ce traitement a cependant des limites et les patients avec des 

LLC à haut risque (del17p, del11q, IGHV non-muté) répondent moins bien au traitement 

(30% de rémission) et la rémission est moins durable (médiane inférieure à 4 ans) (Fischer et 

al., 2016). Une approche individualisée du traitement consiste à suivre l’efficacité du 
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traitement, en détectant l’absence de cellules leucémiques résiduelles par cytométrie en flux à 

partir de prélèvements sanguins, cela permettant d’arrêter le traitement plus tôt en cas de 

rémission avant la fin des six cycles et ainsi réduire le risque de cancers et complications 

secondaires chimio-induites (Benjamini et al., 2015; Strati et al., 2014). Le traitement FCR est 

aujourd’hui le traitement standard utilisé en première ligne pour les patients à faible risque et 

ne présentant pas de co-morbidités (Cramer et al., 2016).  

Le traitement BR, à base de Bendamustine et Rituximab, est l’alternative la plus 

fréquente au FCR. Les efficacités des deux traitements sont similaires, avec une survie sans 

progression légèrement plus courte pour le BR. En revanche, le BR entraine une 

myélosuppression (neutropénie, thrombocytopénie) moins importante et est donc préconisé 

pour certains patients (Eichhorst et al., 2016). En cas de non réponse au traitement, celui-ci 

peut être arrêté et remplacé par l’une des nouvelles thérapies ciblées disponibles (Burger and 

O’Brien, 2018). 

De plus, une étude récente a démontré que l’effet cytotoxique du rituximab serait 

partiellement dû à l’activation de la cytotoxicité dépendante du complément (CDC). Une 

hypersialylation de la membrane plasmique est associée à une résistance des LB-LLC à cette 

CDC, indépendamment du stade clinique et des facteurs pronostiques. Ainsi, l’expression de 

l’acide sialique α2-6 et la résistance à la CDC  pourraient constituer un biomarqueur prédictif 

de résistances aux traitement à base de rituximab (Bordron et al., 2018). Ces patients 

pourraient alors être orientés vers d’autres thérapies. 

I.7.2. Les nouvelles thérapies ciblées 

Les inhibiteurs pharmacologiques développés ces dernières années ont pour cible la 

voie de signalisation du BCR (Figure 12), et plus précisément les kinases impliquées, SYK, 

BTK et PI3Kd, ainsi que la protéine anti-apoptotique Bcl-2. Ces inhibiteurs ont été testés pour 

diverses pathologies malignes B, dégageant trois résultats majeurs. Premièrement, les patients 

atteints de LLC ont un très bon niveau de réponse à ces agents et des rémissions durables, en 

comparaison aux autres pathologies testées. Deuxièmement, ces inhibiteurs entrainent tous un 

phénomène appelé « lymphocytose de redistribution » correspondant à l’augmentation du 

nombre de LB leucémiques sanguins suite au relargage des LB leucémiques des tissus 

lymphoïdes secondaires (principalement les ganglions lymphatiques et la rate), associé à une 

diminution du volume de ces tissus. Enfin, et de façon tout à fait inédite, il n’existe pas de 

différence d’efficacité de ces inhibiteurs selon le groupe de risque de LLC. Les patients avec 
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un risque élevé et/ou une résistance aux chimio-immunothérapies classiques montrent une 

bonne réponse à ces agents, tout en montrant très rarement de signes de myélosuppression 

(Burger and O’Brien, 2018). 

 

Figure 12 : Ciblage thérapeutique de voies de signalisation spécifiques pour le traitement de la LLC. 

Extrait de Hallek, 2017 

 

L’ibrutinib : L’ibrutinib est un inhibiteur irréversible de Btk, par création d’un lien covalent 

avec le résidu C481 sur le site actif de Btk. L’inactivation de Btk entraine une inhibition de la 

voie de signalisation du BCR et donc de la survie et de la prolifération. Mais Btk est 

également impliquée dans la signalisation des intégrines et des récepteurs aux chimiokines 

CXCR4 et CXCR5 et son inhibition affecte donc la migration des cellules leucémiques et leur 

homing tissulaire (Burger and Buggy, 2013; de Gorter et al., 2007; Spaargaren et al., 2003). 

Plus de 85% des patients présentent une bonne réponse au traitement, quelles que soient leurs 

caractéristiques cliniques et les facteurs de risques exprimés. Le traitement à l’ibrutinib 

n’entraine que très peu d’effets secondaires. Suite à la première administration, les cellules 

leucémiques sont relarguées des tissus lymphoïdes vers la circulation sanguine. Compte tenu 

de la longévité importante de ces cellules circulantes, la lymphocytose peut être durable mais 

n’impacte pas la survie globale des patients. La monothérapie à l’ibrutinib est aujourd’hui 

l’approche standard de traitement de première ligne, de même que pour les patients en rechute 
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ou réfractaires aux autres thérapies (O’Brien et al., 2018; Woyach et al., 2014a). Cependant 

les réponses des patients sont en règle générale partielles, avec un niveau faible de pathologie 

persistante, et des combinaisons d’ibrutinib avec des anticorps anti-CD20 ou des 

chimiothérapies sont actuellement en cours d’essai clinique. Malgré l’efficacité de ce 

traitement, certains patients doivent le suspendre à cause d’effets indésirables, d’autres 

patients, rares, peuvent développer des résistances à l’ibrutinib, ce sont généralement des 

patients présentant des LLC à risque élevé. La résistance à l’ibrutinib peut également 

apparaître suite à une évolution clonale du gène BTK au niveau du site de liaison de l’ibrutinib 

(Ahn et al., 2017; Burger et al., 2016; Thompson et al., 2015; Woyach et al., 2014b, 2017). 

Des inhibiteurs de Btk de seconde génération sont actuellement en cours de développement ou 

d’essai cliniques. L’acalabrutinib, le tirabrutinib, le zanubrutinib et le SNS-062 ont tous un 

mécanisme de fonctionnement similaire à l’ibrutinib, tout en étant plus spécifique, de 

meilleures réponses des patients associées à des toxicités diminuées sont donc attendues 

(Burger and O’Brien, 2018). 

 

L’idelalisib : l’idelalisib est un inhibiteur sélectif réversible de PI3Kd, entrainant une 

inhibition de la voie de signalisation du BCR, de la phosphorylation d’AKT et ainsi, perturbe 

les interactions entre les cellules leucémiques et leur microenvironnement (Brown et al., 

2014; Hoellenriegel et al., 2011; Lannutti et al., 2011). De façon similaire à l’ibrutinib, 

l’idelalisib entraine donc une lymphocytose de redistribution, qui est persistante pour 

beaucoup de patients (Brown et al., 2014). La persistance de la lymphocytose a conduit à 

préconiser une combinaison d’idelalisib et de rituximab. Testée sur des patients en rechute ou 

réfractaires, cette combinaison montre de très bons résultats, améliorant la survie sans 

progression et la survie globale des patients, et est donc conseillée pour ces patients (Furman 

et al., 2014). Testé à plus large spectre, sur des patients naïfs de traitements, seul ou en 

combinaison, l’idelalisib a montré de nombreux effets indésirables (neutropénies, diarrhées 

et/ou coliques, transaminases hépatiques, hépatotoxiques, infections opportunistes), d’origine 

auto-immune pour certains (Ali et al., 2014; Jones et al., 2017; Smith et al., 2017; Zelenetz et 

al., 2017), et il a été conclu qu’un traitement avec l’idelalisib n’était préconisé que pour les 

patients ayant des contre-indications ou des intolérances à l’ibrutinib, ou si la pathologie a 

montré des signes de progression sous traitement avec un inhibiteur de Btk (Burger and 

O’Brien, 2018). Deux autres inhibiteurs de PI3K, le Duvelisib et l’Umbralisib, sont 
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actuellement en cours d’essai clinique, et montrent des résultats prometteurs pour le 

traitement de patients LLC en rechute et/ou réfractaires aux autres traitements. 

Le venetoclax : le venetoclax est une petite molécule, très sélective et avec un effet inhibiteur 

puissant sur la protéine anti-apoptotique Bcl-2. Son utilisation seule entraine des réponses 

chez 80% des patients, et une rémission complète pour 20%. La survie sans progression des 

patients est améliorée, et les patients LLC à risque élevé répondent bien au traitement 

(Roberts et al., 2016). Les effets secondaires sont minimes. Le venetoclax peut être utilisé en 

combinaison avec le rituximab, avec des résultats améliorés, jusqu’à 41% de rémission 

complète et une survie globale améliorée pour des patients en rechute et/ou réfractaires aux 

autres traitements (Ma et al., 2015; Seymour et al., 2018). De plus, l’administration de 

venetoclax à des patients résistants à l’ibrutinib et/ou à l’idelalisib entraine 56% de rémissions 

partielles et 9% de rémissions complètes (Jones et al., 2018). Le venetoclax est autorisé aux 

États-Unis pour traitement des patients avec une délétion 17p qui ont résistés à un traitement 

de première ligne ainsi que pour des patients dont la maladie a progressé sous traitement à 

l’ibrutinib ou à l’idelalisib. Les résultats encourageants prédisent une utilisation plus précoce 

et pour des patients à risque plus faible dans un futur proche (Burger and O’Brien, 2018).  

Ces trois inhibiteurs constituent actuellement les traitements les plus courants de la 

LLC mais d’autres existent également. On peut noter les inhibiteurs de SYK, et le datasinib, 

un inhibiteur de Src, qui ne sont que peu ou pas utilisés. De nouveaux anticorps anti-CD20 

ont également été développés, l’Ofatumumab et l’Obinutuzumab, qui seraient plus efficaces 

que le rituximab et utilisés en combinaison avec les chimiothérapies ou les inhibiteurs de Btk. 

Le Lenalidomide, un immunomodulateur a démontré son efficacité, mais n’est que peu utilisé 

car celle-ci reste inférieure à celles des inhibiteurs de Btk, PI3K et Bcl-2. Pour les patients 

avec un risque élevé, del17p, TP53 muté, ou avec des caryotypes complexes, deux approches 

sont encore possibles bien que réservées à des cas très rares, la thérapie par les « CAR T 

cells » et la transplantation de cellules souches hématopoïétiques autologues. (Burger and 

O’Brien, 2018)  

I.7.3. La thérapie individualisée de la LLC 

La variété des traitements disponible aujourd’hui, que ce soit en première ligne ou 

après échec de ce premier traitement, permet une approche individualisée de la thérapie à 

mettre en place en se basant sur les observations cliniques et les facteurs de risque individuels 

des patients (Figure 13). Pour les patients plus jeunes et présentant un LLC à faible risque, le 
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traitement de prédilection reste la combinaison FCR ou la combinaison BR, une chimio-

immunothérapie intense mais qui induit une rémission la plus durable. Une approche avec un 

suivi de la réponse personnalisée permettrait d’arrêter le traitement avant la fin des six cycles 

classiques pour les patients présentant une rémission plus précoce, afin de limiter les effets 

indésirables (Jain et al., 2017a; Keating et al., 2005; Thompson et al., 2016). Pour les patients 

plus âgés et avec des comorbidités, la combinaison Chlorambucil et Rituximab reste une 

option viable (Goede et al., 2014; Hillmen et al., 2015), mais il est aujourd’hui suggéré de 

s’orienter vers un traitement à l’ibrutinib (Burger et al., 2015). Les patients avec des LLC à 

faible risque en rechute sont ensuite traités de manière générale avec un inhibiteur de kinases 

(ibrutinib ou idelalisib). 

Pour les patients avec des LLC à haut risque, le traitement de première ligne 

recommandé est un inhibiteur de Btk. Ces inhibiteurs sont particulièrement indiqués dans les 

cas de délétion 17p, mais également de délétion 11q ou des cas avec IGHV non-muté (Hallek 

et al., 2010). Malgré une bonne réponse en première ligne ou suite à une rechute, le problème 

principal de ce traitement est sa poursuite dans le temps, dû au fait que les patients n’entrent 

pas en rémission complète, qui peut faire émerger des toxicités, représente un coût de 

traitement important et présente un risque d’apparition de résistances (Burger et al., 2016; 

Landau et al., 2017; Maddocks et al., 2015; Woyach et al., 2014b). Les patients délétés 17p 

et/ou mutés TP53 présentent un risque élevé de développer des résistances à l’ibrutinib (et 

potentiellement aux autres inhibiteurs de Btk), et même s’ils peuvent dans certains cas 

répondre au venetoclax (Jones et al., 2018), il est conseillé de s’orienter vers des 

transplantations ou des thérapies aux « CAR T cells » qui constitueront probablement la 

meilleure alternative dans le futur (Burger and O’Brien, 2018). Les patients intolérants à 

l’ibrutinib présentent une bonne réponse à l’idelalisib (Mato et al., 2017) et au venetoclax qui 

est le plus fréquemment utilisé dans ces cas (Jones et al., 2018). Les combinaisons venetoclax 

et rituximab ont également montré d’excellent résultats et pourraient être utilisées en première 

ligne dans le futur (Seymour et al., 2018). La limite actuelle de ces traitements est leur durée 

dans le temps, car n’entrainant pas systématiquement de rémissions complètes, et pouvant 

induire des effets indésirables et des résistances. Une perspective pour limiter cette durée de 

traitement serait la combinaison d’ibrutinib et de venetoclax qui semblerait induire des 

rémissions durables (Jain et al., 2017b). 
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Figure 13 : Approche thérapeutique individualisée pour les patients atteints de LLC. 

Extrait de Burger and O’Brien, 2018 
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Chapitre II. Le microenvironnement tumoral de la Leucémie Lymphoïde Chronique 

II.1. Le microenvironnement et la progression tumorale 

Le microenvironnement tumoral (MET) est défini comme l’ensemble des composantes 

entourant et interagissant avec les cellules tumorales, comprenant des cellules non-tumorales, 

la matrice extracellulaire (MEC), les vaisseaux sanguins et des molécules de signalisation 

(Junttila and de Sauvage, 2013; Quail and Joyce, 2013; Swartz et al., 2012). Ce 

microenvironnement est un milieu complexe en évolution permanente au cours de la 

progression tumorale (Witz and Levy-Nissenbaum, 2006). Il est apparu évident durant les 

dernières années que les caractéristiques principales des cellules tumorales (Figure 14) étaient 

en partie régulée par les acteurs du MET. 

 

Figure 14 : Caractéristiques des cellules tumorales dans leur microenvironnement. 

Adapté de Hanahan and Weinberg, 2011 

 

Le microenvironnement des cellules tumorales joue un rôle crucial pour leur survie, 

leur croissance et leur progression. Il a également été montré que ce microenvironnement, et 

notamment au niveau des sites de métastases, était impliqué dans la résistance des cellules 

tumorales aux chimiothérapies (Ribatti et al., 2006). L’étude des mécanismes mis en jeu par le 

microenvironnement pour promouvoir la progression tumorale et la chimiorésistance est ainsi 
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devenue d’un enjeu capital, et le microenvironnement pourrait constituer une nouvelle cible 

thérapeutique pour le traitement des cancers. 

 

II.2.  Les acteurs du microenvironnement tumoral et leurs mécanismes d’action 

Différents types de cellules normales sont présentes au sein du MET, les cellules 

stromales, des fibroblastes, des cellules immunitaires (lymphocytes T et B, macrophages 

associés aux tumeurs et cellules Natural Killer…) ainsi que des péricytes et plus rarement des 

adipocytes (Figure 15). 

 

 

Figure 15 : Le microenvironnement tumoral 

(TC=Tumor Cell, TAM=Tumor-Associated Macrophages, CAF=Cancer-Associated Fibroblasts, 

EC=Endothelial Cells, MSC=Mesenchymal Stem/Stromal Cell, ECM=Extracellular Matrix). 

Extrait de Hui and Chen, 2015 

Les fibroblastes et les cellules stromales contribuent à la croissance et à la survie des 

cellules tumorales par la sécrétion de facteurs de croissances tels que le FGF (fibroblast 

growth factor) ou l’HGF (hepatocyte growth factor), de même qu’à la chimioattraction 

d’autres cellules par la sécrétion de CXCL12 (C-X-C motif chemokine 12) (Hanahan and 

Coussens, 2012). 

La MEC joue également un rôle majeur dans la progression tumorale. Elle est 

composée de protéines, glycoprotéines, protéoglycanes, et polysaccharides, fournissant aux 

cellules tumorales un échafaudage physique de même qu’une pléthore de facteurs de 

croissance. Différentes cellules du MET produisent des protéines de la MEC et ce remodelage 

de la MEC promeut la progression tumorale, facilite l’angiogenèse et l’inflammation, et 
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dérégule le comportement des cellules stromales (Lu et al., 2012). Additionnellement, la 

structure de la vascularisation des tumeurs est anormale et les signaux angiogéniques émis par 

le MET ne font que l’accentuer, conduisant à des tumeurs présentant des régions hypoxiques 

et acides, tout en limitant l’apport des traitements à la tumeur (Carmeliet and Jain, 2011). 

Les tumeurs montrent un infiltrat de cellules immunitaires, ce qui était communément 

assimilé à une réponse immunitaire, afin d’empêcher et inhiber la progression tumorale. Au 

contraire, des études récentes tendent à montrer un rôle pro-tumoral de certaines cellules 

immunitaires (macrophages, Treg…) en interaction avec les cellules tumorales (Gajewski et 

al., 2013; Zamarron and Chen, 2011). Les tumeurs semblent également modifier leur 

environnement au cours de leur progression, certains des mécanismes sont similaires à ceux 

observés lors d’inflammations chroniques, et sont favorables à la survie de la tumeur 

(Grivennikov et al., 2010). De plus, le microenvironnement est généralement 

immunosuppressif, empêchant la mise en place d’une immunité anti-tumorale efficace.  

Parmi ces cellules immunitaires infiltrantes, on observe différentes populations de 

lymphocytes T. Des LT CD8+ mémoires et des CD4+ T helper 1 (Th1), produisant 

massivement de l’IFN-g (Interféron gamma), leur conférant ainsi un rôle inhibiteur du 

développement tumoral (Fridman et al., 2012). Mais on observe aussi des Th2 CD4+, des 

Th17 et des Tregs (CD4+CD25+Foxp3+) qui ont des rôles contradictoires selon les études et 

les modèles de cancers analysés. Des lymphocytes B ont également été observés, produisant 

des cytokines pro-tumorales, et donc de mauvais pronostic, tandis que les cellules NK 

(natural killer) seraient anti-tumorales et de bon pronostic (Balkwill et al., 2012; Tachibana et 

al., 2005). Des cellules myéloïdes sont aussi présentes dans le MET. Les cellules myéloïdes 

suppressives (précurseurs des cellules dendritiques, macrophages et granulocytes), stimulent 

la vascularisation et dérégulent la présentation antigénique aux LT et la fonction des NK et 

donc l’immuno-surveillance. Les mastocytes sont quant à eux recrutés au niveau des tumeurs, 

où ils produisent des facteurs augmentant la prolifération des cellules endothéliales et 

l’angiogenèse tumorale (Balkwill et al., 2012). Deux types de macrophages associés aux 

tumeurs (TAM) peuvent être observés, des macrophages de type M1 ayant une activité anti-

tumorale et/ou des macrophages de type M2, pro-tumoraux. 

 



Hugo Talbot | Thèse de doctorat | Université de Limoges | 2018 65 
Licence CC BY-NC-ND 3.0 

II.3. Les macrophages associés aux tumeurs (TAM) 

II.3.1. Les macrophages 

Les macrophages sont des cellules myéloïdes de l’immunité innée qui ont pour 

fonction d’éliminer les cellules mortes, au cours du développement et de la vie adulte, ainsi 

que de protéger l’hôte par leur activité de phagocytose des pathogènes et de présentation 

antigénique. Les macrophages sont résidents des tissus et ils proviennent de la différenciation 

de monocytes ayant migrés de la circulation sanguine vers les sites inflammatoires tissulaires. 

Ils peuvent être séparés en deux catégories, les macrophages de type 1 (M1), classiquement 

pro-inflammatoires, et les macrophages de type 2 (M2), immunomodulateurs. Un même 

macrophage peut passer d’un type M1 à un type M2 et inversement, et cette polarisation est 

dépendante des stimuli reçus (environnement cytokinique et chimiokinique) par le 

macrophage (Davis et al., 2013; Mills and Ley, 2014).  

Les macrophages de type M1 ont un rôle pro-inflammatoire (Figure 16) et sont 

caractérisés par une forte production de TNF-a (tumor necrosis factor alpha) et de cytokines 

pro-inflammatoires telles que IL-6, IL-12 et IL-23 (Mantovani et al., 2002). La voie classique 

d’activation des macrophages entraine leur polarisation en phénotype M1. Trois signaux 

principaux sont associés à la polarisation M1. Premièrement, les agonistes des Toll Like 

Receptors (TLR), notamment le lipopolysaccharide (LPS), activent TLR4, conférant aux 

cellules un fort profil pro-inflammatoire (IFN-b, IL-12, TNF, IL-6, CCL2, CXCL10, 

CXCL11). Les cytokines produites par les LT Th1, principalement l’IFN-g, induisent 

l’expression de récepteurs aux cytokines et de marqueurs d’activation cellulaire 

caractéristiques des macrophages M1. La polarisation M1 induite par l’IFN-g et le LPS 

entraine la production par les macrophages de TNF-a, qui accentue de façon autocrine 

l’activation M1. Enfin, le granulocyte macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) 

entraine également la polarisation M1, avec des profils similaires à ceux induits par l’IFN-g et 

le LPS mais associés à des productions moins importantes de cytokines (Martinez and 

Gordon, 2014). 

Les voies alternatives d’activation des macrophages induisent des phénotypes M2, 

divisés en quatre sous-groupes, M2a, b, c et d, se distinguant par des expressions géniques 

différentes. Les stimuli d’activation sont également différents, la polarisation M2a dépend des 

cytokines produites par les Th2, IL-4 et IL-13, la polarisation M2b par les complexes immuns 

et les ligands du récepteur IL-1R, la polarisation M2c par les glucocorticoïdes, l’IL-10 et le 
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TGF-b (transforming growth factor beta), tandis que les macrophages M2d dépendent de 

l’IL-6 et de l’adénosine (Duluc et al., 2007). Par ailleurs, les macrophages associés aux 

tumeurs sont très similaires aux macrophages M2d (Hao et al., 2012; Sica and Mantovani, 

2012). Les macrophages de type M2 sont caractérisés par une forte activité de phagocytose, 

associée à un niveau élevé d’expression des récepteurs scavengers, de même que par une forte 

production de TGF-b, de prostaglandines et de cytokines anti-inflammatoires telles que l’IL-

10 (Figure 16). 

 

Figure 16 : Polarisation et phénotypes M1/M2. 

D’après Weagel et al., 2015 

II.3.2. Les macrophages dans les tumeurs  

Les TAMs sont localisés en grande quantité dans les tissus tumoraux, où ils contrôlent 

l’apparition, le développement et la migration des cellules tumorales. L’interaction entre les 

TAMs du microenvironnement tumoral et les cellules cancéreuses est d’une importance 

capitale, et constitue l’une des dix caractéristiques principales du cancer (Colotta et al., 2009).  

II.3.2.1. Origine et différenciation des macrophages 

Les macrophages ont trois origines distinctes possibles, ils peuvent provenir de la 

différenciation de monocytes sanguins issus de la moelle osseuse, mais également de 

macrophages précurseurs d’origine embryonnaire, ainsi que des cellules myéloïdes 

suppressives immatures, ou M-MDSC (monocyte-related myeloid-derived supressor cells) 

sanguines recrutées par la tumeur. Les différences de fonction des macrophages observées 

dans divers organes pourraient s’expliquer par cette origine variable (Biswas and Mantovani, 

2010; Mantovani et al., 2017; Perdiguero and Geissmann, 2013; Schulz et al., 2012). Le 



Hugo Talbot | Thèse de doctorat | Université de Limoges | 2018 67 
Licence CC BY-NC-ND 3.0 

recrutement des monocytes dans la tumeur s’effectue dans un contexte inflammatoire par le 

biais de facteurs sécrétés par les cellules tumorales et les cellules du MET. Ainsi, les 

monocytes sont attirés par les chimiokines pro-inflammatoires sécrétées par la tumeur : CCL3 

(chemokine ligand 3), CCL5, CCL7, CCL8 et la plus importante CCL2, fortement associée à 

l’invasion de la tumeur par les TAMs et à la progression tumorale (Ohtaki et al., 2010). Mais 

d’autres facteurs attirent également les monocytes, le VEGF-A (vascular endothelial growth 

factor A), le PDGF (platelet-derived growth factor), le CSF-1 (colony stimulating factor 1), 

de même que CXCL8 et CXCL1 dont l’action est renforcée par l’IL-4 et l’IL-13 (Allavena 

and Mantovani, 2012). 

Les monocytes ainsi recrutés se différencient au sein de la tumeur en macrophages M1 

ou M2 selon les signaux activateurs reçus. Les deux types de macrophages sont détectés au 

sein des tumeurs. La différenciation en M1, par des cytokines Th1 pro-inflammatoires, 

accentue la production de cytokines pro-inflammatoires et d’activateurs de la réponse 

immunitaire, stimulant ainsi l’inflammation et les fonctions anti-tumorales (Zhao et al., 2014). 

Cependant la grande majorité des TAMs correspondent plutôt à des macrophages M2. La 

polarisation M2 peut être activée par CCL2 (en plus de son rôle de recrutement des 

monocytes), de même que par l’IL-6, le CSF-1, le TGF-b, la prostaglandine E2, les 

glucocorticoïdes et les cytokines IL-4 et IL-13 (Gu et al., 2000; Josephs et al., 2015; Sierra-

Filardi et al., 2014). Les conditions hypoxiques ou inflammatoires associées à de hauts 

niveaux d’acide lactique favorisent également la polarisation M2. De plus, les macrophages 

M2 sécrètent des antagonistes de l’IL-1R, des métalloprotéases, de l’IL-10 et du TGF-b, 

également impliqués dans le recrutement des monocytes et la polarisation M2, suggérant un 

rétrocontrôle positif des TAMs sur leur propre différenciation. Par le même biais, les 

macrophages M2 exercent des rôles pro-tumoraux, tout en inhibant l’immunité T (Mira et al., 

2013). 

Il est important de noter que la polarisation M1 ou M2 est interchangeable et dépend 

de signaux en provenance du microenvironnement tumoral. Ainsi, une majorité des 

macrophages M1 sera modifiée en macrophages M2, et le déséquilibre de la balance en faveur 

des macrophages M2 est associé à la progression de la tumeur (Gordon and Mantovani, 2011; 

Mantovani and Locati, 2013; Zaynagetdinov et al., 2011). 

La plupart de TAMs présentent un phénotype proche des macrophages M2, avec une 

expression des protéines de la famille de l’arginase et la chitinase, de MGL (macrophage 

galactose lectin), une forte sécrétion de métalloprotéases, VEGF, TGF-b et IL-10, et une 
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faible expression d’IL-12, caractérisant un phénotype immunosuppresseur (Hagemann et al., 

2006). Les TAMs sont cependant très hétérogènes et certains présentent des facteurs associés 

aux macrophages M1, tels que CCL5, CXCL9, CXCL10 et CXCL16. Dans une même tumeur 

sont observés des TAMs différents selon la localisation, ce polymorphisme des TAMs 

découlant des signaux variés émanant du microenvironnement (Allavena et al., 2010). 

Comme toutes les cellules myéloïdes, les TAMs expriment le CD14 et le CD11b. De 

façon similaire aux M2, les TAMs ont de faibles niveaux d’expression de CMH de classe I et 

II et de CD64. Ils expriment un récepteur du mannose, le CD206, et deux récepteurs 

scavenger, le CD163 et le CD206, de même qu’un niveau élevé de CD68. Le co-marquage 

CD68/CD163 est utilisé classiquement pour identifier les TAMs.  

II.3.2.2. Fonctions des TAMs  

Plusieurs fonctions des TAMs leurs permettent de promouvoir le développement des 

tumeurs. Ils augmentent le recrutement monocytaire, stimulent l’angiogenèse et la 

lymphangiogénèse, favorisent la croissance, l’invasion et les métastases, et perturbent la 

réponse immunitaire anti-tumorale (Hao et al., 2012). 

Comme mentionné précédemment, les TAMs stimulent le recrutement des monocytes, 

leur différenciation et polarisation en macrophages M2, par la production de CCL2, CXCL12, 

IL-10, TGF-b et VEGF (Murdoch et al., 2004; Siveen and Kuttan, 2009).  

Les TAMs stimulent la mise en place de la néo-angiogenèse tumorale. En effet, en 

présence de TAMs, l’initiation de l’angiogenèse est plus précoce qu’en présence de cellules 

tumorales seules (Bingle et al., 2002). Les TAMs sécrètent les facteurs de croissance 

nécessaires à cette initiation tels que le VEGF, PDGF, TGF-b et FGF (fibroblast growth 

factor) (Siveen and Kuttan, 2009), ainsi que des protéases telles que l’urokinase, la plasmine, 

et des métalloprotéases matricielles (MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-4, MMP-9 et MMP-

12). La plus importante de ces dernières étant la MMP-9 qui permet la dégradation de la MEC 

et la stimulation de la sécrétion des facteurs de croissance (Giraudo et al., 2004; Vérollet et 

al., 2011). Il a été observé que les TAMs s’accumulent dans les régions hypoxiques, où les 

facteurs de transcription HIF-1 (Hypoxia-Induced Factor-1) et HIF-2 activent l’expression 

des gènes pro-angiogéniques VEGF-A, FGF, CXCL8, et également CXCL12 qui permet 

l’attraction des cellules endothéliales exprimant son récepteur CXCR4 (Guruvayoorappan, 

2008; Schioppa et al., 2003). En plus de l’angiogenèse, il a été montré que les TAMs seraient 

impliqués dans l’initiation de la lymphangiogenèse, étape initiale dans la dissémination des 
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cellules tumorales, par la production de VEGF-C et VEGF-D, ainsi que d’autres facteurs de 

croissance endothéliaux lymphatiques (Ji, 2006; Miyata et al., 2006; Schoppmann et al., 

2002). 

En association avec l’angiogenèse et la lymphangiogenèse, les TAMs favorisent la 

croissance tumorale. L’expression de MMP-9, stimulée par l’IL-23, est étroitement liée à la 

croissance tumorale (Erreni et al., 2010; Huang et al., 2002). Les TAMs produisent 

d’importantes quantités d’IL-10, inhibant la réponse lymphocytaire T cytotoxique 

(Guruvayoorappan, 2008). L’infiltration des tumeurs par les TAMs est également corrélée à 

une augmentation de la prolifération des cellules tumorales (Lewis and Pollard, 2006; Tsutsui 

et al., 2005). 

Le microenvironnement peut être remodelé par les TAMs, notamment par le biais des 

métalloprotéases MMP-2 et MMP-9 qui dégradent les protéines de la MEC, favorisant ainsi 

les métastases (Guruvayoorappan, 2008). D’autres facteurs produits par les TAMs 

promeuvent les métastases, tels que l’IL-1b, la cathepsine B, Wnt5a et la semaphorine 4D 

(Coffelt et al., 2009). 

Enfin les TAMs ont un rôle immunosuppresseur, favorisant la croissance tumorale. 

Ces effets immunosuppresseurs relèvent de plusieurs mécanismes. Les cytokines sécrétées par 

les TAM contribuent à l’immunosuppression. Le TGFb inhibe les activités cytolytiques des 

cellules NK et des LT CD8+ cytotoxiques (Castriconi et al., 2003; Flavell et al., 2010) et 

stimule l’apoptose des cellules dendritiques, diminuant ainsi la présentation antigénique et 

donc la réponse immunitaire adaptative anti-tumorale (Ito et al., 2006; Weber et al., 2005). Il 

permet également le maintien de la différenciation des Treg, inhibiteurs de la réponse anti-

tumorale (Flavell et al., 2010), et favorise la polarisation des TAMs vers un phénotype M2, 

augmentant sa propre expression et accroissant l’immunosuppression (Mantovani and Sica, 

2010). L’IL-10 a également un rôle immunosuppresseur en inhibant la production d’IL-12, 

une cytokine anti-tumorale (Matsuda et al., 2015), et d’IFN-g, activant les LT cytotoxiques et 

NK (Sica et al., 2000). L’IL-10 inhibe également la présentation des antigènes tumoraux par 

les cellules dendritiques et les autres cellules présentatrices d’antigène (CPA) (Beissert et al., 

1995; Qin et al., 1997). Les TAMs induisent aussi la suppression des LT par la sécrétion de 

prostaglandine E2, d’arginase et l’expression de l'indoleamine 2,3-dioxygénase-1 (IDO1), qui 

dégrade le tryptophane nécessaire à la survie des lymphocytes T. L’inhibition des cellules NK 

est également associée à leur expression de molécules HLA (human leukocyte antigen) G et E 

inhibitrices (Caux et al., 2016).  
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L’expression de molécules inhibitrices (check point inhibitors) a également été 

identifiée au niveau des TAM. Il s’agit principalement du ligand de PD-1 (Programmed cell 

death protein 1), PD-L1 (programmed death-1 ligand 1) qui est exprimé par les TAMs 

infiltrants les tumeurs, dans des modèles de cancer ORL (Kubota et al., 2017), de mélanome 

et de cancer du sein (Hartley et al., 2018). Cette expression est associée à la suppression de 

leur fonction phagocytaire au contact du ligand exprimé par les cellules tumorales. De même, 

dans le contexte des lymphomes à grandes cellules B ainsi que dans les lymphomes 

hodgkiniens, l’expression de PD-L1 est détectée au niveau des TAM (Menguy et al., 2018; 

Vari et al., 2018). Ces molécules inhibitrices des TAMs inhibent l’activation des lymphocytes 

T et augmentent la progression tumorale.  

Certaines études ont fait état d’interactions entre les TAMs et les cellules souches 

cancéreuses (CSC). Les CSCs et les TAMs sont détectés à proximité dans les tissus, et le 

nombre de TAMs est fortement corrélé au nombre de CSCs (Zeppernick et al., 2008). Les 

CSCs produiraient des chimioattractants stimulant l’infiltration des macrophages au sein de la 

tumeur (Yi et al., 2011) et les TAMs favoriseraient la prolifération et l’invasion métastatique 

des CSCs (Hao et al., 2012; Okuda et al., 2012). 

L’ensemble des fonctions des TAMs dans la progression tumorale sont résumées dans la 

Figure 17. 
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Figure 17 : Origine, différenciation et fonctions des macrophages associés aux tumeurs. 

a) origine et recrutement des TAMs. b) Signaux de polarisation des TAMs en M2. c) Fonctions des TAMS au 

sein de la tumeur. Extrait de Mantovani et al., 2017 

II.3.2.3. Macrophages et thérapies 

Certaines chimiothérapies induisent une modulation de l’activité des macrophages, qui 

affectent l’efficacité des thérapies anticancéreuses. Dans certains cas, cette modulation peut 

avoir un effet positif sur l’efficacité du traitement. Ainsi, on peut noter que les traitements à la 

doxorubicine, à l’imatinib/sorafenib ou à la trabectedine induisent respectivement, une 

augmentation de l’immunité anti-tumorale par la présentation des antigènes tumoraux, une 

repolarisation vers un phénotype effecteur M1, et une déplétion de la tumeur en TAMs 

associée à une diminution de l’angiogenèse (Mantovani et al., 2017). En revanche, les TAMs, 

de phénotype M2, sont plus généralement associés à la résistance aux chimiothérapies telles 

que les agents contenant du platine, le paclitaxel et la doxorubicine. Les TAMs peuvent 

s’accumuler dans les zones périvasculaires et induire la revascularisation de la tumeur après 
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traitement et la récidive du patient. De même, les TAMs permettent le recrutement de cellules 

myéloïdes immunosuppressives et la différenciation de Th17 pro-tumoraux, et protègent 

également les cellules souches cancéreuses contre l’effet cytotoxique des traitements 

(Bruchard et al., 2013; Hughes et al., 2015; Mitchem et al., 2013). 

Les TAMs sont impliqués dans la modulation de l’efficacité d’autres thérapies. Dans 

les cas de cancers de la prostate, un traitement aux bloqueurs d’androgènes induit une forte 

production de CSF-1 par les cellules tumorales et donc un recrutement accru de TAMs 

(Escamilla et al., 2015). Le VEGF et l’angiopoiétine-2 sont associés au recrutement des 

monocytes par la stimulation de la production de CSF-1 et confèrent aux TAMs un phénotype 

pro-angiogénique associé à la résistance aux traitements ciblant les voies de l’angiogenèse 

(Coffelt et al., 2010; Qian et al., 2015).  

Compte tenu de leur implication dans la progression tumorale et dans la résistance 

thérapeutique, les TAMs constituent une cible thérapeutique potentielle non négligeable. 

Plusieurs traitements ont ainsi été développés, ciblant les fonctions des TAMs (inhibiteurs de 

l’IL-6, de l’IL-6R et du TNF-a), mais également le recrutement des monocytes (inhibiteurs 

du récepteur de CSF-1, de CCL2…) et la polarisation en macrophages M2 (inhibiteurs de 

l’IL-4 et de son récepteur, ou de l’IL-13). Un certain nombre d’entre eux sont en cours d’essai 

clinique, les plus prometteurs étant probablement les antagonistes de CSF-1R. En 

monothérapie, l’inhibition de CSF-1R inhibe la croissance des cellules d’adénocarcinome 

pancréatique, de cancer du col utérin et induit la régression de glioblastomes multiformes. 

Dans d’autres modèles tumoraux, ils peuvent être utilisés en combinaison avec des 

chimiothérapies, la radiothérapie, des inhibiteurs de l’angiogenèse ou des inhibiteurs de 

checkpoint immunitaires. Dans ce contexte, l’immunothérapie ciblant l’axe PD-1/ PD-L1 des 

TAMs est une nouvelle voie thérapeutique qui rétablit les fonctions immunitaires effectrices 

dans différents modèles hématologiques et de cancers solides (Suda, 2017). Ces thérapies 

permettraient d’obtenir des réponses plus efficaces et plus durables (Ruffell and Coussens, 

2015). D’autres axes sont prometteurs, notamment les traitements aux biphosphonates ou à la 

trabectedine qui induisent une déplétion de la population de TAMs, ou encore l’utilisation 

d’anticorps anti-CD47 ciblant la cellule tumorale pour rétablir la fonction de phagocytose des 

macrophages et d’activation de l’immunité adaptative anti-tumorale (Mantovani et al., 2017). 

Les stratégies thérapeutiques ciblant les TAMs sont résumées en Figure 18. 
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Figure 18 : Stratégie de ciblage thérapeutique des TAMs. 

(ADCP : antibody-dependent phagocytosis ; ADCC : antibody-dependent cytotoxicity). Extrait de Mantovani et 

al., 2017. 

 

II.3.3. Les « nurse-like cells », les TAMs spécifiques de la LLC 

Au sein du microenvironnement de la LLC dans la moelle osseuse et les ganglions 

lymphatiques, des cellules particulières sont présentes, appelées « nurse-like cells », c’est-à-

dire des cellules qualifiées de nourricières, suspectées de « nourrir » les cellules leucémiques 

par la sécrétion de facteurs de croissance et de survie. Elles peuvent présenter deux 

morphologies, soit des cellules larges, rondes et adhérentes, soit des cellules 

morphologiquement proches de fibroblastes. Les NLCs in vivo et celles obtenues in vitro 

expriment des marqueurs macrophagiques CD11b, CD14, CD68, CD80, CD86, CD163 et 

CD206, des marqueurs de cellules stromales tels que la vimentine et STRO-1, et sont 

positives pour l’indoleamine 2-3 dioxygénase (IDO) (Burger et al., 2000; Giannoni et al., 

2014; Jia et al., 2014; Tsukada et al., 2002; Ysebaert and Fournié, 2011). Les NLCs sont 

issues des monocytes CD14+ du sang périphérique, qui se différencient en NLCs au contact 

des cellules leucémiques, dans la moelle osseuse, les ganglions lymphatiques et la rate (Filip 

et al., 2013; Tsukada et al., 2002). Les mécanismes de différenciation in vitro ne sont pas à ce 

jour totalement identifiés. La forme soluble de HMGB1 (high mobility group box 1) produite 

par les LB-LLC induirait la différenciation des NLCs par l’activation des récepteurs RAGE 

(receptor for advanced glycation end-product) et TLR9 (Jia et al., 2014). L’enzyme NAMPT 

(nicotinamide phosphoribosyltransférase), sécrétée en forte quantité par les cellules 
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leucémiques, stimulerait la sécrétion d’IL-6, d’IL-10 et de CCL-3 par les NLC, amplifiant et 

maintenant leur phénotype M2 (Audrito et al., 2015). 

Le profil transcriptomique des NLCs est très proche de celui des TAMs (Ysebaert and 

Fournié, 2011) correspondant à un phénotype M2d. Les NLCs présentent une production 

cytokinique et chimiokinique similaire à celle des TAMs, avec une forte sécrétion de TGFb, 

d’IL-10, de CCL17 et CCL22, ainsi qu’une production de VEGF (Bhattacharya et al., 2011a; 

Giannoni et al., 2014; Ysebaert and Fournié, 2011) et ont des défauts de présentation 

antigénique, tout en inhibant les mécanismes d’opsonisation (Bhattacharya et al., 2011b).

  

II.4. Le microenvironnement de la leucémie lymphoïde chronique  

Dans la leucémie lymphoïde chronique, le microenvironnement tumoral joue un rôle 

particulièrement important. En effet, malgré le fait que les LB-LLC aient des propriétés 

favorisant leur accumulation (anomalies cytogénétiques, mutations de TP53…), ils sont 

également très dépendants de facteurs de survie et de prolifération extérieurs. En effet, il a été 

montré que les LB-LLC, bien que résistants à l’apoptose in vivo entrent très rapidement et 

spontanément en apoptose lorsqu’ils sont cultivés in vitro (Collins et al., 1989). Des structures 

anatomiques particulières, appelées centre de prolifération ou pseudo-follicules, sont 

observées au sein des organes lymphoïdes secondaires (moelle osseuse et majoritairement 

dans les ganglions lymphatiques) dans lesquels les LB-LLC expriment plus fortement le Ki-

67. Il est estimé que ces centres de prolifération produisent chaque jour 0,1 à 1% de la 

population totale du clone (Messmer et al., 2005; Ponzoni et al., 2011). Au sein de ces 

pseudo-follicules, les LB-LLC ont par ailleurs un profil d’expression génique différent du 

profil des LB-LLC circulants, comprenant une augmentation de l’expression des gènes 

impliqués dans la voie de signalisation du BCR (Herishanu et al., 2011). Le 

microenvironnement de la LLC active le recrutement des LB-LLC de la circulation sanguine 

vers les pseudo-follicules des organes lymphoïdes secondaires, la rétention de ces LB-LLC au 

sein des pseudo-follicules, ainsi que leur survie et prolifération. Ce microenvironnement 

comprend des lymphocytes T, des cellules NK, des cellules stromales, des cellules myéloïdes 

suppressives, des cellules folliculaires dendritiques, des cellules endothéliales ainsi que les 

NLCs, décrites précédemment (Figure 19) (Choi et al., 2016). 



Hugo Talbot | Thèse de doctorat | Université de Limoges | 2018 75 
Licence CC BY-NC-ND 3.0 

 

Figure 19 : Le microenvironnement de la leucémie lymphoïde chronique. 

Extrait de Kipps et al., 2017 

 

II.4.1. Le homing des LB-LLC au sein du microenvironnement 

Afin d’exercer son rôle pro-tumoral, la première fonction du microenvironnement de 

la LLC est de recruter les cellules leucémiques au sein des organes lymphoïdes, phénomène 

qualifié de homing. Il dispose pour cela d’un large panel de cytokines et chimiokines qui 

conditionnent la migration des LB-LLC selon leur gradient de concentration. La première 

décrite, dont la fonction est majeure, est CXCL12 qui attire les LB. Dans les cas de LLC, 

CXCL12 est produit en grande quantité par les cellules stromales et les NLCs (Burger et al., 

1999). Les cellules B leucémiques expriment fortement CXCR4, le récepteur de CXCL12, 

dont l’expression est associée à un risque accru d’infiltration des organes lymphoïdes, une 

augmentation de la stimulation du BCR et est donc de mauvais pronostic pour la pathologie 

(Calissano et al., 2009a; Coelho et al., 2013). Une fois au contact des NLCs, l’expression de 

CXCR4 par les LB-LLC chute drastiquement afin de les maintenir au contact des NLC 

(Messmer et al., 2005). CXCR4 agit en synergie avec le CD38 pour promouvoir le homing 
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(Vaisitti et al., 2010). Les LB-LLC exprimant fortement ZAP-70, CD38 et les intégrines 

VLA-4 (very late antigen-4) migrent de façon plus importante vers CXCL12 (Walsby et al., 

2014). Ce potentiel d’attraction de CXCL12 serait dépendant de l’activation des signalisations 

ERK et STAT3 (Deaglio et al., 2007; Richardson et al., 2006). 

Une autre chimiokine, CXCL13, impliquée normalement dans le recrutement et le 

positionnement des lymphocytes B au niveau des follicules, est produite par les NLCs au 

cours de la LLC. Les cellules leucémiques expriment fortement CXCR5, récepteur de 

CXCL13, qui permet la migration des LB-LLC vers les NLCs, par activation des voies PI3K 

et MAPK, (Ansel et al., 2000; Bürkle et al., 2007; Gunn et al., 1998). Les cellules folliculaires 

dendritiques expriment également CXCL13 et engagent un cross-talk avec les LB-LLC 

essentiel à leur positionnement au sein des follicules (Heinig et al., 2014). 

Les chimiokines CCL19 et CCL21 sont produites par les cellules stromales et les 

cellules endothéliales des veinules à endothélium épais, sont importantes pour l’entrée des 

LB-LLC dans les organes lymphoïdes (Till et al., 2002). CCR7, le récepteur de CCL19 et 

CCL21, est fortement exprimé par les LB-LLC et de manière plus importante dans les cellules 

ZAP-70+ (Richardson et al., 2006). 

Les NLCs et la stimulation du BCR favorisent la production, par les LB-LLC, des 

chimiokines CCL3 et CCL4, qui stimulent le recrutement des LT et des monocytes au sein 

des pseudo-follicules (Bystry et al., 2001; Krzysiek et al., 1999; Sivina et al., 2011). Les LT 

peuvent également activer les LB-LLC par le CD40 qu’ils expriment ce qui induit leur 

activation et leur production de CCL17 et CCL22, qui intensifient le recrutement des LT 

(Ghia et al., 2002b; Scielzo et al., 2011). Les LT sont par ailleurs connus pour sécréter l’IL-4, 

impliquée dans la polarisation des NLCs vers le phénotype de macrophages M2. Les cellules 

leucémiques et celles du microenvironnement permettent ainsi le recrutement et leur 

activation mutuelle, favorisant le maintien de ce microenvironnement et l’activation de ses 

autres fonctions. 

II.4.2. Support de la survie et de la prolifération des LB-LLC 

Les cellules mésenchymateuses dérivées du stroma médullaire (CSM) peuvent entrer 

en contact direct avec les LB-LLC, stimulant l’expression de facteurs de survie et de 

prolifération tels que ZAP-70 et CD38 (Purroy et al., 2015). Elles permettent l’augmentation, 

dans les LB-LLC, de la glycolyse et de la synthèse de glutathion, favorisant la survie et la 

résistance aux traitements (Jitschin et al., 2015). Cet effet des CSM sur les LB-LLC requiert 
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un contact étroit (un phénomène appelé pseudoempéripolèse) qui a été démontré in vitro. 

Ainsi, les LB-LLC migrent spontanément et viennent se loger sous la couche de CSM (Burger 

et al., 1999). Mais le dialogue entre ces cellules est réciproque, les CSM sont activées par les 

LB-LLC, par une augmentation de la signalisation PI3K et NF-kB, et par une activation de 

leur récepteur au PDGF par le PDGF sécrété par les LB, augmentant la sécrétion de VEGF 

(Ding et al., 2010; Lutzny et al., 2013). Les exosomes issus des cellules leucémiques 

contiennent également des protéines et des miRNA induisant un phénotype inflammatoire des 

CSM et ainsi leur prolifération, migration et sécrétion de cytokines inflammatoires, et 

pourraient ainsi promouvoir la croissance tumorale (Paggetti et al., 2015). 

Les LT de LLC montrent une forte production d’IFN-g, TNF-a et une production 

normale d’IL-12, qui pourrait protéger les LB-LLC de l’apoptose (Riches et al., 2013). Les 

lymphocytes T au contact des LB-CLL délivrent des signaux pro-tumoraux par l’activation de 

CD40L, la sécrétion d’IFN-g et d’IL-4 qui augmentent l’expression des protéines anti-

apoptotiques de la famille de Bcl-2 (Os et al., 2013). Ainsi, des LTh1 spécifiques des LB-LLC 

augmentent leur survie et prolifération.  

De façon complémentaire à son rôle dans le chimiotactisme, CXCL12 a démontré sa 

fonction dans la survie des LB-LLC. En effet, l’activation de CXCR4, un RCPG, par la 

fixation de CXCL12, entraine une activation des voies de signalisation pro-survie ERK et 

AKT (Nishio et al., 2005). En parallèle de l’action de CXCL12, deux autres facteurs solubles 

ont une importance majeure dans la stimulation de la survie des LB-LLC, BAFF (B-cell 

activating factor) et APRIL (A proliferation inducing ligand).  

BAFF et APRIL sont des protéines transmembranaires de type II, membres de la 

famille du TNF. BAFF peut initier ses effets soit sous sa forme liée à la membrane, soit sous 

sa forme soluble, et l’interaction avec son récepteur BAFF-R, est connue pour promouvoir la 

survie et/ou la différenciation des lymphocytes B matures. En plus de BAFF et du récepteur 

BAFF-R, les LB-LLC expriment également deux autres récepteurs de BAFF, BCMA (B-cell 

maturation antigen) et TACI (transmembrane interactor and calcium modulator and 

cyclophilin ligand interactor), suggérant une action pro-survie autocrine de BAFF dans la 

LLC. APRIL est majoritairement observé sous forme soluble mais a également été observé lié 

à la membrane des LB-LLC. APRIL, se fixant sur les récepteurs BCMA et TACI, serait donc 

également un facteur de survie autocrine dans la LLC (He et al., 2004; Kern et al., 2004; 

López-Fraga et al., 2001; Mackay and Schneider, 2009; Novak et al., 2002). Au sein du 

microenvironnement, les NLCs produisent BAFF et APRIL, leur expression étant dépendante 
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de l’interaction des NLCs avec la MEC (Croci et al., 2013). BAFF et APRIL induisent une 

activation de la voie canonique de NF-kB et une expression de la protéine anti-apoptotique 

Mcl-1. La signalisation étant différente de celle activée par CXCL12, l’effet induit par ces 

trois facteurs sur la survie des LB-LLC est additif. Ainsi, l’addition de ces trois facteurs 

solubles in vitro permet la survie de la majorité des LB-LLC mais ne recréé pas l’effet total 

obtenu en présence des NLCs (Nishio et al., 2005). 

D’autres mécanismes sont donc mis en jeu par les NLCs pour stimuler la survie des 

LB-LLC. Les NLCs et les LB-LLC produisent du HGF et expriment son récepteur c-met, 

stimulant à la fois le maintien de la polarisation M2 des NLCs et la survie des LB-LLC 

(Giannoni et al., 2014). De même, les NLCs expriment le CD31, qui peut interagir avec le 

CD38 des LB-LLC, induisant une surexpression de CD100 (ou sémaphorine 4D) à la surface 

des LB-LLC. CD100 interagit avec une haute affinité avec la Plexine-B1 exprimée par les 

NLCs, cette interaction induit un signal pro-survie dans les LB-LLC (Deaglio et al., 2005; 

Poggi et al., 2010). Des arguments indirects semblent impliquer les NLCs dans l’activation de 

la voie de signalisation du BCR. En effet, en présence de NLCs, les LB-LLC produisent plus 

de CCL3 et CCL4, production dépendante de la voie du BCR, mais le mécanisme d’activation 

du BCR par les NLCs est encore inconnu (Burger et al., 2009).  

Une étude a récemment montré que l’effet protecteur des facteurs solubles BAFF, 

APRIL et CXCL12, nécessitait une interaction physique entre les LB-LLC et les NLCs. Les 

LB-LLC surexpriment la protéine LFA-3 qui, par interaction avec le CD2, permet la 

formation d’une synapse immunitaire. Dans le cas des LB normaux, cette synapse est formée 

par interaction avec le CD2 exprimé par les lymphocytes T, mais dans le cas de la LLC, 

l’interaction LB-LLC/LT est détériorée, et la synapse se formerait donc avec les NLCs qui 

expriment aussi le CD2. Une hypothèse a par ailleurs été émise selon laquelle ce contact 

entrainerait la production des facteurs solubles de survie et était nécessaire à leur effet 

protecteur (Boissard et al., 2016). 

Bien que de façon moins importante, d’autres cellules agissent également sur la survie 

des LB-LLC. Les cellules endothéliales sont en contact direct avec les LB-LLC via les 

intégrines b1 et b2 (Maffei et al., 2012), mais également via BAFF et APRIL ancrés à leur 

surface (Cols et al., 2012), ou encore par l’interaction de l’endothéline 1 des LB-LLC avec le 

sous-type A du récepteur à l’endothéline (Maffei et al., 2014). Cette adhérence des LB-LLC 

sur les cellules endothéliales entraine leur activation et leur survie.  
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La fonction des cellules folliculaires dendritiques intervient également dans la LLC. 

Ces cellules sécrétant CXCL13 facilitent la migration des LB-LLC exprimant le CXCR5 dans 

les follicules lymphoïdes (Heinig et al., 2014). De plus, l’adhérence des cellules folliculaires 

aux LB-CLL via le CD44 des LB induit l’expression de la protéine anti-apoptotique Mcl-1 

(Pedersen et al., 2002) et protège les LB-LLC de l’apoptose par l’interaction également de 

CD100/PlexinB1 de la même manière que les NLCs (Granziero et al., 2003). 

II.4.3. Microenvironnement et échappement immunitaire 

Dans la LLC, les cellules du microenvironnement favorisent l’échappement des 

cellules leucémiques à l’immunosurveillance anti-tumorale. De plus, le microenvironnement 

ganglionnaire semble promouvoir l’acquisition de fonctions immunosuppressives par les LB-

LLC (Mohr et al., 2016), similaires à celles des B régulateurs (B regs). Ces cellules sont 

caractérisées par leur production d’IL-10 (Spaner et al., 2006), stimulée par la voie de 

signalisation impliquant CD5 ainsi que par celle impliquant BAFF et son récepteur TACI 

(Ferrer et al., 2014; Saulep-Easton et al., 2016). Les LB-LLC régulateurs favorisent 

l’expansion des Treg et inhibent l’activation des LT CD4+ et CD8+. De plus, par leur 

expression de CD1d et HLA-G, les LB-LLC inhibent l’activité cytotoxique des cellules NKT 

(Natural Killer T cells) et NK (Mohr et al., 2016). 

Bien qu’une concentration en cellules NK élevée ait généralement été associée à un 

meilleur pronostic des LLC en stade précoce et avec un statut IGHV muté, avec délai de mise 

en place du premier traitement plus long (Palmer et al., 2008; Wang et al., 2018), leur 

fonction est profondément altérée. En effet, les analyses fines des cellules NK montrent des 

anomalies fonctionnelles, liées à une absence de granules cytolytiques, ce qui induit une 

altération de leur capacité à lyser efficacement les cellules leucémiques (Kay and Zarling, 

1984). Cette inhibition de la fonction des NK est dépendante des LB-LLC, mais le mécanisme 

précis reste mal compris, et pourrait passer à la fois par des facteurs solubles et/ou par un 

contact direct et l’expression d’un CMH de classe 1 non classique, HLA-G (Buechele et al., 

2012; Burton et al., 1989; Katrinakis et al., 1996; Maki et al., 2008). Indépendamment de leur 

taux circulant, le nombre de cellules NK matures diminue au cours de la LLC parallèlement à 

l’expression de leurs récepteurs activateurs (MacFarlane et al., 2017; Parry et al., 2016) 

compromettant leur efficacité lors de l’immunothérapie par anti-CD20. Ces cellules 

immatures ont une viabilité réduite (MacFarlane et al., 2017). 
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Le nombre de lymphocytes T, particulièrement de LT CD8+, augmente dans le sang 

périphérique des patients LLC, mais ceux-ci montrent également de profondes altérations 

fonctionnelles. Ces lymphocytes présentent des signes d’activation antigénique chronique, et 

d’épuisement associé à l’expression des marqueurs CD244 (2B4), CD160 et PD-1 qui 

correspondent à des récepteurs inhibiteurs (Wherry, 2011). Cet épuisement entraine un défaut 

d’activité cytotoxique des LT, liée à l’expression de molécules inhibitrices, principalement de 

PD-1 (Nunes et al., 2012) et CTLA-4 (Motta et al., 2005). Comme pour les cellules NK, les 

LT de LLC ont un profil d’expression génique différent des cellules normales et cela étant 

dépendant des LB-LLC. Les gènes responsables de la polymérisation de la F-actine sont 

affectés, résultant en un défaut de formation de la synapse immunologique avec les CPA 

(Ramsay et al., 2008). Au cours de l’évolution de la LLC, le nombre de Tregs augmente et 

contribue à renforcer l’immunosuppression des LT en exprimant fortement le CTLA-4 

(cytotoxic T-lymphocyte associated antigen 4) et en sécrétant de l’IL-10 (Beyer et al., 2005; 

Lad et al., 2015; Pallasch et al., 2009). L’activité cytotoxique des LT non conventionnels 

LTgd est également diminuée au contact des cellules B leucémiques, cette inhibition est 

réversible en l’absence de B-CLL (Weerdt et al., 2015). 

L’activité des LT est de plus régulée par les NLCs qui jouent également un rôle dans 

la suppression de la réponse immunitaire anti-tumorale. Elles sécrètent de l’IL-10 et du TGF-

b qui favorisent l’expansion des Treg. L’association des facteurs solubles immunosuppressifs 

IL-10 et IDO produits par les NLCs et des Treg permet d’inhiber le développement et 

l’activation des populations de LT CD4+ et CD8+ (Giannoni et al., 2014; Ysebaert and 

Fournié, 2011). L’enzyme NAMPT, surexprimée dans les cas de LLC, permet quant à elle 

d’activer les signalisations par ERK, STAT3 et NF-kB, favorisant la survie des LB-LLC, 

tandis qu’elle entraine une surexpression de PD-1 par les NLCs, inhibant l’activité des LT 

(Audrito et al., 2015). De plus, l’expression dans les NLCs des gènes FGGR2B, LYZ, HLA-

DRA et CD74, indique une incapacité des NLCs à correctement traiter et présenter les 

antigènes, et activer la réponse immunitaire (Bhattacharya et al., 2011b). 

Découvertes plus récemment, les cellules myéloïdes suppressives sont induites par les 

LB-LLC, et activent la suppression des cellules T et NK par une activité enzymatique IDO 

accrue et par l’augmentation des lymphocytes T Reg (Jitschin et al., 2014). 
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II.4.4. Microenvironnement et résistance thérapeutique 

En plus de ses rôles de recrutement des LB-LLC et de promotion de leur survie et 

prolifération, le microenvironnement est également impliqué dans les résistances 

thérapeutiques. 

Ceci a été montré à plusieurs niveaux. Le contact entre les LB-LLC et les cellules 

endothéliales permet une résistance des LB-LLC aux drogues (Maffei et al., 2014). Les 

cellules stromales induisent une diminution de l’expression du CD20 à la surface des LB-

LLC, atténuant l’effet des thérapies anti-CD20 (Marquez et al., 2015). Elles induisent 

également la glycolyse suite à l’activation de c-Myc par la voie NOTCH, stimulant la survie 

des LB-LLC et leur résistance aux traitements (Jitschin et al., 2015). L’activité cytolytique 

des cellules NK est réduite, compromettant la lyse des LB-CLL par le rituximab (Reiners et 

al., 2013). 

L’’implication des NLCs a été démontrée dans les mécanismes de résistance 

thérapeutique des LB-LLC. La première étude concernait la fludarabine, la déxaméthasone et 

le chlorambucil. Elle n’a pas montré l’impact des NLCs sur la résistance à la fludarabine qui 

induisait l’apoptose des LB-LLC (en présence ou en absence des NLCs) ainsi que 

l’élimination des NLCs. En revanche, les traitements à la déxaméthasone et au chlorambucil 

n’entrainent pas l’apoptose des NLCs, qui protègent partiellement les LB-LLC contre 

l’apoptose selon un mécanisme dépendant de CXCL12 (Filip et al., 2015). 

Les NLCs ont démontré un effet protecteur contre le traitement à l’ibrutinib, l’une des 

thérapies les plus courantes à ce jour. En présence des NLCs, l’apoptose des LB-LLC induite 

par l’ibrutinib est partiellement inhibée (Boissard et al., 2015a). Cet effet passe par une 

modulation de la fonction des NLCs par l’ibrutinib. Cette molécule induit une diminution des 

capacités de phagocytose et une accentuation du phénotype immunosuppresseur des NLCs, 

tout en augmentant la polarisation M2 par la signalisation IL-4. L’effet inhibiteur de 

l’apoptose dépend quant à lui de l’augmentation de la production d’IL-10 par les NLCs 

(Fiorcari et al., 2016). La combinaison d’ibrutinib avec de la bendamustine ou du venetoclax 

semblerait cependant abolir cet effet protecteur des NLCs (Boissard et al., 2015a). 
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II.4.5. Le microenvironnement comme cible thérapeutique 

Compte tenu de la forte dépendance des LB-LLC à leur microenvironnement pour 

supporter leur survie, cibler cette interaction est une perspective thérapeutique prometteuse. 

Malgré les résistances discutées précédemment, les inhibiteurs de la voie de signalisation du 

BCR, ibrutinib et idelalisib ont prouvé leur efficacité pour inhiber cette interaction (Byrd et 

al., 2013). 

Le lenalidomide inhibe l’action du microenvironnement et module les profils 

d’expression cytokiniques de celui-ci (Chanan-Khan and Porter, 2006). Il permet de surpasser 

l’effet protecteur des NLCs, qui présentent une expression accrue d’IL-10 et des défauts 

d’initiation du chimiotactisme (Schulz et al., 2013). Il réactive la prolifération les activités 

anti-tumorales des LT CD4+ et des NK (Acebes-Huerta et al., 2014; Aue et al., 2009; Lee et 

al., 2011; Wu et al., 2008). Les fonctions de formation de la synapse immunitaire et de 

migration des LT sont rétablies, l’axe immunosuppresseur PD-1/PD-L1 est inhibé, de même 

que la prolifération des Treg (Galustian et al., 2009; Ramsay et al., 2008, 2013; Schulz et al., 

2013). Le lenalidomide est utilisé en combinaison avec du rituximab, et son association avec 

de l’ibrutinib a été évaluée (James et al., 2014; Pollyea et al., 2014). Les données 

préliminaires ont montré la survenue de neutropénie profonde et que l'efficacité de 

l’association n’était pas supérieure à celles de l’association rituximab-lénalidomide ou 

l'ibrutinib seul. Compte tenu de ces résultats et de la neutropénie soutenue, cet essai de phase 

1 n'a pas été poursuivi (Ujjani et al., 2018). 

Une autre perspective serait d’inhiber la signalisation induite par les chimiokines. La 

cible privilégiée est le couple CXCL12/CXCR4. Plusieurs anticorps (Ulocuplumab) et 

antagonistes (Plerixafor) bloquants le CXCR4 ont été développés. L’ulocuplumab est en cours 

d’essai clinique, en association avec du rituximab et de la bendamustine. Cette association a 

montré une diminution de l’expression de CXCR4 et de la mobilisation des LB-LLC avec une 

diminution de la lymphadénopathie (Kashyap et al., 2016). Le plerixafor inhibe l’activation 

des LB-LLC par le CXCL12, le chimiotactisme, et les interactions avec les cellules stromales 

et les NLCs (Stamatopoulos et al., 2012). Un oligonucléotide d’ARN, le NOX-A12, inhibe la 

migration en ciblant CXCL12, sensibilise les cellules leucémiques aux agents cytotoxiques 

(Hoellenriegel et al., 2014) et est actuellement en cours d’essai clinique en combinaison avec 

le rituximab et la bendamustine (Steurer et al., 2014). 

Une stratégie plus récente consiste à cibler la mise en place du microenvironnement, et 

notamment la différenciation des NLCs. Dans cette optique, des inhibiteurs du récepteur au 
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CSF-1, le CSF-1R, ont été développés. Deux inhibiteurs de CSF-1R, GW-2580 et ARRY-

382, permettent une inhibition de l’apparition et de la viabilité des NLCs et donc une 

diminution de la viabilité des LB-LLC. Ces molécules agissent en synergie avec l’ibrutinib et 

l’idelalisib (Edwards V et al., 2018; Polk et al., 2016; Sweeney et al., 2015). Leur utilisation 

en combinaison avec les traitements actuels semble ainsi être une stratégie prometteuse pour 

cibler à la fois les cellules leucémiques et leur microenvironnement. 

Enfin, des inhibiteurs de checkpoint immunitaires, notamment le pembrolizumab, 

inhibiteur de PD-1, permettraient d’éviter l’épuisement des LT, de restaurer la formation de la 

synapse immunitaire et leur cytotoxicité, et donc inhiber le développement de la LLC 

(McClanahan et al., 2015). Cette efficacité a notamment été montrée dans les formes 

évolutives accompagnées d’une transformation en syndrome de Richter (Ding et al., 2017). 

Outre ces différents facteurs immunitaires agissant sur la régulation des NLCs et des 

LB leucémiques, d’autres facteurs de croissance tels que les neurotrophines et la neurotensine 

agissent sur les lymphocytes B et leur implication dans la LLC nécessite d’être explorée. Le 

chapitre suivant décrit ces différents facteurs de croissance et leurs récepteurs ainsi que leurs 

fonctions dans le système immunitaire. 
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Chapitre III. Les neurotrophines, la neurotensine et leurs récepteurs 

III.1. Les neurotrophines et leurs récepteurs 

III.1.1. Les neurotrophines 

Les neurotrophines (NTs) constituent une famille de facteurs de croissance, découverte 

à partir des années 50, et impliquée dans les processus de développement du système nerveux, 

la régulation de la survie et de l’apoptose, ainsi que la différenciation et la prolifération des 

cellules neuronales. Cette famille est constituée de quatre membres, le premier à avoir été 

identifié est le NGF (Cohen et al., 1954), suivi du BDNF (Barde et al., 1982), de NT-3 

(Maisonpierre et al., 1990) et de NT-4/5 (Hallböök et al., 1991). 

Les neurotrophines NGF, BDNF, NT-3 et NT-4/5 sont codés par des gènes codant des 

formes précurseurs des NTs, appelées pré-pro-NTs, acheminées au niveau du réticulum 

endoplasmique (RE) où débute leur processus de maturation. Au sein du RE, le peptide signal 

est clivé pour donner une forme pro-NT, de 30 à 35 kDa. Les pro-NTs subissent un clivage 

afin d’obtenir les NTs matures. Ce clivage peut avoir lieu en intracellulaire par l’action de 

protéases telles que la furine, les NTs étant alors sécrétées sous forme mature. Les pro-NTs 

peuvent également être sécrétées sous cette forme puis clivées par des protéases 

extracellulaires telles que les métalloprotéses MMP-3 et MMP-7 ou la plasmine (Pang et al., 

2004). Les NTs matures, de 13 à 15 kDa, s’homodimérisent par liaison non covalente. Les 

NTs matures et les pro-NTs sont toutes deux des formes actives qui se lient à des récepteurs 

membranaires de haute affinité, les récepteurs Trk pour les NTs matures et le récepteur 

p75NTR pour les pro-NTs (Chao and Bothwell, 2002; Lee et al., 2001; Lessmann and 

Brigadski, 2009; Lessmann et al., 2003). 

III.1.2. Les récepteurs des neurotrophines 

III.1.2.1. Les récepteurs Trks 

Les récepteurs Trk sont au nombre de trois, TrkA, TrkB et TrkC, codés respectivement 

par les gènes NTRK1 (Neurotrophin Receptor Kinase 1), NTRK2 et NTRK3. Chacun de ces 

récepteurs a une haute affinité pour une NT mature, ainsi TrkA est le récepteur de haute 

affinité pour le NGF (Klein et al., 1991a), TrkB celui du BDNF et de NT-4/5 (Klein et al., 

1991b) et TrkC celui de NT-3 (Lamballe et al., 1991). NT-3 peut également interagir avec 

TrkA et TrkB mais avec moins d’affinité (Arévalo and Wu, 2006) (Figure 20). 
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Figure 20 : Interaction des neurotrophines avec les récepteurs Trk. 

Extrait de Sánchez-Sánchez et al., 2017 

 

III.1.2.2. Structures des Trks 

Les Trks sont des récepteurs transmembranaires de type 1 de la famille des récepteurs 

tyrosine kinase (RTK). Chaque récepteur est constitué d’environ 800 acides aminés et a une 

masse moléculaire moléculaire de 145 kDa, les trois récepteurs ayant environ 50% 

d’homologie peptidique (Brodeur et al., 2009a). 

 

Figure 21 : Structure des récepteurs Trk. 

Extrait de Maruyama and Maruyama, 2014 
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Les récepteur Trks sont constitués de trois domaines. Un domaine extracellulaire, 

composé d’environ 400 acides aminés au sein desquels est située une région riche en leucine, 

flanquée de deux régions riches en cystéines (C1 et C2) puis de deux domaines de type Ig-C2 

qui permettent la liaison du ligand spécifique tout en empêchant la dimérisation spontanée du 

récepteur en absence de ce ligand (Uren and Turnley, 2014). La partie extracellulaire des Trks 

est par ailleurs fortement glycosylée, contrôlant leur localisation et l’activation de leur 

signalisation (Watson et al., 1999). 

Le domaine transmembranaire des Trks permet leur ancrage à la membrane et est 

composé d’une hélice a. La partie intracellulaire permet l’activation de la signalisation de 

Trks. Elle est composée d’un domaine tyrosine kinase très conservé entre les différents 

récepteurs. Ce domaine est caractérisé par la présence de trois tyrosines ayant la capacité de 

se trans-autophosphoryler lors de la dimérisation des récepteurs à la suite de leur liaison au 

ligand. Deux autres tyrosines sont impliquées dans le recrutement des protéines de 

signalisation, une dans la partie N-terminale du domaine permet le recrutement des protéines 

Shc (Src homology-2 domain-containing protein) et une seconde en C-terminal permet le 

recrutement de la phospholipase Cg (Uren and Turnley, 2014). 

Il existe plusieurs isoformes des récepteurs TrkA, TrkB et TrkC, issues d’un épissage 

alternatif au cours de la transcription de leurs gènes respectifs. Ces isoformes ont des 

fonctions biologiques variables et différentes des fonctions classiques des formes totales, 

résumées dans la Figure 22. 

 

Figure 22 : Isoformes des récepteurs Trks. 

Extrait de Brodeur et al., 2009b 
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III.1.2.3. Voies de signalisation 

Suite à la liaison de leur ligand, les récepteur Trks s’homodimérisent et trans-

autophosphorylent les tyrosines du domaine kinase. La phosphorylation de ces tyrosines 

entraine le recrutement des protéines adaptatrices telles que Shc par Y490, PLC-g par Y785 

ou Grb2 et SH2B par Y670, Y674 et Y695, activant les voies de signalisation MAPK, PI3K et 

PLC-g/PKC (Huang and Reichardt, 2003). Ces voies de signalisation (Figure 23) jouent un 

rôle prépondérant dans la croissance, la survie et la différenciation neuronale, mais également 

dans le développement de différents types de tumeurs, notamment bronchiques, colorectales, 

neuroblastiques ou encore lymphoïdes (Arévalo and Wu, 2006; Brodeur et al., 2009a; Hillis et 

al., 2016). 

 

Figure 23 : Les voies de signalisation activées par les récepteurs Trks. 

Extrait de Patapoutian and Reichardt, 2001 

Le recrutement de Shc par une tyrosine phosphorylée de Trk permet le recrutement de 

la protéine adaptatrice Grb2, interagissant elle-même avec la protéine SOS (Son of Sevenless) 

et des facteurs d’échange de guanines entrainant l’activation de la protéine Ras (Ras GTPase 

activating protein). L’activation de Ras déclenche la phosphorylation et l’activation en 

cascade de Raf (Raf kinase), MEK1/2 puis ERK1/2, induisant au final l’activation de facteurs 

de transcription tels que CREB (cAMP Response Element Binding) ou Elk-1 (ETS domain-
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containing protein Elk-1) qui régulent la transcription de gènes impliqués dans la prolifération 

et la différenciation cellulaire (Moodie and Wolfman, 1994; Reichardt, 2006; Thomas et al., 

1992; Uren and Turnley, 2014). L’arrêt du signal est induit par les MAPKs elles-mêmes qui 

entrainent la dissociation du complexe Grb2-SOS (Kao et al., 2001). Une seconde voie 

d’activation de la voies des MAPKs passe par les Trks qui recrutent des adaptateurs Crk 

activant les GTAases Rap-1 et B-Raf (Wu et al., 2001; York et al., 1998). 

La voie PI3K/Akt est également activée par les NTs. Cette activation peut se faire de 

façon Ras dépendante (Vaillant et al., 1999) ou par le recrutement de la protéine Gab1 (Grb2-

associated-binding protein-1), activant PI3K (Holgado-Madruga et al., 1997). PI3K induit le 

recrutement de Akt et de PDK1 (3-phosphoinositide-dependent kinase 1), cette dernière 

activant Akt. Akt active les facteurs de transcriptions NF-kB, régulateur important des 

mécanismes de survie, et forkhead, régulateur de l’expression de gènes pro-apoptotiques tels 

que FasL (Brunet et al., 1999). Akt phosphoryle également la protéine pro-apoptotique BAD, 

inhibant son action (Datta et al., 1997). 

Enfin la phosphorylation des Trks permet le recrutement de la PLC-g, qui génère du 

diacylglycerol (DAG) et de l’inositol 1,4,5 triphosphate (IP3), induisant le relargage du Ca2+ 

intracellulaire et l’activation de la PKC puis de ERK par l’intermédiaire de Raf (Corbit et al., 

1999). Une seconde voie d’activation de la PKC passerait par le recrutement de la protéine 

Src, par la protéine adaptatrice FRS-2 (Wooten et al., 2001). 

Les récepteurs Trks peuvent interagir avec la sortiline (protéine présentée plus en 

détail dans le Chapitre III.2.2.3.) (Vaegter et al., 2011). La sortiline permettrait le transport 

antérograde des récepteurs Trks vers la membrane plasmique, ainsi que la fixation des pro-

NTs, à la fois sur les récepteurs Trks et la sortiline, pour activer les voies de signalisation 

PI3K/Akt et Src (Demont et al., 2012). 

III.1.3. Le récepteur p75NTR 

Le récepteur p75NTR, également appelé NGFR (NGF Receptor) est un récepteur de 

faible affinité pour toutes les NTs matures et de haute affinité pour les pro-NTs (Herrup and 

Shooter, 1973; Rodríguez-Tébar et al., 1992). P75NTR est un récepteur glycosylé 

transmembranaire de type 1, présentant des caractéristiques de la famille des récepteurs du 

TNF, de 399 acides aminés. Il est constitué d’un domaine extracellulaire présentant quatre 

domaines riches en cystéine possédant des ponts disulfures lui conférant une conformation 

spécifique et la capacité de lier les ligands à chaque domaine (Yan and Chao, 1991). Des sites 
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de O- et N-glycosylations, impliqués dans les mécanismes d’adressage du récepteur à la 

membrane, sont présents sur le domaine extracellulaire (Breuza et al., 2002). La partie 

transmembranaire est constituée d’une hélice a et de la cystéine C257 permet la dimérisation 

du récepteur en formant un pont disulfure entre deux monomères de p75NTR (Nadezhdin et al., 

2016). La partie intra-cytoplasmique de p75NTR présente un domaine de mort ou Death 

Domain (DD) constitué de six hélices a permettant de recruter des protéines adaptatrices 

activant la voie des caspases et la mort des cellules par apoptose (Roux and Barker, 2002). Un 

domaine Chopper est également présent, et assure la liaison des protéines TRAF4 et TRAF6 

(TNF Receptor-Associated Factors) (Khursigara et al., 1999; Krajewska et al., 1998), ainsi 

qu’un motif Sérine-Proline-Valine qui interagit avec des protéines adaptatrices à domaines 

PDZ (Post-synaptic Disc-large Zona) (Sheng and Sala, 2001). Cette partie intracytoplasmique 

permet donc le recrutement de nombreuses protéines adaptatrices pour former des plateformes 

de signalisation intracellulaire. 

 

Figure 24 : Signalisation par p75NTR. 

Adapté de Kraemer et al., 2014 
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Selon ses ligands, ses co-récepteurs et les protéines adaptatrices recrutées, le récepteur 

p75NTR peut engager diverses voies de signalisation, soit pro-survie soit pro-apoptotiques 

(Figure 24).  

- La signalisation pro-apoptotique : Les protéines adaptatrices NRIF (NT-receptor 

interacting factor), NRAGE (NT-receptor interacting MAGE homolog), TRAF ou 

encore NADE (NT-associated cell death receptor) sont recrutées au niveau du DD ou 

du domaine Chopper. Ces protéines activent la GTPase Rac qui déclenche une cascade 

de phosphorylation pour activer la MAPK JNK (Jun kinase) qui entraine l’apoptose 

par activation des facteurs de transcription p53 et c-Jun ainsi que des protéines pro-

apoptotiques Bim, Bad et Bax, puis la voie des caspases (Nykjaer et al., 2005; Roux 

and Barker, 2002; Yeiser et al., 2004). Cette signalisation pro-apoptotique est 

déclenchée par les pro-NTs, dont l’affinité deliaison pour p75NTR dépend de 

l’interaction de p75NTR avec la sortiline qui en constitue le co-récepteur. En effet, 

l’interaction de p75NTR avec la sortiline est nécessaire pour la liaison du pro-NGF qui 

induit une signalisation pro-apoptotique via JNK (Jansen et al., 2007; Nykjaer and 

Willnow, 2012a; Nykjaer et al., 2004, 2005). Le pro-BDNF et la pro-NT-3 

déclenchent également cette signalisation en interagissant avec le complexe 

p75NTR/sortiline (Teng et al., 2005; Yano et al., 2009).  

- La signalisation pro-survie : Bien qu’avec une affinité moindre, p75NTR peut 

également lier les NTs matures et déclencher une signalisation pro-survie. La liaison 

du NGF, du BDNF et de NT-3 active la voie PI3K/Akt (Roux et al., 2001), tandis que 

le NGF peut aussi activer la voie NF-kB par le recrutement de la protéine adaptatrice 

TRAF6, qui active la PKCi (Wooten et al., 2001), ou RIP-2 (Receptor Interacting 

Protein 2) (Khursigara et al., 2001). De plus, l’interaction de p75NTR avec les 

récepteurs TrkA, TrkB et TrkC, ce qui augmente leur affinité de liaison pour leurs 

NTs matures respectives et ainsi la signalisation pro-survie associée (Dechant, 2001; 

Eggert et al., 2000; Hantzopoulos et al., 1994; Hempstead et al., 1991). 

III.1.4. Les neurotrophines dans les lymphocytes B 

L’expression et la sécrétion des NTs a été observée dans les cellules immunitaires, à la 

fois dans les organes lymphoïdes et dans la circulation. Les NTs ont un effet sur de 

nombreuses cellules immunitaires (Vega et al., 2003). Les macrophages sécrètent le NGF, le 

BDNF et NT-4/5, et les LT produisent du NGF. Le récepteur p75NTR est exprimé par les LT et 
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les cellules dendritiques, tandis que TrkA est exprimé par les cellules dendritiques et les 

monocytes. Le NGF a une large action sur les cellules immunitaires en stimulant notamment 

la survie, l’activation et la différenciation des LT, LB, monocytes, éosinophiles, neutrophiles, 

basophiles et mastocytes (Besser and Wank, 1999; Boven et al., 1999; Ehrhard et al., 1993; 

Labouyrie et al., 1997, 1999; Lambiase et al., 1997; Schober et al., 1998). Concernant les LB, 

les NTs et leurs récepteurs sont impliqués dans la survie, la prolifération, la différenciation et 

la sécrétion d’anticorps. L’expression et le rôle des NTs et de leurs récepteurs dans les LB 

normaux est résumé dans le Tableau 7 (Hillis et al., 2016). 

Protéine Expression Rôle 

NGF Dans les LB humains 
activés et quiescents 
(Torcia et al., 1996) 

 

Expression supérieure dans 
les B mémoires (Torcia et 
al., 1996) et la lignée 
cellulaire B mémoire-like 
CESS (Rosini et al., 2000) 

Prolifération des lignées de B mémoires-like CESS et des LB humains in vitro 
(Otten et al., 1989; Rosini et al., 2000) 

Survie des lignées de B mémoires-like CESS et des LB mémoires humains in vitro 
(Rosini et al., 2000; Torcia et al., 1996) 

Différenciation et production d’IgM par les LB in vitro (Kimata et al., 1991; 
Torcia et al., 1996) 

Expression du récepteur de l’IL-2 par les LB activés in vitro (Brodie and Gelfand, 
1992) 

Production d’IgG et d’IgA par les LB humains quiescents et activés in vitro 
(Kimata et al., 1991) 

Expression du CD40 par les LB in vitro (Brodie and Gelfand, 1992) 

Inhibition de la production d’IgE par les LB in vitro b(Brodie et al., 1996) 

BDNF Dans les LB humains 
activés (Torcia et al., 1996) 

 

Dans les lignées de LB 
(Fauchais et al., 2008) 

Maturation des pré-B murins en LB matures dans la moelle osseuse (Schuhmann 
et al., 2005) 

Survie des LB déprivés de sérum in vitro (Fauchais et al., 2008) 

Induction de l’apoptose de la lignée BL-2 (LB matures) in vitro par le pro-BDNF 
(Fauchais et al., 2008) 

NT-3 Dans les LB humains 
activés (Torcia et al., 1996) 

Inconnu 

NT-4/5 Inconnu Inconnu 

TrkA Dans les LB humains 
activés et quiescents 
(Torcia et al., 1996) 

 

Inconnu 

TrkB-
FL 

Dans les lignées de LB 
(Klein, 1994) 

Inconnu 

TrkB-
T1 

Dans les lignées de LB 
activées (Torcia et al., 
1996) et les splénocytes et 
les cellules de la moelle 

Maturation des pré-B murins en LB matures dans la moelle osseuse (Schuhmann 
et al., 2005) 
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osseuse de souris 
(Schuhmann et al., 2005) 

TrkC Inconnu Inconnu 

P75NTR Dans les splénocytes et les 
cellules de la moelle 
osseuse de souris 
(Schuhmann et al., 2005), 
les LB humains activés et 
quiescents (Torcia et al., 
1996), et les lignées 
cellulaire B mémoires-like 
(Rosini et al., 2000) 

 

Induction de l’apoptose de la lignée BL-2 (LB matures) in vitro par le pro-BDNF 
(Fauchais et al., 2008) 

Sortiline Dans les lignées de LB 
(Fauchais et al., 2008) 

Induction de l’apoptose de la lignée BL20 (LB matures) (Fauchais et al., 2008) 

Tableau 7: Expression et implication des neurotrophines et de leurs récepteurs dans les lymphocytes B. 
D’après Hillis et al., 2016 

 

III.1.4.1. Dans les hémopathies malignes B 

Les neurotrophines ont été incriminées pour leur implications dans le développement 

de nombreux cancers, notamment de neuroblastomes et glioblastomes, de cancers du poumon, 

du sein, du colon, du pancréas et de la prostate, mais également dans les tumeurs lymphoïdes 

(Meldolesi, 2018). Les hémopathies malignes B dans lesquelles les NTs sont impliquées 

comprennent les leucémies aigües lymphoblastiques et myéloïdes, le DLBCL (lymphome 

diffus à grandes cellules B), le myélome multiple, ainsi que le lymphome de Burkitt (Hillis et 

al., 2016). Bien que dans les LB normaux ce soit le NGF qui semble être la NT ayant le rôle le 

plus important, il semblerait en revanche que dans les cas d’hémopathie malignes B, ce soit le 

BDNF et son récepteur TrkB qui auraient un rôle prépondérant sur la survie des LB tumoraux 

et leur résistance aux thérapies (Hillis et al., 2016). 

Dans les cas de leucémies aigües lymphoblastiques, 22 à 38% des patients expriment 

le récepteur p75NTR (Beutel et al., 2005). Dans la lignée pré-B Nalm6, une faible expression 

membranaire de la sortiline a été mise en évidence. Celle-ci augmente lorsque les cellules sont 

en conditions de stress et aurait pour rôle de protéger les cellules de la mort (Saada et al., 

2012). Les cellules tumorales de patients atteints de leucémie myéloïde aigüe exprimeraient 

quant à elles toutes les NTs et leurs récepteurs, et notamment le BDNF et TrkB. Dans un 

modèle de souris leucémique, le BDNF et TrkB permettent l’activation et la leucémogénèse 

des cellules hématopoïétiques, favorisent la survie des cellules tumorales, ainsi que leur 

résistance à la radiothérapie (Li et al., 2009). 
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Les lignées cellulaires issues de DLBCL expriment les récepteurs p75NTR et TrkB sous 

sa forme tronquée TrkB-T1 (Bellanger et al., 2011) et totale (Dubanet et al., 2015), ainsi que 

la sortiline, et sécrètent du BDNF mature (Bellanger et al., 2011; Sniderhan et al., 2009). La 

voie PI3K/Akt est constitutivement activée dans ces cellules. Par ailleurs, p75NTR est associé à 

TrkB et non à son co-récepteur de mort, suggérant une implication de TrkB/BDNF/p75NTR 

dans la signalisation pro-survie de ces cellules. De plus, en conditions de stress cellulaire, 

l’expression de TrkB et p75NTR est augmentée, avec une relocalisation de TrkB à la membrane 

cellulaire, accentuant sa signalisation pro-survie et induisant potentiellement des résistances 

thérapeutiques (Bellanger et al., 2011). L’inhibition des récepteurs Trks avec l’inhibiteur 

K252a entraine l’apoptose de ces cellules et améliore l’effet cytotoxique du rituximab utilisé 

classiquement dans le traitement de ce lymphome (Dubanet et al., 2015).  

Dans les lignées cellulaires de lymphome de Burkitt, l’expression de BDNF/TrkB est 

associée à la survie et la prolifération des cellules, et aux résistances thérapeutiques. 

L’inhibition du BDNF entraine un arrêt du cycle cellulaire et une activation des voies 

apoptotiques par diminution de Bcl-2, augmentation de Bax et activation des caspases, ainsi 

qu’une meilleure réponse aux traitements au 5-FU (Xia et al., 2014). Dans des conditions de 

stress, l’expression de la sortiline est relocalisée du cytoplasme vers la membrane plasmique, 

indiquant sa possible implication dans la signalisation de survie (Saada et al., 2012). 

La sécrétion de BDNF et l’expression de son récepteur TrkB ont également été 

observées dans des lignées cellulaires de myélome multiple, où ils activent de façon autocrine 

les voies de signalisation MAPK et PI3K/Akt, favorisant la survie et la résistance aux 

traitements (Pearse et al., 2005). Les cellules de myélome multiple expriment également la 

sortiline, qui serait nécessaire à la sécrétion du BDNF mature et contribuerait donc à la 

signalisation autocrine pro-survie. Il a cependant été identifié dans ce même modèle que la 

sortiline interagit également avec p75NTR et le pro-BDNF, induisant alors la mort des cellules 

par apoptose. La sortiline aurait donc deux rôles distincts, pro et anti-apoptotique selon ses 

partenaires, et dont la balance pourrait contribuer au développement de ces hémopathies 

malignes (Fauchais et al., 2008; Saada et al., 2012). 
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III.2. La neurotensine et ses récepteurs 

III.2.1. La neurotensine  

La neurotensine (NTS) a été découverte en 1973 dans des extraits hypothalamiques 

bovins (Carraway and Leeman, 1973). Il s’agit d’un tridécapeptide de séquence pGlu–Leu–

Tyr–Glu–Asn–Lys–Pro–Arg–Arg–Pro–Tyr–Ile–Leu–COOH (Carraway and Leeman, 1975). 

Le gène NTS, localisé sur le chromosome 12, code pour deux protéines, la NTS et la 

neuromédine N (NMN) (Marondel et al., 1996). La protéine synthétisée, la pro-NTS, de 120 

acides aminés, subit des clivages par des prohormones convertases pour donner la NTS et la 

NMN matures (Figure 25). La NTS et la NMN sont produites de manière différentielle selon 

les tissus et les conditions physiologiques (Kislauskis et al., 1988), ainsi que selon 

l’expression des différentes prohormones convertases exprimées (Kitabgi, 2006). 

 

 

Figure 25 : Clivage de la pro-NTS en Neurotensine et Neuromédine N. 

Extrait de Mitra, 2017 

 

L’activité biologique de la NTS dépend de sa partie C-terminale (acides aminés 8-13) 

(Rostène and Alexander, 1997), qui est clivée par des endopeptidases et des 

carboxypeptidases pour induire l’inactivation et la dégradation de la NTS (Almenoff et al., 

1981; Checler et al., 1986).  

La NTS est exprimée dans les systèmes nerveux central (SNC) et périphérique ainsi 

que dans certains organes périphériques. Au sein du SNC, la NTS a un rôle de 

neurotransmetteur et de neuromodulateur. Son niveau d’expression varie selon les régions 

cérébrales, avec une expression maximale dans l’hypothalamus (Cooper et al., 1981). La NTS 

est exprimée dans les corps cellulaires et les terminaisons nerveuses des neurones (Dobner, 

2005). Au sein du SNC, la NTS module un large panel d’effets selon les régions cérébrales. 

Ainsi il a été montré que la NTS peut réguler la perception de la douleur, le système cardio-

vasculaire, la prise alimentaire, la libération d’hormones hypophysaires, la pression artérielle 
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ou encore l’inflammation (Dobner, 2005, 2006; Kleczkowska and Lipkowski, 2013; Mitra, 

2017). La NTS est également impliquée dans les pathologies neurodégénératives de 

Huntington et Parkinson (Mustain et al., 2011). Elle module également l’activité d’autres 

neurotransmetteurs, notamment dopaminergiques (Fuxe et al., 1992) mais aussi 

sérotoninergiques, cholinergiques, glutamatergiques et GABAergiques (Boules et al., 2013; 

Mustain et al., 2011). 

En périphérie, la NTS est principalement détectée dans le tractus gastro-intestinal et le 

système cardiovasculaire (Carraway and Leeman, 1976). Dans le tractus gastro-intestinal, la 

NTS est produite par les neurones périphériques innervant les muscles lisses, mais également 

par les cellules des muqueuses du tractus gastro-intestinal (Hammer et al., 1982). La NTS 

peut y agir comme hormone locale, contrôlant la motilité intestinale, l’hypotension, les 

sécrétions d’acide gastrique et la digestion lipidique, ainsi que comme un facteur de 

croissance régulant la prolifération des cellules normales et tumorales (Carraway and Plona, 

2006; Mitra, 2017; Vincent et al., 1999). La NTS périphérique a également une action sur la 

production d’hormones hypophysaires (Rostène and Alexander, 1997) ainsi que sur 

l’apparition de maladies cardio-vasculaires, diabète et/ou obésité (Li et al., 2016). 

III.2.2. Les récepteurs de la neurotensine 

La NTS possède trois récepteurs, le RCPG de haute affinité NTSR1 (Neurotensin 

Receptor 1), le RCPG de faible affinité NTSR2 et la sortiline, un récepteur de la famille des 

protéines à domain Vps10 (Vacuolar Protein Sorting 10). 

III.2.2.1. Le récepteur de la neurotensine de type 1 (NTSR1) 

Le gène NTSR1 est localisé sur le chromosome 20 et code une protéine de 418 acides 

aminés (Laurent et al., 1994; Tanaka et al., 1990). Le récepteur NTSR1, de 47 kDa, est 

constitué de sept domaines transmembranaires, 3 boucles extracellulaires (E1-3) et 3 boucles 

intracellulaires (C1-3), une longue partie N-terminale, une courte partie C-terminale et est 

associé aux protéines Gaq/11. Les boucles E1 et E3 présentent les sites d’interaction avec la 

NTS tandis que l’interaction avec les protéines G et l’activation de la PLC se fait par la boucle 

C3. Des sites de glycosylation sont présents dans la partie N-terminale et sont impliqués dans 

l’adressage du récepteur à la membrane. Un résidu aspartate est présent dans le second 

segment transmembranaire et confère à NTSR1 une sensibilité au sodium. La queue C-

terminale présente deux acides aminés responsables de l’internalisation du récepteur (Figure 

26) (Mitra, 2017; Vincent et al., 1999). 
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Comme pour la NTS, le récepteur NTSR1 est exprimé majoritairement dans le SNC et 

le tractus gastro-intestinal, mais a également été observé dans les cellules sanguines 

mononucléées (Vita et al., 1993). Ses fonctions incluent la diminution de la pression sanguine 

(Rioux et al., 1982), la relaxation et la contraction de l’iléon (Carraway and Mitra, 1994), 

l’analgésie (Roussy et al., 2008) et l’hypothermie (Feifel et al., 2010). 

 

 
Figure 26 : Structure des récepteurs NTSR1 et NTSR2. 

Les résidus jaunes correspondent aux variations de peptides de NTSR2 par rapport à ceux de NTSR1 indiqués en 
bleu. Extrait de Mitra, 2017. 

 

NTSR1 est le plus souvent associé à la protéine Gaq/11 et lors de la liaison de la NTS, la PLC 

est activée, déclenchant une cascade de signalisation aboutissant à l’activation de ERK1/2 par 

Ras. Dans d’autres cas, NTSR1 est associé à Gai/o, induisant l’activation de ERK1/2 via 

l’activation de Src ainsi qu’une diminution de la production d’AMPc.  

L’association avec Gas induit en revanche une augmentation de la production 

d’AMPc, ayant pour effet d’inhiber la signalisation par Ras et donc de moduler la 
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signalisation par la NTS. Une association avec Ga13 aurait quant à elle un rôle dans la 

signalisation par les petites Rho GTPases et la modulation des réarrangements 

cytosquelettiques (Besserer-Offroy et al., 2017). Enfin, l’arrêt du signal est induit par 

l’interaction de NTSR1 avec la b-arrestine 1 et 2. Suite à l’activation par la NTS, les résidus 

ser415, Thr416 et Ser417 sont phosphorylés, entrainant le recrutement de la b-arrestine et 

l’internalisation du récepteur (Besserer-Offroy et al., 2017; Oakley et al., 2001). L’ensemble 

des voies de signalisation induites par NTSR1, ainsi que les stratégies d’inhibition (détaillées 

dans la partie III.4.) sont résumés en Figure 27. 

 
Figure 27 : Voies de signalisations induites par NTSR1 et inhibiteurs associés (en rouge). 

Extrait de Besserer-Offroy et al., 2017 

 

III.2.2.2. Le récepteur de la neurotensine de type 2 (NTSR2) 

Le récepteur NTSR2 est constitué de 420 acides aminés et présente une structure 

similaire à celle de NTSR1 (Figure 26) mais avec une extrémité N-terminale plus courte et 

sans site de glycosylation, une partie C-terminale plus longue, ainsi qu’une absence du résidu 
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aspartate (conférant à NTSR1 la sensibilité au sodium) (Vincent et al., 1999). NTSR2 a une 

affinité moindre pour la NTS comparée à celle de NTSR1 (Tanaka et al., 1990). Son 

expression a été observée majoritairement au sein du cerveau (Mazella et al., 1996), au niveau 

des neurones chez la souris et les rats ainsi que dans le cellules gliales et épendymaires de rat 

(Sarret et al., 1998; Walker et al., 1998). NTSR2 est exprimé dans les régions cérébrales 

responsables de la nociception (Sarret et al., 2003) et serait impliqué dans l’analgésie induite 

par la NTS, les souris NTSR2-/- perdant cet effet nociceptif (Dubuc et al., 1999; Maeno et al., 

2004; Remaury et al., 2002). Dans des modèles murins de lésions cérébrales, l’expression de 

NTSR2 augmente dans les cellules gliales suite à l’induction de la lésion, signifiant une 

potentielle implication de NTSR2 en réponse à ces lésions (Nouel et al., 1997; Schotte et al., 

1988).  

Les mécanismes de transduction du signal par NTSR2 demeurent à ce jour peu étudiés 

et incertains (Dobner, 2005). Ces mécanismes ont été étudiés principalement en présence 

d’antagonistes des récepteurs NTSRs, la levocabastine, un inhibiteur spécifique de NTSR2 

qui bloque de manière compétitive la liaison de la NTS, le SR48692 ou Meclinertant, ayant 

une forte affinité et spécificité pour NTSR1, et le SR142948A qui se lie à NTRS1 et NTSR2 

avec la même affinité (Myers et al., 2009). Les modèles utilisés pour étudier ces mécanismes 

sont basés sur la transfection du récepteur dans des cellules et présentent des effets 

paradoxaux ; les antagonistes de NTSR2 jouant le rôle d’agonistes dans certains cas, tandis 

que la NTS agirait comme un antagoniste (Dobner, 2005). En effet, une première étude a 

indiqué que la NTS et la levocabastine stimulaient les flux chloriques activés par le Ca2+ via 

NTSR2 transfecté dans des ovocytes de xénope (Mazella et al., 1996). Dans la lignée CHO 

transfectée, NTSR2 est activé par les antagonistes SR48692 (Gully et al., 1993) et 

SR142948A (Gully et al., 1997), tandis que la NTS a un effet antagoniste (Botto et al., 1998; 

Richard et al., 2001; Vita et al., 1998; Yamada et al., 1998). Cependant, dans la lignée COS 

transfectée et des cultures de cellules granulaires du cervelet, NTSR2 active les MAPK 

ERK1/2 (Gendron et al., 2004; Sarret et al., 2002). 

L’interaction de NTSR2 avec les différents types de protéines G n’est pas connu, mais 

il est suggéré qu’il pourrait interagir avec les protéines Gq/11, Gi/o et G12/13 (Holst et al., 2004; 

Richard et al., 2001; Vita et al., 1998). Les mécanismes d’arrêt du signal et d’internalisation 

de NTSR2 sont inconnus, cependant il a été montré que le récepteur était internalisé après 

liaison de la NTS, et que cette internalisation déclenchait la signalisation par ERK1/2 (Ayala-

Sarmiento et al., 2015; Gendron et al., 2004). 
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III.2.2.3. La Sortiline 

Les détails de la structure de la sortiline et des mécanismes de transport dans lesquels elle est 

impliquée sont détaillés dans la partie Introduction de la revue bibliographique incluse à ce 

manuscrit en Annexe 1 et ne seront donc pas détaillés ici. 

La sortiline est une protéine de transport des protéines du Golgi vers la membrane 

plasmique, vers la sécrétion au sein d’exosomes ou de vésicules de sécrétion, mais également 

dans les voies lysosomales pour adresser ses partenaires vers les voies de dégradation après 

leur internalisation (Figure 28). La sortiline joue un rôle central dans la régulation des 

signalisations neurotrophiques et neurotensinergiques, par ses rôles de récepteur, co-récepteur 

et protéine de transport.  

 

Figure 28 : Voies de transport de la sortiline  
(sortiline symbolisée par « Vps10p domain receptors dans la légende). Le pro-peptide de la sortiline est clivé par 
des pro-protéines convertases au niveau du trans-Golgi (TGN) (étape 1). La sortiline, associée à ses protéines 
partenaires, est sécrétée du TGN vers des vésicules extracellulaires via des granules sécrétoires (étape 2) ou 
adressée à la membrane plasmique via des vésicules sécrétoires constitutives. Les partenaires de la sortiline 
peuvent alors être ancrés à la membrane ou sécrétés (étapes 3-4). Suite à son ancrage à la membrane, la sortiline 
peut subir des clivages protéolytiques par ADAM10 (A Disintegrin And Metalloprotease) ou ADAM17, puis par 
la g-secretase entrainant sa sécrétion sous forme soluble (étape 5). La sortiline peut également entrainer 
l’internalisation de ses partenaires depuis la membrane plasmique par endocytose dépendant, du complexe AP-
2/clathrine (étape 6). La sortiline peut naviguer, seule ou avec un partenaire, entre les endosomes précoces et le 
TGN via le complexe du rétromère (étape 7) ou par le transport antérograde via son interaction avec GCAs/AP-1 
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(étape 8). Les endosomes précoces maturent en endosomes tardifs ou en corps multi-vésiculaires (étape 9). D’ici, 
la sortiline et ses partenaires sont soit adressés au lysosome pour dégradation (étape 10) ou sécrétés au sein 
d’exosomes (étape 11). 

 

Comme mentionné précédemment, la sortiline interagit avec le récepteur p75NTR, et 

agit en tant que co-récepteur pour la liaison des pro-NT induisant l’apoptose des cellules 

(Nykjaer et al., 2004; Teng et al., 2005). En parallèle de ce rôle, la sortiline est également 

capable de lier les formes matures et immatures des NTs, permettant le transport de ces 

protéines du Golgi vers la membrane où elles seront sécrétées (Chen et al., 2005; Fauchais et 

al., 2008). En plus de réguler le transport des NTs, la sortiline régule également le transport de 

leurs récepteurs Trks (Vaegter et al., 2011). 

La sortiline peut agir en tant que récepteur de la NTS dans les cellules de la microglie, 

où elle active les voies MAPK et PI3K/Akt, suggérant la capacité de la sortiline à induire 

seule une signalisation par la NTS, les récepteurs NTSR1 et NTSR2 étant absent de ces 

cellules (Dicou et al., 2004; Martin et al., 2003; Patel et al., 2016). Le pro-peptide de la 

sortiline bloque de manière efficace les effets induits par la NTS et pourrait ainsi constituer un 

agent bloquant (Mazella and Vincent, 2006). La sortiline interagit également avec les 

récepteurs NTSR1 et NTSR2. L’interaction avec NTSR2 dans des cellules pancréatiques est 

nécessaire à la signalisation pro-survie induite par la NTS (Béraud-Dufour et al., 2009). Une 

étude a également rapporté la présence d’un complexe sortiline/NTSR1 à la surface de 

cellules coliques HT29, ce complexe est internalisé après liaison de la NTS et régule 

négativement la signalisation induite par la NTS via NTSR1 (Martin et al., 2002). 

 

III.2.3. La neurotensine et ses récepteurs dans les cancers 

La NTS et les voies de signalisation induites par son action sur ses récepteurs NTSR1 

et NTSR2 sont impliquées dans le développement des cancers. La NTS stimule à la fois la 

survie, la progression tumorale et la propagation des métastases. Par des mécanismes 

indépendants de la NTS, la sortiline est également impliquée dans l’oncogenèse. 

Dans les cas de cancers bronchiques à petites cellules et non à petites cellules, NTSR1 

et NTS ont une expression élevée, associée à un mauvais pronostic. La NTS entraine une sur-

activation des récepteurs EGFR (epidermal growth factor receptor) et HER 2/3 (human 

epidermal growth factor 2/3), accentuant la croissance tumorale et sa dissémination (Alifano 

et al., 2010; Moody et al., 2016; Younes et al., 2014). La sortiline participe à la promotion de 
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l’angiogenèse par la formation, et la régulation de la sécrétion dans des exosomes, d’un 

complexe TrkB/EGFR/Sortiline. Ces exosomes sécrétés par les cellules tumorales sont un 

signal pro-angiogénique pour les cellules endothéliales environnantes (Wilson et al., 2014). 

Dans les cancers prostatiques, NTRS1 et NTSR2 sont surexprimés, avec une 

prédominance pour NTSR1 (Swift et al., 2010). La NTS active de manière autocrine les voies 

MAPK, PI3K/Akt et la signalisation par l’EGFR, induisant la progression du cycle cellulaire, 

la prolifération des cellules et l’invasion (Hassan et al., 2004; Sehgal et al., 1994; Vias et al., 

2007) 

NTSR1 et la NTS activent la voie MAPK dans les cancers colorectaux et favorisent la 

tumorigénèse et la progression tumorale (Bakirtzi et al., 2011; Gui et al., 2008). La forme 

soluble de la sortiline entraine une désorganisation du cytosquelette et une rupture des 

desmosomes, aboutissant à l’initiation de la formation de métastases (Massa et al., 2014). 

Les voies de signalisations de l’EGFR et PI3K/Akt sont activées par la NTS dans les 

cancers pancréatiques, induisant la prolifération et la migration des cellules tumorales (Guha 

et al., 2002, 2003; Mijatovic et al., 2007; Wang et al., 2011a). La voie MAPK est également 

activée, et est associée à l’expression de Bcl-2, dans les glioblastomes, où NTSR1 et la NTS 

sont fortement exprimés et de mauvais pronostic (Dong et al., 2017; Ouyang et al., 2015). 

Cette signalisation est associée à la survie et à l’invasion des cellules tumorales, et est liée à la 

signalisation par l’IL-8 et son récepteur CXCR1 activant STAT-3 (Ouyang et al., 2015; Zhou 

et al., 2014). 

Dans le cancer du sein, la NTS entraine l’activation de l’EGFR et de HER 2/3, de la 

voie des MAPK et est associée à l’expression de Bcl-2 (Dupouy et al., 2014; Somaï et al., 

2002). Le pro-NGF, en stimulant TrkA de façon autocrine, induit la survie et l’invasion 

ganglionnaire des cellules tumorales. Cette signalisation par pro-NGF/TrkA est dépendante de 

la sortiline selon un mécanisme non identifié mais une régulation de la sécrétion du pro-NGF 

par la sortiline, ainsi que la formation d’un complexe de signalisation sortiline/TrkA sont 

suspectés. (Demont et al., 2012). L’agressivité des cellules tumorales de cancer du sein serait 

liée à l’activation sortiline-dépendante des voies de signalisation par la Focal Adhesion 

Kinase (FAK) et Src (Roselli et al., 2015). L’implication de la sortiline dans la signalisation 

par FAK et Src a également été détectée dans les tumeurs neuroendocrines. L’inactivation de 

la sortiline dans ce modèle entraine une diminution de l’activation de ces voies, ainsi qu’une 

inhibition de la migration et de l’adhérence cellulaire (Kim et al., 2018). 
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L’ensemble des voies de signalisations activées par la NTS, NTSR1 et la sortiline ainsi que 

leurs implications oncogéniques est résumé en Figure 29. 

 

 

Figure 29 : Voies de signalisations induites par la neurotensine et ses récepteurs NTSR1 et sortiline. 

Extrait de Ouyang et al., 2017 

 

Peu de données concernent l’expression de NTSR2, elle a été détectée dans les cas de 

cancers de la prostate, de glioblastome et de LLC, mais son implication dans la progression 

tumorale et les signalisations associées n’ont pas été décrites (Ayala-Sarmiento et al., 2015; 

Saada et al., 2012; Swift et al., 2010). 

III.2.4. La neurotensine et ses récepteurs dans le système immunitaire 

L’implication de la sortiline dans le système immunitaire ne sera pas détaillée ici, elle fait 

l’objet d’une revue bibliographique incluse sous forme de manuscrit en Annexe 1 de ce 

manuscrit. 

Le récepteur NTSR1 est exprimé à la surface des lymphocytes T humains et la 

stimulation par la NTS aurait un effet inhibiteur sur la prolifération de ces cellules, tout en 

augmentant leurs capacités migratoires et de chimiotactisme (Evers et al., 1994; Ramez et al., 
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2001). L’expression de la NTS a également été détectée au sein du thymus humain, suggérant 

une implication dans la régulation thymique (Mignini et al., 2011). 

Dans le tissu intestinal, la NTS exerce une régulation de l’inflammation, en régulant 

notamment la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires. Ainsi la NTS active la voie des 

MAPK et le facteur de transcription NF-kB, et stimule la production d’IL-8 pro-

inflammatoire (Castagliuolo et al., 1999; Koon et al., 2009; Zhao et al., 2003, 2007). Cet effet 

est également observé dans les cas de transactivation de NTSR1 et de l’IGF-1, ainsi que dans 

les cellules pancréatiques (Olszewski and Hamilton, 2009; Zhao et al., 2011).  

Dans les mastocytes humains, la stimulation de NTSR1 par la NTS induit la libération 

d’histamine, et il a été suggéré que les concentrations élevées de NTS chez les patients 

atteints de dermatite atopique, une maladie inflammatoire immuno-allergique, participent à la 

pathogénèse par leur action sur les mastocytes (Cochrane et al., 2011; Vasiadi et al., 2013). 

A l’inverse, dans les cellules dendritiques de la peau, la NTS induit par NTSR1 et la 

sortiline, une inhibition des voies de signalisation par NF-kB et JNK déclenchées par le LPS, 

ainsi qu’une diminution de la production du TNF-a, de l’IL-6 et du VEGF (da Silva et al., 

2011). La NTS induit également une diminution du potentiel inflammatoire des fibroblastes 

de la peau en réponse aux lésions cutanées (Pereira da Silva et al., 2014). 

III.2.4.1. Dans les lymphocytes B et les macrophages 

La NTS stimule l’activité phagocytaire des macrophages par une augmentation du 

calcium intracellulaire, ainsi que leur prolifération (De la Fuente et al., 1993; Moore et al., 

1989). Elle favorise également la production d’IL-6 et d’IL-1b en conditions normales. Par 

contre, en condition hyperglycémique, la NTS inhibe les productions d’IL-12 et d-IL-1b et 

réduit ainsi l’effet inflammatoire induit par l’hyperglycémie. Par ailleurs, l’hyperglycémie 

entraine une réduction des capacités migratoires des macrophages et un traitement à la 

neurotensine permet d’annuler l’effet anti-migratoire de cette condition (Moura et al., 2013). 

Plus récemment, il a été montré que dans des carcinomes hépatiques, une signalisation 

aberrante par la NTS active les voies MAPK et NF-kB, induisant une surproduction d’IL-8. 

L’IL-8 attire les macrophages CD68+ et favorise leur polarisation en macrophages de type 2. 

L’axe NTS/IL-8 semble donc favoriser le développement des TAMs et participe à la 

formation d’un microenvironnement pro-oncogénique (Xiao et al., 2018). 



Hugo Talbot | Thèse de doctorat | Université de Limoges | 2018 104 
Licence CC BY-NC-ND 3.0 

Des travaux ont montré que les lignées de plasmocytes et de lymphocytes B humains 

expriment la sortiline. Dans ces cellules la sortiline exerce, comme décrit précédemment, un 

double rôle pro-survie ou pro-apoptotique selon ses partenaires. Son rôle pro-survie est exercé 

par la régulation de la sécrétion du BDNF, qui stimule la survie des cellules par l’activation de 

son récepteur TrkB de manière autocrine. Son second rôle, pro-apoptotique, est mis en place 

par l’interaction de la sortiline avec son co-récepteur de mort p75NTR, qui induit l’apoptose 

suite à la liaison du pro-BDNF (Bellanger et al., 2011; Fauchais et al., 2008). Les récepteurs 

NTSR1 et NTSR2 sont exprimés par les LB humains normaux, les lignées de LB, et les LB de 

patients atteints de LLC. L’induction d’un stress cellulaire entraine une surexpression de 

NTSR1 et de la sortiline, et la NTS inhibe l’apoptose et stimule la prolifération des lignées de 

LB (Saada et al., 2012). 

Les LB de patients atteints de LLC ont montré un profil d’expression très différent des 

LB normaux, avec une disparition de l’expression de la NTS, une diminution significative de 

NTSR1, tandis que l’expression de NTSR2 est fortement augmentée, suggérant une 

implication de ce récepteur dans les mécanismes de résistance à l’apoptose caractéristique des 

LB-LLC (Saada et al., 2012). 

III.3. Interactions RCPGs / Trks 

Les communications croisées entre les récepteurs membranaires permettent de 

diversifier les voies de transduction des signaux intracellulaires en réponse à une pléthore de 

stimuli extracellulaires (Cattaneo et al., 2014a). De nombreuses interactions ont été décrites 

entre les RTKs et les RCPGs, qui impliquent la transactivation des récepteurs en présence du 

ligand de l’un des deux, et dans certains cas en absence de ligand (Cattaneo et al., 2014a). 

Différents mécanismes permettent cette transactivation. Les RCPGs peuvent activer des 

métalloprotéases ancrées à la membrane qui activeront ensuite les RTKs (Figure 30.A) 

(Leserer et al., 2000; Prenzel et al., 1999). En absence de ligand, les RCPGs peuvent recruter 

des seconds messagers tels que des ions calciums, la PKC, les protéines tyrosine kinases Src 

et Pyk (Figure 30.C), la b-arrestine ou des ROS (Reactive Oxygen Species) (Figure 30.B) qui 

induiront la phosphorylation et l’activation des RTKs (Andreev et al., 2001; Chen et al., 2012; 

El-Shewy et al., 2011; Esposito et al., 2011; Gesty-Palmer et al., 2013; Tilley et al., 2009).  

Bien que moins décrits, les RTKs sont également capables de transactiver les RCPGs. 

Cette transactivation se fait par la formation d’un complexe RTK/RCPG et la liaison du 

ligand sur le RTK. La stimulation du RTK entraine l’activation notamment de c-Src, qui va 
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phosphoryler les résidus tyrosines cytoplasmiques des RCPGs et ainsi promouvoir leur 

signalisation puis le recrutement de la b-arrestine pour internalisation du complexe (Figure 

30.D) (Cattaneo et al., 2014a). 

 

Figure 30 : Mécanismes de transactivation des RTKs et des RCPGs. 

A. Transactivation ligand-dépendante des RTKs suite à l’activation des métalloprotéases par les RCPGs B. 

Transactivation ligand-indépendante des RTKs par activation des ROS par les RCPGs C. Transactivation ligand-

indépendante des RTKs par les RCPGs par activation de tyrosines kinases intracellulaires par les RCPGs D. 

Transactivation ligand-indépendante des RCPGs par formation d’un complexe protéique et l’activation de la 

tyrosine kinase Src par les RTKs. 

Extrait de Cattaneo et al., 2014a 

 

De nombreux mécanismes de transactivation des récepteurs Trk ont été mis en 

évidence (Mitre et al., 2017). Dans des cultures neuronales, la sérotonine active six RCPGs 

(5-HT1, 5-HT2, 5-HT4, 5-HT5, 5-HT6 et 5-HT7) qui déclenchent les mécanismes 

d’oxydation par NADPH et induit la transactivation des récepteurs PDGFR-b et TrkB (Kruk 

et al., 2013a). L’adénosine et le PACAP (pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide) 

se lient à leurs RCPGs respectifs et induisent la transactivation de TrkA et sa signalisation par 

PI3K/Akt ayant des effets neuroprotecteurs (Lee and Chao, 2001; Lee et al., 2002; Takei et 
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al., 2000). Les voies de transactivation induites par l’adénosine et la sérotonine requièrent 

également l’activité de la PLC et des tyrosines kinases Src et Fyn (Kruk et al., 2013b; 

Rajagopal and Chao, 2006). Une autre interaction a été observée entre le récepteur TrkA avec 

S1P1/VEGFR2 qui forment un complexe de signalisation associé à la PKC et à ERK, 

capables de se transactiver sans nécessité d’action de tyrosine kinase (Bergelin et al., 2010). 

D’autres ligands permettent la transactivation des récepteurs Trk, notamment les 

glucocorticoïdes qui interagissent avec la signalisation du BDNF (Jeanneteau et al., 2008). La 

signalisation par l’EGF induit également une activation des récepteurs TrkB et TrkC 

(Puehringer et al., 2013). 

Un complexe composé de TrkA, EGFR et FPR (formyl peptide receptor), un RCPG, a 

été observé. La fixation du ligand de FRP entraine l’activation des ROS et de la 

métalloprotéase MMP-9 qui clive le pro-EGF et entraine une transactivation de TrkA et 

EGFR de façon Src et Erk-dependante (El Zein et al., 2010).  

La neurotensine et l’activation de son récepteur NTSR1 a quant à elle été reliée à une 

activation rapide de Src, et la phosphorylation de la tyrosine Y845 de l’EGFR (Amorino et al., 

2007). Cette transactivation a été associée à une augmentation de la croissance et de 

l’agressivité de tumeurs bronchiques (Moody et al., 2014; Younes et al., 2014) et du sein 

(Dupouy et al., 2014). 

 

III.4. Ciblage thérapeutique des voies des neurotrophines et de la neurotensine 

III.4.1. Ciblage thérapeutique de la voie de la neurotensine 

La signalisation par la neurotensine, et notamment par son action sur le récepteur 

NTSR1 semble de plus en plus avoir un rôle direct dans les mécanismes de croissance et de 

progression tumorale. La signalisation par NTSR1 a été incriminée dans les cancers du côlon 

(Gui et al., 2008; Souazé et al., 2006a), du poumon (Alifano et al., 2010), du pancréas (Wang 

et al., 2011a, 2000), du sein (Dupouy et al., 2009), et les carcinomes de la tête et du cou 

(Shimizu et al., 2008). Le récepteur NTSR2 n’est que rarement détecté dans les cellules 

tumorales (Schulz et al., 2006), il a cependant été observé dans les LB-LLC (Saada et al., 

2012) et est surexprimé dans les cellules de cancer de la prostate de phénotype luminal (Swift 

et al., 2010). L’estimation de l’impact de NTSR2 sur la tumorigénèse nécessite plus d’études, 

et ce récepteur ne constitue donc pour le moment pas une cible thérapeutique explorée. 
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Des études ont montré que des souris déficientes en NTS et/ou NTSRs sont viables et 

ne présentent pas de troubles physiologiques ni de comportement. Cette voie pourrait ainsi 

constituer une cible intéressante pour le développement de nouvelles thérapies anti-tumorales 

(Wu et al., 2013). La première approche consiste à utiliser les inhibiteurs de NTSR1, le 

SR48692 et le SR142948A. Ces molécules ont été utilisées avec succès pour inhiber les effets 

oncogéniques de NTSR1 mais leur efficacité est limitée face à de fortes stimulations 

autocrines par la NTS et à fortes doses le SR48692 devient toxique pour les cellules et peut 

également agir comme agoniste de NTSR2 (Yamada et al., 1998). Chez la souris, l’utilisation 

du SR48692 inhibe la croissance de tumeurs du colon, du sein, du pancréas et du poumon 

(Maoret et al., 1999; Moody et al., 2001; Souazé et al., 2006b). Ce traitement retarde la 

croissance tumorale en contrecarrant la signalisation de la NTS, associée à la survie et la 

prolifération plus qu’aux transformations oncogéniques. Il serait donc plutôt utilisé en 

traitement adjuvant, améliorant les effets d’autres thérapies anti-tumorales. Ce cas est observé 

lors de l’inhibition de NTSR1 dans des cellules tumorales de prostates greffées à des souris, 

sensibilisant ces cellules à la radiothérapie (Valerie et al., 2011). Le SR48962 permet 

également d’améliorer les réponses aux traitements à la carboplatine des cellules de tumeurs 

ovariennes en augmentant le taux d’apoptose tout en diminuant l’efflux de drogues (Liu et al., 

2017). 

Une seconde approche plus ciblée consiste à exploiter le mécanisme d’endocytose de 

NTSR1 suite à la liaison de la NTS. Ainsi, une particule de transfert de gène a été associée à 

six molécules de NTS liées de façon covalente à une poly-lysine permet le transfert d’un gène 

thérapeutique à des cellules tumorales surexprimant NTSR1 (Arango-Rodriguez et al., 2006). 

L’injection de ces nanoparticules Neurotensin-Polyplex dans la circulation sanguine de souris 

ayant reçu une xénogreffe de cellules tumorales de cancer du sein permet le transfert du gène 

suicide HSVtk et inhibe ainsi la croissance tumorale (Castillo-Rodríguez et al., 2014). Des 

systèmes similaires ont été développés pour délivrer directement en intracellulaire du 5-FdU, 

(Falciani et al., 2010a, 2010b), ou du cis,cis,transdiamminedichloridodisuccinatoplatinum(IV) 

(Gaviglio et al., 2012), améliorant leur cytotoxicité sur les cellules tumorales. Enfin des 

radiopharmaceutiques analogues de la NTS ont été développés. NT-XIX, DOTA-NT20.3 et 

DOTA-NT-20.4 montrent une forte affinité pour NTSR1 et permettent à la fois la localisation 

des tumeurs NTSR1 positives par radio-imagerie tout en délivrant une radioactivité aux 

cellules, inhibant la croissance tumorale (Alshoukr et al., 2009, 2011; García-Garayoa et al., 

2009). 
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III.4.2. Ciblage thérapeutique de la voie des neurotrophines 

Un intérêt croissant émerge pour le développement de traitements ciblant les 

récepteurs Trks depuis l’identification de leur implication dans les processus tumoraux. De 

nombreux inhibiteurs ont été développés dans le but d’inhiber les voies de signalisation 

induites par les Trks et d’améliorer les réponses thérapeutiques obtenues par les traitements 

conventionnels. 

Le premier inhibiteur développé est le K252a, un alcaloïde naturel, qui inhibe de façon 

compétitive la fixation de l’ATP au domaine catalytique des kinases. Le K252a agit comme 

inhibiteur des récepteurs TrkA, TrkB et TrkC (Morotti et al., 2002; Tapley et al., 1992). Les 

autres inhibiteurs de première génération comprennent le lestauritinib, l’AZ64, l’AZ623 et le 

GNF-4256, inhibiteurs des trois récepteur Trk, ainsi que la cyclotraxine B et l’ANA-12, 

inhibiteurs de TrkB. Ces inhibiteurs spécifiques ont montré une efficacité dans le traitement 

des neuroblastomes et cancers de la prostate pour le lestauritinib (Iyer et al., 2010; Weeraratna 

et al., 2001), des neuroblastomes pour AZ64, l’AZ623 et le GNF-4256 (Iyer et al., 2012; Zage 

et al., 2011). 

De nouveaux inhibiteurs sont également en cours de développement. L’entrectinib 

inhibe les Trks avec une efficacité hors-norme tout en inhibant également les oncogènes 

ROS1 et ALK, qui sont des cibles prometteuses dans le traitement des cancers du poumon 

non à petites cellules, des glioblastomes, des carcinomes coliques, rénaux et mammaires, et 

des mélanomes (Ardini et al. 2016; Drilon et al. 2017; Iyer et al. 2016; Rolfo et al. 2015; 

Russo et al. 2016). Un autre inhibiteur, LOXO-101 est efficace en tant que traitement de 

plusieurs types de cancers (Doebele et al., 2015). Des fusions entre les gènes NTRK1, 2 et 3 et 

d’autres gènes ont été rapportées dans 11 types de cancers différents, notamment les cancers 

du poumon, le glioblastome ou le cancer du sein. Par exemple, environ 93% des carcinomes 

sécrétoires du sein présentent la fusion ETV6-NTRK3. Ces cancers ont démontré une bonne 

réponse aux traitements par LOXO-101 et l’entrectinib, qui sont actuellement en phase 2 

d’essai clinique (Lange and Lo, 2018). 

De nombreux inhibiteurs sont en cours d’essai clinique (GNF-5837, MGCD516, 

PLX7486, DS7486, DS6051b et TSR-011) ou d’investigation/développement (GNF-4256, 

GNF-5837, HS-345, AZ623, AZD6918 et CEP701) (Meldolesi, 2018). Mais l’inhibition des 

Trks peut également se faire par des anticorps monoclonaux (Demir et al., 2016) ou des 

silencing RNAs spécifiques (Bernard-Gauthier and Schirrmacher, 2016). 
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L’avantage des inhibiteurs de Trk est que leur mécanisme d’action diffère grandement 

des traitements chimiothérapeutiques classiques, qui peuvent donc être utilisés en 

combinaison sans aggravation des effets secondaires. Ces combinaisons ont démontré des 

résultats hautement synergiques, tout en éliminant certaines résistances (Meldolesi, 2018). Le 

K252a et l’ANA-12 entrent en synergie avec des drogues anti-cancéreuses, entrainant l’arrêt 

de la croissance de DLBCL et de sarcomes d’Ewing (Dubanet et al., 2015; Heinen et al., 

2016). Les combinaisons actuelles mettent en jeu les inhibiteurs de Trk entrectinib, LOXO-

101, GNF-4256, AZ623, et AZD6918, combinés avec les molécules chimiothérapeutiques, 

irinotecan, paclitaxel, topotecan, lestaurtinib, doxorubicin, cisplatin, et etoposide. Ces 

combinaisons ont montré de bonnes réponses aux traitements des glioblastomes, gliomes, 

neuroblastomes et cancers du sein (Chakravarthy et al., 2016; Croucher et al., 2015; Heinen et 

al., 2016; Iyer et al., 2010; Li et al., 2015; Pinet et al., 2016; Tajbakhsh et al., 2017; Wang et 

al., 2015; Zage et al., 2011). La combinaison avec l’anticorps monoclonal rituximab inhibe la 

croissance des DLBCL (Dubanet et al., 2015). 

 

En conclusion, le ciblage thérapeutique des récepteurs aux neurotrophines, les Trks, et 

du récepteur à la neurotensine NTSR1 afin d’enrayer la progression tumorale semble être une 

stratégie prometteuse, qui s’est d’ores et déjà révélée efficace et bien tolérée par les patients. 

L’implication des récepteurs aux neurotrophines et de NTSR1 dans les processus tumoraux ne 

fait plus de doute, mais les études portant sur celle de la sortiline n’en sont qu’à leurs 

prémices, tandis que la fonction oncogénique de NTSR2 est totalement inconnue, et réclament 

donc de plus amples investigations. 
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Résultats 

Le complexe NTSR2-TrkB dans la résistance à l’apoptose des 
lymphocytes B de leucémie lymphoïde chronique (LLC) 
 

V.1. Préambule article 1 

Des résultats obtenus précédemment au sein de notre équipe ont montré une 

surexpression, au niveau transcriptionnel, du récepteur NTSR2 dans les lymphocytes B de 

patients atteints de LLC (Saada et al., 2012). Nous avons ainsi émis l’hypothèse que ce 

récepteur pourrait être impliqué dans les mécanismes de résistance constitutive à l’apoptose 

caractéristiques des LB-LLC (Schriever and Huhn, 2003). 

Cette hypothèse s’est confirmée par l’inhibition pharmacologique et par siRNA (small 

interfering RNA) de NTSR2, réalisée au cours de notre étude, qui est associée à une 

diminution drastique de la viabilité cellulaire, une diminution de l’activation de la protéine 

kinase Src et une diminution de l’expression de Bcl-2 et Bcl-XL. A l’inverse, dans des 

modèles de surexpression de NTSR2, l’activation des kinases Src, JNK, p38 et Akt est 

augmentée, de même que l’expression de Bcl-2 et Bcl-XL. Le récepteur NTSR2 est donc bien 

responsable d’une signalisation pro-survie dans les cellules leucémiques. 

Cette signalisation n’est cependant pas liée à une boucle autocrine de survie étant 

donné que l’expression du ligand de NTSR2, la NTS, est diminuée dans les cellules 

leucémiques, de même que sa concentration plasmatique. L’activation de NTSR2 passerait 

ainsi par un autre mécanisme. Le récepteur NTSR1 est connu pour être transactivé par un 

récepteur à activité tyrosine kinase, l’EGFR (Dupouy et al., 2014; Younes et al., 2014), et la 

sortiline interagit avec les récepteurs aux NTs, Trks et p75NTR (Nykjaer and Willnow, 2012a; 

Vaegter et al., 2011; Wilson et al., 2014), nous avons donc investigué l’activation potentielle 

de NTSR2 par un co-récepteur. 

D’après de précédentes études (Bellanger et al., 2011; Dubanet et al., 2015; Fauchais 

et al., 2008; Hillis et al., 2016; Pearse et al., 2005) le récepteur TrkB et son ligand, le BDNF, 

sont impliqués dans de nombreuses hémopathie malignes. Nous avons donc supposé que 

TrkB pourrait agir de concert avec NTSR2 dans les LB-LLC. Une surexpression de TrkB 

dans les cellules leucémiques et une augmentation des concentrations plasmatiques de BDNF 

ont été observées. Par ailleurs, les récepteurs NTSR2 et TrkB interagissent physiquement, au 
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niveau de la membrane plasmique des LB-LLC, et la formation de ce complexe est stimulée 

par le BDNF. Un traitement des LB-LLC par ajout de BDNF exogène induit une signalisation 

par Src et une augmentation de l’expression de Bcl-2 et Bcl-XL. 

NTSR2 active la voie de signalisation par Src suite au recrutement d’une protéine Gia 

qui permet la transduction du signal. Ce recrutement est dépendant de l’activation de TrkB par 

le BDNF, et la signalisation pro-survie par Src est inhibée lorsque le récepteur TrkB est 

inactivé. L’inhibition de NTSR2 a quant à elle le même effet et abolit la signalisation pro-

survie induite par BDNF/TrkB. 

L’ensemble de ces résultats montre ainsi qu’il existe à la membrane des LB-LLC un 

complexe NTRS2-TrkB qui forme une plateforme de signalisation activée par le BDNF. La 

liaison du BDNF à son récepteur TrkB entraine une transactivation de NTSR2 qui recrute 

alors une protéine Gia pour activer les voies de signalisation de survie par Src et les protéines 

anti-apoptotiques Bcl-2 et Bcl-XL. Le complexe NTSR2-TrkB serait ainsi un acteur majeur 

de la résistance à l’apoptose des LB-LLC, et pourrait constituer une cible prometteuse pour le 

développement de nouvelles molécules thérapeutiques. 

Les résultats obtenus au cours de cette étude sont présentés dans l’article suivant, 

intitulé « Neurotensin receptor type 2 protects B-cell chronic lymphocytic leukemia cells from 

apoptosis », publié dans le journal Oncogene en 2018, en co-premier auteur avec A. Abbaci. 

 

V.2. Article 1 

 

Article publié dans le journal Oncogene en co-premier auteur 

 

Neurotensin receptor type 2 protects B-cell chronic 
lymphocytic leukemia cells from apoptosis 
 
A Abbaci*, H Talbot*, S Saada, N Gachard, J Abraham, A Jaccard, D 
Bordessoule, AL Fauchais, T Naves, and MO Jauberteau 
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V.3. Préambule article 2 

Suite aux résultats obtenus dans le premier article, nous avons voulu étudier les liens 

éventuels entre la signalisation pro-survie dépendante de NTSR2-TrkB-BDNF et les cellules 

du microenvironnement tumoral de la LLC. Nous nous sommes particulièrement intéressé à 

un type cellulaire, les nurse-like cells (NLCs), des macrophages de type 2, considérés comme 

les macrophages associés aux tumeurs de la LLC (Boissard et al., 2015b). Les NLCs sont 

obtenues in vitro par culture à long terme de PBMC de patients atteints de LLC. Il a été 

précédemment démontré que les NLCs attirent les cellules leucémiques au sein des organes 

lymphoïdes secondaires par chimiotactisme via notamment CXCL12 et CXCL13 puis les 

protège contre l’apoptose via un contact direct et par la sécrétion de BAFF, APRIL et 

CXCL12 (Boissard et al., 2016; Burger, 2013; Burger et al., 2000; Nishio et al., 2005). 

Notre étude a montré que la signalisation par NTSR2-TrkB-BDNF dans les cellules 

leucémiques semble être promue lorsqu’elles sont co-cultivées avec les NLCs. En effet en 

présence des NLCs, les expressions de NTSR2 et BDNF sont augmentées, de même que celle 

de la sortiline, suggérant une augmentation de la sécrétion du BDNF, qui est par ailleurs 

surexprimé dans les ganglions lymphatiques de patients atteints de LLC. L’expression de 

NTSR2, BDNF et sortiline est augmentée dans les cellules de la lignée de LLC Mec-1 

stimulées par BAFF, APRIL et CXCL12, suggérant que les NLCs stimulent leur expression 

par ces facteurs. Enfin, les facteurs solubles CXCL12, BAFF et APRIL n’expliquent pas la 

totalité de l’effet protecteur des NLCs, mais nos résultats montrent que l’addition du BDNF à 

ces trois facteurs solubles semble rétablir le même effet que les NLCs. De plus, l’inhibition du 

BDNF dans les co-cultures NLCs/LB-LLC annule l’effet protecteur des NLCs, qui serait ainsi 

BDNF-dépendant. 

Nos résultats montrent que les NLCs produisent du BDNF et favorisent l’expression 

de NTSR2-TrkB-BDNF dans les cellules leucémiques, les voies de signalisations ainsi 

activées pourraient participer à la progression de la LLC au sein du microenvironnement 

tumoral. 

L’ensemble de nos résultats est présenté dans l’article suivant, intitulé « Nurse-Like 

Cells (NLCs) promote the BDNF/NTSR2-TrkB B-cells pro-survival pathway in CLL ». La 

soumission de cet article est envisagée pour Mars-Avril 2019. Les résultats manquants avant 

soumission seront détaillés dans la partie « V.5. Résultats complémentaires et perspectives à 

court terme ». 
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V.4. Article 2 
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Nurse-Like Cells (NLCs) promote the BDNF/NTSR2-TrkB B-cells pro-survival pathway 
in CLL 
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Abstract 
 
B-cell chronic lymphocytic leukemia cells (B-CLL) are resistant to apoptosis, and accumulate 

in peripheral blood and lymphoid organs of CLL patients. Because current therapies fail to 

eradicate all of these apoptosis-resistant cells, identification of alternative survival pathways 

is crucial for the development of  novel anticancer therapies. We previously characterized an 

overexpression of a G-protein-coupled receptor, NTSR2, and a tyrosine kinase receptor, 

TrkB. These two receptors interact to form a pro-survival signaling platform activated by 

BDNF, and signaling through kinases Src and Akt. This aberrant signaling pathway is 

associated with Bcl-2 and Bcl-XL expression and B-CLL apoptosis resistance. In this study, 

we sought to evaluate the modulation of this NTSR2-TrkB-BDNF signaling pathway by cells 

of the CLL tumor microenvironment (TME). Nurse-Like Cells (NLCs) are known to attract 

B-CLL to the TME and protect them against apoptosis, through direct cell contact and 

secretion of pro-survival cytokines and chemokines CXCL12, BAFF and APRIL. Here we 

show that in the presence of NLCs, NTSR2-TrkB-BDNF expression is upregulated and Src 

signaling pathway activated. Furthermore, BDNF is expressed by NLCs and sortilin (a BDNF 

trafficking regulator) is upregulated both in NLCs and B-CLL co-cultured with NLCs. BDNF 

protects B-CLL from apoptosis along with CXCL12, BAFF and APRIL, and NLCs-mediated 

protection is BDNF-dependent. Here, we show that NLCs promote B-CLL resistance to 

apoptosis through the NTSR2-TrkB-BDNF pro-survival pathway, which might contribute to 

tumor progression. 
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Introduction 
 

In Chronic Lymphocytic Leukemia (CLL), monoclonal CD5+ mature B-cells, resistant 

to cell death, are accumulated in peripheral blood, bone marrow and lymphoid tissues1,2. 

Several factors have been identified as implicated in CLL development, including mutations 

in the immunoglobulin heavy-chain variable region gene (IGHV) and genomic alterations, 

used as prognostic markers for indolent or aggressive disease course3. However, no curative 

treatment, eradicating all apoptosis-resistant B-CLL are currently available. Hence, 

identification of as-yet-unknown mechanisms involved in B-CLL cell survival pathways 

could provide new targets for anticancer therapies. 

We previously identified an unknown interaction between two receptors at the plasma 

membrane of circulating B-CLL4. The neurotensin receptor 2 (NTSR2), an overexpressed G 

protein-coupled receptor (GPCR), interacts with the tropomyosin-related kinase receptor B 

(TrkB), a tyrosine kinase receptor. This complex which is activated upon stimulation by TrkB 

ligand, the brain-derived neurotrophic factor (BDNF), activates the Src family of protein 

kinases (SRC) and the phosphoinositide-3-kinase/protein kinase B (PI3K/AKT) signaling 

pathways, which promote the expression of anti-apoptotic proteins of the Bcl-2 family, Bcl-2 

and Bcl-XL4. These pathways were found to be constitutively activated in B-CLL and 

contribute to apoptosis resistance4–6. 

 

To further evaluate the contribution of NTSR2-TrkB-BDNF in B-CLL pathogenesis, 

we sought to investigate the relationship between this signaling complex and the tumor 

microenvironment (TME) of CLL. In secondary lymphoid organs, such as lymph nodes, cross 

talk between B cells and TME cells in CLL favors disease progression by promoting B cell 

growth and drug resistance7. The TME of CLL is composed of extracellular matrix, cytokines, 

chemokines and non-malignant CD4+ T cells8, mesenchymal stromal cells9 and monocyte-

derived nurse-like cells (NLC)10. These NLC display a phenotype similar to type 2 

macrophages (expression of CD14, CD11b, CD68, HLA class II and CD163) and are 

considered  as the tumor-associated macrophages (TAM) of CLL11. Progression of CLL has 

been associated to NLC infiltration of lymph nodes12. In vitro, NLC can be obtained by long 

term cultures of peripheral blood mononuclear cells (PBMC) from CLL patients. NLC 

differentiation is promoted by extracellular high-mobility group box-1 (HMGB1)12, and their 

generation and survival are  dependent on colony-stimulating factor-1 receptor signaling13. 

NLCs promote B-CLL cells survival and apoptosis rescue thanks to their CXCL1210,14, BAFF 
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and APRIL15 productions or by stimulating the release of CCL3 and CCL4 by B-cells16. 

Protection from apoptosis by these soluble factors is limited10,15. Moreover, their effects are 

dependent on the B-CLL/NLC direct contact through LFA-3/CD2 interaction which might be 

a critical step for the release function of NLCs 17.  

 

Our results demonstrate that NLCs express BDNF as well as its trafficking regulator 

sortilin in vitro. Upon co-culture with NLCs, BDNF, TrkB and NTSR2 expressions are 

enhanced in B-CLL cells and Src signaling pathway is activated. This upregulation is 

correlated to the CXCL12, BAFF and APRIL released by NLCs. While combined exogenous 

soluble CXCL12, BAFF and APRIL partially protect B-CLL from apoptosis compared to the 

presence of NLCs, addition of soluble BDNF to the cocktail rescues the NLCs protection 

levels and survival promotion. Furthermore, NLCs-mediated protection of B-CLL against 

apoptosis is BDNF-dependent. Taken together, our results show that NLCs promote the 

NTSR2-TrkB-BDNF pro-survival pathway, which might contribute to tumor progression.  

 

Materials and Methods 
Cell cultures 

Thirty B-CLL patients were included in this study that was approved by Institutional 

Review Board AC 72-2011-18. Peripheral blood mononuclear cells were obtained by ficoll 

gradient centrifugation (Eurobio). B-CLL were isolated from venous blood using the 

MACSxpress B-CLL Cell Isolation Kit, human (MACS; Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, 

Germany) according to the manufacturer’s instructions.  

NLC were obtained, according to previously described protocol10, from high 

concentration cultures of CLL patients PBMC (107/mL) in RPMI1640 (Gibco) supplemented 

with 10% FCS (ID-Bio) and 1% each MEM vitamins, nonessential amino acids, sodium 

pyruvate, and penicillin-streptomycin (Life Technologies). Non-adherent cells were 

thoroughly flushed after 14 days of co-culture, NLC were harvested by trypsinization or 

further used for B-CLL co-culture experiments. B-CLL cells were purified from non-adherent 

cells obtained after 14 days of co-cultures using the B-CLL Cell Isolation Kit, human 

(MACS; Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany) according to the manufacturer’s 

instructions. 

MEC-1, a human B-CLL cell line (Leibniz Institute, DSMZ, Germany) was cultured 

as previously described18. 
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Treatments 
Cultured cells were incubated with 100 ng/mL human recombinant CXCL12 

(Biolegend, 581202), 2 ng/mL human recombinant BAFF (Biolegend, 559604), 25 ng/mL 

human recombinant APRIL (Peprotech, 310-10C) or 100 ng/ml human recombinant BDNF 

(Alomone labs, �B-250). BDNF neutralization was performed using 100 ng/ml anti-BDNF 

mouse monoclonal antibody (Merck, 35928.11). 

 

Immunofluorescence 
Immunofluorescence staining was performed as previously described 4. Primary 

antibodies used were anti-CD14-FITC (Biolegend, clone 63D6), anti-CD68 (Biolegend, clone 

Y1/82A), anti-CD163 (Biolegend, clone GHI/61), anti-sortilin (Abcam, ab16640) and anti-

BDNF (R&D Systems, MAB648). Secondary antibodies were Alexa Fluor 488- or 594-

conjugated anti-rabbit or anti-mouse IgG Ab (Invitrogen). Slides were observed under a 

confocal microscope (Carl Zeiss, LSM 880). 

 

Immunohistochemistry 

Lymph nodes included in paraffin blocks were obtained from 10 patients with CLL, 2 

benign lymph nodes were used as controls. Lymph nodes were provided by the Tumor Bank 

of Limoges University Hospital, under protocols approved by the Institutional Review Board 

(AC N 2007- 34, DC 2008-604, and 72-2011-18). 

Immunohistochemical studies were performed as previously described19 using 

Envision Kit (Dako). Antibodies used were anti-BDNF (Santa Cruz, clone N-20), mouse 

isotype control IgG1 (Cell Signaling) and rabbit isotypic control (Sigma-Aldrich). Slides were 

observed under Hamamatsu NanoZoomer RS (Meyer Instruments) and staining intensity was 

quantified using the ImageJ software (NIH). 

 

Western blots  
Western blots were realized following previously described protocol4. Antibodies used 

were: rabbit anti-NTSR-2 (ANT-016, Alomone Labs), mouse anti-sortilin (BD Biosciences, 

clone 48), anti-BDNF (R&D Systems, MAB648), anti-CD68 (Biolegend, clone Y1/82A), 

anti-CD163 (Biolegend, clone GHI/61), anti-CD206 (Biolegend, clone 15-2), anti-phospho-
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Src Tyr-416 (Cell Signaling Technology, #2101), anti-Src (Cell Signaling Technology, 

#2108) and anti-actin (A5441, Sigma-Aldrich). 

Cell apoptosis analysis  
Apoptosis was assessed by cytoplasmic nucleosome release using the enzyme 

immunoassay Cell Death Detection ELISA kit (Roche, Basel, Switzerland) according to the 

manufacturer’s instructions. Absorbance values were measured at 405–490 nm with an 

ELISA reader (Thermo Fisher Scientific).  

Cell death by apoptosis and necrosis was assessed by flow cytometry of Annexin V 

and Propidium Iodide (PI) stained cells according to previously described protocol4. 

 

Microarray data mining 

Transcriptomes obtained with the Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0 platform 

were downloaded from the NCBI repository GEO database. Datasets accession numbers are: 

GSE4273320, analyzing transcriptomes of normal monocytes (n=5) and NLCs obtained from 

PBMC cultures (n=10); GSE1381116, analyzing B-CLL alone (n=9) or in co-culture with 

NLC (n=9). Probe IDs analyzed are 224818_at (SORT1), 221795_at (NTRK2), 206899_at 

(NTSR2), 239367_at (BDNF) and 206291_at (NTS). 

 

Data treatment and statistical analysis 
Graphical representations were realized using GraphPad Prism 7 software. 

Immunohistochemistry and western blot analysis were quantified using the ImageJ software 

(NIH). Results were analyzed by one-way ANOVA followed by Fisher’s post hoc test using 

the StatView 5.0 software (Abacus Concepts). p-values < 0.05 were considered significant 

and are represented as p<0.05 = *, p<0.01 = ** and p<0.001 = ***. Mean and SEM values 

were obtained from at least three independent experiments. 

 
Results 
 
BDNF is overexpressed in CLL patients’ lymph nodes 
 

Based on our previous observation that BDNF is overexpressed in CLL patients sera 

and in B-CLL cells, and engages in autocrine pro-survival signaling through the NTSR2-TrkB 

complex in peripheral blood B-CLL cells4, we sought to evaluate its expression in lymph 

nodes of CLL patients, where the TME plays a major role in CLL pathogenesis7. 
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Expression of BDNF was assessed by immunohistochemical staining in control benign 

lymph nodes (n=2) and CLL lymph nodes (n=4). Results show that BDNF is expressed in 

both tissues (Figure 1A) and quantification of BDNF intensity shows that its expression is 

significantly higher in CLL than in control lymph nodes (Figure 1B). NTS expression in was 

also evaluated. Result show a decrease in NTS expression in patients lymph nodes (Figure 

1A-B). Increase of BDNF and decrease of NTS in patients lymph nodes correlate with 

previously observed expression in CLL patients sera4. 

BDNF upregulation in lymph nodes suggests an increased BDNF-dependent pro-

survival signaling in B-CLL which might contribute to CLL pathogenesis in lymph nodes 

TME. 

 
 
 

 

 
 
Figure 1 :  BDNF expression is higher in lymph nodes of CLL patients than in healthy 
lymph nodes. (A) A representative immunohistochemical 3,3’-diaminobenzidine staining of 
BDNF and neurotensin in healthy lymph nodes (n=2) and B-CLL patients lymph nodes (n=4). 
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(B) Quantification of 3,3’-Diaminobenzidine staining in healthy controls and patient’s lymph 
nodes. 

 
 
 
Nurse-like cells express BDNF 
 

We then sought to characterize if BDNF is solely produced by B-CLL cells or if it is 

also expressed by cells from the TME. To this end, NLCs were generated from CLL patients 

PBMCs as previously described10. Before further studies, we validated our culture protocol by 

properly identifying generated cells. Co-expression of CD14, CD68 and CD163 was 

confirmed by immunofluorescence (Figure 2A), and expression of NLCs protein markers 

CD68, CD163 and CD206 was detected by western blot analysis (Figure 2B), validating the 

differentiation of peripheral blood monocytes into NLC.  

BDNF expression was assessed both by immunofluorescence (Figure 2C) and western 

blotting (Figure 2D). Results show that NLCs express BDNF, and expression level is similar 

to that observed  in B-CLL (Figure 2D), suggesting a paracrine pro-survival effect of BDNF 

secreted by NLCs on top of the autocrine effect previously observed4. 
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Figure 2 : Nurse-Like Cells express both BDNF and its trafficking regulator Sortilin. (A) 
Confocal microscopy analysis of CD14 (green) and CD68 (red) in the left panel, and CD163 
(green) and CD68 (red) in Nurse-Like Cells. Nucleus are stained with DAPI (B) Western blot 
analysis of CD68, CD163 and CD206 expression in NLCs (C) Bright-field (top-left panel) 
and confocal microscopy analysis of sortilin (green) and BDNF (red), nuclei are stained with 
DAPI. Fluorescent stainings are merged in the bottom-right panel. (D) Representative western 
blot analysis of sortilin and BDNF expression in NLCs and B-CLL (E) Expression of sortilin 
mRNA in normal monocytes (n=5) and NLCs from B-CLL patients (n=10) , analysed from 
Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0 Array, dataset GSE42733. 

 
Sortilin is upregulated in Nurse-like cells 
 

Since sortilin was associated to the BDNF trafficking in B lymphocytes, it plays an 

important part in the BDNF autocrine survival loop21. We evaluated here its expression in 

NLCs. Immunofluorescence shows that NLCs strongly express sortilin. Staining analysis 

shows that its localization is mainly perinuclear and diffuse in the cytoplasm (Figure 2C), 

correlating with the role of sortilin in anterograde transport from the Golgi apparatus to the 

plasma membrane/extracellular medium 22. Western blotting experiments show that sortilin is 

expressed at a higher level in NLCs than in B-CLL, suggesting that sortilin, having a major 
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function in BDNF secretion, may play other important functions to sustain B-CLL survival 

processes.  

Moreover, Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0 Array (accession number 

GSE4273320, revealed a higher sortilin mRNA expression in NLCs than in peripheral blood 

monocytes (Figure 2E), meaning that this upregulation of sortilin is either acquired by 

monocytes after their recruitment to the lymph nodes and their interaction with B-CLL and 

TME cells, or after their differentiation in NLCs.  

 
Nurse-like cells increase the expressions of NTSR2, BDNF and sortilin in B-CLL  
 

We next investigated the effect of NLCs on the NTSR2-TrkB-BDNF survival axis in 

B-CLL. First, we analyzed results from Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0 Array 

(dataset GSE1381116. Relative mRNA expression of SORT1, NTRK2, NTSR2, BDNF and NTS 

in B-CLL co-cultured for 14 days with NLCs (n=9) were compared to B-CLL cells (n=9) 

purified from the same patients’ blood (Figure 3A). Results show that NLCs significantly 

upregulate SORT1 (sortilin gene) and NTRK2 (TrkB gene) mRNA expression, while NTSR2 

mRNA expression remain unchanged. BDNF mRNA levels are also increased, although 

results are not statistically significant due to high patients heterogeneity. The same 

observation was made for neurotensin (NTS) mRNA.  

To confirm those results, purified B-CLL were either cultured alone or in co-culture 

with NLCs for 48h, and protein expression was assessed by western blotting on B-CLL 

(Figure 3B-C). Correlating with mRNA observations, in the presence of NLCs, sortilin and 

BDNF expressions were upregulated. In contrast to mRNA levels analysis, NTSR2 protein 

expression was upregulated in presence of NLCs. 

Src survival signaling pathway activation was assessed by western blot detection of 

the Tyr-416 phosphorylated form of Src. Phosphorylation of Src is increased in the presence 

of NLCs (Figure 3B-C), suggesting signaling through NTSR2-TrkB-BDNF. 

 Altogether, these data suggest that NLCs promote the upregulation of all the proteins 

involved in the pro-survival NTSR2-TrkB-BDNF axis. Sortilin and BDNF upregulation could 

enhance secretion of BDNF by B-CLL cells, while NTSR2 and TrkB upregulation might 

increase pro-survival signaling. 
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Figure 3 : B-CLL expression levels of NTSR2, BDNF and sortilin are influenced by the 
presence of NLCs, and Src survival signaling pathway is activated by NLCs. (A) Relative 
mRNA expression of SORT1, NTRK2, NTSR2, BDNF and NTS in B-CLL co-cultured for 14 
days with NLC (n=9), compared to B-CLL cells (n=9) purified from the same patients’ blood. 
Analyses from Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0 Array, dataset GSE13811. (B) 
Representative western blot analysis of NTSR2, sortilin, BDNF, Src and p-Src from B-CLL 
cultured alone or with NLC for 48h, results for two different patients are displayed. (C) 
Quantification of western blot analysis from 5 different B-CLL patients. 

 
Exogenous CXCL12, BAFF and APRIL upregulate NTSR2, BDNF and sortilin expression 
 

In order to identify the origin of NTSR2, sortilin and BDNF upregulation, we 

investigated the impact of B-cells environment on their expression. Thus, we treated Mec-1 (a 

CLL cell line) cells with exogenous chemokines/cytokines CXCL12, BAFF and APRIL and 
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further evaluated protein expression by western blotting (Figure 4A-B). BDNF and sortilin 

expressions were upregulated by all three factors, while NTSR2 expression was only 

stimulated by BAFF and APRIL but not by CXCL12. 

 As BAFF, APRIL and CXCL12 are secreted by NLCs, we hypothesize that the 

previously described upregulation of NTSR2, BDNF and sortilin in the presence of NLC 

might be mediated by these three soluble factors (among others). 

 

 
 
Figure 4 : Upregulation of NTSR2, BDNF and Sortilin expression is mediated by BAFF, 
APRIL and CXCL12. A) Representative western blot analysis of NTSR2, sortilin and 
BDNF from CLL cell line Mec1 cultured for 48h without treatment or in the presence of 
CXCL12 (100 ng/mL), BAFF (2 ng/mL) or APRIL (25 ng/mL). B) Quantification of western 
blot analysis from 5 independent experiments. 

 

 
BDNF, along with CXCL12, BAFF and APRIL, protects B-CLL from apoptosis as 
efficiently as Nurse-like cells 
 

Previous studies showed that NLCs mediate B-CLL cells apoptosis resistance through 

the secretion of soluble CXCL1210, BAFF and APRIL15, but that the three of them only 

partially accounted for the NLCs-mediated protection. Since we observed that NLCs produce 

BDNF and that they upregulate BDNF expression in B-CLL, and that we previously 
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demonstrated that BDNF protects circulating B-CLL cells from apoptosis4, we hypothesize 

that BDNF might be the missing factor in this B-CLL induced survival equation. 

We evaluated B-CLL apoptosis, by detection of cytoplasmic soluble nucleosomes, of 

cells cultured either with NLCs, with exogenous CXCL12, BAFF and APRIL (using 

previously described conditions10,15) or in the same condition with the addition of BDNF 

(Figure 5A). Our results confirm that the combination of CXCL12, BAFF and APRIL is not 

sufficient to protect B-CLL cells from apoptosis as efficiently as NLCs. The addition of 

BDNF restores a protection similar against apoptosis than the one mediated by NLCs (Figure 

5A). 

To further confirm the implication of BDNF in NLCs-mediated apoptosis protection, 

viability of B-CLL cultured with NLCs, alone, or with NLCs and a BDNF neutralizing 

antibody was determined by Annexin V-PI staining. Viability of B-CLL decreased when 

cultured alone compared to those co-cultured with NLCs (Figure 5B). A similar decrease in 

viability was obtained by neutralization of BDNF in co-culture conditions (Figure 5B). This 

result suggests that NLCs-mediated protection of B-CLL against apoptosis is BDNF-

dependent. 

 

 
Figure 5 : NLCs protect B-CLL from death through BDNF. (A) ELISA Cell Death 
Detection was performed on B-CLL cells from 4 patients co-cultured with NLC, or cultured 
alone with CXCL12/BAFF/APRIL, or with CXCL12/BAFF/APRIL and BDNF (100 ng/mL) 
for 8 days (Co-culture with NLCs vs CXCL12/BAFF/APRIL, p=0,2367; Co-culture with 
NLCs vs CXCL12/BAFF/APRIL/BDNF, p=0,9671; CXCL12/BAFF/APRIL vs 
CXCL12/BAFF/APRIL/BDNF, p=0,2515) (B) Cell viability was assessed by exclusion of 
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Annexin V and Propidium Iodide positive cells by flow cytometry. B-CLL cells were cultured 
for 48h either alone, with NLCs, or with NLCs and a BDNF blocking antibody. 

 
 
Discussion 
 
B-CLL lymphocytes are characterized by an aberrant resistance to apoptosis leading to their 

accumulation in peripheral blood and lymphoid organs1,2. Apoptosis resistance is mediated by 

sustained activation of pro-survival signaling pathways23,24 and high expression of anti-

apoptotic Bcl-2 family proteins25. Various mechanisms associated with B-CLL cell survival, 

many of which are related to B-cell receptor (BCR) activation. Encouraging treatment results 

have been observed using kinase inhibitors targeting the BCR pathway26 but cases of 

resistance to this treatment and relapse in CLL patients are frequent27–30, highlighting current 

treatments deficiencies and suggesting the involvement of other mechanisms in CLL 

pathogenesis.  

In secondary lymphoid organs, the TME of CLL plays an important role in this 

physio-pathology. Cellular components in the TME, among them NLCs, promote B-CLL cell 

recruitment, survival and proliferation31. NLCs promote B-CLL survival through secretion of 

soluble factors10,15 and cell to cell contact17. They produce high quantities of CXCL1232, 

implicated in both B-CLL cells chemotaxis14,32,33, and survival through ERK and Akt 

signaling pathways activation10,34. BAFF and APRIL are also secreted by NLCs35 and 

promote survival through the activation of NF-NB signaling and Bcl-2 family member protein 

Mcl-115. However BAFF, APRIL and CXCL12 only partly rescue B-CLL cells from 

apoptosis compared to co-culture with NLCs10,15. 

B-CLL cells have a different gene expression profile depending on their TME, notably 

concerning BCR pathway genes36. A previous study identified the top 10 of upregulated genes 

in B-CLL after a co-culture with NLCs, among them CCL3 (Chemokine (C-C motif) ligand 

3), CCL4, MYCN and TNFRSF17 (coding for B Cell Maturation Antigen, BCMA, receptor of 

BAFF)16. From the same dataset we analyzed the expression variations of genes involved in a 

newly identified pro-survival pathway. We previously reported a newly identified pro-

survival signaling pathway in circulating B-CLL cells implicating a complex formed by 

NTSR2 and TrkB4. Similarly to other GPCR-TKR signaling platform studies37,38, NTSR2 is 

transactivated by TrkB upon binding of BDNF. This complex engages survival signaling 

pathways through Src, MAPK and PI3K/Akt , leading to expression of anti-apoptotic Bcl-2 

family proteins.   



Hugo Talbot | Thèse de doctorat | Université de Limoges | 2018 144 
Licence CC BY-NC-ND 3.0 

Our analysis revealed that NTRK2, encoding TrkB, SORT1 and BDNF were 

upregulated in B-CLL co-cultured with NLCs (Figure 3A), which led us to believe that NLCs 

might promote the activation of this survival pathway. Moreover, our experiments showed a 

higher expression of BDNF in lymph nodes of CLL patients, correlating with previous 

observation showed a highly expressed BDNF in circulating B-CLL lymphocytes and its 

concentration is higher in CLL patients plasma than in healthy controls4. Co-culture with 

NLCs enhanced protein expression of both BDNF and NTSR2 as well as Src pro-survival 

signaling in B-CLL cells (Figure 3B-C). Moreover, sortilin expression was also increased in 

co-culture conditions. This protein is known to regulate neurotrophins and pro-neurotrophins 

transport from the Golgi apparatus to the plasma membrane for secretion22 and has been 

identified as a key player in a BDNF autocrine survival loop in B lymphocytes21. Sortilin is 

also involved in the anterograde transport of Trk receptors, increasing neurotrophin 

signaling39. These data suggest that in presence of NLCs, the pro-survival autocrine loop 

implicating NTSR2-TrkB-BDNF and the intracellular trafficking regulator sortilin is 

enhanced.  

In Mec-1 cell line, NTSR2, BDNF and sortilin protein expression were enhanced by 

addition of CXCL12, BAFF and APRIL in the culture medium, arguing an upregulation in 

response to the signaling pathways thus activated. CXCL12 engages, via binding to its 

receptor CXCR4, both MAPK and PI3K/Akt signaling pathways40, resulting in activation of 

transcription factors CREB (cAMP responsive element binding protein)41 and NF-NB42. 

BAFF and APRIL, through their interaction with their receptors BAFF-R, TACI 

(transmembrane activator and CAML interactor) and BCMA, activate signaling via PI3K/Akt 

and NK-NB pathways43, and PI3K/Akt can also induce activation of CREB44. Here we report 

that NTSR2, SORT1, and BDNF might be potential new targets for the transcription factor NF-

NB and CREB in B-CLL. Indeed, a putative CREB binding site was identified in the promoter 

region of mouse NTSR245. In the mouse, rat and human promoter region of BDNF, a NF-NB 

binding site was identified, moreover NF-NB regulates BDNF transcription46–48. A CRE (Ca2+ 

response element) is also present within BDNF promoter, and binding of CREB regulates 

BDNF transcription4948. Moreover, NTRK2 transcription is CREB-dependent as well50. Very 

little is known about SORT1 transcription regulation, other than the fact that there is a C/EBP 

(CCAAT-enhancer-binding proteins) binding site on its promoter51. Taken together, these 

data seem to indicate that signaling induced by CXCL12, BAFF and APRIL might lead to 

activation of CREB and NF-NB, and upregulation of NTSR2, BDNF, TrkB and sortilin. 
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BDNF and sortilin expression was also detected in NLC (Figure 2C-D), with an 

increase in sortilin expression compared to normal monocytes (Figure 2E), suggesting an 

ability of NLCs to secrete BDNF, further promoting NTSR2-TrkB signaling in B-CLL cells 

in a paracrine way. 

CXCL12, BAFF and APRIL together only partly protect B-CLL cells from apoptosis 

compared to co-culture with NLCs. The addition of BDNF to the combination seems to 

rescue the protective level observed in co-cultures with NLCs. Furthermore, BDNF 

neutralization suggests that NLCs-mediated protection of B-CLL against apoptosis is BDNF-

dependent. Taken together, our results highlight that NLCs mediate apoptosis resistance 

through a combination of soluble factors CXCL12, BAFF, APRIL and BDNF. Soluble 

CXCL12, BAFF and APRIL have a protective effect of their own, but additionally potentiate 

BDNF autocrine/paracrine pro-survival signaling through the NTSR2-TrkB complex (Figure 

6).  
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Figure 6 : Proposed model of B-CLL cell pro-survival NTSR2-TrkB-BDNF pathway 
promotion by NLC. In B-CLL, the NTSR2-TrkB complex is activated by BDNF and promotes 
apoptosis resistance through the Src/Akt signaling pathway. BDNF is overexpressed in the CLL 
TME and is produced by both B-CLL and NLCs. The NTSR2-TrkB-BDNF signaling pathway 
is further promoted by NLCs. Indeed, NLCs secrete CXCL12, BAFF and APRIL, which have 
a protective effect of their own, but also stimulate expression of NTSR2, TrkB, BDNF and 
trafficking regulator sortilin. Upon activation of their receptors CXCR4, BAFF-R, BCMA and 
TACI, signaling pathways MAPK, PI3K/Akt and transcription factors CREB and NF-kB are 
activated. These transcription factors are probably implicated in the observed upregulation of 
NTSR2, TrkB, BDNF and sortilin. Thus, NLCs protect B-CLL against apoptosis by promoting 
the NTSR2-TrkB-BDNF signaling pathway. 

 
 

For the last two decades, the CLL microenvironment has emerged as a key regulator of 

B-CLL cells survival and proliferation7,52. Here we show that in vitro, NLCs promote the 

apoptosis resistance pathway NTSR2-TrkB-BDNF, and argue that they might also promote this 

pathway in the lymph nodes proliferation centers where they are located in vivo. Considering 

that NTSR2-TrkB-BDNF is overexpressed and plays an important role in apoptosis resistance 
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in circulating B-CLL lymphocytes, and is further upregulated by microenvironment NLCs, we 

argue that inhibition of this pathway, alongside current treatments such as ibrutinib®, idelalisib® 

and venetoclax®, might constitute a new strategy to eradicate apoptosis resistant lymphocytes 

more thoroughly in CLL cases.  
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V.5. Résultats complémentaires et perspectives à court terme 

 
Ayant observé dans l’article précédent que la sortiline est uprégulée dans les LB-LLC lors des 

co-cultures avec les NLCs et qu’elle est également fortement exprimée par les NLCs, nous 

avons émis l’hypothèse qu’elle pourrait être impliquée dans des mécanismes pro-survie au-

delà de ses interactions avec NTSR2-TrkB-BDNF. Connaissant l’importance du rôle de la 

sortiline dans les régulations du transport intracellulaire des protéines, nous avons étudié son 

interactome dans LB-LLC et les NLCs.  

Après analyse prospective sur la base de données « String-database » des interactions 

possibles de la sortiline (Figure 31), nous avons identifié des liens potentiels entre la sortiline 

et TRAF6 (TNF receptor-associated factor 6). TRAF6 est une protéine adaptatrice, connue 

pour interagir avec p75NTR (Figure 32A) et permet de recruter les protéines de signalisation 

suite à son activation (Khursigara et al., 1999). Son rôle est particulièrement intéressant étant 

donné qu’elle est également impliquée dans les mécanismes de signalisation par les récepteurs 

de BAFF et APRIL (Figure 32B) (Secreto et al., 2014). La sortiline étant connue pour son rôle 

de co-récepteur de p75NTR/TRAF6 et de régulateur du transport intracellulaire, nous avons 

voulu étudier ses interactions avec BAFF et APRIL et leurs récepteurs, ainsi qu’avec TRAF6. 

Un second axe, apparu sur l’analyse par la « String-database », est l’interaction entre des 

membres de la famille des neurotrophines et le couple CXCR4/CXCL12. L’interaction 

physique entre ces protéines n’a fait l’objet d’aucun article à notre connaissance. Cependant, 

il a été précédemment démontré que les neurotrophines régulent l’expression des récepteurs 

aux chimiokines dans le cerveau (Avdoshina et al., 2011). Dans les neurones, il a été montré 

que le BDNF et NGF induisaient une diminution de l’expression de CXCR4 et CCR5, de 

plus, le BDNF induit une internalisation rapide de CXCR4 (Ahmed et al., 2008; Avalos et al., 

2014; Nosheny et al., 2007). Ces données nous ont conduits à nous demander s’il y avait un 

lien entre les neurotrophines et les mécanismes de homing dépendant de CXCL12/CXCR4 

dans la LLC, et l’éventuel rôle de la sortiline dans ce mécanisme.  

L’ensemble des résultats présentés ici ne sont que préliminaires et nécessitent confirmation et 

approfondissement, mais permettent tout de même d’ouvrir des perspectives pour la suite de 

notre étude sur l’implication des systèmes neurotrophiques et neurotensinergiques dans la 

pathogénèse de la LLC. 
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Figure 31 : Analyse des interactions potentielles de la sortiline (SORT1) selon la base de données "String-

database". 
TNFSF13 : gène codant pour APRIL, TNFSF13B : gène codant pour BAFF, TNFRSF13B : gène codant pour 
TACI, TNFRSF13C : gène codant pour BAFF-R, TNFRSF17 : gène codant pour BCMA. NTRK1/2/3 : gènes 
codants respectivement pour TrkA, TrkB et TrkC, NGFR : gène codant pour p75NTR, NTF3 et NTF4 : gènes 
codant NT-3 et NT-4/5, SORT1 : gène codant pour la sortiline. TRAF6, CXCL12, CXCR4, NGF et BDNF codent 
les protéines du même nom. 
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Figure 32 : Mécanismes de signalisation impliquant TRAF6. 

(A) TRAF6 et signalisation par p75NTR (extrait de (Reichardt, 2006). Le recrutement deTraf6 par p75NTR induit 
l’activation de la voie NF-kB (B) TRAF6 et signalisation par BAFF, APRIL et leurs récepteurs BAFF-R, TACI 
et BCMA. Les trimères (3-mer) et hexadécamères (60-mer) de BAFF peuvent se lier à BAFF-R, BCMA et 
TACI, tandis que les trimères d’APRIL, solubles ou liés aux HSPGs (heparan sulfate proteoglycans) peuvent 
seulement se lier sur BCMA et TACI. L’activation des récepteurs par BAFF et APRIL entraine le recrutement 
des protéines adaptatrices Traf et, selon les cas, les signalisations canoniques et non-canoniques NF-kB, 
PI3K/Akt et JNK. Le recrutement deTraf6 par BAFF-R, BCMA ou TACI induit l’activation de la voie canonique 
NF-kB et de la voie PI3K/Akt. 

 
Matériel et méthode 

Les protocoles d’immunoprécipitation, de western blot et d’immunofluorescence sont les 

mêmes que ceux décrits dans les articles ci-dessus. Les anticorps utilisés sont les suivants : 

Anticorps Fournisseur/clone Application 

Anti-Sortiline 

Abcam, ab16640 Immunofluorescence (IF) 

Santa Cruz, E9, sc-376576 Immunoprecipitation (IP) 

BD Biosciences, clone 48 Western Blot (WB) 

Anti-Traf6 Biorbyt, orb48945 IF, WB 

Anti-BAFF-R R&D, 1162 IF, WB 

Anti-BDNF R&D, MAB648 WB, IF 

Anti-NGF Santa Cruz, clone H-20 IF 

Anti-NT-3 Abcam, ab124410 IF 
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Anti-N-4/5 Abcam, ab87394 IF 

Anti-NTS Santa Cruz, clone FL-170 IF 

Anti-NTSR2 Alomone labs, ANT-016 IF 

Anti-TrkB R&D, MAB3971 IF 

Anti-CXCR4 Biorbyt, orb10305 IP, WB 

Anti-BAFF Biorbyt, orb76960 Immunofluorescence 

Anti-APRIL R&D, AF884 Immunofluorescence 

Anti-TACI R&D, AF174 Immunofluorescence 

Isotypique Souris Sigma-Aldrich IF, IP 

Isotypique Lapin Sigma-Aldrich IF, IP 

 

Résultats 
Nous avons premièrement étudié les interactions de la sortiline dans les lymphocytes B 

leucémiques ou dans les lignées de LB BL41 (lymphome de Burkitt) et Mec-1 (LLC). Une 

immunoprécipitation de la sortiline réalisée à partir des lignées nous a permis de confirmer la 

liaison entre la sortiline et le BDNF, mais également d’en identifier deux nouvelles avec 

TRAF6 et BAFF-R (Figure 33A). Cette interaction a été confirmée dans les LB leucémiques 

de patients (Figure 33B). Enfin une immunoprécipitation de CXCR4 nous a permis de mettre 

en évidence son interaction avec la sortiline dans les lignées BL41 et Mec-1 (Figure 33C). 

 
Figure 33 : Interactions de la sortiline avec BAFF-R, TRAF6 et CXCR4 

(A) Immunoprécipitation de la sortiline à partir des lignées BL41 et MEC-1 suivie des western blot de 
la sortiline (panel de gauche), de TRAF6, BAFF-R, et BDNF, les puits Ig correspondent aux contrôles 
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de l’immunoprécipitation par un anticorps isotypique (B) Immunoprécipitation de la sortiline à partir 
des LB-LLC de patients, suivie des western blot de TRAF6 et BAFF-R (C) Immunoprécipitation de 
CXCR4 à partir des lignées BL41 et MEC-1 suivie du western blot de la sortiline  

 
Par la suite, nous avons évalué la co-localisation de la sortiline avec BAFF-R, TACI et 

TRAF6 dans les LB-LLC. Ces protéines sont bien co-exprimées dans les LB-LLC et semblent 

être légèrement co-localisées, mais avec des coefficients de Manders faibles (Figure 34A). La 

co-localisation semble être la plus forte pour le récepteur TACI. Enfin nous avons étudié 

l’interaction de la sortiline avec BAFF et APRIL dans les NLCs, connues pour leur forte 

production de ces ligands. L’interaction avec APRIL semble faible, mais celle avec BAFF est 

plus prononcée (Figure 34B), indiquant un rôle potentiel de la sortiline dans la régulation de 

son trafficking et donc de sa sécrétion. Ces marquages n’ont cependant été réalisés qu’à partir 

de cellules issues de deux patients et nécessitent donc une plus large population ainsi qu’une 

confirmation du rôle de sécrétion par évaluation des quantités de BAFF et APRIL sécrétés 

lorsque la sortiline est inactivée. 
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Figure 34 : Co-localisation de la sortiline avec TACI, TRAF6 et BAFF-R dans les LB-CLL et avec BAFF et 

APRIL dans les NLC 

(A) Immunofluorescence, profils de fluorescence et coefficient de Manders associés, de la sortiline (en rouge) et 
TACI, TRAF6 ou BAFF-R (en vert). Marquage réalisé sur des LB-LLC. (B) Immunofluorescence, profils de 
fluorescence et coefficients de Manders associés, de la sortiline (en vert sur le panel de gauche et en rouge sur 
celui de droite) et BAFF (en rouge, panel de gauche) ou APRIL (panel de droite). Marquage réalisé sur des NLC 
issues de cultures de 14 jours de PBMC de patients LLC. 

L’ensemble de ces résultats préliminaires indique que la sortiline pourrait jouer un rôle central 

au cours de la LLC. Nous avons montré dans l’article précédent que la sortiline permettrait de 
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réguler la signalisation neurotrophique par son interaction avec le BDNF. A ce rôle pourraient 

s’ajouter une régulation de la signalisation par BAFF et APRIL et ceci à deux niveaux. 

L’interaction avec BAFF et APRIL dans les NLCs suggère une implication potentielle de la 

sortiline dans leurs mécanismes de sécrétion. De plus la sortiline paraît être également liée à 

leurs récepteurs, TACI et BAFF-R, probablement par l’intermédiaire de la protéine 

adaptatrice TRAF6. Connaissant les rôles multiples de la sortiline, nous ne pouvons pour le 

moment que spéculer sur l’effet de ces interactions. Comme pour son rôle de co-récepteur de 

p75NTR, elle pourrait influencer la signalisation induite par ces récepteurs, ou elle pourrait 

également réguler leur adressage vers la membrane, comme elle le fait pour les récepteurs 

Trks.  

Une interaction impliquant CXCR4 et la sortiline semble apparaître, suggérant un rôle 

potentiel dans les mécanismes de survie induits par CXCL12, mais surtout un rôle dans les 

mécanismes de chimiotactisme par le couple CXCR4/CXCL12, importants pour le homing 

des LB-LLC, qui pourraient être régulés par la sortiline et plus largement par les 

neurotrophines. Plusieurs études ont déjà été réalisées à ce sujet, et les résultats semblent 

varier selon les modèles. Dans les macrophages dérivés de monocytes, les neurotrophines, 

notamment le NGF, induisent une augmentation de CXCR4 et une amélioration de la 

migration vers CXCL12 (Samah et al., 2008). Le couple CXCL12/CXCR4 stimule 

l’expression des neurotrophines dans les cellules souches mésemchymateuses dérivées de la 

moelle osseuse pour promouvoir leur migration vers les sites de réparation suite à un 

dommage de la moelle épinière (Wang et al., 2017). Dans l’hippocampe de rats, les 

expressions de BDNF, CXCL12 et CXCR4 sont augmentées chez les rats élevés en 

environnement enrichi, favorisant la survie, la prolifération et la différenciation des neurones 

nouvellement formés dans le gyrus denté (Zhang et al., 2016). Dans des cellules souches 

neuronales intra-artérielles, le traitement par le BDNF induit une augmentation de 

l’expression de CXCR4 et améliore la migration vers CXCL12 (Rosenblum et al., 2015). 

Cependant d’autres études au niveau neuronal ont montré l’effet inverse, le BDNF y induit 

une internalisation de CXCR4 et donc une diminution de son expression, associée à une 

migration diminuée (Ahmed et al., 2008; Nosheny et al., 2007). Cette même observation a été 

faite récemment dans la LLC. Une étude a montré que le BDNF induisait une diminution de 

CXCR4 et de la migration des LB-LLC in vitro, cependant l’expression de CXCR4 in vivo ne 

montre pas de variation entre les patients avec une forte expression de BDNF comparés à 

ceux ayant une faible expression de BDNF (Azoulay et al., 2018).  
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La découverte de l’implication des neurotrophines et de la sortiline dans les mécanisme de 

survie induits par CXCL12, BAFF et APRIL, et de migration induits par CXCR4/CXCL12, 

dans les cas de LLC, n’en est cependant qu’à ses prémices et nécessite d’être approfondie.  

 

Figure 35 : Expression de la sortiline, du BDNF et des récepteurs NTSR2 et TrkB par les NLCs. 
(A) Marquage par immunofluorescence de la sortiline et du BDNF dans les NLCs. Le panel en bas à droite 

montre l’interaction physique entre les NLCs et les LB-LLB en co-cultures. (B) Marquage par 
immunofluorescence de NTSR2 et TrkB dans les NLCs 

 

Dans l’article 2 présenté précédemment, nos travaux se sont concentrés sur le rôle du BDNF, 

exprimé par les NLCs (Figure 35A), dans les mécanismes de survie des LB-LLC. De plus, 

Les NLCs expriment les récepteurs TrkB et NTSR2, localisés en intracellulaire mais aussi au 

niveau des membranes plasmiques (Figure 35B), et pourraient ainsi être stimulées de façon 

autocrine/paracrine par le BDNF. Les voies de signalisation ainsi activées pourraient être 

impliquées dans la survie des NLCs, mais il serait également intéressant d’étudier leur 

implication dans les mécanismes de différenciation des NLCs indispensables à la mise en 

place du microenvironnement tumoral de la LLC. Enfin, un contact étroit entre les LB-LLC et 
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les NLCs a été observé (Figure 35A) et la relation entre cette interaction cellulaire et la 

promotion de NTSR2-TrkB-BDNF sera explorée. L’inhibition de la signalisation impliquant 

NTSR2-TrkB-BDNF pourrait entrainer une perte de ce contact cellulaire. Inversement, la 

culture des NLCs et des LB-LLC séparément, dans des inserts de culture cellulaire de type 

Transwell, pourrait mettre en évidence une nécéssité du contact physique entre les cellules 

pour promouvoir NTSR2-TrkB-BDNF. 

 

Perspectives à court terme 

Concernant le second article, des résultats nécessitent confirmation avant d’envisager la 

soumission. Nous avons pour le moment confirmé l’effet des NLCs sur l’expression de 

NTSR2-TrkB-BDNF et de la sortiline, ainsi que sur l’activation de la signalisation par Src. 

Nous avons également avancé que cette surexpression était due à la stimulation des LB-LLC 

par CXCL12, BAFF et APRIL. Cet effet n’a toutefois été observé que lors de stimulations par 

ces facteurs solubles, et pour confirmer leur réelle implication, des co-cultures NLCs/LB-LLC 

seront réalisées en présence d’anticorps bloquants pour chacun d’entre eux. La plupart des 

résultats ont été obtenus ex vivo à partir de prélèvements sanguins de patients, et présentant 

parfois de grands écarts d’un patient à l’autre, problème fréquemment rencontré lors de 

l’utilisation de cultures primaires. Afin de contrecarrer ce problème, nous proposons deux 

solutions. Dans un premier temps, il faudrait élargir la cohorte de patients pour apporter une 

meilleure significativité aux résultats. La seconde option est de confirmer tous ces résultats 

obtenus ex vivo, par des analyses in vitro à partir de lignées cellulaires. 

Dans cette optique, nous avons fait l’acquisition d’une lignée monocytaire, THP-1. 

L’avantage de cette lignée est qu’il est possible d’induire la différenciation de ces monocytes 

en macrophages. En effet l’addition de phorbol-12-myristate-13- 124 acetate (PMA) au milieu 

de culture permet la différenciation en macrophages de type M0, puis l’ajout d’IFN-g induit 

leur polarisation en macrophages de type 1, tandis que l’ajout d’IL-4, d’IL-13 et d’IL-10 

entraine leur polarisation en macrophages de type 2 (Chanput et al., 2014). Ces macrophages 

M2 pourraient être utilisés pour mimer les NLCs (Mohammad et al., 2017). La co-culture de 

ces cellules, à la place des NLCs, avec soit des LB-LLC primaires, soit avec la lignée Mec-1 

permettra de confirmer l’effet de ces macrophages de type 2 sur l’expression de NTSR2-

TrkB-BDNF. Ces cellules pourraient par ailleurs permettre la construction d’un modèle de 

KO sortiline par shRNA, et nous permettrait donc d’identifier précisément le rôle de la 
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sortiline. Ayant été détectée surexprimée dans les NLCs, notre hypothèse est que la sortiline 

pourrait être impliquée dans les sécrétions de BDNF, BAFF et APRIL, ce qui sera évalué par 

dosage dans les surnageants de cultures des lignées SORT1-/- par rapport à la lignée non 

modifiée. Une autre hypothèse serait que l’augmentation de la sortiline est impliquée dans la 

différenciation des monocytes en macrophages, ce qui sera également évalué. Enfin 

l’utilisation de ces lignées pourrait nous permettre d’étudier l’implication éventuelle du 

BDNF et de la sortiline dans les mécanismes de migration des LB-LLC dépendants de 

CXCL12/CXCR4. 
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Discussion 

La leucémie lymphoïde chronique se caractérise par l’accumulation, dans la 

circulation sanguine et les organes lymphoïdes secondaires, de lymphocytes B matures avec 

une faible activité proliférative et résistants à l’apoptose. Cette survie aberrante est expliquée 

par une surexpression des protéines anti-apoptotiques de la famille de Bcl-2, notamment Bcl-

2, Bcl-XL et Mcl-1 (Gottardi et al., 1996; Kitada et al., 1998). La régulation de l’expression 

de BCL2 impliquerait une hypométhylation de son promoteur (Hanada et al., 1993), ainsi 

qu’une diminution de l’expression de l’expression de miR-15a et miR-16-1, inhibiteurs de 

l’expression de Bcl-2 au niveau post-transcriptionnel (Cimmino et al., 2005). Les mécanismes 

de survie et la faible prolifération observés dans les LB-LLC seraient dépendants d’une voie 

de signalisation impliquant Akt et Mcl-1 (Longo et al., 2007, 2008). L’activation de ces voies 

de survie est liée à l’activation du BCR qui entraine une signalisation par les kinases BTK, 

Lyn, Syk, ZAP-70 et PI3K (Muzio et al., 2008; Stevenson et al., 2011). D’autres facteurs ont 

été décrits pour leur implication dans la LLC (Ghosh and Kay, 2013), notamment des facteurs 

de croissance et leurs récepteurs tels que Notch (Rosati et al., 2009), IGF-1R (Yaktapour et 

al., 2013), ou des RCPGs comme les récepteurs aux chimiokines CXCR4 et CXCR5 (Burger 

et al., 1999; Bürkle et al., 2007).  

Dans les cas de LLC, le microenvironnement tumoral joue un rôle particulièrement 

important dans la promotion des mécanismes de survie et de prolifération des LB-LLC. Ce 

microenvironnement tumoral est localisé au sein des organes lymphoïdes secondaires et est 

constitué notamment de cellules stromales, de LT, de NK et de macrophages de type 2, les 

NLCs (Burger, 2011, 2013). Les cellules du microenvironnement, et notamment les NLCs, 

stimulent l’activation du BCR des LB-LLC, attirent les LB-LLC par chimiotactisme via 

CXCL12 et CXCL13, promeuvent l’immuno-échappement des cellules leucémiques, 

supportent leurs mécanismes de survie via par exemple CXCL12, BAFF et APRIL et sont en 

partie responsables des résistances thérapeutiques (Burger, 2013; Choi et al., 2016; Filip et al., 

2015). 

Les traitements actuels de la LLC comprennent des inhibiteurs de la voie de 

signalisation du BCR (ibrutinib et idelalisib), de Bcl-2 (venetoclax) et, plus récemment, des 

inhibiteurs ciblant le homing (anti-CXCR4 et anti-CXCL12) ou encore l’apparition des NLCs 

au sein du microenvironnement tumoral (Burger and O’Brien, 2018). Malgré leur excellente 

efficacité, aucun de ces traitements n’est curatif et de nombreux cas de récidives et de 
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résistances thérapeutiques ont été rapportés (Burger and O’Brien, 2018). L’identification de 

nouveaux mécanismes de survie mis en jeu par les LB-LLC est ainsi d’un enjeu majeur afin 

d’améliorer la prise en charge thérapeutique des patients. 

Avec cet objectif en vue, l’ensemble des travaux réalisés au cours de cette thèse ont 

portés sur l’identification du rôle d’une neurotrophine, le BDNF, son récepteur TrkB, le 

récepteur à la neurotensine NTSR2, surexprimé dans les LB-LLC (Saada et al., 2012) et la 

protéine de transport sortiline dans les mécanismes responsables de la survie aberrante des 

lymphocytes B leucémiques dans les cas de LLC. 

L’implication de NTSR2 dans les cancers n’est cependant que très peu décrite. Il est 

surexprimé dans les stades avancés de cancers de la prostate (Swift et al., 2010) et est détecté 

dans des lignées cellulaires de cancer colorectal et du pharynx (Haase et al., 2006) mais son 

rôle n’y est pas décrit. Dans notre étude, la surexpression de NTSR2 a été observée pour tous 

les patients inclus dans l’étude, et cette surexpression ne semble rattaché à aucun facteur 

pronostic connu, maladie en phase indolente ou progressive, statut mutationnel IGHV, 

mutations TP53, expression de CD38 ou anomalie cytogénétique del13q14. Compte tenu du 

fait que le gène NTSR2 se situe sur le bras court du chromosome 2, au niveau de la région 

concernée par le gain 2p présent dans 28% des cas de LLC en stade avancé (Cosson et al., 

2017; Fabris et al., 2013; Ma et al., 2011), une collaboration avec le Dr Nathalie Gachard 

(Laboratoire d’hématologie, CHU de Limoges) a été initiée pour rechercher l’implication de 

ce gain 2p dans la surexpression de NTSR2. Une étude par FISH (fluorescent in situ 

hybridization) réalisée sur les LB-LLC de patients surexprimant tous NTSR2 permettra 

d’évaluer la fréquence du gain de NTSR2. Cette technique étant peu sensible, les résultats 

obtenus seront confirmés par CGH array (comparative genomic hybridization array). 

La transcription des gènes NTSR1 et NTSR2 a été identifiée comme régulée par la 

méthylation de leurs promoteurs dans les cancers du côlon, du sein, ou neuroendocrines (Kim 

et al., 2015, 2017; Van der Auwera et al., 2010). La méthylation/déméthylation de l’ADN 

joue un rôle important dans la régulation des gènes impliqués dans la pathogénèse de la LLC 

(Bagacean et al., 2017a, 2017b; Chantepie et al., 2012), et une hypométhylation globale de 

l’ADN a été observée dans cette pathologie (Cahill and Rosenquist, 2013). L’étude de l’état 

de méthylation du promoteur de NSTR2 sera ainsi prochainement réalisée, l’hypothèse étant 

qu’il soit hypométhylé, expliquant sa surexpression.  

La première partie de nos travaux décrit pour la première fois un rôle anti-apoptotique 

du récepteur NTSR2 dans les LB-LLC. Le récepteur NTSR2 est surexprimé à la surface des 
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LB-LLC circulants, où il est constitutivement activé malgré une forte diminution de 

concentration de neurotensine plasmatique. Nous avons démontré, par inactivation et par 

surexpression de ce récepteur, qu’il entraine une activation de la tyrosine kinase Src et est 

associé à une augmentation de l’expression des protéines anti-apoptotiques Bcl-2 et Bcl-XL. 

Un effet similaire avait précédemment été décrit pour NTSR1 dans le cancer du sein, qui 

activait la voie des MAPKs, après liaison de la neurotensine, induisant la transcription de 

BCL2 (Somaï et al., 2002). Dans le cas de la LLC, l’augmentation de l’expression de Bcl-2 

n’est cependant pas due à une augmentation de sa transcription. Plusieurs hypothèses sont 

possibles, l’activation de NTSR2 pourrait réguler négativement l’expression des miR-15-a et 

miR-16-1, inhibiteurs post-transcriptionnels de Bcl-2, augmenter l’expression de nucléoline, 

stabilisant l’ARNm de Bcl-2 (Willimott and Wagner, 2010), ou encore impacter les 

modifications post-traductionnelles telle que l’ubiquitination responsable de la dégradation de 

Bcl-2 par le protéasome (Rooswinkel et al., 2014). 

La neurotensine étant fortement diminuée dans les cas de LLC, le mécanisme 

responsable de l’activation constitutive de NTSR2 pose question. Des interactions 

fonctionnelles entre des RCPGs et des RTKs ont été décrites (Cattaneo et al., 2014b). Le 

récepteur NTSR1 est impliqué dans la transactivation de l’EGFR dans les cancers du sein et 

du poumon (Amorino et al., 2007; Dupouy et al., 2014; Younes et al., 2014) tandis que de 

nombreux mécanismes de transactivation impliquant les récepteurs Trks et les RCPGs, 

notamment les récepteurs à l’adénosine, la sérotonine et le PACAP, ont été mis en évidence 

(Mitre et al., 2017). L’activation constitutive de NTSR2 pourrait ainsi être liée à la 

transactivation de ce récepteur par un RTK. 

Le récepteur TrkB et son ligand, le BDNF, sont impliqués dans le développement de 

nombreux cancers, dont certaines hémopathies malignes. Le BDNF active les voies PI3K/Akt 

et des MAPKs, contribuant à la survie, la croissance et la résistance thérapeutique de 

plasmocytes tumoraux issus de myélome multiple (Pearse et al., 2005). Au sein de notre 

équipe, le BDNF et TrkB ont été identifiés dans les mécanismes de survie et de résistance à 

l’apoptose dans des lignées de LB humains (Fauchais et al., 2008), ainsi que dans le DLBCL 

(Bellanger et al., 2011; Dubanet et al., 2015). 

Dans les LB-LLC, nous avons identifié une surexpression de TrkB, ainsi qu’une 

production de BDNF accrue et une concentration plasmatique de BDNF supérieure à celle 

observée pour des sujets sains. Les récepteurs TrkB et NTSR2 régulent leur expression 

mutuelle, ainsi nous avons montré qu’une surexpression de l’un entraine une augmentation de 
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la transcription de l’autre. Une interaction physique a été mise en évidence entre les deux 

récepteurs au niveau de la membrane plasmique des LB-LLC, suggérant que TrkB et NTSR2 

pourraient être des co-récepteurs. Cette hypothèse s’est confirmée, le complexe TrkB-NTSR2 

active ainsi les voies de signalisation par p38MAPK, ERK1/2, JNK et Src suite à la 

stimulation par le BDNF. Le BDNF entraine le recrutement de la protéine Gia par NTSR2 

ainsi qu’une phosphorylation du récepteur, caractéristique de son activation. Une inhibition de 

la protéine Gia par la toxine pertussique (PTX) entraine une diminution de l’activation de Src 

et de l’expression de Bcl-2. Cet effet est en accord avec la régulation négative de l’expression 

de Bcl-2 dans les lymphocytes B de souris déficientes en protéine Gia (Ohman et al., 2002).  

Le BDNF favorise la formation de l’hétérodimère NTSR2-TrkB. En présence d’un 

inhibiteur de TrkB, K252a ou ANA12, l’activation de la signalisation par Src est diminuée, 

confirmant donc que cet effet est TrkB-dépendant. De plus, l’ajout de PTX ou de 

SR142948A, inhibiteur de NTSR2, en parallèle du BDNF annule l’activation de Src par le 

BDNF, prouvant que cet effet est également NTSR2-dépendant. Ainsi ni NTSR2 ni TrkB ne 

sont capables d’induire seuls une activation de Src, et l’inhibition de l’un ou l’autre des 

récepteurs entraine une diminution de la signalisation par la voie Src/Akt ainsi qu’une 

diminution de l’expression des protéines anti-apoptotiques Bcl-2 et Bcl-XL. Cette inhibition 

restaure l’apoptose des cellules leucémiques et nous estimons donc que l’inhibition de la 

signalisation par NTSR2-TrkB-BDNF constitue une cible prometteuse pour le développement 

de nouvelles molécules thérapeutiques. 

Les travaux décrits dans cette première partie ont été réalisés sur des LB-LLC 

circulants purifiés à partir de prélèvement sanguins de patients atteints de LLC. Or, la 

pathogénèse de la LLC est très fortement liée au MET mis en place dans les organes 

lymphoïdes secondaires. Au sein des ganglions de LLC, une surexpression du BDNF ainsi 

qu’une diminution d’expression de la neurotensine a été observée, en corrélation avec leurs 

concentrations plasmatiques. Nous avons donc par la suite étudié les effets des NLCs, acteurs 

cellulaires majeurs du MET dans les ganglions lymphatiques et la moelle osseuse. 

En co-culture avec des NLCs générées in vitro, les LB-LLC montrent une 

augmentation de l’expression du BDNF, de NTSR2 et de l’ARNm de TrkB. De plus, 

l’expression de la sortiline est également augmentée. La sortiline, protéine de transport 

intracellulaire du golgi vers la membrane plasmique (Nykjaer and Willnow, 2012b), est 

impliquée dans le transport antérograde des récepteurs Trks, favorisant ainsi la signalisation 

neurotrophique (Vaegter et al., 2011). Des travaux réalisés dans notre équipe ont également 
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montré l’implication de la sortiline dans les mécanismes de sécrétion du BDNF et son 

implication dans la mise en place d’une boucle autocrine de survie par BDNF-TrkB dans les 

lymphocytes B (Fauchais et al., 2008). L’augmentation d’expression dans les LB-LLC en co-

culture avec les NLCs indiquerait donc une augmentation de la sécrétion de BDNF par le biais 

de la sortiline et ainsi une promotion de la signalisation autocrine pro-survie par 

l’hétérodimère NTSR2-TrkB. Par ailleurs, les NLCs générées in vitro expriment également le 

BDNF et surexpriment la sortiline par rapport aux monocytes non différenciés. Cela suggère 

une stimulation supplémentaire, de façon paracrine, de la signalisation induite par BDNF dans 

les LB-LLC. 

Nous avons par la suite déterminé que la surexpression de NTSR2, BDNF et la 

sortiline est le résultat de la stimulation des LB-LLC par les facteurs solubles sécrétés par les 

NLCs CXCL12, BAFF et APRIL. Suite à la liaison de CXCL12, le récepteur CXCR4 induit 

une activation de la voie des MAPKs et de PI3K/Akt, aboutissant à l’activation des facteurs 

de transcription CREB et NF-kB (Cojoc et al., 2013; Joo et al., 2004; Teicher and Fricker, 

2010). Ces mêmes facteurs de transcription sont également activés par la liaison de BAFF et 

APRIL sur leurs récepteurs (Wang et al., 1999; Zapata, 2012). Cela pourrait expliquer 

l’augmentation d’expression de NTSR2, qui possède un site de fixation de CREB sur son 

promoteur (Sun et al., 2001). La transcription du gène NTRK2 codant pour le récepteur TrkB 

est également régulée par CREB (Kingsbury and Krueger, 2007). La transcription de BDNF, 

est elle aussi régulée par CREB, ainsi que par NF-kB (Lipsky et al., 2001; Marini et al., 2004; 

Tao et al., 1998). Ainsi, BAFF et APRIL pourraient réguler l’expression de NTSR2, TrkB et 

BDNF par l’activation de ces facteurs de transcription. Ces mécanismes de régulation ne sont 

pour le moment que spéculatifs et la liaison de CREB et NF-kB sur les promoteurs de ces 

gènes dans les LB-LLC co-cultivés avec des NLCs nécessite confirmation par 

immunoprécipitation de chromatine. 

Le rôle des facteurs solubles CXCL12, BAFF et APRIL dans la promotion de la survie 

des LB-LLC par les NLCs avait été décrit précédemment, mais ces trois facteurs 

n’expliquaient pas la totalité de l’inhibition de l’apoptose observée en présence de NLCs 

(Burger et al., 2000; Nishio et al., 2005). L’addition du BDNF, stimulant la signalisation par 

NTSR2 et TrkB, dans notre étude semble rétablir le même effet anti-apoptotique que les 

NLCs. De plus l’inhibition du BDNF dans les co-cultures NLCs/LB-LLC annule l’effet 

protecteur des NLCs, confirmant le rôle primordial du BDNF dans la protection des LB-LLC 

contre l’apoptose. 
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L’ensemble de nos résultats incriminent l’interaction entre les récepteurs NTSR2 et 

TrkB dans les mécanismes de résistance à l’apoptose. Ces récepteurs sont transactivés suite à 

une stimulation par le BDNF et entrainent l’activation de la signalisation pro-survie par Src et 

l’expression des protéines anti-apoptotiques Bcl-2 et Bcl-XL. Cette signalisation, caractérisée 

dans les LB-LLC circulants, semble accentuée en présence des NLCs. Le complexe NTSR2-

TrkB-BDNF, en association avec BAFF, APRIL et CXCL12, serait ainsi mis en jeu par les 

NLCs pour protéger les cellules leucémiques. 
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Conclusion et perspectives 

Les travaux réalisés au cours de cette thèse mettent en évidence le rôle central de deux 

récepteurs, NTSR2 et TrkB, dans les mécanismes de résistance à l’apoptose des cellules 

leucémiques de patients atteints de leucémie lymphoïde chronique. Le récepteur couplé aux 

protéines G NTSR2 est surexprimé dans ces cellules et constitutivement activé malgré une 

diminution de la concentration plasmatique de son ligand, la neurotensine. Cette activation est 

le résultat de son interaction avec le récepteur à activité tyrosine kinase TrkB. Dans les 

cellules leucémiques, les récepteurs NTSR2 et TrkB forment un hétérodimère, stimulé par la 

liaison du ligand de TrkB, le BDNF, dont la concentration plasmatique augmente dans les cas 

de LLC. L’activation de ce complexe entraine le recrutement, par NTSR2, d’une protéine Gia 

et l’activation des voies de signalisation pro-survie, notamment par Src et Akt. Ces voies de 

signalisation induisent une surexpression des protéines anti-apoptotiques Bcl-2 et Bcl-XL 

responsables de la résistance à l’apoptose des cellules leucémiques. 

Le lien entre ce complexe et les cellules du microenvironnement tumoral a également 

été évalué. Notre étude a montré un rôle stimulateur des NLCs sur l’expression de NTSR2 et 

du BDNF par les cellules leucémiques. L’expression de la sortiline, protéine régulatrice du 

transport intracellulaire du BDNF pour sa sécrétion et des récepteurs Trks pour leur adressage 

à la membrane, est également augmentée. Les NLCs, qui supportent la survie des cellules 

leucémiques au sein du microenvironnement par la sécrétion de CXCL12, BAFF et APRIL, 

produisent par ailleurs également du BDNF. Nous avons déterminé in vitro que CXCL12, 

BAFF et APRIL stimulent l’expression de NTSR2, BDNF et sortiline. L’ensemble de ces 

résultats suggère qu’au sein du microenvironnement, les NLCs protègent les cellules 

leucémiques par la promotion de la signalisation impliquant NTSR2-TrkB-BDNF. 

L’interaction NTSR2-TrkB joue ainsi un rôle déterminant dans l’activation des voies 

de survie et la résistance des cellules leucémiques à l’apoptose. L’inhibition de l’un ou l’autre 

des deux récepteurs in vitro inhibe l’activation de ces voies, diminue l’expression des 

protéines anti-apoptotiques et rétablit l’apoptose des cellules leucémiques. L’inhibition de 

NTSR2-TrkB-BDNF, en parallèle des traitements actuels, pourrait ainsi constituer une 

stratégie thérapeutique viable pour éliminer les cellules leucémiques résistantes à l’apoptose. 
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Des points restent cependant à éclaircir : 

(I)  Le rôle exact de la sortiline dans le transport du BDNF et du complexe NTSR2-TrkB 

sera évalué par la construction de modèles cellulaires inactivés pour la sortiline. Par 

ailleurs, ces modèles permettront de confirmer nos résultats préliminaires indiquant une 

régulation potentielle de BAFF et APRIL ainsi que de leurs récepteurs par la sortiline. 

L’un des rôles de la sortiline étant également de réguler la sécrétion d’exosomes, elle 

pourrait donc jouer un rôle central dans la communication entre les cellules leucémiques 

et les cellules du microenvironnement tumoral, ainsi que dans les mécanismes de survie 

(Dubovsky et al., 2013) et d’échappement immunitaire (Reiners et al., 2013) dépendants 

des exosomes dans la LLC.  

(II) Le homing des cellules leucémiques vers les organes lymphoïdes secondaires est 

essentiel aux interactions de ces cellules avec les cellules du microenvironnement 

tumoral. Par conséquent, une éventuelle implication de NTSR2-TrkB-BDNF et de la 

sortiline dans ces mécanismes de homing sera recherchée. 

(III) La régulation de l’expression de Bcl-2 par la signalisation induite par NTSR2-TrkB ne 

semble pas être transcriptionnelle, les mécanismes de régulation post-transcriptionnels 

et post-traductionnels de Bcl-2 (Willimott and Wagner, 2010) en réponse à cette 

signalisation seront donc étudiés.  

(IV) La surexpression de NTSR2 ne semble liée à aucun des facteurs de risque mais est 

stimulée par le contact avec les NLCs. Nous déterminerons si cette surexpression est un 

évènement précoce dans le développement de la LLC ou la conséquence du contact des 

cellules leucémiques avec le microenvironnement tumoral après sa mise en place. Les 

éventuelles modifications épigénétiques dans le promoteur de NTSR2 et les facteurs de 

transcription s’y fixant seront étudiées. 

(V) L’efficacité de nouveaux inhibiteurs de NTSR2 (Einsiedel et al., 2011; Thomas et al., 

2014), plus sélectifs de NTSR2, sera évaluée sur les cellules leucémiques seules ou en 

co-culture avec des NLCs, afin de confirmer l’intérêt thérapeutique potentiel de ce 

récepteur. 

(VI) Nos résultats préliminaires font également l’état d’une expression des récepteurs TrkB 

et NTSR2. Un éventuel rôle dans les mécanismes de survie des NLCs et dans la mise en 

place du microenvironnement tumoral de la LLC doit être évalué. 
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Nos résultats ont donc montré l’importance de la signalisation induite par le complexe 

NTSR2-TrkB, stimulé par le BDNF, pour la survie des lymphocytes B leucémiques de 

patients atteints de LLC. Les NLCs semblent promouvoir la signalisation par ce complexe, 

qui jouerait ainsi un rôle à la fois dans les cellules leucémiques circulantes et au sein du 

microenvironnement. Ce mécanisme de survie aberrante des cellules leucémiques 

nouvellement identifié pourrait constituer un élément majeur de la pathogénèse de la LLC et 

un nouveau champ d’investigation pour le développement thérapeutique. 
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Annexe 1 : Review « Regulatory roles of Sortilin and SorLA in immune-related 

processes » 

En parralèle des travaux présentés précédement, une revue bibliographique traitant des 

différentes fonctions de la sortiline et de SorLA dans les processus immunitaires a été rédigée. 

Cette revue intitulée « Regulatory roles of Sortilin and SorLA in immune-related processes », 

a été soumise au jounal Frontiers in Pharmacology, section Experimental Pharmacology and 

Drug Discovery dans le cadre d’un « Research Topic » dont le sujet est le suivant : Sortilin 

and Sortilin Partners in Physiology and Pathologies. Cette revue a été acceptée pour 

publication. 
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Abstract 16 

Sortilin, also known as Neurotensin Receptor-3, and the sorting-related receptor with type-A repeats 17 

(SorLA) are both members of the Vps10p domain receptor family. Initially identified in CNS cells, 18 

they are expressed in various other cell types where they exert multiple functions. Although mostly 19 

studied for its involvement in Alzheimer’s disease, SorLA has recently been shown to be implicated 20 

in immune response by regulating IL-6-mediated signaling, as well as driving monocyte migration. 21 

Sortilin has been shown to act as a receptor, as a co-receptor and as an intra- and extracellular 22 

trafficking regulator. In the last two decades, deregulation of sortilin has been demonstrated to be 23 

involved in many human pathophysiologies, including neurodegenerative disorders (Alzheimer and 24 

Parkinson diseases), type 2 diabetes and obesity, cancer, and cardiovascular pathologies such as 25 

atherosclerosis. Several studies highlighted different functions of sortilin in the immune system, 26 

notably in microglia, pro-inflammatory cytokine regulation, phagosome fusion and pathogen 27 

clearance. In this review, we will analyze the multiple roles of sortilin and SorLA in the human 28 

immune system and how their deregulation may be involved in disease development. 29 

 30 

Introduction 31 
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The vacuolar protein sorting 10 protein (Vps10p) domain receptors family is composed of five 32 

members: sortilin, SorLA, sorCS1, sorCS2 and sorCS3. In adult human, Vps10p receptors expression 33 

was primarily shown in the brain but has also been detected in various other tissues and organs 34 

(Hermey, 2009). They also have a dynamic and transient expression during embryonic and post-natal 35 

development in rodents, mainly in the nervous system (Hermans-Borgmeyer et al., 1999). Moreover, 36 

sortilin is highly expressed in embryonic lung, and SorLA in embryonic lung, kidney and developing 37 

glands (Hermey, 2009). These observations suggest specific functions of sortilin and SorLA in the 38 

developing organs. 39 

Since the discovery in the 1990's of sortilin (Mazella et al., 1998; Petersen et al., 1997) and SorLA 40 

(Jacobsen et al., 1996), these two proteins have been extensively studied for their functions as 41 

regulators of intracellular trafficking through their Vps10p domain. Vps10p is an extracellular ligand 42 

binding domain of 700 amino acids folded in a ten-bladed β-propeller (Kitago et al., 2015; 43 

Quistgaard et al., 2009). Vps10 domain proteins (Figure 1A) are subjected to various trafficking 44 

paths (Figure 1B): i) transport from the Trans-Golgi Network (TGN) to the plasma membrane where 45 

they can act as receptors, or be shedded by metalloproteases and γ-secretases to finally be released as 46 

soluble proteins (Evans et al., 2011; Hermey et al., 2006; Nyborg et al., 2006; Ohwaki et al., 2007); 47 

ii) clathrin-dependent internalization from the plasma membrane to endosomes (Morinville et al., 48 

2004; Nielsen et al., 2001) and then either to the TGN through the retromer complex (Mari Muriel et 49 

al., 2007; Seaman, 2007) or to lysosomes for degradation (Dumanis et al., 2015; Tanimoto et al., 50 

2017); iii) finally they can be exported from the TGN to the extracellular medium through secretory 51 

granules (Yang et al., 2011) or extracellular vesicles such as exosomes (Wilson et al., 2014a).  52 

Both sortilin and SorLA have a wide variety of ligands and can either act as sorting regulators or 53 

receptors/co-receptors for cell signaling. Therefore, they are involved in many processes depending 54 

on cell type, as well as in many associated cellular disorders. Sortilin and SorLA are both involved in 55 

neurotensin (NTS) (Jacobsen et al., 2001; Mazella, 2001; Mazella et al., 1998) and neurotrophins 56 

signaling (Larsen et al., 2010, 2016; Nykjaer et al., 2004; Rohe et al., 2009, 2013; Teng et al., 2005). 57 

They are implicated in Alzheimer’s disease development since sortilin interacts with apoE (Carlo et 58 

al., 2013) and SorLA regulates amyloid precursor protein and amyloid-β peptides sorting (Andersen 59 

et al., 2005; Offe et al., 2006). Sortilin also regulates glucose transporter (Glut-4) sorting (Pan et al., 60 

2017). Moreover, SorLA has been described as a risk factor for obesity (Schmidt et al., 2016; Whittle 61 

et al., 2015). Both proteins are involved in cardiovascular and metabolic diseases, such as 62 

atherosclerosis and type-2 diabetes, because of their lipoproteins regulatory functions (reviewed in 63 
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(Schmidt and Willnow, 2016). Finally, sortilin has been shown to be implicated in the development 64 

of different cancers (Wilson et al., 2016). 65 

Few studies showed the expression of sortilin and SorLA and their potential functions in lymphoid 66 

tissues and bone marrow (BM). Sortilin is expressed in T and B lymphocytes, dendritic cells, NK 67 

cells, macrophages and microglia (Fauchais et al., 2008; Herda et al., 2012; Martin et al., 2003; 68 

Yabe-Wada et al., 2016) and SorLA expression was detected in monocytes, T and B cells and 69 

hematopoietic precursors (Sakai et al., 2012; Zhang et al., 2000). Here, we reviewed their 70 

involvement in immune-related processes, their known protein partners during these processes, and 71 

the pathologies associated with their deregulation.  72 

1 Sortilin, SorLA and inflammation 73 

Inflammation is the organism’s response to harmful stimuli. Upon exposure of tissues and organs to 74 

pathogens or toxic products, both innate and adaptive immune responses are activated at the 75 

inflammatory site. Main inflammation actors are innate and adaptive immune cells (macrophages, 76 

monocytes, dendritic cells, T-cells, B-cells…) which are recruited to the inflammatory site via pro-77 

inflammatory chemokines. Inflammation mechanisms are controlled by pro-inflammatory cytokines, 78 

inducing complex intracellular signaling pathways. These cytokines are mainly interleukin (IL)-1, IL-79 

6, IL-17, TNF-α and types I, II and III interferon (IFN). Disruption of these factors may lead to auto-80 

inflammatory and pro-inflammatory disorders (Turner et al., 2014). 81 

1.1 Sortilin, SorLA and pro-inflammatory cytokines 82 

1.1.1  Sortilin regulates pro-inflammatory cytokines exocytosis and signaling 83 

Recent studies have highlighted the involvement of sortilin in the regulation of cytokines secretion 84 

during different immune functions, related to cell cytotoxicity and inflammation, through the control 85 

of IFN-g and IL-6 exocytosis.  86 

These functions were deduced from experimental models of Sort1 knock-out (sort1-/-) C57BL/6 mice. 87 

In natural killer cells (NK) and cytotoxic T lymphocytes (CTL), sortilin deficiency impaired the 88 

endosomal trafficking of cytolytic vesicles containing granzyme A. An upregulation of vesicle-89 

associated membrane protein 7 (VAMP7), a late endosomal trafficking regulator, was observed due 90 

to its diminished lysosomal degradation. This was associated with the increase of granzyme A release 91 

and cytotoxic activity of CTL and NK cells (Herda et al., 2012). In this model, IFN-γ retention was 92 

detected in the Golgi network of CTLs, NKs and Th1 cells. Indeed, sortilin interacts with IFN-γ in 93 

early endosomes sorting platforms at the TGN toward different vesicle compartments: recycling 94 
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endosomes, late endosomes or secretory lysosomes. The consequences of sortilin inactivation are 95 

demonstrated both during bacterial infection leading to a decreased IFN-g release and in experimental 96 

autoimmune colitis reducing inflammatory lesions. In these models, TNF-a secretion was not 97 

modified and remains independent from sortilin binding and trafficking. Hence, through the 98 

regulation of both granzyme A and IFN-γ release, sortilin regulates the immune functions of T 99 

lymphocytes and NK cells during adaptive immune responses and target cell killing. (Herda et al., 100 

2012).  101 

In addition to INF-g, sortilin binding to IL-6 was demonstrated in LPS-activated type 1 macrophages 102 

(M1). This interaction depends on its extracellular domain and occurs intracellularly to regulate their 103 

secretion (Mortensen et al., 2014). IL-6 and IFN-γ effects are synergistic since IL-6 stimulates Th1 104 

activation and IFN-γ secretion, and IFN-γ promotes IL-6 production by macrophages. In a C57BL/6 105 

mouse model of atherosclerosis, the absence of sortilin induced a defect of IL-6 and IFN-γ secretion 106 

in activated macrophages and Th1 cells, reducing the inflammatory component of vascular lesions 107 

and atherosclerosis, independently of sortilin effect on lipid metabolism. Hence, by directly 108 

regulating IFN-γ and IL-6 secretion, sortilin could be a key regulator of inflammatory response 109 

increasing inflammatory component of atherosclerosis (Mortensen et al., 2014). Its deregulation in 110 

other inflammatory diseases needs to be investigated.  111 

Beside IFN-g and IL-6, surface plasmon resonance analysis demonstrated that sortilin also binds to 112 

other cytokines IFN-α, IL-17A, IL-10 and IL-12 (Yabe-Wada et al., 2016). The functions of sortilin 113 

in the exocytic trafficking of IFN-a  was demonstrated in plasmacytoid dendritic cells (pDCs), 114 

known to secrete IFN-a (Yabe-Wada et al., 2016). This IFN trafficking depends on the dimerization 115 

of the sortilin ectodomain in acidic pH conditions encountered in the RE and TGN (Yabe-Wada et 116 

al., 2018). Through TLR9 activation, IFN-a release depends on sortilin and is diminished in sortilin-117 

inactivated pDCs, without affecting its RNA transcription. However, a sustained TLR9 activation 118 

induces a subsequent negative control of IFN-a release depending on a post transcriptional 119 

degradation of sortilin, induced by TLR activation. Given the importance of IFN-a in antiviral 120 

immunity or in certain autoimmune diseases such as systemic lupus erythematous, it would be 121 

interesting to further study the role of sortilin in the regulation of type I IFN secretion in these related 122 

disorders.  123 

In addition to the regulation of cytokine exocytosis, sortilin also regulates their signaling as reported 124 

for ciliary neurotrophic factor (CNTF) belonging to IL-6 family of cytokines sharing a common 125 

gp130 subunit receptor. This family includes IL-6, IL-11, IL-27, leukemia inhibitory factor (LIF), 126 
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oncostatin M (OSM), ciliary neurotrophic factor (CNTF), cardiotrophin-1 (CT-1), cardiotrophin-like 127 

cytokine (CLC), neuropoietin (NP) and IL-31 (Scheller et al., 2011). CNTF activation depends on its 128 

binding to the receptor CNTFRa, followed by the recruitment of the heterodimeric complex 129 

gp130/LIFRb receptor, leading to Janus Kinase (JAK) and STAT3 activation/phosphorylation. 130 

Sortilin binds the C-terminus tail of CNTF with a high affinity, at a distinct site of CNTFRa binding, 131 

and mediates rapid uptake and clearance of extracellular CNTF. Sortilin also interacts with LIFRβ, 132 

and thus facilitates CNTF signaling through the heterodimer gp130/LIFRβ regardless of CNTF or 133 

CNTFRα binding to sortilin (Figure 2A). Similar interactions of CLC:CLF-1 with sortilin have been 134 

observed. However, its implication in endocytosis and/or secretion process of the cytokine remains 135 

unknown. According to the direct interaction of sortilin with LIFRb subunit, it is worth noting that 136 

sortilin facilitates cytokine signaling depending on the LIFRb subunit receptor. This concerns 137 

cytokines CT-1, LIF, OSM that engage the gp130/LIFRβ complex, but not IL-6 which engages the 138 

homodimer gp130 (Larsen et al., 2010). Thus sortilin is a key regulator of gp130/LIFRb-IL-6 family 139 

in both physiological and pathophysiological processes, such as B-cell stimulation, the control of 140 

regulatory and effector T cells balance, metabolic functions, neural functions or autoimmune diseases 141 

(extensively reviewed in Rose-John, 2018). Further studies may highlight an important role of 142 

sortilin in the modulation of cell signaling induced by this pleiotropic cytokine family.  143 

1.1.2 SorLA regulates CLF-1 and IL-6 signaling  144 

Like sortilin, SorLA is implicated into the regulation of IL-6 family signaling as reported in a pro-B 145 

lymphocytes murine cell line. Whereas CLC and CLF-1 have a binding site for CNTFRα, only CLF-146 

1 displays a binding site for SorLA. Thus, SorLA interacts either with CLF-1 alone, or with the 147 

cytokine CLC:CLF-1 complex via CLF-1 binding as well as with the heterotrimer of CLC:CLF-1 148 

associated with CNTFRα. According to its partners, different functions of SorLA were described 149 

(Figure 2B). If the trimer is anchored to the membrane through membranous CNTFRα, SorLA 150 

mediates the internalization and lysosomal degradation of the complex and thus downregulates 151 

CLC:CLF-1/CNTFRα signaling. On the other hand, if the formed complex includes the soluble form 152 

of CNTFRα, SorLA concentrates the complex at the membrane, enhances its interaction with 153 

gp130/LIFRβ and thus increases JAK/STAT signaling. So, through interaction with CLF-1 only, 154 

SorLA regulates CLC/CNTFRα signaling and turnover (Larsen et al., 2016). SorLA additionally 155 

regulates IL-6 signaling (Figure 2C). IL-6 can induce signaling pathways, namely cis signaling when 156 

it binds to membrane-bound IL-6 Receptor (IL-6R) and trans signaling when binding the soluble 157 

form of IL-6R (sIL-6R). The complex formed then engages homodimeric gp130 to induce signaling 158 
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via the JAK/STAT pathway. SorLA binds by its Vps10p domain both IL-6 and IL-6R independently 159 

or in complex. When interacting with IL-6 or sIL-6R, SorLA mediates cellular uptake and 160 

endocytosis of both proteins. Membrane-bound IL-6R has also been found to interact with SorLA. In 161 

such cases, SorLA downregulates cis signaling, probably by inhibiting IL-6 binding on IL-6R. The 162 

soluble form of SorLA can interact with circulating IL-6, in this complex SorLA acts as a stabilizing 163 

carrier protein, increasing IL-6 functional half-life and thus enhancing IL-6 trans signaling (Larsen 164 

and Petersen, 2017). 165 

Larsen and colleagues highlight in this study a potentially crucial role of SorLA in regulation of IL-6 166 

cytokine family signaling. Once again, the IL-6 family of cytokines is involved in many 167 

physiological and pathophysiological processes including, but not limited to, immune response and 168 

hepatic acute phase reaction (Rose-John, 2018). Uncovering the role of SorLA in modulation of IL-6 169 

family signaling, could further deepen our understanding of these processes. For example, CLF-1 can 170 

interact with p28, a subunit of IL-27, to form a cytokine complex activating NK and T cells in the 171 

presence of IL-6Rα (Crabé et al., 2009) and a potential involvement of sortilin or SorLA in this 172 

pathway should be investigated given their role in CLF-1 signaling (Larsen et al., 2010, 2016). 173 

 174 

1.1.3  Inflammatory conditions regulate sortilin expression 175 

We mentioned previously that sortilin might be a key regulator of pro-inflammatory cytokines. Upon 176 

viral infection, viruses are sensed by Toll-like receptors (TLRs) 7 and 9 on pDCs, leading to massive 177 

secretion of IFN-α, under the control of sortilin (Yabe-Wada et al., 2016). In the same time, TLR 178 

signaling, in response to inflammatory conditions, negatively regulates sortilin expression which 179 

impairs IFN-α secretion. Similar findings were observed in adipocytes. Under inflammatory 180 

conditions and increase of TNF-α levels, a diminution of both sortilin mRNA and protein were 181 

detected (Hivelin et al., 2017; Kaddai et al., 2009), by an unknown mechanism. Recently, several 182 

mechanisms are described and correlated with the regulation of sortilin expression, depending on 183 

different transcriptional and post transcriptional regulating factors (Sung et al., 2018).  184 

Some mechanisms regulating sortilin expression are linked to transcriptional regulation of SORT1 185 

gene by different transcriptional factors. In an anti-inflammatory mice model depleted of regulatory 186 

T cells (Treg), IFN-γ and TNF-α levels are increased, notably in the liver, in parallel to a local 187 

inflammation (Klingenberg et al., 2013). IFN-γ activation decreased SORT1 transcription and sortilin 188 

expression in hepatocytes, through the activation of the JAK/STAT1 pathway and the binding of P-189 

STAT1 to the promoter of sortilin (Pirault et al., 2017). 190 
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Another transcriptional regulation of SORT1 implicates the activating transcription factor 3 (ATF3), 191 

a transcriptional repressor and regulator of inflammation pathway. ATF3 is a member of the cyclic 192 

adenosine monophosphate (cAMP) response element binding protein (CREB), containing a DNA 193 

binding region and a bZIP domain (Chen et al., 1994; Hai and Hartman, 2001; Liang et al., 1996) 194 

ATF3 homodimerization represses transcription, but conversely, its heterodimerization with Jun 195 

proteins activates transcription (Liang et al., 1996). ATF3 promoter possesses many binding sites of 196 

transcription factors such as ATF/CRE (C-rich element), activator protein 1 (AP1) and NF-κB, 197 

suggesting that its expression is regulated by stress conditions like pro-inflammatory environment 198 

(Hai et al., 1999; Hashimoto et al., 2002). Under stress or pathogenic conditions, TLRs stimulation 199 

induces NF-κB activation and ATF3 transcription. ATF3 has been shown to downregulate pro-200 

inflammatory cytokines transcription, notably ofIL-4, IL-5, IL-6, IL-12, IL-13, IFN-γ, IFN-β, TNF-α 201 

as well as chemokines CCL1, CCL2, CCL4, CCL5, CCL7, CCL8, and CCL11 (Boespflug et al., 202 

2014; Gilchrist et al., 2006; Hoetzenecker et al., 2012; Khuu et al., 2007; Lai et al., 2013; 203 

Rosenberger et al., 2008; Zheng and Abraham, 2013). On the other hand, ATF3 expression is also 204 

induced by feedback regulation of some of these cytokines, including IL-6, IFN-γ and IFN-β (Hai et 205 

al., 1999; Ho et al., 2008; Labzin et al., 2015). These results highlight ATF3 role in the modulation of 206 

host immune response under stress or physiopathological conditions (Jadhav and Zhang, 2017). 207 

ATF3 binding to the proximal promoter region of SORT1 represses SORT1 transcription (Ai et al., 208 

2012). In hepatocytes, endoplasmic reticulum stress induces an increase of ATF3 and thus a 209 

reduction of sortilin expression, leading to reduced VLDL clearance and promoting atherosclerosis 210 

(Ai et al., 2012; Klingenberg et al., 2013). In parallel, the IFN-γ and TNF-a -induced drop of sortilin 211 

expression are both associated with an increase in ATF3 expression. 212 

We hypothesize that regulation of sortilin expression by ATF3 might be of major importance in 213 

immunomodulation. Indeed, ATF3 regulates the expression of various pro-inflammatory cytokines 214 

and chemokines, and is itself regulated by them. On the other hand, sortilin can modulate the 215 

production and secretion of some of those cytokines and is also regulated by them. We believe that a 216 

balance between ATF3 and sortilin expression might be of great importance in the modulation of 217 

inflammation and immune response. Sortilin promotes inflammation and consequently activates an 218 

autoregulation loop by ATF3 activation, although only few studies, all focused on atherosclerosis, 219 

confirmed the important role of sortilin/ATF3 axis in innate immunity. These observations should be 220 

more deeply investigated especially its potential deregulation in chronic inflammatory diseases. 221 

Moreover, another post transcriptional mechanism controlling sortilin expression was detected under 222 

TLR activation. It concerns its mRNA stability depending on CRE, identified in the 3’UTR of 223 
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sortilin mRNA. Under physiological conditions, poly-rC binding protein 1 (PCBP1), a protein 224 

involved in RNA processing, translation and stability (Makeyev and Liebhaber, 2002), binds to CRE 225 

and improves sortilin mRNA stability. TLR signaling activation by viral infection induces an 226 

increase in intracellular metal zinc, which in turn leads to PCBP1/CRE dissociation in the 3’ UTR of 227 

sortilin mRNA, and finally its degradation. This posttranscriptional regulation of sortilin by TLR 228 

results in decrease of sortilin protein level and thus activity, and consequently a decrease in pro-229 

inflammatory cytokines production (Yabe-Wada et al., 2016). 230 

 231 

1.2 Sortilin, SorLA and atherosclerosis 232 

1.2.1 Sortilin regulates inflammation in atherosclerosis 233 

Sortilin has been identified as an important regulator of cardiovascular and metabolic disorders. 234 

Among them, sortilin is implicated in atherosclerosis and atherosclerotic plaques development 235 

through multiple processes, including regulation of calcification (Goettsch et al., 2016), lipoprotein 236 

metabolism (Kjolby et al., 2010; Strong et al., 2012), Glut4 biogenesis and glucose uptake in type-2 237 

diabetes (Shi and Kandror, 2005) and arterial wall inflammation (Mortensen et al., 2014; Patel et al., 238 

2015). In this review we will only discuss the relationship between sortilin and the immune system in 239 

atherosclerosis (more details on the implication of sortilin in atherosclerosis can be found in recent 240 

reviews (Goettsch et al., 2018; Schmidt and Willnow, 2016; Zhong et al., 2016).  241 

Sortilin is expressed by immune cells, notably macrophages and Th1 cells. In macrophages, sortilin 242 

promotes native LDL uptake, leading to the formation of cholesterol-loaded macrophages called 243 

foam cells (Patel et al., 2015), implicated in atherosclerosis development (Yu et al., 2013). As 244 

described above, sortilin plays an important role in pro-inflammatory cytokines secretion, such as IL-245 

6 in macrophages and IFN-γ in Th1 cells (Mortensen et al., 2014). IL-6 facilitates the secretion of 246 

IFN-γ by T cells (Nurieva et al., 2007). Both cytokines have been associated to atherosclerosis 247 

promotion (Koga et al., 2007; Schuett et al., 2012). Surprisingly, pro-inflammatory cytokine 248 

regulation in macrophages described by Mortensen et al., in their sort1-/- mouse model was not 249 

confirmed by Patel et al., despite a reduction in atherosclerosis lesions.  250 

Correlating with previously discussed results on T Reg (FOXP3+)-depleted mice (mimicking 251 

hyperinflammation), the increase of IFN-γ and TNF-α downregulates sortilin expression in the liver. 252 

This model was marked by extensive atherosclerosis lesions with vascular inflammation. These 253 

results are associated with reduced VLDL and chylomicron clearance and augmented plasmatic 254 

cholesterol levels, which promote atherosclerosis. They demonstrate that immunity could regulate 255 
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sortilin-mediated metabolic processes and that chronic inflammation might also promote metabolic 256 

disorders and cardiovascular diseases (Klingenberg et al., 2013). 257 

Although very few studies investigated the immunomodulatory role of sortilin in atherosclerosis, we 258 

can hypothesize that sortilin promotes formation of foam cells and chronic inflammation in blood 259 

vessels inducing atherosclerosis development. This chronic inflammation might in turn downregulate 260 

sortilin in the liver and disrupt lipoprotein metabolism, further enhancing atherosclerosis and 261 

cardiovascular diseases. Given the small number of studies, some results remain conflicting and need 262 

further investigation and clarification. 263 

 264 

1.2.2 SorLA modulates monocyte migration to atherosclerotic lesions 265 

Following vascular injury, circulating monocytes infiltrate the intima and differentiate into 266 

macrophages. Those macrophages secrete chemoattractant molecules enhancing inflammatory cells 267 

recruitment. One of them, MCP-1 (CCL-2) plays a crucial role in monocyte recruitment and 268 

activation. Moreover, an increase of MCP-1 expression has been detected in atheromatous plaques 269 

(Charo and Taubman, 2004; Lusis, 2000; McCarthy et al., 2010; Schmidt et al., 2017). Conjugated 270 

Linoleic Acids (CLA) were identified as atheroprotective by inhibiting inflammatory cytokines 271 

(Changhua et al., 2005; Yu et al.), including MCP-1 secretion and thus monocyte migration, as well 272 

as inflammatory phenotypes of activated macrophages (McClelland et al., 2010).  273 

 274 

In atherosclerotic tissues, SorLA is overexpressed in monocytes/macrophages, and CLA inhibits its 275 

expression through a PPAR-γ-dependent pathway and a decrease of SorLA, reducing migration of 276 

monocytes to MCP-1 stimuli. Furthermore, an increase in SorLA was followed by an increase in 277 

urokinase-type Plasminogen Activator Receptor (uPAR) known to be involved in the infiltration of 278 

intima by monocytes cells and in foam cells formation (Gu et al., 2005; May et al., 2002; McCarthy 279 

et al., 2010). Soluble form of SorLA, highly increased in atheromatous plaques, activates uPAR 280 

expressed at the cell surface, promoting migration of macrophages and lipids accumulation (Ohwaki 281 

et al., 2007).  282 

In atherosclerosis, SorLA exerts a dual role: it is implicated in the regulation of lipolysis (Klinger et 283 

al., 2011; Mendoza-Barberá et al., 2013; Nilsson et al., 2007, 2008; Schmidt et al., 2017) and in the 284 

regulation of monocyte migration to MCP-1 stimuli. Although these processes were only described in 285 

atherosclerosis cases, it would be interesting to study SorLA implication in monocyte/macrophage 286 

migration in physiological immune process such as inflammation following antigens stimuli. Hence, 287 
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uPAR, known as an important player in tissue repair process (Blasi and Carmeliet, 2002), may also 288 

implicate SorLA.  289 

 290 

1.3  Sortilin, microglia and neuroinflammation 291 

Microglia cells, tissue-based macrophages of the Central Nervous System (CNS), are considered as 292 

the key innate immunity cells in the CNS (Gehrmann et al., 1995; Kofler and Wiley, 2011). They 293 

have a sentinel immune function, constantly surveying their environment to detect tissue damage and 294 

pathogens. As most tissue macrophages, they recognize damage-associated molecular patterns 295 

(DAMPs) and pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) by high expression of surface 296 

receptors such as TLRs, CD68 or CD206, as well as cytoplasmic receptors such as retinoic acid-297 

inducible gene-1-like (RLR) and nuclear oligomerization domain-like receptors (NLR). TLRs 298 

signaling results in activation of pro-inflammatory cytokines, such as IL-1β and IL-18, gene 299 

transcription and pro-protein synthesis, while RLR or NLR induces formation of an inflammasome 300 

(Aravalli et al., 2007; Lehnardt, 2010; Ross, 2010). 301 

Murine and human microglia cells express sortilin but not the two other NTS receptors NTSR1 and 302 

NTSR2 (Martin et al., 2003; Patel et al., 2016). Upon stimulation by NTS, sortilin activates both 303 

PI3K/AKT and MAPK/ERK1-2 pathways. These signaling pathways induce an increase in pro-304 

inflammatory cytokines and chemokines transcription, including Monocyte Chemoattractant Protein-305 

1 (MCP-1), MIP-2 (or CXCL2), IL-1β and TNF-α, responsible for inflammatory processes and 306 

leucocytes recruitment (Dicou et al., 2004). Upon stimulation by NTS, sortilin induces the migration 307 

of murine microglial cells through chemoattractive effects and induces their maturation into pro-308 

inflammatory cytokines producing phagocytes which might contribute to neuroinflammation and 309 

development of neurodegenerative disorders (Dicou et al., 2004; Martin et al., 2003, 2005). In human 310 

microglia, a similar activation is obtained in vitro by NTS, inducing production of pro-inflammatory 311 

cytokines IL-1β, CXCL8, CCL2 and CCL5 through PI3K/mTOR activation. These signaling effects 312 

were inhibited by mTOR inhibitors such as methoxyluteolin (Patel et al., 2016). A relationship with 313 

autism is hypothesized based on the increase in plasmatic NTS levels, evidenced in children with 314 

autism spectrum disorders, notably with the accompanying gastrointestinal dysfunction. There is an 315 

hypothesized link between such results, neuroinflammation, and the interaction of microglia and 316 

microbiome disorders (recently reviewed in Lebovitz et al., 2018), but the mechanisms have yet to be 317 

determined.  318 
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Sortilin can also regulate brain inflammation by mediating progranulin (PGRN) uptake by microglial 319 

cells. PGRN is a growth factor implicated in the regulation of various processes, including wound 320 

healing, tumorigenesis and inflammation (recently reviewed in Paushter et al., 2018). PGRN is 321 

produced and secreted at high levels by microglia, especially by trauma activated cells, and 322 

associated to anti-inflammatory effects by controlling microglial activation, migration, phagocytosis 323 

and synapse pruning (Paushter et al., 2018). PGRN could potentially bind to TNFR, inhibiting 324 

inflammatory effects by competing with TNF-α (Tang et al., 2011). Sortilin in microglia is able to 325 

bind extracellular PGRN and mediate its endocytosis and clearance, thus reducing anti-inflammatory 326 

properties (Chen et al., 2013; Jian et al., 2013; Kumar-Singh, 2011). PGRN deficiency causes several 327 

neurodegenerative pathologies; PGNR haploinsufficiency is associated with frontotemporal dementia 328 

and a total deficiency can cause neuronal ceroid lipofuscinosis. Gene therapies recovering PGRN 329 

expression have beneficial effects on the patients affected with frontotemporal dementia or neuronal 330 

ceroid lipofuscinosis, and a combined inhibition of sortilin in microglia could reduce PGRN 331 

clearance, increasing extracellular PGRN concentration and potentially enhancing its beneficial 332 

effects (Arrant et al., 2018).  333 

As microglia are activated via sortilin, its involvement in the development of Multiple Sclerosis has 334 

been studied through a model of experimental-induced encephalomyelitis in sort1-/-mice. Whereas 335 

sortilin is expressed in mouse microglia and dendritic cells, its loss reduced the antigen-processing 336 

ability in dendritic cells but did not affect the development and progression of brain lesions, 337 

suggesting that sortilin did not control this autoimmune encephalitis (Reuter et al., 2015). This 338 

discrepancy with the models previously described may be related to the acute experimental model 339 

and that sortilin regulatory functions are more relevant in chronic inflammatory models. 340 

 341 

1.4 Sortilin, inflammation and cancer? 342 

To further expand on the implication of sortilin in inflammatory context, we open perspectives on 343 

cancer-mediated inflammation. As previously discussed, while sortilin deregulation were well 344 

characterized in neurodegenerative and cardiovascular diseases (Schmidt and Willnow, 2016; Wilson 345 

et al., 2014b), the involvement of sortilin in cancer cells homeostasis remains misunderstood and 346 

subject to controversies. Indeed, sortilin participates actively in the release of growth factors 347 

promoting thereby autocrine survival loops through “sustained proliferative signaling”, a central 348 

hallmark of cancer. Inversely, a cell suicide may triggers following the association of the sortilin with 349 

the death domain receptor p75, alimenting thus controversies toward sortilin. Surprisingly, while 350 
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sortilin regulates the immune functions of T lymphocytes and NK cells, no data are stated whether 351 

sort1-/- mice develop spontaneous tumors. Likewise, no clinical data stated about the expression of 352 

sortilin in tumor-infiltrating immune cells. Intriguingly, while immune surveillance remains a crucial 353 

barrier against transformed cells, immune cells play an important role in tumor initiation, 354 

progression, and invasion. Indeed, pre-neoplastic lesions trigger pro-inflammatory cells recruitment 355 

and infiltration. For example, gastric cancer cells express both IL-6 and its receptor and may illustrate 356 

an indirect role of sortilin mediated pre-metastasis niche formation. Indeed, infiltrated-inflammatory 357 

cells release IL-6 upon the dependence of sortilin. Exogenous IL-6 promotes the proliferation and the 358 

invasion of gastric cells as well as the secretion of the vascular endothelial growth factor C (VEGFR-359 

C) promoting lymphatic drainage. Thus, the release of IL-6 toward neoplastic lesion promotes 360 

lymphangiogenesis, a first step before lymph node invasion (Zhao et al., 2016). Interestingly, sortilin 361 

expression is correlated with breast cancer aggressiveness and lymph node metastasis (Roselli et al., 362 

2015). Interestingly, sortilin is also involved in the release of progranulin by breast cancer cells, 363 

inducing migration and cancer stem cell expansion (Rhost et al., 2018). However, no data stated 364 

about the expression of sortilin in infiltrated-inflammatory cells as well as the implication of sortilin 365 

in the release of IL-6 from cancer cells.  366 

In conjunction with IL-6, IFNg plays a major role in modulation of the cancer immune network to 367 

inhibit or promote tumor progression (Landskron et al., 2014; Mojic et al., 2017; Shalapour and 368 

Karin, 2015). Through regulation of IFN-g and IL-6 cytokine family, we speculate that sortilin could 369 

be involved in tumor microenvironment inflammation and promote tumor progression. 370 

 371 

2 Sortilin and phagocytosis/scavenging 372 

2.1 Sortilin mediates macrophage antigen scavenging 373 

Alternatively activated macrophages (AAM), M2-type macrophages, are obtained by stimulation of 374 

macrophages by Th2 lymphocytes producing anti-inflammatory cytokines such as TGF-β, IL-4, IL-375 

10, IL-13. These macrophages are characterized by an increase of innate immunity markers, class II 376 

MHC and CD14 expression, an increased phagocytic activity and a decreased antigen processing 377 

ability (Gordon, 2003; Martinez et al., 2008; Mosser and Edwards, 2008; Tzachanis et al., 2002). 378 

AAM showed augmented levels of known scavenger receptors Macrophage Mannose Receptor (or 379 

CD206) and sortilin expression. CD206 and sortilin might participate to the increased extracellular 380 

antigen scavenging. Associated with AAM inability to process scavenged antigens, this process 381 
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participates in T cell response inhibition, which is essential for transplantation tolerance (Tzachanis 382 

et al., 2002). By regulating antigen clearance by macrophages, sortilin might be indirectly implicated 383 

in modulation of T cell mediated immunity and transplant rejection (Figure 3A). 384 

 385 

2.2 Sortilin regulates phagosome maturation and lysosomal enzyme delivery 386 

Fusion between the phagosome and the lysosome is a key event in mycobacteria elimination by 387 

macrophages. It allows phagolysosome formation, able to efficiently eradicate the infection. Upon 388 

infection by the non-pathogenic mycobacteria Mycobacterium smegmatis, macrophages activate the 389 

NF-κB pathway, inducing phagolysosome fusion and mycobacteria killing. NF-κB activation results 390 

in a de novo synthesis of both lysosomal enzymatic components and proteins involved in intracellular 391 

trafficking, including sortilin (Gutierrez et al., 2008). In macrophages, sortilin is located toward the 392 

Golgi apparatus and acquired by phagosomes after their internalization. Sortilin interacts with two 393 

lysosomal proteins, Acid Sphingomyelinase (ASM) and Prosaposin (PS), and is required for their 394 

delivery from the Golgi to the intracellular phagosomes containing bacteria (Wahe et al., 2010). 395 

Likewise, sortilin is required for the targeting of the lysosomal proteases cathepsin D and H (Canuel 396 

et al., 2008). Sortilin and ASM are acquired in phagosomes at the early stages of mycobacteria 397 

infection. Sortilin and phagosome interaction (and subsequent delivery of ASM) is dependent of both 398 

anterograde transport and the retromer complex. Anterograde transport is dependent on interaction of 399 

sortilin with GGA/AP-1 complex through the dileucine motif 829LL in the sortilin cytoplasmic tail, 400 

and retromer complex interaction is dependent on sortilin residues 787 to 792 (FLVHRY) and 401 

cysteine 783 palmitoylation, also in the sortilin cytoplasmic tail. Upon infection by Mycobacterium 402 

bovis or tuberculosis, lack of sortilin elicits an increase of bacteria replication in macrophages, 403 

increasing neutrophils lung infiltration and pathogenesis (Vázquez et al., 2016). 404 

In conclusion, macrophages infection by mycobacteria triggers the NF-κB pathway stimulating 405 

sortilin and ASM de novo synthesis. Then, sortilin transports ASM from the TGN to phagosomes 406 

through interaction of its cytoplasmic tail with GGA/AP-1 and the retromer complex essential for 407 

anterograde and retrograde transport. Hence, in concert, both sortilin and ASM delivery are required 408 

for phagosome maturation, bacteria growth restriction and efficient elimination (Figure 3B). 409 

 410 

 411 

 412 
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3 SorLA may be implicated in maintaining the hematological pool 413 

Hematopoietic Stem and Progenitor Cells (HSPCs) differentiation from immature quiescent self-414 

renewable cells into mature and proliferating cells, is planned by crucial events such as their adhesion 415 

to bone marrow cells. The BM pool of HSPCs is regulated by modulation of various molecules under 416 

hypoxic conditions (Chow et al., 2001; Lévesque et al., 2010; Suda et al., 2011; Trumpp et al., 2010). 417 

Among them, uPAR has been identified as a regulator of HSPCs adhesion in osteoblastic niches as 418 

well as a regulator of HSPCs proliferation and marrow pool size (Tjwa et al., 2009).  419 

High levels of SorLA have been observed in immature hematopoietic precursors both at the plasma 420 

membrane and in soluble form following proteolytic shedding (Hermey et al., 2006; Zhang et al., 421 

2000). Under hypoxic conditions, intracellular and soluble SorLA levels are increased after HIF-1α 422 

binding on SorLA promoter. Both soluble SorLA and uPAR are upregulated by hypoxia in the BM 423 

niche. Soluble SorLA interacts with membrane bound uPAR in immature hematological cells and 424 

modulates its activity, enhancing HSPCs adhesion to BM stromal cells, maintaining thus a normal 425 

hematological cell pool size (Nishii et al., 2013). 426 

 427 

Conclusion and remarks 428 

Sortilin and SorLA play incredibly versatile functions depending on their “interactome”. Studies to 429 

date emphasize their roles in NTS and neurotrophin signaling pathways in cancer progression, and in 430 

cardiovascular, metabolic and neurodegenerative disease. In the present review, we highlighted some 431 

of their roles in the immune homeostasis (summarized in Figure 4). Sortilin regulates the production 432 

and exocytosis of pro-inflammatory cytokines and is in turn downregulated by them. Both sortilin 433 

and SorLA are implicated in the modulation of IL-6 family cytokines signaling and turnover, which 434 

could potentially be of major significance in IL-6-dependent immune processes. Sortilin also 435 

stimulates neuroinflammation through both pro-inflammatory cytokines release and PGRN clearance 436 

by microglia. Furthermore, ATF3 identified as a sortilin expression repressor, may thus have a key 437 

immunomodulatory effect by inhibiting inflammation. However, sortilin and SorLA are not only 438 

involved in inflammation. Indeed, sortilin is expressed by macrophages and is implicated in antigen 439 

clearance, probably impacting T cell immunity and graft tolerance, and is also required during the 440 

maturation stages of phagolysosomes formation in cases of infection by mycobacteria. Interestingly, 441 

SorLA seems to be important for the differentiation of hematological stem cells in the BM and the 442 

maintenance of a normal hematological pool size. 443 
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Taken together these observations suggest that sortilin and SorLA may be involved in innate 444 

immunity, through regulation of inflammation and phagocytosis, as well as in adaptive immunity by 445 

controlling immune cells maturation and modulating T and NK cells activation. For now, only few 446 

studies highlighted a role for sortilin and SorLA in normal and/or pathological immunity, however, 447 

deeper investigations might identify unknown news functions in immunomodulatory pathways. 448 
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 827 

Figure legends 828 

Figure 1: Role of Vps10p domain receptors in intracellular protein trafficking. (A) Schematic 829 
representation of sortilin and SorLA protein domains. (B) Trafficking pathways of Vps10p domain 830 
receptors. The propeptide is cleaved by pro-protein convertases in the trans Golgi network (step 1). 831 
Vps10p domain receptors associated with a protein partner can then be secreted from the TGN to 832 
extracellular vesicles through secretory granules (step 2) or addressed to the plasma membrane via 833 
constitutive secretory vesicles. Partners can either be anchored to the membrane or secreted as 834 
soluble proteins (steps 3-4). Once anchored to the membrane, Vps10p domain receptors can undergo 835 
proteolytic cleavage by a disintegrin and metalloprotease (ADAM) 10 or ADAM17, followed by g-836 
secretase, and be released under a soluble form (step 5). They can mediate internalization of partners 837 
from the plasma membrane through AP-2/clathrin-dependent endocytosis (step 6). They can 838 
navigate, alone or with partners, between early endosomes and the TGN via the retromer complex 839 
(step 7) or anterograde transport via interaction with GCAs/AP-1 (step 8). Early endosomes mature 840 
into late endosomes or multi-vesicular bodies (step 9). From there, Vps10p domain receptors and 841 
their partners can either be addressed to the lysosome for degradation (step 10) or exocytized in 842 
exosomes (step 11). 843 
Figure 2: Sortilin and SorLA regulate IL-6 family signaling. (A) CNTF binds to CNTFRα, this 844 
complex engages the heterodimer gp130/LIFRβ to induce JAK/STAT pathway signaling. Sortilin can 845 
bind to LIFRβ and enhance this JAK/STAT signaling. Sortilin also mediates soluble CNTF cellular 846 
uptake, and decreases associated signaling. (B) SorLA interacts with CLF-1. CLF-1 can form a 847 
complex with CLC and CNTFRα. If this complex is soluble, SorLA binds to CLF-1 and concentrates 848 
the complex on the membrane, enhancing interaction with gp130/LIFRβ and JAK/ STAT signaling. 849 
If this complex is anchored to the membrane, SorLA binds to CLF-1 and mediates endocytosis of the 850 
complex, followed by its degradation, decreasing associated signaling. (C) SorLA can bind to IL-6 or 851 
IL-6R. Binding of IL-6 to membrane anchored IL-6R, in association with gp130 homodimer, induces 852 
cis signaling (JAK/STAT pathway). SorLA can bind IL-6R and inhibits IL-6 binding and subsequent 853 
signaling. IL-6 can also engage soluble IL-6R, associated with gp130 homodimer, and induce trans 854 
signaling (NF-kB pathway). SorLA may bind to soluble IL-6 and act as a stabilizer, enhancing IL-6 855 
half-life, and thus trans signaling. Additionally, SorLA negatively controls IL-6 turnover by binding 856 
to IL-6 or sIL-6R and mediating their endocytosis, followed by lysosomal degradation. 857 
 858 
Figure 3: In macrophages, sortilin is implicated in antigen scavenging and phagosome 859 
maturation. (A) Sortilin and scavenger receptor CD206 are addressed from the TGN to the plasma 860 
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membrane. In Alternatively Associated Macrophages (AAMs), sortilin can bind extracellular 861 
antigens and mediate their endocytosis. Antigens are then degraded in the lysosome, and AAMs 862 
being incapable of antigen processing, antigen peptides are not presented to T cells by class 2 MHC. 863 
(B) Upon phagocytosis of mycobacteria by macrophages, NF-kB pathway is activated, inducing 864 
SORT1 transcription. Sortilin is then transported and vehicles Acid Sphingomyelinase, to early 865 
phagosomes. This step is crucial to phagosome maturation and mycobateria growth arrest and 866 
degradation. 867 
 868 
Figure 4: Implications of sortilin and SorLA in immune-related processes. Blue circles represent 869 
cellular models expressing sortilin or SorLA. Blank circles represent pathways/processes/proteins 870 
modified by sortilin or SorLA. Red circles represent physiological or pathological processes induced. 871 
Green arrows mean a stimulating role, while red arrows mean an inhibition. The red arrow with a 872 
black cross means that the inhibition is lifted. 873 
 874 
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Figure 2 : Sortilin and SorLA regulate IL-6 family signaling 
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Figure 3 : In macrophages, sortilin is implicated in antigen scavenging and phagosome 

maturation 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Hugo Talbot | Thèse de doctorat | Université de Limoges | 2018 257 
Licence CC BY-NC-ND 3.0 

Figure 4 : Implications of sortilin and SorLA in immune-related processes 
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Résistance des lymphocytes B à la mort cellulaire au cours de la leucémie lymphoïde 
chronique : implications d’une neurotrophine, le BDNF, du récepteur de la neurotensine 
NTSR2, et des « nurse-like cells ». 

La leucémie lymphoïde chronique (LLC) est une hémopathie maligne caractérisée par 
l’accumulation, dans le sang et les organes lymphoïdes secondaires, de lymphocytes B 
matures résistants à l’apoptose. Le microenvironnement tumoral de la LLC au sein des 
organes lymphoïdes secondaires, et notamment les « Nurse-Like Cells » (NLCs), joue un rôle 
majeur dans la promotion de la survie et de la prolifération des cellules leucémiques. Au cours 
de cette étude, la surexpression du récepteur de la neurotensine NTSR2, un récepteur couplé 
aux protéines G, a été caractérisée. Il est activé de façon constitutive dans les cellules 
leucémiques circulantes, et son activation dépend de son interaction avec le récepteur à 
activité tyrosine kinase TrkB suite à la liaison de son ligand, le BDNF, tous deux également 
surexprimés. L’activation de NTSR2-TrkB par le BDNF entraine une signalisation de survie 
par les voies Src et Akt, aboutissant à la surexpression des protéines anti-apoptotiques Bcl-2 
et Bcl-XL. L’inhibition du récepteur NTSR2 dans ces cellules fait diminuer leur viabilité. En 
présence des NLCs, les expressions de NTSR2, TrkB, BDNF, et de la sortiline, protéine de 
transport des neurotrophines et des récepteurs Trk, est accentuée. Les NLCs produisent elle-
même du BDNF, activent la voie de signalisation Src, et leur rôle protecteur des cellules 
leucémiques est BDNF-dépendant. L’ensemble de ces travaux met en évidence un rôle capital 
de NTSR2-TrkB-BDNF dans la signalisation de survie des cellules leucémiques circulantes et 
au sein du microenvironnement tumoral de la LLC, et pourrait ainsi constituer une nouvelle 
cible thérapeutique potentielle. 

Mots-clés : LLC, apoptose, neurotrophine, BDNF, NTSR2, microenvironnement, NLCs 

B lymphocytes apoptosis resistance in chronic lymphocytic leukemia : implication of a 
neurotrophin, BDNF, the neurotensin receptor NTSR2, and Nurse-Like Cells  

Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is a malignant hemopathy characterized by the 
accumulation of apoptosis resistant mature B lymphocytes in peripheral blood and secondary 
lymphoid organs. In these secondary lymphoid organs, the tumor microenvironment, notably 
Nurse-like Cells (NLCs), plays a major role in leukemic cells survival and proliferation 
promotion. In this study, an overexpression of neurotensin receptor NTSR2, a G-protein 
coupled receptor, was identified. NTSR2 is constitutively activated in circulating leukemic 
cells and its activation depends on its interaction with tyrosine kinase activity receptor TrkB 
upon binding of its ligand, BDNF. Activation of NTSR2-TrkB by BDNF induces survival 
signaling by Src and Akt pathways, and in term anti-apoptotic proteins Bcl-2 and Bcl-XL 
overexpression. Inhibition of NTSR2 in those cells impacts their viability. In the presence of 
NLCs, expressions of NTSR2, TrkB, BDNF, and sortilin, a neurotrophin and Trk receptor 
transport regulator, are enhanced. NLCs produce BDNF, stimulate Src activation, and their 
protective role on leukemic cells is BDNF-dependent. Taken together, this study highlights a 
key role of NTSR2-TrkB-BDNF in leukemic cells survival signaling, both in the circulation 
or in the tumor microenvironment, and might thus constitute a potential new therapeutic 
target. 

Keywords : CLL, apoptosis, neurotrophin, BDNF, NTSR2, microenvironment, NLCs  


