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Résumé 

 

L’axe adénosinergique est au cœur de divers processus pathophysiologiques. L’enzyme 

CD73 joue un rôle pivot dans la génération de l’adénosine en catalysant la déphosphorylation de 

l’adénosine monophosphate. L’adénosine contribue à un éventail large de processus biologiques 

et pathologiques, principalement via l’activation de récepteurs transmembranaires. L’adénosine 

est principalement reconnue pour son activité régulatrice des cellules immunitaires et CD73 pour 

son rôle dans l’accumulation de l’adénosine dans le microenvironnement tumoral. En effet, en 

altérant la réponse immunitaire anti-tumorale via l’inhibition des fonctions effectrices de divers 

types de cellules immunes, CD73 et l’adénosine sont fréquemment associés à la progression 

tumorale et s’inscrivent comme cibles thérapeutiques intéressantes. 

 

Les rôles de CD73 et l’adénosine dans d’autres processus immunitaires physiologiques ne 

sont pas tous aussi bien compris, notamment concernant les processus d’immunisations. En 

utilisant un modèle murin d’immunisation contre le pneumocoque, cette thèse démontre un rôle 

positif, mais non essentiel, de CD73 et de l’adénosine dans la commutation isotypique des 

lymphocytes B et la génération d’une immunité protectrice contre l’infection au S. pneumoniae. 

Cette découverte est pertinente au développement de stratégies thérapeutiques afin d’augmenter 

l’efficacité d’immunisation dépendante des cellules B, plus particulièrement chez les populations 

à risque en bas âge. 

 

Ensuite, alors que la modulation de l’axe adénosinergique, notamment via l’inhibition de 

CD73, est une avenue thérapeutique étudiée dans divers contextes de tumeurs solides, ce potentiel 

thérapeutique demeure largement inexploré dans des modèles de néoplasmes sanguins. En utilisant 

un modèle de souris transgénique de leucémie spontanée, cette thèse démontre un rôle pro-

tumorigénique, avec un biais sexuel, de CD73 dans la leucémie lymphoïde chronique des 

lymphocytes B (LLC), via l’altération de l’immunité anti-tumorale. 

 

Enfin, alors que les rôles immunosuppressifs de CD73 et l’adénosine sont bien décrits, 

leurs activités pro-tumorigéniques qui s’étendent au-delà de l’immunité anti-tumorale sont peu 

connues. En accord avec la littérature, cette thèse explore plusieurs hypothèses selon lesquelles 
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CD73 module l’activité métabolique mitochondriale des cellules cancéreuses. Les résultats 

présentés dans cette thèse suggèrent un rôle pro-tumorigénique à l’enzyme CD73, indépendant de 

la signalisation adénosinergique et de l’inhibition de l’immunité anti-tumorale, qui favorise la 

flexibilité métabolique et plus particulièrement la respiration mitochondriale des cellules 

cancéreuses, via la voie de récupération de la biosynthèse du nicotinamide (NAD+). 

 

En résumé, cette thèse apporte plusieurs précisions quant aux rôles biologiques de l’enzyme 

CD73 qui sont pertinents à l’immunisation dépendante des lymphocytes B, à la pathogénèse de la 

LLC ainsi qu’à la régulation de l’activité métabolique des cellules cancéreuses. Cette thèse offre 

de nouvelles pistes de réflexion quant au potentiel thérapeutique que renferme l’axe 

adénosinergique et plus particulièrement CD73, en approfondissant nos connaissances quant à 

l’éventail de ses fonctions. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mots-clés : CD73, adénosine, immunisation, Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae), 

lymphocytes B, leucémie lymphoïde chronique (LLC), immunité anti-tumorale, métabolisme 

cellulaire cancéreux, respiration mitochondriale, nicotinamide. 

  



 3 

Abstract 

 

The adenosinergic axis is central to a plethora of pathophysiological processes. The enzyme 

CD73 is key to the generation of adenosine by catalyzing the dephosphorylation of adenosine 

monophosphate. Adenosine’s contribution to biological and pathological processes is mainly 

carried through the activation of transmembrane receptors. Adenosine is mostly appreciated for its 

regulatory activity on a variety of immunes cells whereas CD73 is often referred to the enzyme 

responsible for adenosine accumulation within tumor microenvironment. Thus, by hindering 

antitumoral immune responses, CD73 and adenosine are frequently associated with cancer 

progression and targeting these offers great therapeutic potential in clinic. 

 

CD73 and adenosine’s role in other immune physiological processes are not fully 

understood, notably regarding immunization processes. Using a murine model of pneumococcal 

immunization, this thesis herein demonstrates a positive, but non-essential, role for CD73 and 

adenosine in B cells’ isotype class switching required to protective immunity against S. 

pneumoniae. This finding is particularly relevant to the development of novel strategies aimed at 

enhancing B cell-dependent immunization in high-risk populations such as young infants. 

 

While targeting the adenosinergic axis, particularly CD73, was extensively proven efficient 

in restoring antitumor immunity in many solid tumor contexts, its therapeutic potential in blood 

neoplastic malignancies remain largely unexplored. Using a transgenic mouse model of 

spontaneous leukemia, this thesis identifies a sex-oriented pro-tumorigenic role for CD73 in 

favoring B cells chronic lymphocytic leukemia (CLL) progression, through the inhibition of 

antitumor immunity. 

 

Finally, while immunosuppression by CD73 and adenosine is well described in cancer, 

other immune-independent pro-tumorigenic roles of CD73 are poorly understood. In accordance 

with literature, this thesis explores various hypotheses by which CD73 regulates cancer cells’ 

mitochondrial metabolic activity. Results presented herein suggest an immune- and adenosine 

signaling-independent pro-tumorigenic function for CD73 in favoring cancer cells’ metabolic 
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flexibility and more particularly mitochondrial respiration through the nicotinamide (NAD+) 

salvage biosynthesis pathway. 

 

In sum, this thesis brings many insights into CD73’s biological functions relevant to B 

cells-dependent immunization, in CLL pathogenesis and in cancer cells’ metabolic activity. By 

expanding our knowledge of the extend of CD73’s biological functions, this thesis further 

discusses novel potential therapeutic opportunities. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Keywords: CD73, adenosine, immunization, Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae), B cells, 

chronic lymphocytic leukemia (CLL), antitumor immunity, cancer cells’ metabolism, 

mitochondrial respiration, nicotinamide. 
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Avant-propos 

 

Dans son ouvrage « biographique » du cancer hautement prisé, l’oncologue américain 

Siddhartha Mukherjee décrit le cancer comme étant l’empereur de toutes les maladies (the emperor 

of all maladies; réf. 930). En retraçant les anecdotes et évidences historiques qui nous sont 

disponibles, on y comprend que cette maladie, devant laquelle l’humain s’est longtemps senti fort 

impuissant, n’est pas qu’un mal contemporain. La recherche d’interventions thérapeutiques, 

parfois occulte, se perpétue depuis des millénaires maintenant. Et malgré les importantes avancées 

récentes dans l’histoire moderne quant à notre compréhension de la maladie, de sa prévention et 

de son traitement, son diagnostic en est encore trop souvent à glacer le sang. 

 

Durant un discours prononcé suivant sa nomination pour le prix Nobel de la médecine en 

1989 pour la découverte de l’origine des oncogènes, le Dr Harold E. Varmus décrit les cellules 

cancéreuses comme étant des versions déformées des cellules saines (a distorted version of our 

normal selves) en faisant référence à l’utilisation malveillante de certains gènes (oncogènes) 

présents dans l’ensemble des cellules qui composent l’être humain. Depuis la découverte du 

concept d’oncogène dans les années 1970, la recherche s’est intensifiée de sorte à identifier divers 

points faibles exploitables de ces cellules transformées, marquant ainsi le début de l’ère des 

thérapies ciblées. Cependant, la variabilité interindividuelle, l’hétérogénéité tumorale et 

l’impressionnante plasticité des cellules cancéreuses limitent parfois leur potentiel thérapeutique. 

Dans l’optique du développement de thérapies plus généralisables, en exploitant le caractère 

irrégulier des cellules cancéreuses et en libérant la puissante précision du système immunitaire 

contre celles-ci, l’immunothérapie s’impose rapidement dans la dernière décennie pour son 

potentiel curatif remarquable de longue durée. Pour leur importante contribution à ce champ de 

recherche, les pionniers Dr Jim Allison et Dr Tasuku Honjo sont d’ailleurs récompensés du prix 

Nobel de médecine en 2018. 

 

En s’inscrivant dans le domaine de l’immunothérapie du cancer, les travaux de Dr John 

Stagg démontrent le potentiel thérapeutique de cibler l’enzyme CD73 en cancer, pour la première 

fois, il y a 10 ans (réf. 148), ouvrant la porte à un univers excitant de recherche. Démontrant bien 

l’effervescence de la recherche entourant CD73 et l’axe adénosinergique, alors que seulement 5 
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essais cliniques ciblant cet axe étaient recensés en 2019 (réf. 27), plus de 30 essais cliniques sont 

en cours à ce jour (réf. 6). De façon à maximiser le potentiel thérapeutique actuel et futur que 

renferme cet axe, les travaux présentés dans cette thèse visent à approfondir nos connaissances 

quant aux fonctions biologiques de l’enzyme CD73, qui s’étendent au-delà de son rôle dans 

l’immunité anti-tumorale. 
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Chapitre 1 – Introduction 

 

1.1 L’axe adénosinergique 

L’adénosine triphosphate (ATP) est une molécule essentielle au fonctionnement cellulaire. 

L’ATP est structurellement basée d’un nucléoside, soit l’adénosine composée d’une base azotée 

(adénine) et d’un ribose, et de trois groupements phosphates (Figure 1.1). L’ATP est 

universellement reconnue comme étant l’unité énergétique centrale dans l’orchestration de 

plusieurs processus cellulaires via l’hydrolyse, la formation ou le transfert de ses groupements 

phosphates (1). L’ATP, initialement décrite pour son rôle dans la contraction musculaire, est 

longtemps crue restreinte au milieu intracellulaire jusqu’en 1972, alors que le rôle de l’ATP dans 

la neurotransmission est décrit via son relargage dans le milieu extracellulaire (2). Les rôles de 

l’ATP dans les processus physiologiques normaux et pathophysiologiques ont depuis été 

largement étudiés, notamment vis-à-vis l’axe adénosinergique et la régulation de l’homéostasie 

immunologique. Au niveau extracellulaire, l’ATP peut d’une part stimuler une signalisation 

intracellulaire via l’activation de récepteurs purinergiques ou d’autre part être métabolisée en 

dérivés d’adénosine phosphorylées ou non (Figure 1.1). 

 

 
Figure 1.1 – Composantes moléculaires et structurales de l’adénosine triphosphate (ATP) et ses dérivés (ADP, AMP, 
Adénosine). 
 

1.1.1  Présentation des acteurs de l’axe adénosinergique 

L’ATP peut être relâchée dans le milieu extracellulaire via des stress cellulaires tels que 

des dommages à la membrane cellulaire, des torsions mécaniques ou l’exposition à des agents 
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cytotoxiques (3). La sécrétion d’ATP dans le milieu extracellulaire s’effectue également par des 

canaux de type pannexine (Panx), par des jonctions construites par les connexines (Conx), par des 

transporteurs de la famille ABC (ATP-binding cassette), par les récepteurs purinergique P2X7 

ainsi que par l’exocytose active de vésicules (4). Notamment, l’ATP est relâchée par les cellules 

apoptotiques suivant l’activation de Panx1 par les caspases-3 et -7 (5). Dans le milieu 

extracellulaire, l’ATP peut être dégradée en adénosine suivant trois étapes de déphosphorylation 

consécutive en passant par les formes d’adénosine diphosphate (ADP) et d’adénosine 

monophosphate (AMP). Ces transitions d’une forme phosphorylée ou non-phosphorylée à l’autre 

s’effectuent selon l’activité de plusieurs enzymes membranaires et solubles (Figure 1.2). 

 

1.1.1.1 Nucléotidases, phosphatases et kinases 

L’enzyme CD39 (ectonucléoside triphosphate diphosphohydrolase 1) est responsable de la 

déphosphorylation de l’ATP en ADP et de l’ADP en AMP alors que l’ecto-5’-nucléotidase CD73 

est principalement responsable de la déphosphorylation de l’AMP en adénosine (Figure 1.2) (6). 

À moindre effet, l’hydrolyse de l’AMP en adénosine peut aussi être faite par des phosphatases 

alcalines telles que PAP (prostatic acid phosphatase) et TNAP (tissue-non-specific alkaline 

phosphatase) (7, 8). Alors que les réactions enzymatiques d’hydrolyse de l’ATP et l’ADP sont 

réversibles via l’activité de phosphorylation des kinases membranaires AK (adénylate kinase) et 

NDPK (nucléoside diphosphate kinase), la déphosphorylation de l’AMP est plutôt irréversible au 

niveau extracellulaire et fait de CD73 l’enzyme limitante dans la génération de l’adénosine 

extracellulaire (8-10). 

 

1.1.1.2 Voie alternative de production d’adénosine 

Alors que la déphosphorylation de l’ATP par CD39 en amont de CD73 caractérise la voie 

conventionnelle de la production d’adénosine, l’AMP peut être générée également via la 

dégradation d’un autre substrat, soit le nicotinamide adénine dinucléotide (NAD+), par deux autres 

enzymes (Figure 1.2). En effet, l’ecto-hydrolase CD38 (aussi appelée ADP-ribosyl cyclase) libère 

le nicotinamide et métabolise le NAD+ en ADP ribose (ADPR) (11). L’ADPR est ensuite converti 

en AMP via l’activité enzymatique de la pyrophosphatase/phosphodiestérase de nucléotides (NPP) 

CD203a (11). L’AMP produite ainsi est ensuite susceptible d’être convertie en adénosine via 
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l’enzyme CD73. Tout comme l’ATP, en plus du relargage passif, le NAD+ peut être exporté dans 

le milieu extracellulaire via des transporteurs, plus particulièrement le canal Canx43 (12). 

 
Figure 1.2 – Voies extracellulaires et intracellulaires de production, de consommation et de signalisation de 
l’adénosine et des composantes de l’axe adénosinergique. L’ATP est relâchée dans le milieu extracellulaire via des 
mécanismes passifs (mort cellulaire), actifs (via Conx et Panx) ou via des granules. L’ATP extracellulaire peut activer 
les récepteurs purinergiques P2 (P2X et P2Y) et initier une signalisation dépendante de l’inflammasome 
(NLRP3=NOD-, LRR- and pyrin domain-containing protein 3). Alternativement, la voie traditionnelle de dégradation 
de l’ATP en adénosine extracellulaire implique l’activité hydrolytique séquentielle des nucléotidases CD39 et CD73. 
L’hydrolyse de l’ATP en ADP et en AMP par CD39 est réversible via l’adenylate kinase extracellulaire (ecto-AK) et 
la nucléoside diphosphate kinase (NDPK). Une autre voie de dégradation non-traditionnelle a aussi été décrite : le 
nicotinamide dinucléotide (NAD+) est utilisé comme substrat par CD38 qui permet la génération d’ADP-ribose 
(ADPR) qui est ensuite métabolisé en AMP par l’enzyme ENPP1 (CD203a). L’adénosine extracellulaire (eADO) peut 
(1) activer des récepteurs purinergiques P1 (A1, A2a, A2b et A3), (2) être métabolisée en inosine (INO) par 
l’adénosine désaminase sécrétée ou membranaire (ecto-ADA) ou (3) être transportée dans la cellule via les 
transporteurs de nucléosides (ENT, CNT). Dans le cytosol, l’adénosine (ADO) peut (1) être catabolisée en INO via 
une forme cytosolique de l’ADA (cADA), (2) être convertie en S-adenosyl-homocysteine (SAH) via la SAH hydrolase 
(SAHH) ou (3) être phosphorylée de nouveau en AMP via l’adénosine kinase (ADK). L’ATP intracellulaire peut 
ensuite être générée depuis l’AMP et l’ADP via l’activité des adénylates kinases intracellulaires (ADK). Le cAMP et 
l’AMP intracellulaires peuvent aussi être générés depuis l’ATP via les activités de l’adénylate cyclase et des 
phosphodiestérases (PDE) respectivement. Les récepteurs A2a et A2b activent alors que les récepteurs A1 et A3 
inhibent l’activité de l’adénylate cyclase de sorte à moduler différemment la signalisation dépendante de cAMP. Enfin, 
l’INO peut aussi initier une signalisation via le récepteur A2a. CREB=cAMP-responsive element-binding protein 1; 
Cx43=connexine 43; EMT=transition épithélio-mésenchymateuse; EPAC=exchange protein directly activated by 
cAMP; PAP= prostatic acid phosphatase; TNAP= tissue-non-specific alkaline phosphatase. 
© Reproduit de Allard et al. Nat Rev Clin Oncol, 2020. Avec la permission de Springer Nature. 

thereby impairing T cell activation, proliferation, sur-
vival and cytokine production50–55. The activation of A2A 
in T cells also enhances the expression of co-inhibitory 
receptors, such as PD-1, cytotoxic T lymphocyte antigen 
4 (CTLA4), lymphocyte activation gene 3 protein (LAG3), 
and T cell immunoglobulin and mucin domain-containing 

protein 3 (TIM3), and promotes the differentiation of 
CD4+ T cells into regulatory T (Treg) cells56–58 (FIG. 2). The 
co-expression of CD39 and CD73 further contributes 
to the suppressive functions of Treg cells by promoting 
the generation of eADO and thus the paracrine and/or 
autocrine stimulation of A2A and A2B signalling57,59–64.
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Fig. 1 | Extracellular and intracellular pathways regulating eADO  
production, clearance and, thus, signalling. Adenosine (ADO) precursors, 
such as ATP, are released into the extracellular space through passive  
mechanisms (cell lysis and/or death) or by active pathways involving  
connexin (Conx) and pannexin (Panx) channels or ATP-binding cassette 
transporters. ATP can also be secreted in pre-formed ATP-containing  
granules. Extracellular ATP can activate P2 purinergic receptors (P2X  
and P2Y) and thereby trigger NOD-, LRR- and pyrin domain-containing  
protein 3 (NLRP3) inflammasome signalling and downstream inflam matory  
responses. Once in the extracellular milieu, ADO precursors are enzymati-
cally processed by a set of ectonucleotidases. The canonical path way 
involves the sequential hydrolysis of ATP to AMP by CD39 (also known as 
ecto nucleoside triphosphate diphosphohydrolase 1) and the hydrolysis  
of AMP by CD73 (also known as 5′-nucleotidase) to produce extra cellular 
ADO (eADO). The action of CD39 is reversible through extracellular adeny-
late kinase (ecto-AK) and nucleoside diphosphate kinase (NDPK)  
activity. The non-canonical pathway involves the use of NAD+ as a substrate 
by CD38 to generate ADP-ribose (ADPR), which is then processed to  
AMP by ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase family  
member 1 (ENPP1; also known as CD203a). Once generated, eADO can  

either bind to and stimulate type 1 purinergic (P1) receptors (A1, A2A, A2B 
and A3), be metabolized to inosine (INO) by secreted, membrane-associated 
adenosine deaminase (ecto-ADA) or be transported into cells via  
equilibrative or concentrative nucleoside transporters (ENTs and CNTs, 
respectively). Once in the cytosol, ADO can be catabolized to INO by a  
cytosolic form of adenosine deaminase (cADA), reversibly converted into 
S-adenosyl-homocysteine (SAH) by S-adenosyl-homocysteine hydrolase 
(SAHH) or phosphorylated back to AMP by adenosine kinase (ADK). 
Intracellular ATP can be subsequently generated from AMP and ADP via 
adenylate kinases. Intracellular cyclic AMP (cAMP) and AMP can also be 
generated from ATP through adenylate cyclase and phosphodiesterase 
(PDE) activity, respectively. The eADO receptors A1, A2A, A2B and A3  
upregulate or downregulate adenylate cyclase activity and, thus, the  
initiation of cAMP-dependent signalling. INO can also induce signals via 
A2A. ATP/ADPase, enzymes that metabolize ATP or ADP to AMP;  
CREB, cAMP-responsive element-binding protein 1; Cx43, connexin 43; 
EMT, epithelial-to-mesenchymal transition; EPAC, exchange protein directly 
activated by cAMP (also known as Rap guanine nucleotide exchange  
factor 3); HIF1, hypoxia-inducible factor 1; PAP, prostatic acid phosphatase;  
TNAP, tissue-non-specific alkaline phosphatase.
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1.1.1.3 Signalisation purinergique 

La balance entre le relargage d’ATP et la production d’adénosine joue un rôle important 

dans la régulation de l’homéostasie du système immunitaire via l’activation de récepteurs 

purinergiques exprimés à la surface des cellules immunitaires (6). La signalisation intracellulaire 

activée par les molécules de l’axe adénosinergique est médiée via l’activation de deux types de 

récepteurs purinergiques; les récepteurs de type P1 qui sont activés par l’adénosine et les récepteurs 

de type P2 qui sont activés par l’ATP et l’ADP (Figure 1.2) (13). 

 

Les récepteurs de type P2 sont catégorisés en deux groupes : les récepteurs ionotropes P2X 

et métabotropes P2Y (14). Il existe 7 sous-types de canaux cationiques/récepteurs P2X qui, 

lorsqu’activés, permettent le transport des cations sodiques (Na+), potassiques (K+) et calciques 

(Ca2+) (14). L’activation du récepteur P2X7 varie selon l’abondance d’ATP qui à forte 

concentration induit la mort cellulaire (15). Le récepteur P2X7 est toutefois surtout impliqué dans 

l’activation du complexe de l’inflammasome dépendant de NLRP3 (14). Sinon, il existe 8 sous-

types de récepteurs P2Y couplés à des protéines G (GPCR) qui, lorsqu’activés, régulent soit le 

largage de calcium du réticulum endoplasmique via l’activation de la phospholipase C (PLC) ou 

l’activité de l’adénylate cyclase et les niveaux intracellulaires d’AMP cyclique (cAMP) (15). 

 

Alternativement, l’adénosine exerce ses fonctions biologiques principalement via 

l’activation de 4 types (P1) de GPCR : A2a, A2b, A1 et A3 (16). Les voies de signalisation en aval 

des récepteurs à l’adénosine dépendent du type de protéine G couplée au récepteur et varie selon 

le type cellulaire. De façon générale, leur activation module l’activité de l’adénylate cyclase et les 

niveaux intracellulaires de cAMP (14). 

 

1.1.1.4 Recyclage intracellulaire et dégradation de l’adénosine 

L’adénosine ne possède qu’un très court temps de demi-vie dans le milieu extracellulaire 

(17). En effet, l’adénosine non liée aux récepteurs purinergiques de type P1 peut d’une part être 

recyclée de façon intracellulaire via les transporteurs d’équilibration (ENT) ou de concentration 

(CNT) de nucléosides ou d’autre part être dégradée en inosine via l’activité enzymatique de 

l’adénosine désaminase (ADA) soluble ou membranaire (Figure 1.2) (6). L’adénosine 

intracellulaire peut ensuite être recyclée en AMP et puis en ATP via l’activité de phosphorylation 
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des kinases cytosoliques ADK (adénosine kinase) et AK respectivement (6). Quelques études 

suggèrent un rôle pro-apoptotique au transport intracellulaire d’adénosine (18-20). Finalement, 

l’inosine produite par désamination de l’adénosine peut également être recyclée au niveau 

intracellulaire via les mêmes transporteurs de nucléosides (ENTs/CNTs) où celle-ci exerce un rôle 

dans la voie de récupération des purines via sa conversion en hypoxanthine (21). De façon 

surprenante, il a été démontré que l’inosine inhibe la différenciation des lymphocytes T auxiliaires 

(Th1 et Th2) via le récepteur A2a (22). En effet, il est suggéré que l’inosine puisse stimuler la 

signalisation intracellulaire du récepteur A2a, mais pas d’A2b (23). Cependant, il est probable que 

la conversion de l’adénosine en inosine ne soit que pertinente en conditions pathologiques où les 

niveaux d’adénosine abondent étant donné les faibles niveaux d’adénosine en conditions 

physiologiques et la faible affinité de l’ADA pour celle-ci (24, 25). 

 

1.1.2  Adénosine 

Le rôle immunosuppressif de l’adénosine est identifié pour la première fois en 1975, alors 

qu’il est démontré que celle-ci inhibe la capacité cytolytique des lymphocytes T dirigée contre une 

lignée de cellules cancéreuses de lymphome (26). Depuis, son rôle dans la régulation des réponses 

immunitaires anti-tumorales a été largement étudié (27). En plus de son activité 

immunosuppressive, l’adénosine exerce une panoplie d’activités biologiques impliquées dans 

divers processus physiologiques et pathologiques. 

 

1.1.2.1 L’adénosine dans les processus physiologiques et pathologiques 

L’adénosine exerce plusieurs rôles physiologiques, notamment vis-à-vis du système 

cardiovasculaire. D’abord, l’adénosine induit la vasodilatation coronarienne via le récepteur A2a 

(28) et inhibe l’enzyme TNAP qui converti les pyrophosphates en phosphates inorganiques, un 

processus impliqué dans la calcification artérielle (29). Ensuite, l’adénosine favorise la livraison 

d’oxygène des érythrocytes via le récepteur A2b et suggère que l’accumulation d’adénosine 

plasmatique en conditions hypoxiques caractérise une réponse adaptative lors de l’acclimatation 

en haute altitude (30, 31). 

 

Par ailleurs, l’adénosine est également impliquée dans les fonctions rénales, intestinales et 

hépatobiliaires. En effet, l’absence de signalisation adénosinergique favorise l’insuffisance rénale 
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aiguë (32), la colite intestinale (33-35) ainsi que la stéatose hépatique chez la souris (36, 37). CD73 

et l’adénosine sont également impliqués dans la régulation de la perméabilité intestinale (38) ainsi 

que dans les fonctions pancréatiques et la production d’insuline chez les souris nourries d’une diète 

riche en gras (39). Finalement, des études ont démontré des rôles de la signalisation 

adénosinergique dans la régulation de l’homéostasie osseuse (40-45), de la neurotransmission 

glutaminergique et dopaminergique (46, 47) ainsi que de la perméabilité de la barrière 

hématoencéphalique (48, 49). Plus particulièrement, l’adénosine est principalement reconnue pour 

son rôle dans l’évasion de l’immunité anti-tumorale dans les cancers (6). 

 

1.1.2.2 L’adénosine dans le microenvironnement tumoral 

Alors qu’en condition physiologique très peu d’ATP est relâchée dans le milieu 

extracellulaire (nanomolaire), les concentrations d’ATP peuvent monter à des niveaux très élevés 

dans les tissus tumoraux (micromolaire) en résultat de stress cellulaires causés par l’hypoxie, le 

manque de nutriments et la mort cellulaire (6, 50). La relâche d’ATP dans le microenvironnement 

tumoral est également une caractéristique de la mort cellulaire immunogénique qui favorise les 

réponses inflammatoires via l’activation des récepteurs purinergiques P2 exprimés à la surface des 

cellules phagocytaires et des lymphocytes (4, 51). Par contre, la fréquente surexpression des 

nucléotidases CD39 et CD73 responsables de la dégradation de l’ATP peut contribuer à la création 

d’un microenvironnement suppressif via l’accumulation d’adénosine dans plusieurs cancers 

(Figure 1.3) (6). En effet, leur expression étant régulée par les facteurs de transcription HIF-1α et 

HIF-2α, le microenvironnement tumoral hypoxique favorise l’expression de CD73, CD39 et des 

récepteurs à l’adénosine A2a et A2b (38, 52-54). Contribuant davantage à l’accumulation 

d’adénosine dans le microenvironnement tumoral, le facteur de transcription HIF-1α restreint 

l’expression de AK et des ENTs (55-57). Ainsi, l’oxygénation des tumeurs diminue les niveaux 

d’HIF-1α, réduit la concentration d’adénosine dans le microenvironnement tumoral et rétabli le 

contrôle tumoral médié par les cellules NK et les lymphocytes T CD8 (58, 59). Enfin, l’adénosine 

est susceptible d’exercer des activités biologiques sur plusieurs types cellulaires présents dans le 

microenvironnement tumoral, dont les cellules cancéreuses, les cellules stromales et endothéliales 

non-cancéreuses ainsi que les cellules immunitaires qui infiltrent les tumeurs. 
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Figure 1.3 – Profils d’expression des gènes encodant pour les nucléotidases CD73 (NT5E) et CD39 (ENTPD1) dans 
les tissus normaux (N, Na=normal adjacent) et tumoraux (T) à travers divers cancers humains. Les données de 
séquençage d’ARN (RNA-seq) été obtenues depuis la plateforme en ligne UCSC (University of California, Santa 
Cruz) Xena qui utilise la banque de données combinées de TCGA (The Cancer Genome Atlas), TARGET et GTEx 
(Genotype-Tissue expression). À l’aide de cette banque de données, l’expression de NT5E et ENTPD1 a été comparée 
à travers divers cancers humains entre les compartiments tumoraux (T) et normaux (N) via la sélection de donnée de 
RNA-seq normalisée par la méthode DESeq2 développée par la plateforme USCS Xena. Les analyses statistiques (test 
T de Student) ont été performé par le logiciel GraphPad prism. La distribution et l’expression médiane (ligne rouge) 
est montrée par diagramme en violon (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 et ****p<0.0001). AdC=adénocarcinome, 
SCC=carcinome à cellules squameuses, HGSOC=Carcinome ovarien séreux de haut grade, ccRCC=carcinome rénale 
à cellules claires, HNSCC=carcinome à cellules squameuses de la tête et du cou, HCC=carcinome hépatocellulaire, 
PDAC=adénocarcinome canalaire du pancréas, AML=leucémie myéloïde aiguë, DLBCL=lymphome diffus à grandes 
cellules B, ALL=leucémie lymphoblastique aiguë. 
© Reproduit et modifié à partir de Allard et al. Nat Rev Clin Oncol, 2020. Avec la permission de Springer Nature. 

 

1.1.3  Récepteurs à l’adénosine 

L’adénosine module positivement ou négativement l’activité de l’adénylate cyclase selon 

le type de GPCR activé. Alors que l’adénosine possède une affinité similaire pour les récepteurs 

A1, A3 et A2a avec des concentrations efficaces médiane (EC50) d’activation de 100nM, 290nM 

et 310nM respectivement, l’activation du récepteur A2b requiert des niveaux pathologiquement 

élevés d’adénosine de plus de 15µM (60). L’activation des récepteurs à l’adénosine régule diverses 
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voies de signalisations intracellulaires, notamment celle des MAPK (mitogen-activated protein 

kinases), qui sont impliquées dans la prolifération, la survie et la différenciation des cellules (61). 

 

1.1.3.1 Les récepteurs A1 et A3 

Les GPCR A1 et A3 sont généralement couplés à des protéines de type Gi, Gq ou Go et 

leur activation inhibe l’adénylate cyclase, diminue les niveaux de cAMP et inhibe la signalisation 

intracellulaire médiée par la protéine kinase A (PKA) (14). D’abord, ces récepteurs sont tous deux 

impliqués dans la néo-vascularisation des tumeurs via leur rôle pro-angiogénique sur les cellules 

endothéliales et via les monocytes (62-64). Leur activité biologique sur les cellules cancéreuses 

est cependant très variable d’un type cellulaire à l’autre. En effet, alors que l’activation du 

récepteur A1 inhibe la prolifération des cellules cancéreuses de glioblastome (65, 66) et induit 

l’apoptose des cellules du cancer du côlon (67), son expression génique (ADORA1) est associée à 

un mauvais pronostique chez les patients atteints de carcinomes hépatocellulaires (HCC) et 

favorise la prolifération et l’invasion, via la voie de signalisation PI3K/Akt, des cellules 

cancéreuses de HCC (68) et des cellules du cancer du sein (69, 70). 

 

Le récepteur A3, quant à lui, est surtout impliqué dans l’apoptose des cellules cancéreuses. 

En effet, son activation induit une augmentation de l’expression des ligands pro-apoptotiques Fas 

et TRAIL et des caspases-8 et -3 dans les cellules de leucémie, du cancer de la thyroïde et du 

cancer du foie (71-75). Le récepteur A3 active également la voie intrinsèque d’apoptose dans les 

cellules du cancer de la prostate, du poumon, de la vessie et du rein (76-81). En plus de son rôle 

dans l’apoptose cellulaire, le récepteur A3 est décrit pour ses fonctions inhibitrices de la 

prolifération des cellules du cancer du sein, du mélanome, du côlon et du lymphome (82-91). 

Finalement, l’activation du récepteur A3 favorise la chimiotaxie des neutrophiles et la 

dégranulation des mastocytes (92, 93). 

 

1.1.3.2 Les récepteurs A2 

Les GPCR A2a et A2b sont généralement couplés à des protéines de type Gs et leur 

activation stimule l’adénylate cyclase de sorte à permettre la synthèse de cAMP qui mène à 

l’activation subséquente de PKA et de différentes voies de signalisation selon le type cellulaire 

(94). Par exemple, dans les lymphocytes T, l’isoforme principale de PKA se trouve ancrée dans 
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des radeaux lipidiques proches du récepteur des cellules T (TCR) et est responsable de la 

phosphorylation de la kinase proximale Csk, qui à son tour inhibe les kinases Fyn, Lyn et Lck 

(famille de kinases Src) empêchant ainsi le recrutement de la kinase ZAP-70 au niveau de la chaine 

CD3ζ du TCR (6). L’activation du récepteur A2a sur les lymphocytes T inhibe plusieurs voies de 

signalisation en aval du TCR dont celle des MAPK (ERK, JNK, p38), de PI3K et de PKC-

NOTCH1 et diminue donc l’activité des facteurs de transcription FOX/JUN, NFAT, AP-1, NICD 

et NF-κB qui résulte en une réduction de la production de plusieurs cytokine pro-inflammatoires 

et de survie (Figure 1.4) (6). L’activité immunosuppressive de l’activation du récepteur A2a sera 

présenté à la section suivante (1.1.3.3). L’AMP cyclique peut également activer une autre protéine 

effectrice soit EPAC qui à son tour active les petites enzymes à activité GTPase Rap1 et Rap2 qui 

sont impliquées dans la voie de signalisation MAPK et qui régulent la prolifération, sécrétion, 

différenciation et adhésion de diverses cellules (95-97). Notamment, l’adénosine générée par les 

cellules T régulatrices (Tregs) favorise la migration des cellules dendritiques (DCs) via l’activation 

du récepteur A2a et la voie de signalisation EPAC-Rap1 (98). Sinon, dans certaines cellules, le 

récepteur A2b peut également être couplé à une protéine de type Gq et activer la phospholipase 

PLC-β, la phosphokinase PKC ou la signalisation calcique dépendante de l’inositol-3-phosphate 

(IP3) (99, 100). Finalement, il a été démontré que la signalisation A2a puisse contribuer à 

l’expression du récepteur A2b (101). 
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Figure 1.4 – Voies de signalisation intracellulaire médiées par l’activation du récepteur A2a sur les lymphocytes T. 
L’activation du récepteur A2a interfère avec la signalisation proximale du TCR de sorte à nuire à l’activation des 
lymphocytes T. La signalisation via A2a active l’adénylate cyclase (AC) qui permet la génération de cAMP, 
l’activation de PKA puis la phosphorylation de l’enzyme Csk. Csk peut ensuite phosphoryler et inactiver l’enzyme 
Lck, de sorte à bloquer le recrutement de ZAP-70 au niveau du TCR et empêchant ainsi l’activation de plusieurs 
kinases importantes (VAV1, ITK) impliquées dans la propagation de la signalisation en aval du TCR (ERK, JNK, 
p38, PLCγ-inositol 1,4,5-trisphosphate (IP3)-Ca2+ et/ou PLC-diacylglycérol (DAG)-PKC). Ces effets résultent ensuite 
en l’atténuation de l’activation de facteurs de transcriptions importants au fonctionnement des lymphocytes T 
(FOX/JUN, NFAT, AP-1 et NF-κB). L’inhibition de la voie de signalisation dépendante de PKC nuit également à la 
signalisation dépendante de NOTCH1 et la production d’IFN-γ et de granzyme B (GzmB). L’inhibition de Lck par 
A2a nuit également à la signalisation PI3K-AKT-mTOR en aval du récepteur de costimulation CD28. L’activation de 
PKA via A2a peut également activer le facteur de transcription CREB (cAMP-responsive element-binding protein 1) 
et/ou le canal potassique KCa3.1 de sorte à inhiber l’influx intracellulaire de calcium et à nuire à la transcription de 
l’IL-2 et de son récepteur (IL-2R) dépendant de NFAT. 
© Reproduit de Allard et al. Nat Rev Clin Oncol, 2020. Avec la permission de Springer Nature. 

 

1.1.3.3 Rôle des récepteurs A2 dans le système immunitaire 

L’adénosine exerce une activité principalement suppressive au niveau des fonctions de la 

plupart des cellules immunitaires via les récepteurs A2, principalement le récepteur A2a (Figure 

1.5) (6). Le rôle régulateur du récepteur A2a est d’abord démontré dans la protection des tissus 

contre l’inflammation excessive chez la souris (102). De façon mécanistique, sur les lymphocytes 

T, l’adénosine nuit à la signalisation proximale du TCR via le récepteur A2a, tel que discuté dans 

la section 1.1.3.2 (103-105). En effet, l’adénosine inhibe la prolifération, la survie et la sécrétion 

de cytokines des lymphocytes T (106-111). Le récepteur A2a contribue également à l’épuisement 

as demonstrated by a decreased abundance of lung nod-
ules in immunocompetent mice but not in immunocom-
promised mice93,99. TGFβ is another important driver 
of eADO production in tumours. TGFβ upregulates 
the expression of CD39 and CD73 in T cells, NK cells, 
myeloid cells, tumour cells, fibroblasts and endothelial 
cells100–102. In mice, myeloid cell-specific deficiency in 
TGFβ receptor type 2 was shown to impair the upreg-
ulation of CD39 and CD73 on tumour-infiltrating 
MDSCs100.

High levels of eADO in the TME can also result 
from genetic alterations and tumour cell dedifferenti-
ation, specifically epithelial-to-mesenchymal transi-
tion (EMT). Indeed, mutations in TP53, KRAS, HRAS, 
BRAF or EGFR have been associated with higher levels 

of CD73 expression in various human tumours, includ-
ing melanoma, breast, ovarian, colorectal and lung 
cancers103–107. Typical EMT inducers (including TGFβ 
and WNT–β-catenin pathway activators) and master 
transcriptional regulators of EMT (such as TWIST) 
also upregulate CD73 expression108–110 and EMT gene 
signatures positively correlate with CD73 gene (NT5E) 
expression in human tumours108,111. This phenomenon 
favours eADO production in mesenchymal tumours and 
creates a feedforward loop, given that CD73 expression 
and adenosine receptor stimulation promotes EMT in 
cancer cells112. Furthermore, epigenetic modifications, 
dysregulation of microRNAs and the expression of hor-
mone receptors have also been shown to upregulate 
CD73 and eADO receptor expression in tumours113–118.
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Fig. 3 | Effects of adenosine receptor A2A signalling on pathways 
ol e   T cell ct t o  A2A activation interferes with T cell receptor 

(TCR) proximal signalling to block T cell activation. A2A engagement on 
T cells activates adenylate cyclase (AC), which generates intracellular cyclic 
AMP (cAMP) that in turn leads to PKA activation and subsequent 
phosphorylation of CSK. Activated CSK is then able to phosphorylate and 
thereby inactivate LCK, which blocks the recruitment of ZAP70 to the CD3ζ 
chains of the TCR complex, thus hindering the subsequent activation of 
several kinases crucially involved in TCR signalling, including VAV1 and ITK. 
The resulting inhibition of multiple downstream pathways, including the 
ERK, JNK and p38 MAPK pathways, as well as the phospholipase Cγ (PLCγ)–
inositol 1,4,5-trisphosphate (IP3)–Ca2+ and/or the PLC–diacylglycerol 
(DAG)–PKC pathways. These effects ultimately attenuate the activation of 
major transcription factors involved in T cell function, such as FOS/JUN, 
nuclear factor of activated T-cells (NFAT), AP-1 and nuclear factor-κB 
(NF-κB). Blockade of the PKC signalling pathway following A2A activation 

further impairs intracellular NOTCH1 signalling and secretion of IFNγ and 
granzyme B (GzmB). Inactivation of LCK following A2A activation also 
suppresses CD28 co-stimulation and the subsequent activation of the PI3K–
AKT–mTOR pathway, impairing T cell metabolic fitness. PKA activation via 
A2A signalling can also activate cAMP-responsive element-binding protein 1  
(CREB) and inhibit KCa3.1 potassium channels, which inhibits intracellular 
Ca2+ influx and thereby prevents the upregulation of NFAT-target genes that 
encode factors crucial to T cell function and expansion, such as IL-2 and 
IL-2R. Moreover, the A2A-mediated inhibition of KCa3.1 potassium channels 
in T cells can impair T cell motility. In addition to suppressing TCR signalling 
and CD28 co-stimulation (signals 1 and 2 of T cell activation, respectively), 
extracellular adenosine (eADO) can further inhibit cytokine receptor 
signalling (signal 3), for example, involving IL-2R, via upregulation of the 
activity of the inhibitory proteins SHP2 and SOCS, the latter involving 
the activation of EPAC and CCAAT-enhancer-binding protein (C/EBP) 
transcription factors. NICD, NOTCH1 intracellular domain.
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des lymphocytes T en favorisant l’expression de molécules immunorégulatrices telles que PD-1, 

LAG3, TIM3 ainsi que CTLA-4 sur les Tregs (112-115). De plus, l’adénosine nuit à la 

différenciation des lymphocytes T naïfs en cellules auxiliaires et favorise la polarisation des 

lymphocytes T CD4 en cellules T régulatrices (Tregs) via les récepteurs A2a et A2b (111, 113, 

114, 116-118). Finalement, via le récepteur A2a, l’adénosine altère la survie et l’activation des 

lymphocytes B en inhibant le facteur de transcription NF-κB en aval de la signalisation du 

récepteur des cellules B (BCR) (119). L’activation du récepteur A2a altère également la maturation 

et les fonctions effectrices des cellules NK (120, 121). En effet, l’adénosine diminue l’activité 

cytotoxique des cellules NK médiée par la production de cytokine (perforine, d’interféron gamma 

(IFN-γ)) et par l’expression du ligand Fas (122). 

 



 39 
 

 
Figure 1.5 – Représentation graphique des activités biologiques exercées par la signalisation adénosinergique sur les 
cellules immunitaires et épithéliales. Les récepteurs A2a et A2b inhibent l’activité de diverses cellules immunitaires 
principalement via les voies de signalisation dépendantes de cAMP-PKA, de JAK-STAT ou de l’inhibition de NF-
κB. Au niveau des cellules T, la signalisation A2a inhibe l’activation, la prolifération et la sécrétion de cytokines ainsi 
que favorise la différenciation des lymphocytes T CD4 en Tregs. De plus, la signalisation adénosinergique inhibe (1) 
la dégranulation des mastocytes, (2) la phagocytose des neutrophiles, (3) la présentation antigénique des cellules 
dendritiques (DC), des macrophages et des cellules présentatrices d’antigène (APC) non-professionnelles, (4) la 
sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (IL-12, TNF) en plus de (5) favoriser la production de facteurs 
tolérogéniques (IL-6, IL-10, TGFβ et VEGF). Finalement, la signalisation A2a et A2b induit une activité 
immunosuppressive indirect en limitant la migration leucocytaire. eADO=adénosine extracellulaire; eAMP=AMP 
extracellulaire; GzmB=granzyme B. 
© Reproduit de Allard et al. Nat Rev Clin Oncol, 2020. Avec la permission de Springer Nature. 
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Au niveau des cellules myéloïdes, la signalisation des récepteurs A2 favorise la polarisation 

des macrophages vers l’acquisition d’un phénotype de type M2 associé avec la production des 

molécules immunosuppressives IL-10 et arginase-1 (123, 124). L’adénosine favorise également 

l’acquisition d’un profil régulateur des cellules dendritiques (tolerogenic DCs) via l’augmentation 

de la sécrétion de ces molécules immunosuppressives en plus de limiter leur production de 

cytokines pro-inflammatoires (IL-12) et leur expression des molécules de costimulation CD80 et 

CD86 (125-128). De plus, via la phosphorylation de STAT1 et la répression du facteur de 

transcription CIITA, le récepteur A2b diminue le niveau d’expression du complexe majeur 

d’histocompatibilité de classe 2 (MHC-II) sur les cellules présentatrices d’antigène non-

professionnelles stimulées à l’IFN-γ (129, 130). L’expression du récepteur A2b sur les cellules 

hématopoïétiques favorise l’accumulation de cellules myéloïdes suppressives (MDSC) dans le 

microenvironnement tumoral (131, 132). L’activation du récepteur A2a sur les cellules myéloïdes 

favorise aussi la croissance tumorale en supprimant l’activation des cellules NK et T cytotoxiques 

(133). Finalement, l’activation du récepteur A2a inhibe la capacité migratoire et de relâche 

d’espèce réactives d’oxygène (ROS) des neutrophiles ainsi que la dégranulation des mastocytes 

(92, 93, 134, 135). 

 

1.1.3.4 Rôle des récepteurs A2 sur les cellules cancéreuses 

L’activation des récepteurs A2 sur les cellules cancéreuses favorise la progression tumorale 

de diverses façons. D’abord, un rôle pro-prolifératif de l’activation du récepteur A2a a été rapporté 

dans une lignée du cancer du sein (136). L’activation du récepteur A2a favorise aussi le processus 

métastatique des cellules cancéreuses gastriques et hépatiques via l’engagement de la signalisation 

PI3K/Akt (137, 138). Alors que la signalisation intracellulaire des quatre récepteurs à l’adénosine 

peut coupler avec la signalisation des MAPK, seulement le récepteur A2b peut interagir avec les 

trois composantes des MAPK (ERK1/2, p38, JNK) (61). L’activation du récepteur A2b favorise 

ainsi la prolifération des cellules du cancer de la vessie, du sein, de la bouche, du côlon, de la 

prostate et du rein (139-145). Le récepteur A2b est également impliqué dans la motilité des cellules 

du cancer du sein via l’activation du facteur de transcription Fra-1 ainsi que via la phosphorylation 

de Rap1B qui limite sa localisation à la membrane et donc réduit l’adhésion cellulaire (146, 147). 

Conséquemment, l’activation de la signalisation A2b sur les cellules cancéreuses favorise le 

processus de dissémination métastatique (148, 149). 
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Alternativement, certaines études décrivent un rôle pro-apoptotique pour les récepteurs A2, 

notamment pour A2b sur les cellules du cancer de l’ovaire et A2a sur les cellules du cancer du 

côlon et du foie via l’activation de la caspase-3 (150-152). Par ailleurs, une importante étude 

rapporte que le récepteur A2b est impliqué dans l’apoptose médiée par le gène suppresseur de 

tumeur p53 (TP53) dans les cellules d’ostéosarcome humain (153). D’une part, p53 induit la 

transcription du gène ADORA2B qui encode pour le récepteur A2b en réponse à des stress 

cellulaires (153). D’autre part, l’activation du récepteur A2b favorise la mort cellulaire via 

l’augmentation de la protéine pro-apoptotique Puma et en diminuant les niveaux des protéines 

anti-apoptotiques Bcl-2, Bcl-xl et MCL-1 (153). De façon similaire, l’expression d’A2b est aussi 

régulée par la protéine p73 qui favorise l’apoptose dépendante des caspases, mais de façon 

indépendante de p53 (154). 

 

1.1.3.5 Rôle des récepteurs A2 dans l’environnement tumoral 

La signalisation des récepteurs A2 favorise également la progression tumorale via leur 

activation sur les cellules stromales non-cancéreuses retrouvées dans le microenvironnement 

tumoral. En effet, le récepteur A2a sur les cellules endothéliales est impliqué dans l’angiogenèse, 

notamment via la production de VEGF, ainsi que dans la lymphangiogénèse et la dissémination 

métastatique (62, 155-157). De façon similaire, l’activation du récepteur A2b est impliquée dans 

la formation de nouveaux vaisseaux sanguins en favorisant la production des facteurs pro-

angiogéniques TSP-1 et VEGF par les macrophages et les cellules endothéliales respectivement 

(132, 158-160). Enfin, le récepteur A2b sur les cellules endothéliales restreint la circulation des 

lymphocytes T vers les nœuds lymphatiques drainants des tumeurs (161). 

 

Sur les fibroblastes associés aux cellules cancéreuses (CAFs), la signalisation du récepteur 

A2b favorise leur expression de CD73 dans le cancer colorectal et mène à l’accumulation 

d’adénosine dans le microenvironnement tumoral (162). De plus, le récepteur A2b favorise la 

production de facteurs pro-tumorigéniques tel que SDF-1 et bFGF par les CAFs dérivés du cancer 

du mélanome (163). Finalement, l’activation du récepteur A2a augmente la prolifération des CAFs 

de patients atteints du cancer du poumon non à petite cellules (NSCLC) (164). 
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1.1.3.6 Les récepteurs A2 comme cibles thérapeutiques  

Le potentiel thérapeutique de l’inhibition ciblée des récepteurs A2, principalement via le 

rétablissement de l’immunité anti-tumorale, est d’abord démontré dans plusieurs modèles 

précliniques murins. En effet, l’absence de signalisation A2a ralentit la progression tumorale et 

métastatique en favorisant l’infiltration de cellules T CD8 et NK cytotoxiques, la production 

d’IFN-γ et en réduisant l’accumulation de Tregs dans plusieurs modèles de cancers murins (120, 

165-167). Plusieurs études rapportent que l’inhibition du récepteur A2a offre une meilleure 

efficacité thérapeutique lorsque combinée à l’inhibition conjointe de PD-1/PD-L1 ou CTLA-4 

(112, 168-172). En plus des points de contrôle immunologique, l’activité anti-tumorale de 

l’inhibition d’A2a est augmentée lorsque combinée à des thérapies ciblées telles que des 

inhibiteurs de BRAF, MEK et à un anticorps contre CD20 dans un modèle de lymphome (173-

175). Enfin, l’inhibition du récepteur A2a augmente également l’efficacité thérapeutique des 

thérapies par transfert adoptif et des cellules T à récepteur chimérique (CAR T) (112, 165, 176, 

177). 

 

Quant au récepteur A2b, son antagonisme rétabli l’immunité anti-tumorale médiée par les 

lymphocytes T cytotoxiques d’une part en diminuant l’accumulation de MDSC et en favorisant 

l’activation des DCs et le recrutement de lymphocytes T via l’axe CXCR3 (140, 178). D’autre 

part, l’inhibition d’A2b ralentit la progression tumorale et métastatique en altérant la polarisation 

de Tregs (179). Enfin, en plus de rétablir l’activité immunitaire anti-tumorale, l’inhibition du 

récepteur A2b nuit également à la progression cancéreuse via son rôle pro-tumorigénique 

intrinsèque sur les cellules cancéreuses. En effet, contrairement au récepteur A2a, une étude 

rapporte une activité anti-métastatique de l’inhibition d’A2b indépendante de l’activité 

cytotoxique des cellules NK (167). Étant donné leurs fonctions non-redondantes, une molécule qui 

inhibe conjointement les récepteurs A2a et A2b a été développée et est actuellement testée en 

essais cliniques malgré le manque de données précliniques (6, 180). 

 

Finalement, il est possible que l’inhibition prolongée du récepteur A2a engendre un effet à 

double tranchant non-désirable et requiert une attention particulière en essais cliniques. En effet, 

l’activation du récepteur A2a protège aussi les lymphocytes T de la mort cellulaire induite par leur 

activation (AICD) (181, 182). L’ablation de l’expression d’A2a spécifiquement dans les 



 43 
 

lymphocytes T révèle que celui-ci est requis à la survie des cellules T lorsqu’activées pendant une 

période prolongée (183). Conséquemment, alors que l’inhibition d’A2a favorise initialement le 

contrôle immunitaire anti-tumoral tel que décrit précédemment, la reprise tumorale est accélérée 

dans les souris déficientes pour A2a dans deux modèles de cancer murin à cause d’une diminution 

de la persistance des cellules T CD8 infiltrant les tumeurs (183). 

 

1.1.4 CD73 

CD73 est une protéine homodimérique d’un poids moléculaire de 60-80 kDa encodée par le 

gène NT5E. Plus précisément, CD73 est une 5’-nucléotidase extracellulaire (ecto-5’-nucléotidase) 

ancrée dans les membranes cellulaires via un groupement glycosylphosphatidylinositol (GPI) 

(184). Une forme soluble de CD73 (sCD73) peut également être retrouvée dans le sérum et les 

liquides séminaux et synoviaux suivant le clivage protéolytique de la forme membranaire (49, 185-

191). La structure cristallographique de CD73 révèle trois domaines structurels; le domaine N-

terminal qui contient les sites d’attachement des ions zinc (résidus 27-317), le domaine C-terminal 

qui contient le site de reconnaissance des substrats (résidus 337-549) ainsi qu’une région charnière 

qui relie les domaines N- et C- terminaux (résidus 318-336) et qui permet ainsi à l’enzyme de 

permuter entre les conformations ouverte et fermée (Figure 1.6) (192). Le changement de 

conformation est requis à l’activité enzymatique de CD73 pour permettre l’attachement du substrat 

et le relâchement du produit (192). Trois mutations qui résultent en une perte de fonction ou 

d’expression de CD73 ont été identifiées dans 9 patients atteints de calcifications artérielles au 

niveau des jointures articulaires et extrémités des membres, une manifestation clinique appelée 

ACDC (193). De façon mécanistique, les trois mutations identifiées altèrent le déplacement de 

l’enzyme jusqu’à la membrane cellulaire (194). La calcification observée chez les patients atteints 

d’ACDC s’explique par une augmentation compensatoire de TNAP qui résulte en un 

débalancement des phosphates inorganiques (29). 
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Figure 1.6 – Structure cristalline de l’enzyme CD73 humaine, sous forme membranaire ancrée via un GPI 
(groupement glycosylphosphatidylinositol), en conformation ouverte (open) et fermée (closed). Lipid 
bilayer=bicouche lipidique. N=domaine N-terminal. 
© Reproduit de Knapp et al. Cell Structure, 2012. Avec la permission de Elsevier. 

 

1.1.4.1 Régulation de l’expression de CD73 

L’expression de CD73 est régulée par plusieurs facteurs environnementaux et voies de 

signalisation. L’hypoxie, via HIF-1α, est sans doute le facteur le plus important à la régulation de 

l’expression de CD73 dans le microenvironnement tumoral (6, 38). Ensuite, plusieurs cytokines 

ou molécules inflammatoires ont démontré un effet de régulation positive de l’expression de CD73 

sur divers types cellulaires, notamment l’IL-2 et l’IL-21 sur les Tregs (195, 196), la prostaglandine 

E2 (PGE2) sur les lymphocytes (197), les interférons de type I (IFN-α et IFN-β) sur les cellules 

endothéliales (198, 199), le TGF-β sur les lymphocytes T et les MDSC (200-203) et l’IL-6 sur les 

lymphocytes Th17 (201). De plus, certaines voies de signalisation oncogéniques telles Wnt/β-

catenine (204) et la signalisation des MAPK (173, 205) ainsi que certaines drogues cytotoxiques 

de type platine (206) et anthracycline (207) augmentent l’expression de CD73 sur les cellules 

cancéreuses. À l’inverse, la signalisation médiée par les récepteurs à l’estrogène diminue son 

expression dans le cancer du sein (208). Par ailleurs, l’expression élevée de CD73 a été rapportée 

comme étant associée à des mutations oncogéniques concernant les gènes TP53, KRAS, HRAS, 

BRAF et EGFR dans les cancers du sein, du poumon, de l’ovaire, du côlon et le mélanome (173, 

209-213). Deux études ont aussi rapporté un rôle de l’adénosine dans la régulation positive de 

l’expression de CD73 sur les cellules endothéliales et Tregs (214, 215). Enfin, la transcription 

génique de CD73 dans les cellules cancéreuses est aussi sous le contrôle de micro-ARN tel que 

Because the crystals were obtained in the presence of AMPCP,
the adenosine ligand is either derived from adenosine impuri-
ties of the AMPCP substance or it is formed after hydrolytic
removal of the PCP (a,b-methylene diphosphate) moiety by
the enzyme in solution. The nucleobase is sandwiched between
the side chains of two phenylalanine residues (F417 and F500),
forming a clamp for the adenosine base via strong hydro-
phobic p-stacking interactions. Hydrogen bonds between the
ribose moiety and the side chains of R354, R395, and
D506 help to position the nucleoside. All other molecular inter-
actions between adenosine and the substrate binding site
involve hydrogen bonds mediated through water molecules.
In the open conformations the adenosine product is bound
more than 17 Å away from the di-metal catalytic center. The
observed binding mode of the adenosine product might be
influenced by one crystal contact to D270 of a neighboring
monomer (Figure S1). However, this binding mode is very
similar to that observed for E. coli 5NT (Knöfel and Sträter,
2001b).

Crystal Structure of Human e5NT in Complex
with AMPCP
To obtain a structure of the closed state, the protein was crystal-
lized in the presence of Zn2+ and the nonhydrolyzable ADP
analog, AMPCP. In the closed conformation (crystal form III),
well-defined electron density for AMPCP and two metal ions is
visible within the active site. The active site is located at the inter-

face between the N- and C-terminal domains and comprises
both the metal ion and substrate binding sites. The active site
in its closed state is largely solvent inaccessible.
The adenosine moiety of AMPCP is stabilized in a manner

similar to that observed for the adenosine binding mode
described above. Additional interactions with the PCP group
include hydrogen bonds between the a-phosphonate group
and the side chains of N245, R354, and R395, and between
the b-phosphonate group and the side chains of N117, H118,
and R395. H118 is strongly conserved in this superfamily of
metallophosphatases and usually bound to an aspartate
(D121 in e5NT) to form a catalytic Asp-His-dyad for transition
state stabilization (Knöfel and Sträter, 2001b). Furthermore the
b-phosphonate group is coordinated to both metal ions such
that the nucleophilic water molecule observed in the E. coli
5NT AMPCP (PDB code: 1HPU) binding mode is displaced.
The two metal ions are coordinated in distorted trigonal-bipyra-
midal geometries and are bridged monodentately by the side
chain of D85, and bidentately by the b-phosphonate group of
AMPCP (Figure 6).
A large pocket (!210 Å3) with bound water molecules is

formed adjacent to the C2 atom of the adenine ring (Figure 6B).
It has a predominantly hydrophobic base formed by F421, P498,
L389, and L415 and polar- (N390, N499) or even-charged (D524)
sides. This pocket is formed entirely from the C-terminal domain
and it might be explored to design inhibitors extending from the
adenine clamp into the cavity.

Table 2. Human e5NT Protein Constructs Used in This Study

Construct N- or C-Terminal Purification Tags Surface Mutations

1 MAHHHHHHVGTGSNDDDDKSPDP-(W27ELT-e5NT-IKFS549) N53D, N311D, N333D, N403D, K478A, R480A

2 MAHHHHHHVGTGSNDDDDKSPDP-(W27ELT- e5NT-IKFS549) N53D, N311D, N333D, N403D, K145S, K147S, K478S

3 M-(W27ELT-e5NT-IKFS549)-LEHHHHHH N53D, N311D, N333D, N403D

Figure 1. Overview of the Human e5NT Crystal Structure
E5NT in an open conformation (crystal form I), and a closed conformation (crystal form III). The N- andC-terminal domains of one subunit of the dimer are shown in

blue and green, respectively. The N- and C-terminal domains of the adjacent subunit are shown in orange and yellow, respectively. Ligands (adenosine and

AMPCP in the open and closed forms respectively) are shown as red sticks while the metal ions are shown as gray spheres. Schematic representations of GPI

anchors and the cell membrane are also shown. A movie visualizing the conformational switch is provided as Supplemental Information.

Structure

Crystal Structure of Human Ecto-50-Nucleotidase

2164 Structure 20, 2161–2173, December 5, 2012 ª2012 Elsevier Ltd All rights reserved
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miR-30a (216-218) et miR-422a (219) ainsi que via la méthylation des îlots CpG du gène NT5E 

(220, 221). 

 

1.1.4.2 Rôle de CD73 dans l’immunité anti-tumorale 

Le rôle négatif de CD73 dans l’immunité anti-tumorale est largement démontré dans des 

modèles précliniques de cancer de souris génétiquement déficientes pour CD73. D’abord, dans un 

modèle de fibrosarcomes spontanés induit par le méthylcholanthrène (MCA), les souris déficientes 

pour CD73 présentent un développement de tumeurs réduit et une survie prolongée (222). Cette 

étude phare rapporte que l’effet protecteur de l’absence de CD73 est dépendant de la présence de 

lymphocytes T CD8, de cellules NK et de l’IFN-γ (222). Des résultats similaires ont été observés 

dans un modèle transgénique de souris qui développent des cancers spontanés de la prostate 

(TRAMP) (222). L’absence de CD73 dans les souris favorise le contrôle immunitaire 

principalement médié par les cellules T CD8 et l’IFN-γ, dans plusieurs modèles murins 

syngéniques de croissance tumorale sous-cutanée dont le cancer du côlon (MC38), du lymphome 

(EG7), du sein (AT-3), de fibrosarcome (MCA), de la prostate (TRAMP-C1), de l’ovaire (ID8) et 

le mélanome (B16),  (176, 222-226). Les souris déficientes pour CD73 démontrent un meilleur 

contrôle de la dissémination métastatique médié en partie par les cellules NK dans des modèles 

murins de métastases spontanées et induites (222, 223). De façon consistante, l’adénosine produite 

par les cellules humaines du cancer de l’ovaire via CD73 inhibe l’activité cytotoxique médiée par 

les cellules T et NK (227, 228). Finalement, une étude rapporte un rôle pro-tumorigénique de 

CD73 en limitant le recrutement de lymphocyte B dans un modèle murin de mélanome (229). 

 

De façon intéressante, quelques études rapportent un meilleur contrôle tumoral lorsque 

CD73 est absent de l’hôte et lorsqu’il est neutralisé sur les cellules cancéreuses (222, 223, 226). 

Plus précisément, CD73 sur les cellules cancéreuses limite, d’une part, l’infiltration de 

lymphocytes T anti-tumoraux et inhibe d’autre part l’immunité anti-tumorale via son expression 

sur les cellules hématopoïétiques (226). De plus, l’absence de CD73 sur les CAFs améliore le 

contrôle immunitaire anti-tumoral dans un modèle murin de co-injection de cellules cancéreuses 

d’ovaires et de fibroblastes (230). 
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1.1.4.3 Rôle de CD73 sur les cellules T régulatrices 

Une importante part du rôle pro-tumorigénique de CD73 depuis le compartiment 

hématopoïétique est attribuée à son expression sur les Tregs. En plus de l’expression constitutive 

de CD73, les Tregs de souris expriment CD39 et constituent donc une source importante de 

production d’adénosine (231, 232). Les Tregs isolées de souris déficientes pour CD73 ou CD39 

inhibent la prolifération des cellules T conventionnelles moins efficacement que les cellules Tregs 

pourvues de ces nucléotidases (223, 231, 233, 234). De plus, l’expression de CD73 ou CD39 sur 

les Tregs facilite la progression tumorale et la dissémination métastatique dans plusieurs modèles 

de souris (223, 226, 234). En raison de leur système de défense antioxydant faiblement efficace et 

de l’important stress oxydatif présent dans le microenvironnement tumoral, une large portion de 

Tregs apoptotiques présents dans les tumeurs contribue à l’accumulation d’adénosine via 

l’expression de CD39 et CD73 et le largage important d’ATP par apoptose (235). 

 

Finalement, contrairement aux Tregs de souris, CD73 n’est pas constitutivement exprimé 

à la surface des Tregs humains, mais est plutôt enrichi au niveau intracellulaire et induit suivant 

l’activation des Tregs par l’IL-2, notamment (195, 232, 236, 237). Néanmoins, en accord avec un 

rôle biologique pertinent de CD73 sur ces cellules, l’inhibition de CD73 réduit l’activité 

suppressive des Tregs humains (232). De plus, une importante population de cellules Tregs qui 

expriment CD73 et qui démontrent une grande activité suppressive est rapportée dans les ascites 

de patientes atteintes du cancer de l’ovaire (238). Toutefois, les mutations de CD73 découvertes 

chez les patients atteints de l’ACDC ne les prédisposent pas à des troubles auto-immuns (193) 

suggérant ainsi que la compréhension du rôle de CD73 sur les Tregs humains demeure incomplète. 

 

1.1.4.4 Rôle de CD73 sur les cellules cancéreuses 

L’expression de CD73 est souvent plus élevée sur les cellules cancéreuses que dans les 

tissus normaux (Figure 1.3) et son rôle pro-tumorigénique ne se limite pas qu’à l’inhibition de 

l’immunité anti-tumorale via la génération d’adénosine dans le microenvironnement tumoral. 

D’abord, plusieurs études révèlent une activité pro-angiogénique in vitro et in vivo de CD73 via 

son rôle dans la migration et l’adhérence des cellules cancéreuses, de façon indépendante de la 

signalisation adénosinergique (225, 239, 240). Aussi, l’expression de CD73 dans le mélanome 



 47 
 

humain est associée à un phénotype invasif et à des marqueurs métastatiques (241) et régule la 

prolifération in vitro et in vivo ainsi que la chimiorésistance de cellules de glioblastome (242-245). 

 

Plusieurs études suggèrent que l’expression de CD73 est particulièrement importante dans 

la biologie du cancer du sein triple négatif (TNBC). Le TNBC, caractérisé par l’absence 

d’expression des récepteurs à l’estrogène (ER), à la progestérone (PR) et HER2, est le sous-type 

de cancer du sein le plus agressif et présente un défi thérapeutique actuel (246-248). NT5E est l’un 

des gènes les plus surexprimés dans les métastases du TNBC (249, 250). De plus, l’expression de 

CD73 est dynamiquement positivement régulée par la doxorubicine et est associée à un mauvais 

pronostique ainsi qu’à la résistance aux anthracyclines (207). Plus encore, plusieurs études 

rapportent que l’inhibition ou l’absence d’expression de CD73 ralentissent la progression tumorale 

des xénogreffes cellules humaines de TNBC (MDA-MB-231) dans des souris immuno-déficientes 

(251-254). Le ralentissement de la croissance des tumeurs déficientes pour CD73 dans les souris 

immuno-compromises suggère que l’ecto-nucléotidase est essentielle à la progression tumorale 

indépendamment de son activité immunosuppressive (255). L’activité pro-tumorigénique de CD73 

sur les cellules du TNBC est variée et n’est pas complètement comprise, mais certaines études y 

décrivent des rôles intrinsèques dans l’adhésion et la migration (254, 256, 257), dans la viabilité 

cellulaire (252, 253), dans la régulation de l’expression du récepteur EGFR (254, 257, 258), dans 

l’angiogenèse via la production de VEGF (240, 252) ainsi que dans la dissémination métastatique 

via le récepteur A2b (147). 

 

1.1.4.5 Rôle de CD73 dans la transition épithélio-mésenchymateuse et les cellules souches 

CD73 joue un rôle important dans la transition épithélio-mésenchymateuse (EMT), un 

processus associé à la dissémination métastatique et à la résistance aux thérapies anti-cancéreuses 

(259). D’abord, l’expression de CD73 sur les cellules cancéreuses est associée avec les signatures 

génétiques de l’EMT et est augmentée via le TGF-β, la voie de signalisation Wnt/β-catenine et le 

facteur de transcription TWIST qui sont tous connus pour favoriser l’EMT (204, 230, 260-262). 

Via CD73, l’EMT favorise la production d’adénosine dans le microenvironnement tumoral qui en 

retour contribue à l’EMT et au caractère souche des cellules cancéreuses, notamment via le 

récepteur A2a impliqué dans la régulation de SOX9 dans le cancer du foie et dans l’activation de 

β-catenine dans le cancer gastrique (138, 263-267). Par ailleurs, l’augmentation de l’expression du 
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récepteur A2b en réponse à l’hypoxie favorise l’enrichissement des cellules souches initiatrices 

cancéreuses (CSC) dans des modèles du cancer du sein et de glioblastome (268, 269). L’expression 

élevée de CD73 caractérise plusieurs populations de CSC dans les cancers du sein, du rein et du 

pancréas (270-272). Finalement, l’expression de CD73 est aussi retrouvée élevée dans une 

population de lymphocytes T CD8 mémoire qui présentent des caractéristiques de cellules souches 

et dont l’activité de l’aldéhyde déshydrogénase (ALDH), un marqueur typique de CSC, est élevée 

(273). 

 

1.1.4.6 Fonctions indépendantes de l’adénosine et signalisation intracellulaire 

De façon indépendante de son activité enzymatique et de la production d’adénosine, CD73 

favorise l’adhésion et l’invasion des cellules cancéreuses en interagissant avec des composantes 

de la matrice extracellulaire telles que la ténascine C (274, 275). CD73 ne possède pas de domaine 

transmembranaire et ne peut induire de signalisation intracellulaire directement suivant 

l’interaction avec un ligand. Par contre, étant donné sa localisation membranaire via des 

groupements GPI enrichis dans des radeaux lipidiques, il est possible qu’un regroupement de 

protéines CD73 puisse initier une signalisation via la trans-activation de tyrosine kinases co-

localisées au niveau intracellulaire (276, 277). Dans ce sens, CD73 favorise alors que l’adénosine 

inhibe la prolifération des cellules cancéreuses cervicales suggérant ainsi un rôle intrinsèque pro-

tumorigénique de CD73 indépendant de son activité enzymatique (278). Surtout, il a été observé 

que CD73 peut contribuer à la signalisation intracellulaire impliquant la kinase Akt et médiée par 

les récepteurs EGFR et TNFR2 (278, 279). 

 

1.1.4.7 CD73 comme cible thérapeutique 

Alors que les études qui démontrent l’accumulation d’adénosine immunosuppressive dans 

le microenvironnement tumoral datent de plus de 20 ans (26, 280, 281), le potentiel thérapeutique 

de cibler l’enzyme CD73 comme traitement anti-cancéreux est montré pour la première fois en 

2010 (148). L’efficacité thérapeutique issue de l’inhibition de CD73 est ensuite démontrée dans 

plusieurs modèles de croissance tumorale sous-cutané et de dissémination métastatique en 

monothérapie (223, 225, 226, 229), ou en combinaison avec des agents chimiothérapeutiques 

(207), avec la radiothérapie (282), avec des thérapies ciblées telles qu’un anticorps dirigé contre 

HER2 (261), avec des inhibiteurs de points de contrôles immunologiques tels que PD-1 et CTLA-
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4 (115, 282) ainsi qu’avec des anticorps agonistiques dirigés vers 4-1BB, OX40 et GITR (283). 

Finalement, quelques études rapportent également une activité thérapeutique bonifiée lorsque 

l’inhibition de CD73 est combinée à l’inhibition du récepteur A2a (138, 284). 

 

1.1.5 CD39 et CD38 

L’ATP agit comme signal de danger qui favorise le recrutement de cellules phagocytiques 

et les réponses pro-inflammatoires via l’activation de l’inflammasome (285). Conséquemment 

avec un rôle de l’inflammasome dans la fonctionnalité des lymphocytes T, l’inhibition des points 

de contrôles immunologiques PD-1 et CTLA-4 permet un moins bon contrôle anti-tumoral chez 

les souris déficientes pour les protéines NRLP3 (Nrlp3-/-) et caspase-1 (Casp1/11-/-) impliquées 

dans la signalisation de l’inflammasome (286). Tout comme l’ATP, le NAD+ extracellulaire agit 

comme signal de danger qui favorise les réponses inflammatoires, notamment via l’activation du 

récepteur purinergique P2Y11 (287). Alternativement, le NAD+ influence l’activité de diverses 

cellules immunitaires, notamment les Tregs, via l’activité enzymatique des mono-ADP-

ribosyltransférases (ARTs) responsables de la ribosylation de protéines dont le récepteur 

purinergique P2X7 (288, 289). De par leur activité catalytique envers l’ATP et le NAD+ 

respectivement, les enzymes CD39 et CD38 jouent un rôle important dans la régulation de 

l’immunité anti-tumorale (290, 291). 

 

1.1.5.1 Structure et régulation de l’expression de CD39 et CD38 

Tout comme CD73, l’expression de CD39 est favorisée par le microenvironnement tumoral 

via l’hypoxie (HIF-1α) et la chimiothérapie (38, 207). De plus, sur les Tregs, l’expression de CD39 

est régulée à la hausse via l’IL-27, le TGF-β et l’IL-2 (195, 292, 293). Finalement, la production 

de kynurénine par les cellules cancéreuses et l’activation subséquente du récepteur AHR sur les 

macrophages augmente leur expression de CD39 (294). 

 

CD38 est une glycoprotéine transmembranaire à activité glycohydrolase qui favorise la 

synthèse d’ADP ribose cyclique (cADPR) depuis le NAD+ (295). En plus de son activité 

enzymatique, CD38 agit comme récepteur qui permet la transduction de signalisation 

intracellulaire sur certaines cellules telles que les lymphocytes (296). CD38 est largement exprimé 

sur les cellules hématopoïétiques et son expression a été rapportée comme étant régulée par diverse 
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cytokines telles que l’IL-1β, le TNF-α, l’IFN-γ, l’IFN-β ainsi que par l’acide rétinoïde, la 

signalisation des récepteurs à l’estrogène, la voie PI3K et le vieillissement à travers une grande 

variété de types cellulaires (172, 297-302). 

 

1.1.5.2 Rôle de CD39 dans l’immunité anti-tumorale et le cancer 

D’abord, la surexpression de CD39 accélère la progression tumorale dans un modèle 

métastatique de cancer colorectal murin (303). De plus, l’absence de CD39 sur les cellules 

hématopoïétiques et non-hématopoïétiques altère la dissémination métastatique chez la souris, 

notamment via l’activité suppressive des Tregs sur l’immunité anti-tumorale médiée par les 

cellules NK (234, 304). En effet, CD39 joue un rôle important dans l’activité suppressive des Tregs 

(305). Une faible quantité de Tregs circulants qui expriment CD39 est d’ailleurs associée à une 

meilleure survie sans rechute chez les patients atteints de mélanome sous thérapie anti-CTLA-4 

(306). De plus, l’inhibition de CD39 nuit à l’accumulation de Tregs tumoraux notamment en 

altérant la signalisation dépendante de l’ATP via le récepteur P2X7 (307-309). Enfin, ont 

également été décrits des rôles de CD39 dans la maturation et l’activité inflammatoire des 

macrophages (310, 311), dans l’épuisement des lymphocytes T (312, 313), dans l’activité 

immunosuppressive de certaines cellules T auxiliaires Th17 (200, 314), dans l’inefficacité des 

cellules NK à contrôler la dissémination métastatique (304), dans la présentation antigénique 

médiée par les DCs (315, 316), dans l’activité migratoire des neutrophiles (92) ainsi que dans 

l’activité pro-tumorigénique des MDSC en coopération avec CD73 (317, 318) (Figure 1.7). Enfin, 

en plus de son rôle dans l’immunité anti-tumorale, l’activité hydrolase de CD39 annule l’effet 

inhibiteur de l’ATP sur la prolifération des cellules du cancer du mélanome (B16) (319). Tout 

comme CD73, CD39 et CD38 sont impliqués dans l’angiogenèse via divers mécanismes dont 

l’adhésion des cellules endothéliales et la production de VEGF (234, 319-323). 
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Figure 1.7 – Rôle de l’enzyme CD39 dans l’immunité anti-tumorale. L’expression de CD73 dans le 
microenvironnement tumoral influence l’immunité tumorale de diverses façons. CD39 inhibe (1) l’activation de 
l’inflammasome via le récepteur P2X7, (2) la mort cellulaire immunogénique et la présentation antigénique par les 
cellules dendritiques et (3) l’activité de costimulation de l’ATP durant l’activation des lymphocytes T. De plus, CD39 
favorise (4) la diapédèse des cellules immunitaires et (5) l’angiogenèse. Enfin, (6) l’activité de CD39 est associée avec 
la présence de cellules T et NK dysfonctionnelles, de macrophage M2, Tregs et MDSC. 
© Reproduit de Allard et al. JITC, 2019. Avec la permission de BMJ. 

 

1.1.5.3 Rôle de CD38 dans l’immunité anti-tumorale et le cancer 

Quant à CD38, son rôle immuno-régulateur a été rapporté sur les lymphocytes T (324), les 

cellules dendritiques (325, 326), les Tregs (327, 328) et les lymphocytes B régulateurs (Bregs) 

(329, 330). L’expression de CD38 sur les cellules cancéreuses du mélanome a été décrite comme 

étant capable d’inhiber la prolifération des lymphocytes T via la production d’adénosine (331). En 

effet, une importante étude récente démontre que son expression sur les cellules cancéreuses joue 

un rôle dans le développement de résistance à la thérapie anti-PD-1 via la production d’adénosine 

et la suppression de l’immunité anti-tumorale médiée par les cellules T CD8 (172). 

 

1.1.5.4 La production d’adénosine via les vésicules extracellulaires 

Par ailleurs, les cellules cancéreuses peuvent nuire à l’immunité anti-tumorale via la 

production de vésicules extracellulaires qui contribuent à la génération d’adénosine (332, 333). En 

effet, la production d’exosomes qui expriment CD39 ou CD73 ou CD38 à leur surface est décrite 

pour plusieurs types de cancers dont celui du myélome multiple, de la prostate, de la tête et du cou 

8 Allard D, et al. J Immunother Cancer 2020;8:e000186. doi:10.1136/jitc-2019-000186

Open access 

extracellular adenosine levels, CD39 is uniquely posi-
tioned in regulation of purinergic signaling. Further 
in support of a critical role for CD39 in immune regu-
lation, genome- wide association studies revealed that 
genetic variants of CD39 are the strongest predictor for 
immune- phenotypic traits, surpassing most conventional 
immune- related biomarkers.130 In the past recent years, 
highly potent mAbs targeting CD39 have been developed 
and were recently demonstrated to significantly reduce 
tumor growth in preclinical cancer models, including as 
single agent. Inhibiting CD39 in mice potently synergizes 
with other anticancer strategies, including immunother-
apies, targeted therapies and chemotherapy. Given that 
regulators of the adenosinergic pathways display both 
redundant and non- redundant functions, it will be most 
interesting to see whether targeting CD39 can syner-
gize with A2A receptor antagonists or CD73 inhibitors, 
as was observed in preclinical studies testing anti- CD73 
mAb in combination with A2A blockade.20 Oxygen and 
oxygenation agents, alone or in combination with CD39 
or CD73 inhibitors, to further decrease tumor adenosine 
levels also constitutes another potential strategy.131 
Finally, it remains unclear whether targeting of indi-
vidual adenosine- generating enzymes may be limited with 
potential redundancies. For instance, the ecto- enzyme 
CD38 can generate AMP from NAD+ and has been shown 

to participate in tumor immune escape.132 Similarly, 
tissue- specific and non- specific alkalines phosphates may 
provide a source of extracellular adenosine independently 
of CD73. In summary, because of its upregulated expres-
sion levels within tumors of different types and broad 
immune regulatory effects on the tumor immunity cycle 
(figure 1), targeting CD39 currently constitutes one of 
the most promising approaches in immuno- oncology.
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Figure 1 CD39 in the tumor immunity cycle. CD39 
expression in tumors, lymph nodes and vasculature impacts 
tumor immunity in various intertwined ways. (1) CD39 
suppresses NLRP3 in!ammasome activation and pyroptosis 
induced by P2×7 receptor. (2) CD39 impairs immunogenic cell 
death and tumor antigen presentation by DCs by depleting 
ATP and increasing extracellular adenosine levels (3). During 
T cell priming, CD39 inhibits costimulatory ATP signals and 
increases adenosine- mediated immunosuppression. (4) CD39 
expression on endothelial cells regulates transendothelial 
migration of immune cells and promotes angiogenesis. (5) 
CD39 expression on stromal cells favors "broblasts barrier 
function and immunosuppression. (6) CD39 expression and 
activity is associated with dysfunctional T cells and NK cells, 
‘M2’-like macrophages and promotes immunosuppression 
by T regulatory cells (Tregs), myeloid cells and B cell- derived 
microvesicles. DCs, dendritic cells; MDSCs, myeloid- derived 
suppressor cells; NK, natural killer.
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et du neuroblastome (333-336). La production de telles vésicules extracellulaires 

immunosuppressives qui expriment CD73 et CD39 peut également provenir de lymphocytes B via 

le facteur de transcription HIF-1α (337). 

 

1.1.5.5 CD39 et CD38 comme cibles thérapeutiques 

L’inhibition de CD39 ralentit la progression tumorale et la dissémination métastatique de 

plusieurs modèles précliniques, notamment des cancers murins du côlon (MC38) (234), du 

mélanome (B16, LWT1) (234, 304), du rein (RENCA) (304) et de xénogreffes de sarcomes de 

patients humains (338). L’activité thérapeutique de l’inhibition de CD39 est augmentée lorsque 

combinée à l’inhibition des points de contrôle immunologique PD-1 et CTLA-4 (304, 307, 339, 

340), à l’IL-2 (304), à des thérapies ciblées telles que des inhibiteurs de BRAF et MEK (304) et à 

la chimiothérapie immunogénique (339, 341). De façon mécanistique, en plus de nuire à la 

production d’adénosine, l’inhibition de CD39 augmente l’immunité anti-tumorale via 

l’augmentation des niveaux d’ATP et l’activation de l’inflammasome (340). En effet, via la 

dégradation de l’ATP, l’enzyme CD39 inhibe l’activité thérapeutique de la chimiothérapie qui 

induit la mort cellulaire immunogénique (341). 

 

En ce qui concerne CD38, l’étendue de son activité biologique ne se résout pas qu’à son 

rôle dans la voie alternative de production d’adénosine. Notamment, son expression élevée et son 

rôle dans la survie et la prolifération des cellules cancéreuses de plusieurs types de cancers 

hématologiques tels que le myélome multiple, les lymphomes non-hodgkiniens et la leucémie 

lymphoïde chronique font de CD38 une cible thérapeutique intéressante (296, 342). Le potentiel 

thérapeutique de cibler CD38 dans les cancers épithéliaux est aussi démontré dans quelques 

modèles précliniques de cancers murins dont celui du poumon et du gliome (343-345). Enfin, via 

son rôle dans la production d’adénosine, l’inhibition de CD38 augmente l’immunité anti-tumorale, 

le contrôle tumoral et permet de surmonter la résistance acquise à l’inhibition de PD-1 dans 

plusieurs modèles précliniques (172). 

 

1.1.6  Valeur pronostique des composantes de l’axe adénosinergique en cancer 

Tel que décrit précédemment, l’axe adénosinergique est impliqué dans la progression 

tumorale via divers mécanismes. Plus particulièrement, les différentes enzymes impliquées dans 
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la dégradation de l’ATP en adénosine extracellulaire contribuent grandement à la création d’un 

microenvironnement tumoral hostile à l’immunité anti-tumorale. De plus, CD73 et l’adénosine 

régulent conjointement et indépendamment plusieurs fonctions pro-tumorigéniques intrinsèques 

aux cellules cancéreuses. Plusieurs études se sont donc intéressées à la valeur pronostique des 

différents acteurs de l’axe adénosinergique dans différents contextes tumoraux et sont résumées 

dans le tableau 1.1. De façon générale, l’axe adénosinergique est associé à un mauvais pronostic. 

En effet, en dérivant une signature génique qui capture la signalisation adénosinergique, une 

récente étude rapporte un consensus généralement défavorable au pronostic de l’adénosine dans 

divers contextes tumoraux (346). 

 
1.1.6.1 Valeur pronostique des récepteurs à l’adénosine 

À cause du manque d’anticorps validés pour la détection des récepteurs à l’adénosine, très 

peu d’études ont évalué la valeur pronostique de ces récepteurs dans les cancers humains. 

Néanmoins, alors qu’une étude rapporte un pronostic favorable à l’expression de A2a dans le 

cancer du poumon, l’expression élevée des récepteurs A2a et A2b est généralement associé à un 

mauvais pronostic, notamment chez les patients atteints de cancers gastriques, colorectaux, de la 

vessie et du sein (137, 139, 211, 347, 348). Les surexpressions des gènes ADORA2A, ADORA2B 

et ADORA3 sont notamment associées à des mauvais pronostics dans les cancers du foie, du sein 

et de la tête et du cou (149, 349-351). 

 

1.1.6.2 Valeur pronostique de CD73, CD38 et CD39 

L’expression élevée de CD73 est fréquemment rapportée dans plusieurs tissus tumoraux et 

est généralement associée à un mauvais pronostic (tableau 1.1) (6, 184). Sa valeur pronostique est 

la plus étudiée et la plus robuste de toutes les composantes de l’axe adénosinergique et lui confère 

un intérêt thérapeutique certain. De façon intéressante, CD38 est un puissant prédicteur de mauvais 

pronostic dans la leucémie lymphoïde chronique, mais est associé à un pronostic favorable dans le 

cancer du pancréas et lorsqu’exprimé sur les macrophages infiltrant les tumeurs pancréatiques 

(352-355). Étant donné un éventail de fonctions variées, il est possible cependant que l’implication 

de CD38 dans l’axe adénosinergique varie d’un contexte à l’autre. Enfin, les quelques études qui 

se sont intéressées au potentiel prédicteur de CD39 y rapportent une valeur essentiellement 

défavorable (tableau 1.1). 
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1.1.7  Synthèse du chapitre 

En résumé, l’axe adénosinergique est composé de plusieurs molécules (ATP, NAD+, 

cADPR, ADP, AMP, adénosine, inosine), enzymes (CD39, CD38, CD203a, CD73, PAP, TNAP, 

ADK, AK, ADA), récepteurs (P2X, P2Y, A1, A2, A3), transporteurs (Canx, Panx, ENTs, CNTs) 

et est impliqué dans plusieurs processus physiologiques et pathologiques. Plus particulièrement, 

CD73 joue un rôle central dans la production d’adénosine immunosuppressive, dans la progression 

tumorale et est une cible thérapeutique intéressante afin de rétablir l’immunité anti-tumorale. 

Plusieurs essais cliniques ciblant divers acteurs de l’axe adénosinergique, dont CD73, sont 

d’ailleurs en cours. 
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1.2 Streptococcus pneumoniae 
Le pneumocoque ou Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae) est une bactérie de type 

Gram positif qui est responsable de diverses pathologies selon le site d’infection (356), 

principalement des pneumonies. La bactérie est découverte en 1881 par Louis Pasteur et est encore 

aujourd’hui responsable de bon nombre d’infections respiratoires (357, 358). Il a d’ailleurs été 

déterminé que le pneumocoque a été responsable de la majorité des décès survenus durant la 

pandémie d’influenza de 1918 (359). La présence de S. pneumoniae dans un tissu normalement 

stérile ou non-stérile caractérise les infections dites invasives (méningite, bactériémie) et non-

invasives (infections respiratoires telles que les pneumonies, sinusites et otites) respectivement 

(357). Aux États-Unis d’Amériques, le taux annuel d’infections invasives et non-invasives est 

d’environ 13 et entre 32 et 500 cas par 100 000 personnes respectivement (357). Au Québec, les 

infections graves à pneumocoque sont responsables d’environ 3 000 à 6 000 hospitalisations et 

plusieurs décès annuellement. Les populations les plus susceptibles de développer des symptômes 

sévères et d’en décéder concernent principalement les personnes immunovulnérables, les 

personnes âgées de plus de 65 ans ainsi que les nouveau-nés de moins de 2 ans (357). À cause de 

l’acquisition fréquente de résistance aux antibiotiques, la vaccination demeure le moyen le plus 

efficace de prévenir les complications associées aux infections à pneumocoque. 

 

1.2.1  Pathophysiologie 

Les mécanismes de pathogénèses impliquent plusieurs composantes de S. pneumoniae. La 

composition de la capsule de polysaccharides, qui protège le pneumocoque contre la phagocytose, 

détermine la virulence de la bactérie, mais ne génère pas de réponse immunitaire de la part de 

l’hôte infecté (360). La paroi cellulaire composée de glycopeptides est responsable du recrutement 

de leucocytes dans les tissus infectés (360), de la réponse inflammatoire (361-363), de la réponse 

de coagulation (364) ainsi que des perturbations neuronales et vasculaires conséquentes aux 

infections (365-367). Finalement, des protéines de surfaces telles que la pneumolysine qui est 

impliquée dans la formation de pores membranaires composent également le pneumocoque (368). 

Ces protéines de surfaces contribuent à l’adhésion et la pénétrance des bactéries aux cellules du 

tract respiratoire, soit la voie d’entrée de la bactérie chez l’hôte (369-371). 
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1.2.1.1 Pneumonie 

De façon mécanistique, une fois que la bactérie pénètre les voies respiratoires, les 

composantes de la paroi cellulaire se lient d’abord aux cellules alvéolaires de type II de façon à 

augmenter la perméabilité de la barrière épithéliale, notamment via la sécrétion abondante de 

pneumolysine, et à permettre l’accumulation de bactéries dans l’espace alvéolaire (372). Le 

contrôle de la multiplication bactérienne afin d’éviter la progression de l’infection vers la 

pneumonie est orchestré principalement via la reconnaissance des patterns moléculaires associés 

au pathogènes (PAMPs) par les cellules du système immunitaire inné, l’activation subséquente de 

la signalisation des TLRs, la production d’IL-6 et d’IL-1β et finalement le recrutement et 

l’activation de neutrophiles et macrophages phagocytaires nécessaires à l’élimination du 

pneumocoque (373-377). Les pneumonies causées par S. pneumoniae s’accompagnent d’une 

accumulation de lymphocytes T γδ et cellules NKT qui sont aussi importants à la résolution de 

l’infection (378-380). 

 

1.2.1.2 Bactériémie 

Alternativement, les infections mal contrôlées peuvent progresser depuis le site primaire 

d’infection en bactériémie via les molécules de phosphorylcholine (PC) présentes à la surface du 

pneumocoque qui engagent le récepteur de PAF et induisent le relargage de bactéries dans la 

circulation sanguine à l’aide de vacuoles qui transitent par les cellules endothéliales (373). De plus, 

le récepteur soluble à lipopolysaccharides CD14, présent dans l’espace alvéolaire, est essentiel à 

la dissémination du pneumocoque dans la circulation sanguine (381). Les composantes capsulaires 

du pneumocoque influencent principalement la multiplication bactérienne dans la circulation 

sanguine. En effet, la nature des polysaccharides qui composent la capsule détermine le niveau de 

protection du pneumocoque contre l’activation du complément ou contre son opsonisation et 

l’activation des phagocytes (382-385). La bactériémie augmente le risque de progression de 

l’infection vers le choc septique lorsque non traitée. 

 

1.2.1.3 Méningite 

Avec des titres élevés de bactéries dans la circulation sanguine, le pneumocoque devient 

susceptible d’entrer en contact et de pénétrer la barrière hématoencéphalique (BHE), encore une 

fois via le récepteur PAF et le trafic de vacuoles (386-388). L’absence de défenses immunitaires 
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de type inné dans le liquide cérébrospinal accentue la multiplication bactérienne et le dommage 

neuronal une fois la BHE pénétrée (389). Alors que la méningite causée par S. pneumoniae est peu 

fréquente, celle-ci demeure plutôt létale (390). 

 

1.2.1.4 Résistance aux antibiotiques 

Initialement sensible à la pénicilline, plusieurs souches de S. pneumoniae résistantes à la 

pénicilline et autres antibiotiques sont rapidement apparues à travers le monde à la fin du 20e siècle 

(391-393). En plus de la pénicilline, on retrouve désormais des souches de S. pneumoniae 

résistantes au cefotaxime, à l’érythromycine, au cotrimoxazol (triméthoprime et 

sulfaméthoxazole), à la tétracycline et au levofloxacin (Tableau 1.2) (394). Plus inquiétant encore, 

bien que l’augmentation du taux de résistance a semblé stagner au début des années 2000, en partie 

grâce à la vaccination, une large étude longitudinale conduite sur presque 40 000 échantillons de 

patients infectés au pneumocoque révèle que 30% des souches possèdent des résistances multiples 

allant jusqu’à 5 classes d’antibiotiques dans 8% des cas (395). En date du dernier recensement fait 

par le centre de contrôle et prévention de maladies des États-Unis (CDC) en 2018, aucune souche 

résistante à la vancomycine n’a été découverte encore (394). L’émergence de souches résistantes 

à la vancomycine et de résistances multiples demeure une importante préoccupation au contrôle 

de S. pneumoniae à l’échelle planétaire. 

 Antibiotique Sensible Intermédiaire Résistant   
 Pénicilline 95,0 1,4 2,0   
 Cefotaxime 96,4 1,4 0,2   
 Érythromycine 70,6 0,1 28,7   
 TMP/Sulfa 80,9 12,5 6,6   
 Tétracycline 88,0 0,0 12,0   
 Levofloxacin 99,9 0,0 0,1   
 Vancomycine 100,0 0,0 0,0   

 
Tableau 1.2 – Taux de sensibilités aux antibiotiques des souches de S. pneumoniae recensé par le centre de contrôle 
et prévention des maladies des États-Unis (CDC) en 2018, sur 2 883 échantillons (394). 
 

1.2.2  Immunisation contre S. pneumoniae 

L’émergence de souches résistantes aux antibiotiques et le taux de mortalité accru dans les 

différentes populations à risque soulignent l’importance de la vaccination afin de prévenir les 

complications associées aux infections à pneumocoque (396). L’utilisation à grande échelle de 
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vaccins aide également à réduire l’apparition de souches résistantes aux antibiotiques chez les 

jeunes enfants et personnes âgées (394). Deux types de vaccins ont été développés pour aider à 

prévenir les infections causées par le S. pneumoniae; les vaccins à polysaccharides et les vaccins 

à polysaccharides conjugués (358). Quatre vaccins ont été approuvés pour utilisation clinique par 

diverses agences de réglementation depuis 1983 (Tableau 1.3). 

 
Tableau 1.3 – Noms et compositions des vaccins approuvés pour la prévention des infections à S. pneumoniae. 

© Reproduit de Geno et al. Clin Microbiol Rev, 2015. Avec la permission de ASM. 
 

1.2.2.1 Vaccins à polysaccharides 

Les premiers vaccins développés contre le S. pneumoniae sont de type vaccins à 

polysaccharides. Le seul vaccin à polysaccharides approuvé et utilisé aujourd’hui en clinique est 

commercialisé sous le nom de Pneumovax 23 (PPV23). Celui-ci contient des antigènes de 

polysaccharides des 23 sérotypes capsulaires les plus communément retrouvés dans les infections 

invasives en Occident et couvrent environ 9% des souches de S. pneumoniae (357, 393). 

Cependant, parce que le PPV23 induit une réponse humorale indépendante des lymphocytes T, 

son efficacité est moindre dans les populations immuno-compromises ainsi que chez les patients 

âgées ou les jeunes enfants, soit les populations les plus à risques d’infections sévères au 

pneumocoque (397, 398). 

 

1.2.2.2 Vaccins à polysaccharides conjugués 

Dans le but d’induire une meilleure réponse immunitaire, trois vaccins à polysaccharides 

conjugués, qui engagent une réponse immunitaire dépendante des lymphocytes T et qui sont plus 

immunogéniques (399), ont été approuvés et sont utilisés en clinique pour prévenir les infections 

à pneumocoques (Tableau 1.3). Le premier, commercialisé sous le nom de Prevnar 7 (PCV7) en 

2000, qui contient 7 sérotypes d’antigènes de polysaccharides capsulaires conjugués à un variant 
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non toxique de la toxine diphtérique (CRM197) s’est démontré particulièrement efficace à prévenir 

les infections à pneumocoque dans la population à risque de bas âge (393, 400). Malgré sa bonne 

efficacité vu sa couverture de 80% des sérotypes retrouvés chez les enfants en occident, son 

efficacité à long terme est compromise par l’émergence de souches de sérotypes différents, 

notamment le sérotype 19A associé à des résistances aux antibiotiques multiples (400-403). Afin 

d’élargir le spectre d’activité de PCV7, deux autres vaccins conjugués qui intègrent 10 et 13 

sérotypes de S. pneumoniae sont ensuite développés, soit le Synflorix (PCV10) et Prevnar 13 

(PCV13) respectivement (figure 2.1). Contrairement au vaccin PPV23, l’utilisation des vaccins 

conjugués est associée à un enrichissement de sérotype préalablement plus rare des bactéries 

colonisant le nasopharynx, altérant ainsi la prévalence des sérotypes de S. pneumoniae (404-407). 

Cette dérive sérotypique n’est pas toujours sans conséquences, tel qu’observé avec l’efficacité 

réduite du PCV7 administré dans une population d’enfants avec prévalence élevée de sérotypes 

résistants à la pénicilline, et demeure une préoccupation au développement de nouveaux vaccins 

(408, 409). De plus, alors que l’étendue de la protection du PPV23 couvrait initialement environ 

15% plus de sérotypes responsables d’infections invasives que le PCV13 en Occident, depuis 

l’introduction de ce dernier l’écart de couverture s’est élargi jusqu’à 37% (410-412). 

 

1.2.2.3 Programme de vaccination contre le pneumocoque 

En Amérique du Nord, les programmes de vaccination prévoient entre 3 et 4 doses de 

vaccin conjugué (Synflorix et/ou Prevnar 13) pour les enfants de moins de 2 ans et au moins une 

dose de vaccin à polysaccharides (Pneumovax 23) chez les adultes de plus de 65 ans. Les personnes 

avec certaines conditions médicales qui les rendent plus à risque d’infections au pneumocoque 

peuvent également recevoir un vaccin à polysaccharides ou conjugué. 

 

1.2.3  Mécanismes d’immunisations contre S. pneumoniae 
Plusieurs types de lymphocytes B et T contribuent à l’immunisation naturelle et acquise 

contre le S. pneumoniae. Les lymphocytes B se répartissent en 2 classes de fonctions et phénotypes 

différents, soit les cellules conventionnelles (B-2) qui composent la majorité des lymphocytes B 

et les cellules de type inné (B-1) (Figure 1.8) (413, 414). Une fonction essentielle des cellules B-

1 est la production spontanée d’anticorps naturels de types IgM et IgG3 spécifiques à certains 
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antigènes endogènes (Thy-1, PtC) et étrangers, dont certaines composantes de S. pneumoniae 

(PPS3 et PC) (413, 414). 

 
Figure 1.8 – Caractérisation phénotypique et fréquence des lymphocytes B matures de rates de souris. 

© Reproduit de Baumgarth N. Nat Immunol Rev, 2011. Avec la permission de Springer Nature. 
 

1.2.3.1 Lymphocytes B-1 

Selon le profil d’expression de l’antigène CD5, Les cellules B1 se subdivisent en 2 types 

de cellules, soit les cellules B-1a (CD5+) et B-1b (CD5-). Alors que l’immunité naturelle confère 

une protection rapide, mais de courte durée, l’immunisation acquise est requise pour une protection 

durable et robuste contre des titres élevées de bactéries S. pneumoniae. À cet effet, les cellules B-

1a sont essentielles à la production d’anticorps naturels réactifs contre PPS3, un antigène majeur 

de la capsule de la souche WU2 de S. pneumoniae incluse dans le vaccin PPV23, alors que les 

cellules B-1b sont requises à la réponse humorale en réponse à l’immunisation spécifique au même 

antigène, chez la souris (415). La commutation isotypique, principalement via l’isotype IgG3, est 

essentielle à la protection contre le pneumocoque conféré par l’immunisation avec le PPV23 (416-

419). Chez l’humain, alors que les mécanismes d’immunisation indépendants des cellules T par le 

PPV23 ne sont pas totalement définis (420), les cellules B-1 semblent jouer un rôle important tôt 

suivant la vaccination (421). Notamment, la diminution des pools de cellules B-1 avec l’âge est 

consistant avec une susceptibilité accrue aux infections à pneumocoque (422, 423). 
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1.2.3.2 Immunisation dépendante des lymphocytes T 

Contrairement aux vaccins à polysaccharides qui stimulent la production d’anticorps 

directement depuis les cellules B, les vaccins conjugués requièrent l’intervention des lymphocytes 

T pour maximiser leur efficacité d’immunisation. En effet, suivant la vaccination, les complexes 

protéines-polysaccharides sont internalisés par les cellules dendritiques ou les cellules B et 

transportés aux nœuds lymphatiques où les réponses immunitaires sont engagées avec les 

lymphocytes T auxiliaire Th2 de sorte à favoriser la prolifération et la commutation isotypique des 

lymphocytes B via la production des cytokines IL-4, IL-5 et IL-6 (424, 425). Ce type de vaccin, 

étant plus immunogénique, est utilisé préférentiellement chez les jeunes enfants (409). Néanmoins, 

malgré son mécanisme d’immunisation indépendant des cellules T, l’utilité du PPV23 est mise en 

évidence par différentes études cliniques de larges cohortes qui démontrent l’impact bénéfique de 

la vaccination au PPV23 sur la réduction de la mortalité par pneumonie (426-428). 

 

1.2.3.3 L’axe adénosinergique et la commutation isotypique 

Peu d’études se sont intéressées au rôle de CD73 et de l’adénosine dans la pathogénèse des 

infections à pneumocoque. D’abord, une étude rapporte un rôle bénéfique de CD73 dans un 

modèle murin d’infection pulmonaire de S. pneumoniae en limitant les réactions inflammatoires 

exagérées et délétères via l’activité régulatrice de l’adénosine sur le recrutement de leucocytes 

polymorphonucléaires inflammatoires (429). 

 

D’autres études suggèrent un rôle de CD73 dans la commutation isotypique des 

lymphocytes B, un processus important pour l’efficacité d’immunisation contre S. pneumoniae. 

D’abord, comparativement à CD39, l’expression de CD73 est peu commune sur les lymphocytes 

B. Dans les souris de souche C57Bl/6, environ 50% des cellules B-1 expriment CD73 alors que 

les lymphocytes conventionnels B-2 sont presque tous négatif pour l’enzyme (430). L’expression 

de CD73 est cependant régulée de façon développementale sur les lymphocytes B humains. En 

effet, les niveaux de CD73, mais pas de CD39, sont significativement plus faibles sur les cellules 

B naïves circulantes des nouveau-nés comparativement aux adultes (431) et sont associés avec la 

commutation isotypique des lymphocytes B naïfs et mémoires humains (432). In vitro, 

l’expression de CD73 est régulée positivement par l’IL-21, l’activation du BCR et la signalisation 

TLR et favorise la commutation isotypique des lymphocytes B conventionnels (B-2) (432). De 
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façon consistante, les lymphocytes B des patients atteints d’hypogammaglobulinémie commune, 

ou déficit immunitaire commun variable (CVID), qui démontrent une déficience dans le processus 

de commutation isotypique, présentent des niveaux diminués d’expression de CD73, mais pas de 

CD39 (432). Cependant, une étude récente rapporte un rôle négatif de la signalisation 

adénosinergique dans la commutation de classe des cellules B présentes dans les centres germinaux 

(433). En effet, le récepteur A2a sur les lymphocytes T CD4 limite l’accumulation de cellules T 

folliculaires dans les centres germinaux de sorte à altérer la prolifération et la commutation 

isotypique de type IgG1 des lymphocytes B (433). 

 

1.2.4  Synthèse du chapitre 
En résumé, bien que la vaccination ait grandement aidée à réduire l’impact populationnel 

néfaste des infections à S. pneumoniae, le pneumocoque demeure une source de préoccupation à 

l’échelle mondiale, notamment à cause de l’émergence de souches résistantes aux antibiotiques et 

à l’efficacité d’immunisation limitée dans certaines populations à risque. L’identification de 

mécanismes modulables afin d’améliorer l’efficacité de vaccination dans ces populations demeure 

donc hautement pertinent. 
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1.3 La leucémie lymphoïde chronique 

La leucémie lymphoïde chronique (LLC) est la leucémie la plus commune dans les pays 

occidentaux (Figure 1.9) et le nombre de nouveaux cas a plus que doublé depuis 1990 (434). La 

LLC est la leucémie la plus commune chez les adultes, l’incidence augmente avec l’âge et les 

hommes sont presque deux fois plus susceptibles d’en être atteint que les femmes (434, 435). De 

plus, de façon générale, les femmes présentent une LLC moins agressive, répondent mieux aux 

thérapies et possèdent de meilleures chances de survie que les hommes (435, 436).  Bien que le 

taux de survie à 5 ans est de plus de 80% lorsque diagnostiquée précocement, l’évolution de la 

maladie est hautement variable d’un patient à l’autre, difficilement prévisible, largement incurable 

et offre un mauvais pronostic à des stades avancés (437, 438). Puisque les patients sont 

généralement âgés, la stratégie de prise en charge médicale s’initie par une surveillance sans 

interventions thérapeutiques jusqu’à ce que la leucémie devienne progressive ou symptomatique 

(437). 

 

 

 

Figure 1.9 – Proportion des cas de 
leucémies selon le type et la localisation 
géographique en 1990 (bar du dessus) et 
2017 (bar du dessous). ALL=Acute 
Lymphoblastic Leukemia; CLL=Chronic 
Lymphocytic Leukemia; AML=Acute 
Myeloid Leukemia; CML=Chronic 
Myeloid Leukemia; SDI=index 
sociodémographique. 
© Dong et al. Exp Hematol Oncol, 2020. With 
permission from Springer Nature.
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1.3.1  Pathophysiologie 

La LLC est caractérisé par l’accumulation de lymphocytes B monoclonaux matures dans 

le sang, la rate, la moelle osseuse et les nœuds lymphatiques (439). Aucun oncogène universel n’a 

été identifié comme étant responsable de l’initiation de la LLC, mais la nature monoclonale de la 

maladie suggère la présence de facteurs, notamment la stimulation antigénique, qui influencent la 

prolifération des clones précurseurs de la maladie. En effet, étant donné le nombre élevé de 

possibilités de recombinaison des gènes encodant pour les chaines variables des immunoglobulines 

(Ig) des lymphocytes B, il est surprenant de constater une recombinaison presqu’entièrement 

identique des régions déterminant la complémentarité (CDR3) dans plusieurs patients atteints de 

la LLC (440). En effet, plusieurs études rapportent une grande similarité de réarrangement 

génétique des Ig entre plusieurs patients, ce qui suggère fortement qu’un ensemble d’antigènes, 

toujours inconnus, soit au moins en partie responsable de la sélection de clones leucémiques dans 

la LLC (441-443). D’ailleurs, l’activation soutenue du BCR protège les cellules leucémiques de 

l’apoptose induite par la fludarabine via la phosphorylation prolongée de ERK et Akt ainsi que la 

surexpression de la protéine de survie MCL-1 (444). De plus, plusieurs facteurs environnementaux 

tel que CD40L, BAFF, IL-6, IL-4 et TNF-α fournissent des signaux de survie aux cellules 

leucémiques et les protègent de l’apoptose (445). L’importance du microenvironnement dans la 

pathophysiologie de la LLC est mise en évidence par l’induction spontanée d’apoptose des cellules 

leucémiques lorsque cultivées in vitro en absence de cellules stromales nourricières (nurse-like) 

(446-448). Enfin, bien que la maladie présente une évolution variable d’un patient à l’autre, 

certaines composantes phénotypiques, sériques et génétiques peuvent servir de valeur pronostique 

et aider dans l’orientation des options thérapeutiques.  

 

1.3.1.1 Diagnostic 

La LLC se diagnostique via un bilan sanguin et une analyse phénotypique. La leucémie est 

confirmée selon ces deux critères : (#1) une lymphocytose caractérisée par la présence de plus de 

5000 lymphocytes B monoclonaux par microlitre de sang et (#2) l’apparence majoritaire de petites 

cellules matures avec un large noyau dense (438). La clonalité doit être confirmée par cytométrie 

en flux de sorte à vérifier la restriction de l’expression des chaînes légères kappa et lambda des Ig 

(438). Une biopsie de nœuds lymphatiques et/ou de moelle osseuse peut être requise si l’analyse 

phénotypique du sang périphérique se montre non-concluante. 
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1.3.1.2 Présentation phénotypique 

Bien que l’origine cellulaire de la LLC demeure incertaine chez l’humain (449), les cellules 

leucémiques présentent à leur surface une combinaison d’antigènes qui permet de les différencier 

d’autres populations lymphocytaires et d’autres types de leucémies. En plus d’exprimer les 

antigènes CD20, CD19 et CD23, contrairement aux lymphocytes B normaux, les lymphocytes B 

leucémiques expriment aussi l’antigène CD5, habituellement présenté par les lymphocytes T 

(450). 

 

1.3.1.3 Composantes moléculaires, sériques et cytogénétiques 

Plusieurs composantes moléculaires, sériques et cytogénétiques sont utilisées comme 

marqueurs pronostique de l'agressivité de la maladie (Figure 1.10), mais la présence de l’un ou 

plusieurs de ces facteurs ne correspond pas à un motif valable d’initiation de traitement (438, 450). 

Les marqueurs les plus souvent utilisés pour orienter la réponse aux thérapies sont les suivants : 

(#1) l’expression de CD38 sur les cellules leucémiques, (#2) le statut mutationnel de la région 

variable des chaînes lourdes des immunoglobulines de surface (IGHV), (#3) la délétion du 

chromosome 17p (del17p) ou le statut mutationnel de TP53. L’expression de ZAP-70 ou de 

CD49d, la complexité du caryotype ainsi que le statut mutationnel des gènes NOTCH1, SF3B1 et 

ATM sont parfois utilisés en essais cliniques pour renseigner sur le pronostic des patients, mais 

sont rarement utilisés en pratique. 

 
Figure 1.10 – Composantes à valeurs pronostiques dans la LLC. 
© Reproduit de Gribben J. Blood, 2018. Avec la permission de Elsevier. 
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Une importante étude publiée en 1999 trouve une association négative dans la survie des 

patients atteints de la LLC et le niveau d’expression de l’antigène CD38 et le statut mutationnel 

d’IGHV (352). D’abord, l’expression de CD38 sur plus de 20-30% des cellules leucémiques est 

associée à une LLC plus agressive, qui répond moins bien à la chimiothérapie et à une survie 

globale grandement diminuée (352, 451-455). De façon mécanistique, CD38 est impliqué dans la 

recirculation, depuis la circulation sanguine vers les organes lymphoïdes, des cellules leucémiques 

en interagissant avec l’axe CXCR4-SDF1 (CXCL12) (456). CD38 est aussi impliqué dans 

l’amplification de la signalisation du BCR, ce qui favorise la prolifération et la survie des cellules 

leucémiques (457-459). Le potentiel thérapeutique de cibler CD38 pour le traitement de la LLC 

n’est cependant démontré que très récemment avec un anticorps monoclonal, le daratumumab, et 

n’est donc pas encore utilisé en clinique (342). Ensuite, le statut mutationnel des gènes qui 

encodent pour les IGHV sépare les patients atteints de la LLC en deux catégories de risque 

distinctes. En effet, les patients dont la population clonale de cellules leucémiques présente au 

moins 98% d’homologie entre la région variable et homologue des cellules germinales sont 

caractérisés d’une LLC non-mutée (460) qui est associé à un mauvais pronostic (352, 461, 462). 

 

Les altérations génomiques qui caractérisent les LLC qui répondent le moins aux thérapies 

et réfèrent aux pires pronostics concernent le gène suppresseur de tumeur TP53. La protéine p53 

est impliquée dans une multitude de processus biologique dont la régulation du cycle cellulaire, de 

l’apoptose et la réparation de l’ADN (463). Les mutations du gène TP53 prédisposent donc à 

l’apparition de néoplasmes et sont retrouvées dans plus de 50% des cancers humains (464, 465). 

Chez les patients atteints de la LLC, la perte de fonction de p53 associée à un mauvais pronostic 

est décrite via deux mécanismes : (#1) via del(17p) sur lequel se trouve le locus de TP53 ou (#2) 

via des mutations ponctuelles (466-470). La majorité des aberrations d’inactivation de TP53 chez 

les patients atteints de la LLC conjugue une mutation sur l’un des allèles et une del(17p) sur l’autre 

(471). Puisque les aberrations de TP53 sont souvent associées à l’évolution de la maladie et sont 

plus fréquentes chez les patients à des stades avancés ou réfractaires, la réévaluation du statut 

mutationnel de TP53 est recommandée à plusieurs stades de la prise en charge thérapeutique (472-

475). D’autres altérations génomiques un peu moins sérieuses concernant le pronostic, mais 

fréquemment décrites concernent la délétion du chromosome 11q ou 13q ainsi que la trisomie 12 

(470, 474, 476, 477). Alternativement, des mutations dans les gènes codant pour NOTCH1, SF3B1 
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et ATM sont aussi fréquemment observées chez les patients qui présentent une LLC plus agressive 

(469, 474, 478-488). Enfin, la présence de plusieurs altérations génomiques conjuguées accentue 

négativement la valeur pronostique de ceux-ci (467, 474, 489, 490).  

 

Finalement, la protéine kinase ZAP-70 est trouvée préférentiellement exprimée dans les 

cellules leucémiques avec un statut IGHV non-muté (462). ZAP-70 est impliquée dans la 

potentialisation du signal BCR dans les cellules leucémiques (491, 492). Étant donné l’importance 

de la signalisation BCR dans la survie des cellules leucémiques, l’expression de ZAP-70 dans les 

cellules leucémiques offre également un mauvais pronostic aux patients atteints de LLC (493-496). 

Par ailleurs, certaines études rapportent l’expression de l’intégrine alpha 4, ou CD49d, comme un 

puissant marqueur de mauvais pronostic indépendamment de l’expression de ZAP-70 et CD38 

lorsqu’analysés par cytométrie en flux (497-499). Une étude récente suggère qu’en plus de servir 

de biomarqueur, CD49d est dynamiquement régulé et contribue à la progression de la leucémie 

(500). Finalement, la présence élevée de plusieurs marqueurs solubles indique également un 

mauvais pronostic tels que les niveaux sériques de β2-microglobuline, de thymidine kinase et de 

CD23 (501-510). 

 

1.3.1.4 Syndrome de Richter 

Le syndrome de Richter caractérise la transformation de la LLC en lymphome diffus à 

grandes cellules B (DLBCL) qui survient dans 2 à 15% des cas (438). Les patients chez qui arrivent 

cette transformation présentent généralement un mauvais pronostic, surtout s’ils ont préalablement 

reçu des traitements pour la LLC (438). La réponse thérapeutique aux traitements conventionnels 

pour traiter le DLBCL est généralement de courte durée et les patients sont donc encouragés à 

participer à des essais cliniques ou à tenter l’allogreffe de moelle osseuse (511). 

 

1.3.2  Classification de la LLC 

Suivant le diagnostic, il existe deux systèmes de classification de la LLC qui aident à 

stratifier le niveau de risque et guider la prise en charge thérapeutique, soit le système Rai et le 

système Binet (512), préférentiellement utilisés en Amérique du Nord et en Europe respectivement 

(tableau 3.1). Les deux systèmes sont facilement utilisables en clinique, reposent uniquement sur 

une évaluation physique et un décompte sanguin et guident l’initiation des traitements 
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thérapeutiques (513-515). Alors que des données sur la présence ou l’absence de bénéfice sur la 

survie des patients traités tôt avec des agents thérapeutiques novateurs manquent toujours, encore 

aujourd’hui, un suivi médical à chaque 3-12 mois sans intervention thérapeutique est indiqué pour 

les patients asymptomatiques qui présentent une leucémie précoce (438). 

 

1.3.2.1 Système Rai et Binet 

Le système Rai, initialement défini selon 5 niveaux en 1975 (516) et modifié en 1987 (517) 

pour faciliter son utilisation clinique, propose une classification en 3 groupes de risque selon le 

niveau de lymphocytose et la taille des organes lymphoïdes évaluée par palpation (Tableau 1.4). 

Le système Binet, défini en 1981, s’est proposé comme alternative simplifiée en classant les 

patients atteints de la LLC en 3 groupes plutôt que 5, comme initialement suggéré par Rai et al. 

(512). Similairement au système Rai, le système Binet repose sur la présence ou non d’anémie ou 

thrombocytopénie ainsi que sur l’hypertrophie des organes lymphoïdes, mais répertorie les patients 

selon la localisation anatomique de ces organomégalies. Les sites d’organomégalies sont définis 

ainsi : (#1) la tête et le cou, (#2) les régions axillaires, (#3) les régions inguinales, (#4) la rate et 

(#5) le foie (tableau 3.1) (450). 

 

 

Tableau 1.4 – Systèmes Rai et Binet utilisés pour la 
classification du niveau de risque des patients atteints 
de la LLC. Hb=hémoglobine. a Le système Binet 
classifie 5 sites lymphoïdes potentiels, soit les aires 
cervicales, axillaires, inguinales (qu'elles soient 
unilatérales ou bilatérales), la rate et le foie. 
© Reproduit de Eichhorst et al. Ann Oncol, 2021. Avec la 
permission de Elsevier.

 

1.3.3  Prise en charge thérapeutique 

Sauf en cas d’absence d’évidences de LLC active ou symptomatique, les patients classés 

dans les stades intermédiaires ou avancés du système Rai ou dans les stades B ou C du système 

Binet nécessitent généralement une intervention thérapeutique (450). La leucémie est dite 
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« active » ou progressive et requiert l’initiation des traitements si au moins un de ces critères est 

rencontré : (#1) aggravation de l’anémie et/ou thrombocytopénie, (#2) splénomégalie progressive 

ou massive, (#3) adénopathie progressive ou massive, (#4) lymphocytose progressive, (#5) anémie 

auto-immune qui ne répond pas ou peu aux corticostéroïdes, (#6) présence de symptômes (perte 

de poids non-intentionnelle, fatigue, fièvre prolongée, sueurs nocturnes). Les facteurs de risques 

génétiques, l’âge, la condition physique, la durée et la disponibilité des différentes thérapies sont 

discutés avec le patient afin de choisir la meilleure option thérapeutique. 

 

1.3.3.1 Évaluation de la réponse clinique 

Les réponses aux thérapies des leucémies actives sont évaluées via l’analyse de la 

composition sanguine et de la moelle osseuse et sont caractérisées selon 6 stades : (#1) rémission 

complète, (#2) rémission partielle, (#3) progression, (#4) stable, (#5) rechute et (#6) réfractaire 

(450). Les critères qui définissent les différentes réponses cliniques sont décrits dans le tableau 

3.2. De plus, pour être considéré en rémission complète, la LLC doit répondre à plusieurs critères 

(Tableau 1.5) au moins 2 mois suivant la fin de la thérapie. Alors qu’en pratique clinique une 

simple évaluation physique suffit, l’évaluation de l’hypertrophie des organes est préférablement 

vérifiée par analyses tomodensitométriques dans les essais cliniques. La maladie résiduelle 

minimale (MRD) mesurée par cytométrie en flux via une biopsie de moelle osseuse, définie par 

moins d’une cellule leucémique par 10 000 leucocytes, est également couramment utilisée dans 

les essais cliniques pour valider les rémissions complètes (450). Les patients dont la LLC n’est pas 

progressive, mais qui n’atteignent pas la rémission complète ou partielle présentent alors une 

maladie stable (450). Finalement, les patients dont la LLC est dite stable, réfractaire ou en rechute 

présentent tous un échec thérapeutique. 

 
Tableau 1.5 – Critères définissant les types de réponses cliniques possibles suivant le traitement de la LLC. 
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1.3.3.2 Chimiothérapie 

Plusieurs agents chimiothérapeutiques sont approuvés pour le traitement de première et 

seconde ligne de la LLC. Le chlorambucil, un agent alkylant anticancéreux, s’est d’abord imposé 

comme thérapie standard de première ligne, mais son utilisation est désormais préférentiellement 

réservée à des fins palliatives chez les patients âgés dont la condition physique ne permet que ce 

traitement (437). En comparaison à la chlorambucil, la fludarabine, un analogue de purine, génère 

de meilleurs taux de réponse clinique lorsqu’utilisée en monothérapie (518). D’autres agents 

alkylants comme la bendamustine et le cyclophosphamide ont également démontré une certaine 

efficacité dans le traitement de la LLC (519-522). Lorsqu’utilisés en monothérapie, les agents 

chimiothérapeutiques traditionnels ne prolongent cependant pas la survie des patients atteints de 

la LLC et sont donc généralement utilisés en combinaison avec d’autres thérapies anti-cancéreuses. 

 

1.3.3.3 Anticorps monoclonaux 

Le développement d’anticorps monoclonaux qui ciblent l’antigène CD20 a grandement 

révolutionné l’approche thérapeutique des cancers hématologiques des lymphocytes B, notamment 

pour les patients atteints de LLC. Le rituximab, un anticorps chimérique approuvé en 1997 pour 

le traitement des lymphomes non hodgkiniens, est le premier anticorps monoclonal anti-cancéreux 

approuvé par la FDA et fait toujours parti des anticorps monoclonaux les plus utilisés à ce jour 

(523). Le rituximab est approuvé pour le traitement de la LLC en 2010 lorsque son utilisation en 

première ligne en combinaison à la chimiothérapie standard démontre une amélioration de la survie 

globale, une première dans le traitement de cette leucémie à ce moment (524). De façon 

mécanistique, l’activité thérapeutique du rituximab repose d’une part sur l’induction de l’apoptose 

suivant son engagement avec l’antigène CD20 exprimé à la surface des cellules leucémiques (525). 

D’autre part, comme plusieurs anticorps monoclonaux, le rituximab aide à éliminer les cellules 

leucémiques via l’activation du complément (CDC) ainsi que par l’engagement de l’activité 

cytotoxique des cellules immunitaires NK et macrophages (ADCC) (526-531). 

 

Certaines études ont cependant identifié plusieurs mécanismes de résistance aux rituximab, 

notamment via la perte d’activité du complément (532, 533). En effet, deux études indépendantes 

montrent que l’administration de plasma de sujet sains, afin de supplémenter les protéines du 

complément, chez des patients réfractaires aux thérapies sensibilisent la LLC au rituximab (534, 
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535). Ainsi, d’autres anticorps monoclonaux ciblant l’antigène CD20 avec de meilleures propriétés 

pharmacologiques ont été développés. Par exemple, l’ofatumumab et l’obinutuzumab sont tous 

deux des anticorps monoclonaux humanisés approuvés pour le traitement de la LLC qui 

démontrent une meilleure activité cytotoxique dépendante du complément en comparaison au 

rituximab (536, 537). Toutefois, il demeure possible que ces anticorps monoclonaux rencontrent 

d’autres limitations en clinique concernant l’expression de l’antigène CD20 à la surface des 

cellules leucémiques. En effet, l’exposition prolongée au rituximab induit une désensibilisation 

des cellules B leucémiques à l’activité pro-apoptotique de celui-ci, via la modulation des protéines 

pro- et anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 (538, 539). De plus, la modulation négative de 

l’expression de l’antigène CD20 et l’internalisation rapide du rituximab par les lymphocytes B ont 

également été décrits comme facteurs important dans la limitation de l’activité thérapeutique du 

rituximab chez les patients atteints de la LLC (533, 540-543). 

 

Alternativement, l’alemtuzumab, soit un anticorps monoclonal humanisé ciblant l’antigène 

CD52 exprimé à la surface de la plupart des cellules leucémiques (544), a été approuvé par la FDA 

en 2001 pour le traitement de la leucémie chronique myéloïde. Son efficacité thérapeutique est 

ensuite abondamment testée dans le traitement de la LLC et l’alemtuzumab se montre efficace 

chez les patients réfractaires à la chimiothérapie, de stades avancés ou du groupe de risque élevé 

muté pour TP53 (545-548). 

 

1.3.3.4 Inhibiteurs de tyrosine kinases 

L’observation d’un pronostic moins favorable chez les patients dont la signalisation des Ig 

demeure intact (IGHV non-muté) témoigne de l’importance de la signalisation du BCR dans la 

survie et la prolifération des cellules leucémiques. Plus précisément, la signalisation du BCR est 

propagée via l’activation de plusieurs tyrosine kinases telles que BTK, SYK et PI3K-δ (549). 

Ainsi, le ciblage de molécules impliquées dans la signalisation du BCR, plus particulièrement BTK 

et PI3K, a révolutionné la prise en charge thérapeutique de la LLC. Notamment, l’idelalisib et le 

duvelisib sont tous deux des inhibiteurs des isoformes PI3K-δ et PI3K-γ respectivement et sont 

approuvés dans le traitement de la LLC (550-554). 
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Contrairement à l’isoforme PI3K-δ, la tyrosine kinase BTK n’est pas exprimée dans les 

lymphocytes T (549) et est surexprimée dans les cellules leucémiques comparativement aux 

lymphocytes B normaux (445). L’ibrutinib est un inhibiteur sélectif de BTK qui bloque l’activation 

de la signalisation de survie dépendante des MAPK, de PI3K et de NF-κB (445). Plusieurs essais 

cliniques démontrent son efficacité supérieure à plusieurs autres thérapies dont le chlorambucil et 

l’ofatumumab (555, 556). L’efficacité thérapeutique de l’ibrutinib est cependant compromise 

suivant l’acquisition de mutations de BTK chez certains patients réfractaires qui leur confère alors 

un mauvais pronostic suivant l’arrêt de la thérapie (557-559). Pour surmonter cette résistance, des 

stratégies qui visent la dégradation de l’enzyme BTK sont en développement, dont un inhibiteur 

de la protéine chaperonne Hsp90 (560). Alternativement, l’acalabrutinib, un inhibiteur irréversible 

de BTK qui présente une plus grande sélectivité que l’ibrutinib, a récemment été approuvé pour le 

traitement de patients avec une LLC en rechute (561-563). 

 

Comparativement au rituximab et à la chimiothérapie, une vaste étude américaine démontre 

que l’ibrutinib utilisé seul augmente d’environ 10 fois les risques de fibrillations auriculaires et 

d’entre 2 à 6 fois les risques de saignements hémorragiques (564). Une autre étude récente rapporte 

une prise de poids importante chez les patients atteints de la LLC traité avec l’ibrutinib (565). 

Alors qu’il demeure incertain si la prise de poids est un effet indésirable de la thérapie ou est 

tributaire de la réponse thérapeutique et la résolution de la cachexie induite par la LLC, une 

observation similaire est rapportée chez les patients atteints de la LLC traités avec l’acalabrutinib 

(561). Étant donné que presque la moitié des patients atteints de la LLC présentent au moins une 

comorbidité cardiovasculaire au moment du diagnostic et qu’un décès sur quatre est associé à des 

comorbidités, la prise de poids attribué à ces thérapies n’est donc pas forcément sans conséquence 

(566). 

 

1.3.3.5 Inhibiteurs de protéines anti-apoptotiques 

La protéine Bcl-2 fait partie d’une famille de protéines impliquées dans la régulation de 

l’apoptose cellulaire et favorise la survie des cellules cancéreuses via son rôle anti-apoptotique 

(567). En effet, son activité est associée à la résistance au rituximab dans certaines lignées 

cancéreuses de lymphocytes B (539). Ainsi, le venetoclax, un inhibiteur de Bcl-2, a démontré une 

efficacité thérapeutique entre autres chez les patients réfractaires à la chimiothérapie et les patients 
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à mauvais pronostic (IGHV non-muté ou del(17p)) (568-570). Néanmoins, l’étude de patients 

réfractaires révèle plusieurs altérations métaboliques et génomiques dont la surexpression des 

protéines de survie Bcl-XL et MCL-1 ainsi que diverses mutations du gène encodant pour Bcl-2 

qui confère une résistance au venetoclax (571-575). 

 

1.3.3.6 Allogreffe de moelle osseuse 

L’allogreffe de moelle osseuse réfère à la transplantation de cellules souches 

hématopoïétiques d’un donneur d’HLA compatible afin de remplacer les cellules leucémiques 

d’un patient atteint de la LLC. L’allogreffe représente l’unique option thérapeutique 

potentiellement curative de la LLC, mais les complications associées aux traitements de 

conditionnement à fortes doses pré-transplantation et les risques de rejets post-transplantation 

limitent l’applicabilité de cette pratique thérapeutique (576). L’allogreffe est envisageable, en 

traitement de seconde ligne, pour les patients moins âgés qui ne présentent pas de comorbidités, 

dont la réponse aux traitements de première ligne est de courte durée et qui appartiennent à des 

groupes de risques élevés ou dont la LLC s’est transformée en DLBCL (Syndrome de Richter), 

selon la disponibilité de donneurs compatibles (576). 

 

1.3.3.7 Combinaisons thérapeutiques de première et seconde ligne 

La réponse thérapeutique est généralement plus importante dans le traitement de la LLC 

lorsque plusieurs agents anticancéreux sont combinés (524). Par contre, puisque le régime FCR 

(fludarabine, cyclophosphamide et rituximab) est mal tolérée chez les patients âgés de plus de 65 

ans et génère une réponse moins durable chez les patients qui présentent des Ig non-mutées, il est 

possible de substituer la fludarabine et le cyclophosphamide par la bendamustine (BR; 

bendamustine et rituximab) ou de combiner l’ibrutinib à l’obinutuzumab comme option plus 

tolérable pour ces patients (577, 578). Pour les patients âgés dont la condition physique le permet 

ou les patients à risques élevés au statut IGHV non-muté, puisque l’ajout du rituximab aux 

inhibiteurs de tyrosines kinases n’apporte pas d’avantage thérapeutique additionnel, l’ibrutinib en 

monothérapie demeure le traitement de choix (579-581). Pour leur part, les patients qui présentent 

une del(17p) ou une mutation de TP53 sont généralement réfractaires au régime FCR de base et 

s’offre alors à eux l’ibrutinib, le venetoclax en combinaison à l’obinutuzumab ou l’idelalisib en 
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combinaison au rituximab (437). Un algorithme décisionnel tel que présenté au tableau 1.6 résume 

les alternatives disponibles de traitement en première intention. 

 
Tableau 1.6 – Algorithme décisionnel du choix des traitements de première ligne pour les patients atteints de la LLC. 
M=muté, U=non-muté (unmutated). FCR=fludarabine, cyclophosphamide et rituximab. *Temps de traitement fixe ou 
continu à discuter avec le patient. 
© Reproduit et modifié à partir de Hallek M. Am J Hematol, 2019. Avec la permission de John Wiley and Sons. 

 

Enfin, le choix de thérapie de seconde ligne dépend en partie de l’étendue de la réponse 

observée en première ligne. Si la durée de rémission est de plus de 3 ans, la même combinaison 

thérapeutique utilisée en première ligne peut alors être réemployée (437, 438, 450). Par contre, 

pour les patients réfractaires aux thérapies de première ligne dont la réponse est de courte durée 

(moins de 3 ans), il est nécessaire de changer d’options thérapeutiques, encore une fois en fonction 

de la condition physique des patients et du groupe de risque associé à la LLC. 

 

1.3.4  Composantes immunologiques et immunothérapies 

Plusieurs altérations immunologiques sont rapportées chez les patients atteints de la LLC 

qui favorise la croissance tumorale via une diminution du contrôle immunologique anti-tumoral. 

D’abord, des études rapportent une augmentation de la fréquence de cellules Tregs chez les 

patients atteints de la LLC en comparaison à des sujets sains et une corrélation entre l’accumulation 

des Tregs et l’avancement de la maladie, ce qui suggèrent qu’une augmentation de la tolérance 

immunologique favorise la progression de la LLC (582-587).  Ensuite, l’expression élevée des 

points de contrôle immunologique PD-1, TIGIT et CTLA-4 à la surface des lymphocytes T 

circulants des patients atteints de la LLC suggère l’acquisition d’un phénotype d’épuisement 

suivant la progression de la maladie (588-590). De plus, les lymphocytes T des patients atteints de 

la LLC ont été rapportés comme étant dysfonctionnels dans la formation de synapses 

immunologiques avec les cellules leucémiques (591). En effet, des études rapportent que 

6 | SELECTING THE RIGHT TREATMENT:
HOW TO TREAT CLL?

6.1 | Parameters to be considered

Given the impressive number of choices, the selection of the optimal

treatment of a given CLL a patient has become a task that requires

experience, a good clinical judgment and an appropriate use of diag-

nostic tools.

In addition to leukemia-related parameters, the newer agents may

induce a number of specific effects. Therefore, the pre-existing com-

orbidities (eg, cardiomyopathies, arrhythmia, renal failure), the

comedication (eg, CYP inhibitors, anticoagulants), and also the individ-

ual preference (time-limited vs indefinite treatment), and finally even

economic considerations need to be discussed with the patient when

it comes to the decision of treatment initiation.

Despite its efficacy and widespread use, indefinite ibrutinib mon-

otherapy of CLL patients comes with some essential drawbacks: an

increased financial burden, relatively high rates of cardiac arrhythmias,

as well as resistance mutations and rapid relapses after discontinua-

tion of the drug in some cases.188-190 Therefore it appears highly

important to create fixed-duration combination therapies with ven-

etoclax, ibrutinib and/or obinutuzumab that aim to achieve MRD-neg-

ative, durable responses while being safe and tolerable (Table 2).

The following parameters should be considered before rec-

ommending a treatment for CLL:

1. The clinical stage of the disease.

2. The symptoms of the patient.

3. The fitness and concomitant diseases of the patient, particular

with regard to the potential organ toxicity of the newer, targeted

agents.

4. The genetic risk of the leukemia.

5. The treatment situation (first vs second line, response vs non-

response to the last treatment).

Using these 5 parameters, the following recommendations can be

given:

6.2 | First line treatment

In a patient with advanced (Binet C, Rai III-IV) or active, symptomatic

disease, treatment should be initiated. In this situation, patients should

be evaluated for their physical condition (or comorbidity). For patients

in good physical condition (“go go”) as defined by a normal creatinine

clearance and a low score at the “cumulative illness rating scale”

(CIRS),191 some patients should still be offered combination therapies

such as FCR, in particular when the leukemic clone shows a mutated

IGVH gene (Figure 2).

Patients with an impaired physical condition (“slow go”) may be

offered either venetoclax plus obinutuzumab or ibrutinib mon-

otherapy or chlorambucil plus obinutuzumab. Currently, there is still

no clear evidence to favor one of these two options, as no survival

benefit has been documented for any of these 3 options. The poten-

tial side effects (eg, atrial fibrillation, tumor lysis, autoimmune disor-

ders) or the desire to use a fixed-duration therapy should be

discussed with the patient. The aim of therapy in this situation is

symptom control.

Patients with with del(17p) or TP53 mutations represent a some-

what different category. No chemoimmunotherapy should be applied

but the other options (venetoclax and obinutuzumab, ibrutinib,

idelalisib plus rituximab; Figure 2) usually offer a good, although not

definitive disease control. In these patients, an allogeneic stem cell

transplantation should be discussed at the first or second relapse.192

6.3 | Second line treatment: intensification or
optimal sequencing?

Figure 3 summarizes the principles of managing of patients at relapse

according to the duration of remission and the physical fitness. As a

general rule, the first-line therapy may be repeated, if the duration of

the first remission exceeds 36 months.

The choice is entirely different in treatment-refractory CLL

(as defined by an early relapse within 6 months after the last treat-

ment) and similar to cases with a chromosomal aberration del(17p). By

principle, the initial regimen should be changed since the second

F IGURE 2 Updated treatment
algorithm for CLL patients in first line
indications. M, mutated; U, unmutated
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l’inefficacité du contrôle anti-tumoral par les lymphocytes T peut être renversé de façon 

thérapeutique et met donc en évidence le potentiel clinique de l’immunothérapie pour le traitement 

de la LLC. 

 

1.3.4.1 Inhibiteurs de points de contrôle immunologique 

Plusieurs études rapportent le rôle de l’axe PD-1/PD-L1 dans la diminution des fonctions 

effectrices des lymphocytes T CD8 chez les patients atteints de la LLC (592). D’une part, 

l’expression de PD-L1 est trouvée augmentée sur les cellules leucémiques des patients atteints de 

la LLC en comparaison aux lymphocytes B de sujets sains (593). Également, l’interaction des 

cellules leucémiques avec leur microenvironnement est susceptible de réguler positivement 

l’expression de PD-L1 à leur surface (594). D’autre part, comparativement à des sujets sains, les 

patients atteints de LLC possèdent plus de lymphocytes T CD4 et CD8 qui expriment PD-1 (592). 

Par ailleurs, l’activation de la signalisation PD-1 dans les monocytes de patients atteints de la LLC 

altère leur activité métabolique glycolytique et leurs fonctions phagocytiques (595). Chez la souris, 

l’inhibition de PD-L1, le ligand du récepteur PD-1, dans un modèle de transfert adoptif de cellules 

leucémique murines (Eµ-TCL1) rétabli les fonctions effectrices, cytolytiques et de formation de 

synapses immunologiques des lymphocytes T CD8 en plus de retarder le développement de la 

LLC (596, 597). Finalement, deux études cliniques de phase 1 et 2 montrent une certaine efficacité 

du pembrolizumab et du nivolumab, deux anticorps monoclonaux ciblant PD-1, dans le traitement 

de la LLC (598, 599). Le taux de réponse demeure modeste et aucun inhibiteur de points de 

contrôle immunologique n’est encore approuvé pour le traitement de la LLC. 

 

1.3.4.2 Cellules T à récepteur antigénique chimériques (CAR T) 

Le transfert adoptif de CAR T dirigé contre l’antigène CD19 a révolutionné le traitement 

de certains néoplasmes hématologiques de cellules B (600). Alors qu’aucun CAR n’est encore 

approuvé pour le traitement de la LLC, certaines études décrivent leur potentiel thérapeutique. 

Notamment, une étude de cas révèle que l’utilisation d’un CAR dirigé contre CD19, qui exprime 

également le récepteur de costimulation 4-1BB (CD137), résulte en une rémission complète de 

plus de 10 mois chez un patient avec une LLC réfractaire (601). Plus récemment, après le transfert 

de CAR dirigé contre CD19 chez des patients réfractaires à l’ibrutinib ou au venetoclax, sur 24 

patients, 17 ont observé une rémission complète ou partielle (602). 
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1.3.5  L’axe adénosinergique 

 Alors que l’importance de l’axe adénosinergique dans la progression cancéreuse est surtout 

connue dans les tumeurs solides, quelques études décrivent l’hyperactivité de l’axe 

adénosinergique dans la LLC (Figure 1.11). 

 

 
Figure 1.11 – L’axe adénosinergique est régulé positivement dans la LLC. Les niches lymphoïdes de la LLC sont des 
environnements hypoxiques étant donné les niveaux élevés de HIF-1α qui est connu pour moduler positivement 
l’expression de plusieurs acteurs de l’axe adénosinergique sur divers types de cellules qui composent les niches. 
ADO=adénosine; MØ=macrophage; T=lymphocyte T; B-CLL=cellule leucémique de LLC.  
© Reproduit et modifié à partir de Vaisitti et al. Int J Mol Sci, 2018. Avec la permission de MDPI.

 

1.3.5.1 CD73 

 D’abord, lorsque vérifiée par immunohistochimie, l’expression de CD73 est trouvée 

restreinte aux foyers prolifératifs de la LLC et plus particulièrement sur les cellules leucémiques 

qui expriment de hauts niveaux du marqueur de prolifération Ki-67 (603). En effet, lorsqu’analysé 

par cytométrie en flux, environ un patient sur trois présente des cellules leucémiques circulantes 

dans le sang périphérique qui expriment CD73 (603). De façon surprenante, l’expression de CD73 

sur les cellules leucémiques est trouvée diminuée comparativement aux lymphocytes B normaux 

(604, 605). Toutefois, alors que le niveau d’intensité d’expression de CD73 varie grandement d’un 

patient à l’autre, son expression est associée à des plus hauts niveaux d’expression de CD38 et 

Int. J. Mol. Sci. 2018, 19, 1167 9 of 21

sequential steps of the AMP degradation chain downstream of CD73 are markedly upregulated in
response to hypoxia, as indicated by significant increases in the expression of CD26 together with
nucleoside transporters (ENT1 and ENT2) and A2A receptor. This expression profile suggests that
under hypoxic conditions, CLL cells upregulated the enzymatic machinery for ATP scavenging with
rapid degradation of ATP to inosine and subsequent cellular uptake. Consistently, CLL samples
collected from LN show a strong upregulation of CD73, CD26, ENT1-2, and A2A, which are expressed
at significantly higher levels compared to paired PB samples, fostering the idea of a strong ADO
signaling in the LN compartment [3].

Figure 2. ADO in the chronic lymphocytic leukemia (CLL) lymphoid niche is part of a complex network
of micro-environmental signals. The CLL niche is a hypoxic environment, as witnessed by high levels
of HIF1↵ compared to reactive lymph nodes (LN) from healthy individuals. HIF1↵ modulates the
adenosinergic axis both in bystander and CLL cells. These populations expressed on their cell surface
the enzymatic machinery to dismantle ATP/ADP/AMP, generating ADO. This nucleoside can exert
paracrine or autocrine effects, mediated at least in part through the binding to A2A receptor, or can be
dismantled to inosine.

5.2. Hypoxia Fosters the Adenosinergic Axis in “Not So Innocent” Bystander Cells of the Leukemic Niche

When CLL cells are cultured under hypoxic conditions, they do not accumulate ADO in the
extracellular space, likely because this nucleoside is rapidly converted to inosine, as the adenosine
deaminase activity is also upregulated under hypoxia. This observation suggests that the hypoxia-ADO
circuit is not merely restricted to leukemic cells through an autocrine self-fostering mechanism,
but involves other elements of the LN environment in a more complex network of interactions. Indeed,
hypoxia induces a strong upregulation of the adenosinergic axis also in nurse-like cells (NLCs), a type
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ZAP-70 sur les cellules leucémiques (603). Consistant avec la caractérisation d’une LLC plus 

agressive, une étude récente montre que l’expression de CD73 sur les cellules leucémiques corrèle 

positivement avec les niveaux de β2-microglobuline circulante (604). Finalement, cette même 

étude rapporte une meilleure survie globale pour les patients dont les cellules leucémiques 

expriment de faibles niveaux de CD73 avec un temps médian de survie prolongé de presque du 

double de celui des patients qui en expriment des hauts niveaux (604). 

 

1.3.5.2 CD39 

 Contrairement à CD73, l’enzyme CD39 est fortement exprimée sur les cellules 

leucémiques circulantes dans le sang périphérique chez tous les patients atteints de la LLC (603). 

En comparaison aux sujets sains, l’expression de CD39 est augmentée sur les lymphocytes T CD4 

et CD8 circulants ainsi que les Tregs et corrèle positivement avec le stade de la maladie (585, 605, 

606). Similairement à CD73, l’expression de Ki-67 est associée avec une augmentation de 

l’expression de CD39 (607). Cependant, des hauts niveaux d’expression de CD39 sur les cellules 

leucémiques des patients atteints de la LLC sont généralement associés à un meilleur pronostic 

(608). En effet, les patients qui possèdent une LLC avec un niveau d’expression de CD39 élevé 

présentent généralement une LLC de stade précoce et une survie sans traitement plus longue (606). 

De façon consistante, l’expression de CD39 sur les cellules leucémiques est enrichie chez les 

patients à faibles risques dont la LLC est caractérisée par un statut IGHV muté (609). Finalement, 

alors que les cellules leucémiques sont capables de dégrader l’ATP en ADP et en AMP de façon 

autonome vu l’expression ubiquitaire de CD39 à la surface des cellules, la présence d’au moins 

30% de cellules leucémiques qui expriment CD73 est requise pour la production significative 

d’adénosine (603). CD73 est donc l’enzyme limitante dans la conversion de l’ATP en adénosine 

par les cellules leucémiques de la LLC. 

 

1.3.5.3 Adénosine désaminase et transporteurs de nucléosides 

L’enzyme ADA qui est responsable de la désamination de l’adénosine en inosine peut être 

retrouvée de façon soluble ou membranaire via la protéine d’ancrage CD26. Alors que l’expression 

de CD26 membranaire est variable entre patients atteints de la LLC, son expression est associée à 

une plus courte survie sans traitement et corrèle avec les marqueurs de mauvais pronostic tels que 

CD38, CD49d, ZAP-70, la β2-microglobuline soluble et le statut IGHV non-muté (610-612). De 
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plus, les niveaux sériques élevés de CD26 solubles sont aussi associés à une survie sans traitement 

plus courte (613). De façon consistante, l’activité enzymatique d’ADA est supérieure chez les 

patients atteints de la LLC lorsque comparée à celle mesurée dans le sérum de sujets sains et corrèle 

avec certains marqueurs d’agressivité dont la β2-microglobuline (614). 

 

L’importance des transporteurs de nucléosides exprimés par les cellules leucémiques dans 

la LLC concerne principalement leur rôle dans la biodisponibilité des agents anti-cancéreux de 

type analogue de nucléoside comme la fludarabine. En effet, le transport intracellulaire de la 

fludarabine dépend principalement des transporteurs ENTs dont les niveaux d’expression sont 

associés à la cytotoxicité de la fludarabine ex vivo (615, 616). 

 

1.3.5.4 Récepteur A2a 

Le récepteur A2a est le principal récepteur à l’adénosine exprimé par les cellules 

leucémiques humaines, alors que les récepteurs A2b, A1 et A3 ne sont pratiquement pas exprimés 

au niveau génique (603). Comparativement aux lymphocytes B normaux de sujets sains, son 

expression est également trouvée augmentée sur les cellules leucémiques (603). Son rôle dans la 

pathophysiologie de la LLC a donc été étudié. 

 

D’abord, la signalisation A2a inhibe la chimiotaxie en réponse à la chimiokine SDF-1 

(CXCL12) via la régulation négative du récepteur CXCR4 et suggère alors que l’adénosine 

contribue à la rétention des cellules leucémiques dans les niches lymphoïdes qui supportent leur 

prolifération (603). Ensuite, la signalisation A2a prévient l’apoptose des cellules leucémiques 

induite par la chimiothérapie en modulant positivement et négativement l’expression des protéines 

MCL-1 et BAX respectivement et en diminuant l’activation de la protéine pro-apoptotique 

caspase-3 (603). Finalement, dans un modèle de transfert adoptif de cellules leucémiques de LLC 

de souris, l’inhibition de la signalisation adénosinergique médiée par le récepteur A2a rétablie les 

fonctions effectrices des lymphocytes T CD8 et prévient l’expansion des Tregs, sans toutefois pour 

autant retarder la progression tumorale (617). De façon intéressante, l’inhibition d’A2a augmente 

l’efficacité anti-tumorale du rituximab dans un modèle de lymphome murin en augmentant la 

phagocytose médiée par les macrophages (175). Il n’existe aucune information quant au rôle 

potentiel des autres récepteurs à l’adénosine dans la pathophysiologie de la LLC. 
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1.3.5.5 Hypoxie et adénosine 

Les cellules leucémiques de la LLC nécessitent la présence de cellules nourricières telles 

que les macrophages (MØ), les cellules mésenchymateuses stromales (MSC) ainsi que les cellules 

dendritiques folliculaires (FDC) dans les niches lymphoïdes pour proliférer (Figure 1.12). La 

faible teneur en oxygène qui caractérise ces niches de prolifération contribue à la pathophysiologie 

via la régulation du facteur de transcription HIF-1α (618). De par la régulation positive des acteurs 

de l’axe adénosinergique via HIF-1α, l’hypoxie renforce la signalisation adénosinergique dans les 

niches lymphoïdes et contribue à la génération d’un microenvironnement immunosuppressif 

(Figure 1.12) (619). En effet, l’expression de CD39, CD73, A2a, CD26 et ENTs est augmentée 

dans les échantillons de nœuds lymphatiques en comparaison au sang périphérique des patients 

atteints de la LLC (619). De plus, lorsque cultivées in vitro en condition hypoxique, les cellules 

nourricières tel que les macrophages augmentent leur production d’adénosine via l’expression de 

CD73 et la signalisation médiée par le récepteur A2a contribue à leur polarisation en type M2 

(619). Aussi, la culture in vitro en condition hypoxique de lymphocytes T dérivés de patients 

atteints de la LLC favorise l’accumulation de Tregs, la diminution des niveaux d’ARN messager 

d’IFN-γ ainsi que l’augmentation d’IL-10 et du récepteur PD-1 de manière dépendante de la 

signalisation A2a (619). Finalement, la signalisation adénosinergique médiée via le récepteur A2a 

contribue partiellement à la reprogrammation métabolique glycolytique des cellules leucémiques 

et des lymphocytes T dans les niches hypoxiques (619). 
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Figure 1.12 – Rôle immunosuppressif de l’adénosine dans la niche lymphoïde dans la LLC. Les cellules leucémiques 
peuvent circuler depuis la circulation périphérique jusqu’aux organes lymphoïdes en suivant un gradient de chimiokine 
dont SDF-1 (CXCL12). Dans la niche tumorale, les cellules leucémiques de la LLC entrent en contact avec des 
macrophages (MØ)/cellules nourricières (nurse-like), des cellules mésenchymateuses (MSC), des cellules 
dendritiques folliculaires (FDC) et les lymphocytes T (T). Ces niches caractérisées par une faible teneur en oxygène 
(O2) sont riches en adénosine de sorte à favoriser la progression de la LLC, tel que décrit dans les encadrés jaunes. 
© Reproduit de Vaisitti et al. Int J Mol Sci, 2018. Avec la permission de MDPI.

1.3.6  Modèles murins de LLC 

En s’inspirant d’altérations génétiques observées chez les patients humains, plusieurs 

modèles de souris génétiquement modifiées qui modélisent des leucémies qui s’apparentent à la 

LLC humaine ont été développés. L’utilité des divers modèles varient selon le niveau de 

pénétrance dans la génération d’une LLC murine (Tableau 1.7). La souris transgénique Eµ-TCL1 

qui présente une pénétrance absolue d’une leucémie similaire à la LLC agressive humaine est le 

modèle préclinique le plus fréquemment utilisé pour étudier les processus pathogéniques et 

l’efficacité thérapeutique de nouveaux agents anticancéreux (620-623). 
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Tableau 1.7 – Caractéristiques des modèles de souris transgéniques qui modélisent une LLC murine. mo=months; 
tg=transgénique; FACS=fluorescence-activated cell sorting. 
© Reproduit de Simonetti et al. Blood, 2014. Avec la permission de Elsevier.

1.3.7 Synthèse du chapitre 

En résumé, la LLC, soit la leucémie la plus fréquente chez l’adulte et la plus commune en 

occident, est difficilement traitable malgré le large éventail d’option thérapeutique et présente un 

mauvais pronostic en cas d’échec thérapeutique. La LLC s’accompagne d’importantes altérations 

dans le compartiment immunitaire des patients et quelques études décrivent l’activité de l’axe 

adénosinergique dans les patients atteints de la LLC ainsi que dans des modèles précliniques. Étant 

donné son potentiel déjà décrit dans plusieurs contextes de tumeurs solides, il est possible que 

l’axe adénosinergique représente une cible intéressante pour le traitement de la LLC.

 

40 (SV40) T antigen in B cells has been associatedwith the induction
of genomic instability and deregulation of genes involved in
proliferation, DNA repair, and apoptosis.37 The almost complete
disease penetrance in the latter 2 mouse models is likely to be due to
a skewed IGHV gene repertoire (the Vh113 irf42/2) and the ectopic
expression of a potent oncogene (SV40 T antigen), respectively, thus
introducing exogenous factors that accelerate B-cell transformation.
Therefore, among the models that mimic genetic dysregulations
found in human CLL, overexpression of the hTCL1 gene in mouse
B cells accounts for the highest disease penetrance.

There is also the perception that the disease developing in
Em-TCL1 mice is more aggressive compared with the one in the
13q14 deletion models. Indeed, based on the occurrence of
unmutated BCRs in Em-TCL1 leukemic mice that resemble those
in human CLL and are structurally similar to autoantibodies or
antibodies recognizing microbial antigens, it was proposed that CLL
developing in those mice correspond to the aggressive, treatment-
resistant subtype in humans. However, the IGHV genes of the
leukemic clones developing in Em-TCL1 and 13q14 deletion models
were surprisingly similar. A sizable number of rearrangements
obtained from leukemias in both of thesemodels could be assigned to
5 stereotype sets defined by Chiorazzi et al.30 Even more intriguing,
CLLs with identical IGHV-IGHD-IGHJ junctions were found
among the Em-TCL1 and 13q14-deleted mouse models.27 These
observations suggest that the same antigens are involved in the
transformation and progression of B-cell clones developing in
Em-TCL1 transgenic and 13q14-deleted animals. Moreover, these
models show a similar disease phenotype that is characterized by the
infiltration of the leukemic cells in lymphoid andnonlymphoidorgans.
Together with evidence that supports a common cell of origin (see
below), this argues against a difference in disease aggressiveness
among the Em-TCL1 transgenic and 13q14-deleted models. The
shorter latency of the appearance of a B1a cell expansion (4-5 months
in Em-TCL1 mice vs 9-12 months in the 13q14 deletion models) and
higher penetrance of the phenotype suggest that the hTCL1 oncogene
causes the expansion of a larger pool of CLL precursor cells that are
targets for additional transforming events in Em-TCL1 compared with
13q14-deleted mice. Interestingly, relative to the mir-15a/16-12/2 and
MDR2/2models, there is noobviousMBLstage inEm-TCL1 transgenic
and CDR-deleted mice that precedes CLL development, which may
be indicative of a faster disease progression. However, it seems that

after a malignant clone has appeared, Em-TCL1 and 13q14-deleted
animals show the same disease course.

Commonalities among CLL developing in
mouse models and humans

The usefulness of CLL mouse models for the study of the human
disease depends on the grade of relatedness of the disease character-
istics between animal models and patients. There are 2 issues to
consider. First, with respect to the involvement of the genetic
lesions or the deregulated expression of leukemia-associated genes,
do the models faithfully recapitulate the spectrum of lymphoprolif-
erations observed in the human disease? Second, do the CLL-like
lymphoproliferations in themouse have the phenotypic, histological,
genetic, and clinical features of the disease developing in humans?
Evidently, a major factor in this is the phenotypic and functional
relatedness of the cells targeted by the oncogenic transformation in
humans and mice. In the following, we will discuss the common-
alities amongCLL inmice and humanswith respect to disease origin,
repertoire of antigen receptors, and phenotypic and epigenetic
characteristics of the tumor cells.

Disease origin

Possibly all CD5-positive lymphoproliferations developing in CLL
mouse models derive from the transformation of peritoneal, self-
replenishing CD51 B1a cells.44 Clonal populations of B1a cells
develop spontaneouslywithin the peritoneal cavity of agingmice and
eventually disseminate to and expand in other lymphoid organs.45,46

This suggests that over time, B1a cells become susceptible to malig-
nant transformation as the results of genetic abnormalities that
accumulate during their self-replenishment, eventually giving
rise to a CLL-like disease. Protumorigenic forces such as deletion
of 13q14, overexpression of TCL1, or high serum levels of APRIL
that confer a proliferation and/or survival advantage may accelerate
the disease onset, increase the penetrance of the phenotype, and
impact disease course and severity (Table 2).

What is the relationship between the CLL precursor cells in the
human and mouse? The longstanding discussion about the putative

Table 2. Features of genetically engineered mouse models of CLL

Mouse model Disease penetrance
Time of appearance of

circulating leukemic cells Age of death IG gene rearrangements

mir-15a/16-12/2 and

mir-15a/16-1floxed CD19-Cre

;20% CLL 12-18 mo 15-18 mo Unmutated and stereotypic IGHV genes

;8% MBL

;2% CD5– NHL

14qC3-MDR2/2 and

MDRfloxedCD19-Cre

;22% CLL 6-18 mo 12-18 mo Unmutated and stereotypic IGHV genes

;12% MBL

;6% CD5– NHL

14qC3-CDRfloxedCD19-Cre ;50% CLL 6-18 mo 12-18 mo Unmutated and stereotypic IGHV genes

;3% MBL

Em-TCL1 tg 100% CLL 6 mo 12-18 mo Unmutated IGHV genes, stereotypic IGHV

and IGLV genes

APRIL tg 40% CLL Not analyzed 12 to .15 mo Not analyzed

BCL2 3 traf2dn tg 80% CLL 9-15 mo .80% dead at 14 mo Clonal IGHV rearrangements

ROR1 tg 5% CLL .15 mo .15 mo Clonal IGHV rearrangements

Em-mir-29 tg 20% CLL 12-24 mo 24-26 mo Clonal IGHV rearrangements

Vh11 3 irf42/2 100% CLL (preceded by

MBL in .40% cases)

5-10 mo .9 mo Clonal IGHV rearrangements (determined

by FACS)

IgH.TEm 100% CLL ,5 mo Killed at 2-10 mo Unmutated IGHV genes (preferentially Vh11)

and some highly mutated

BLOOD, 14 AUGUST 2014 x VOLUME 124, NUMBER 7 MOUSE MODELS IN THE STUDY OF CLL 1013
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1.4 Le métabolisme des cellules cancéreuses 

En situation d’abondance d’oxygène, les cellules de mammifères convertissent le glucose 

en pyruvate qui est ensuite oxydé en dioxyde de carbone par les mitochondries. Lorsque l’oxygène 

se fait rare, très peu de pyruvate est utilisé pour alimenter le métabolisme mitochondrial et celui-

ci est plutôt relâché dans le milieu extracellulaire sous forme de lactate par les cellules. Il y a 

presque 100 ans, Otto Warburg observe que les cellules cancéreuses cultivées in vitro consomment 

et sécrètent des quantités importantes de glucose et lactate, même en présence suffisante d’oxygène 

pour métaboliser complètement le glucose en CO2, ce qu’il décrit comme métabolisme 

glycolytique aérobique et qui est désormais souvent référencé comme l’effet Warburg (Figure 

1.13) (624, 625). La reprogrammation métabolique des cellules cancéreuses constitue une 

caractéristique phare de la progression tumorale (626). 

 
Figure 1.13 – Représentation schématique des différences énergétiques entre la phosphorylation oxydative, la 
glycolyse anaérobique et aérobique (effet Warburg) dans les cellules non-cancéreuses et cancéreuses. O2=oxygène; 
CO2=dioxyde de carbone. 
© Reproduit de Vander Heiden et al. Science, 2009. Avec la permission de AAAS. 
 

Étonnement, contredisant certaines de ses observations, Warburg argumente une 

défectuosité de la respiration mitochondriale dans les cellules cancéreuses pour expliquer le 

métabolisme glycolytique aérobique (625, 627). La variabilité de l’étendue de l’effet Warburg 

entre les diverses lignées cellulaires soulève cependant plusieurs questions concernant le 

métabolisme des cellules cancéreuses. Par exemple, une analyse de plus de 80 lignées cellulaires 
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du cancer du poumon révèle une importante hétérogénéité dans la relation entre la consommation 

de glucose et la production de lactate (628). 

 

Ironiquement, alors que son nom est souvent associé au métabolisme glycolytique, les 

travaux de Warburg sont également pionniers dans notre compréhension moderne de la respiration 

mitochondriale. En effet, l’une des découvertes les plus importantes de Warburg, récompensée 

d’un prix Nobel de médecine en 1931, a rapport aux mécanismes de transfert d’oxygène durant la 

fermentation via l’enzyme cytochrome a3, aujourd’hui connue comme étant la cytochrome 

oxydase retrouvée dans le complexe IV de la chaîne de transport d’électron mitochondriale (ETC) 

(629). Avec l’effervescence grandissante de la recherche sur le métabolisme cancéreux des 

dernières décennies, il est désormais compris que l’effet Warburg ne prédit généralement pas de 

perte du métabolisme oxydatif dans les cellules cancéreuses et que la respiration mitochondriale 

revêt une importance capitale dans beaucoup de cancers, expliquant le développement clinique de 

plusieurs agents thérapeutiques anti-cancéreux visant le métabolisme mitochondrial des cellules 

cancéreuses (630). 

 

1.4.1  Métabolisme du glucose et de la glutamine 

Le glucose et la glutamine sont essentiellement les deux nutriments les plus consommés 

par les cellules cancéreuses (631). Ils sont tous deux utilisés pour alimenter diverses voies 

métaboliques et énergétiques. Les étapes précoces du catabolisme du glucose et de la glutamine 

peuvent être référées à la glycolyse et la glutaminolyse respectivement. L’oxydation complète du 

glucose et de la glutamine alimente la respiration mitochondriale via le cycle de Krebs. 

 

1.4.1.1 Glycolyse 

Le métabolisme glycolytique est universellement associé à la prolifération rapide des 

cellules normales et cancéreuses (Figure 1.13). À cet effet, l’inhibition de la glycolyse nuit à la 

progression tumorale dans des modèles murins (632). Alors que, tel que décrit, l’effet Warburg 

conduit à une perte importante d’énergie sous forme d’atome de carbone via le relargage 

extracellulaire précoce de lactate, il est proposé que celui-ci contribue au métabolisme anabolique 

via le maintien des pools intracellulaires de métabolites intermédiaires de la glycolyse qui 

alimentent les voies métaboliques de biosynthèses macromoléculaires (Figure 1.14) (633-635). 
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Une étude récente suggère également que l’effet Warburg est favorisé par les cellules cancéreuses 

lorsque la demande en NAD+ dépasse le besoin énergétique d’ATP (636). Plus précisément, la 

conversion du pyruvate en lactate permet la régénération de NAD+ requis au maintien de l’activité 

glycolytique (Figure 1.14). De façon mécanistique, le glucose, fait de 6 atomes de carbone, est 

consommé par les cellules via les transporteurs GLUT et métabolisé dans le cytosol par 10 

réactions enzymatiques qui résultent en la génération de 2 molécules de pyruvates et un gain net 

de 2 molécules d’ATP (Figure 1.14) (637). En plus de l’ATP, la glycolyse permet la génération 

d’une molécule de réduite de NAD+, soit le NADH, pour chaque déshydrogénation du GA3P. 

Finalement, la conversion du pyruvate en lactate par l’enzyme LDH (lactate déshydrogénase) et 

son relargage dans le milieu extracellulaire qui résulte en l’acidification du milieu extracellulaire 

est souvent mesuré comme reflet du métabolisme glycolytique. 

 
Figure 1.14 – La glycolyse. Représentation schématique des réactions enzymatiques qui composent le métabolisme 
glycolytique. Les enzymes sont écrites en bleu, les intermédiaires glycolytiques en vert et les voies métaboliques 
régulées par les métabolites en orange. GLC=glucose; G6P=glucose-6-phosphate; F1,6BP=fructose-1,6-bisphosphate; 
DHAP=dihydroxyacétone phosphate; GA3P=glycéraldéhyde-3-phosphate; 1,3-BPG=1,3-bisphopshoglycérate; 3-
PG=3-phosphoglycérate; 2-PG=2-phosphoglycérate; PEP=phosphoénolpyruvate; PYR=pyruvate; LAC=lactate. 
Pi=phosphate inorganique; H+=hydrogène. L’activité de la LDH peut être bidirectionnelle. 
 

1.4.1.2 Glutaminolyse 

La glutamine est l’acide aminé le plus abondant dans la circulation sanguine et est 

consommée en grande quantité à des fins métaboliques et pro-tumorigéniques par les cellules 

cancéreuses (638-644). La glutaminolyse sert principalement à alimenter l’activité du cycle de 

Krebs via diverses réactions enzymatiques dites anaplérotiques. La glutamine, composée de 5 

atomes de carbone, est d’abord incorporée par les cellules via le transporteur ATB (SLC1A5) et 
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convertie en glutamate dans la mitochondrie via les enzymes GLS (glutaminase; Figure 1.15) 

(638, 645, 646). Le glutamate alimente finalement l’activité du cycle de Krebs via sa conversion 

en α-ketoglutarate soit par l’enzyme glutamate déshydrogénase mitochondriale (GLUD) ou par 

l’enzyme aspartate aminotransférase mitochondriale (GOT2) (638). 

 

1.4.1.3 Cycle de Krebs 

Le cycle de Krebs, qui s’orchestre dans la matrice des mitochondries de toutes les cellules 

eucaryotes, représente l’activité d’une suite de 8 réactions enzymatiques qui sont essentielles à la 

libération d’énergie sous forme d’électron depuis les liens entre les atomes de carbone des 

intermédiaires métaboliques (Figure 1.15) (637). Le cycle est alimenté par le pyruvate via les 

transporteurs MPC (MPC1 et MPC2). En plus de la glycolyse, le pyruvate peut également être 

produit depuis l’oxydation réversible du lactate via la LDH, depuis la transamination réversible de 

l’alanine via l’enzyme ALT ainsi que depuis l’export du malate de la mitochondrie et l’activité de 

la malate déshydrogénase cytosolique (MDH1) (647). Une fois dans la mitochondrie, le pyruvate 

peut être converti en acétylcoenzyme A (acétyl-CoA) via le complexe PDH qui alimente le cycle 

de Krebs depuis sa combinaison à l’oxaloacétate dans le but de former le citrate (647). 

Alternativement, le pyruvate peut aussi entrer le cycle de Krebs via sa carboxylation en 

oxaloacétate par l’enzyme pyruvate carboxylase (PC) (647). Finalement, en plus du glucose via le 

pyruvate et de la glutamine via le glutamate, le cycle de Krebs peut également être alimenté en 

acétyl-CoA depuis la β-oxydation des acides gras (637). Les étapes et produits enzymatiques du 

cycle de Krebs, aussi appelé cycle de l’acide citrique (CAC) ou cycle de l’acide tricarboxylique 

(TCA), sont décrites dans la figure 1.15. En résumé, l’activité du cycle de Krebs résulte en la 

production potentielle d’une molécule d’ATP, de 3 ou 4 molécules de NADH et d’une molécule 

réduite de FAD (FADH2).
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Figure 1.15 – Le cycle de Krebs. Représentation schématique des réactions enzymatiques qui composent le cycle de 
Krebs (rose) alimenté par la glycolyse (vert) et la glutaminolyse (rouge). Les enzymes du cycle de Krebs sont écrites 
en bleu. SLC1A5-v est un variant du transporteur ATB qui permet l’import de glutamine dans la mitochondrie (646). 
Les cofacteurs (NADH/NAD+ et FADH2/FAD), les navettes mitochondriales (G3P et MAL-ASP) ainsi que la chaîne 
de transport d’électron (ETC) sont discutées dans la prochaine section (1.4.2). GLC=glucose; MPC=mitochondrial 
pyruvate carrier; GLN=glutamine; GLU=glutamate; GLS=glutaminase; GTP=guanosine triphosphate; 
GDP=guanosine diphosphate; H+=hydrogène; MM=matrice mitochondriale; GPDH-C=glycérol-3-phosphate 
déshydrogénase cytosolique; GPDH-M=glycérol-3-phosphate déshydrogénase mitochondriale; G3P=glycérol-3-
phosphate; DHAP=dihydroxyacétone phosphate; α-KG=α-kétoglutarate; MDH1=malate déshydrogénase cytosolique; 
MDH2=malate déshydrogénase mitochondriale; GOT1=aspartate aminotransférase cytosolique; GOT2=aspartate 
aminotransférase mitochondriale.
 

1.4.2  Respiration mitochondriale 

Comparativement à la glycolyse, l’oxydation complète du glucose en CO2 résulte en un 

gain net potentiel d’entre 36 et 38 molécules d’ATP, soit 18 ou 19 fois plus que lorsque le pyruvate 

n’est pas redirigé vers le cycle de Krebs (637). Des 34 ou 36 molécules d’ATP produites en aval 

de la glycolyse, 2 sont produites durant le cycle de Krebs et le reste est issu de l’étape ultime de la 
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ETC, soit la phosphorylation oxydative via l’activité de l’ATP synthase (637). L’énergie puisée 

du catabolisme des nutriments est emmagasinée par des cofacteurs, NADH et FADH2, qui régulent 

les réactions d’oxydoréduction qui lient le cycle de Krebs à la ETC. Ce métabolisme est aussi 

décrit comme étant la respiration mitochondriale où l’oxygène agit comme accepteur final 

d'électrons au niveau de la ETC. Enfin, plusieurs études démontrent que le métabolisme 

mitochondrial est essentiel à la progression tumorale chez la souris et l’humain (648-655). 

 

1.4.2.1 Les réactions d’oxydoréduction 

L’activité catabolique du cycle de Krebs est possible seulement en condition aérobique de 

par la relation entre la ETC et les cofacteurs requis aux réactions enzymatiques du cycle. En effet, 

les réactions enzymatiques d’oxydoréduction s’orchestrent via le transfert d’énergie sous forme 

d’atomes d’hydrogène et d’électrons depuis les intermédiaires métaboliques du cycle de Krebs aux 

cofacteurs suivants : NAD+ et FAD (Figure 1.15) (637). Ce transfert d’énergie survient une fois 

durant la glycolyse, lors de l’oxydation du pyruvate à l’entrée du cycle de Krebs ainsi que lors de 

quatre réactions enzymatiques durant le cycle de Krebs (Figures 1.14 et 1.15) (637). Finalement, 

alors que les molécules de NADH et FADH2 produites à l’intérieur de la mitochondrie sont 

reconverties en formes oxydées localement via la ETC, le NADH produit dans le cytosol lors de 

la glycolyse est déshydrogéné soit lors de la conversion du pyruvate en lactate par la LDH ou via 

l’activité de navettes mitochondriales qui permettent la translocation d’énergie cytosolique sous 

forme d’électrons à la mitochondrie. 

 

1.4.2.2 Les navettes mitochondriales 

De façon à permettre au NADH produit durant la glycolyse de contribuer à la respiration 

mitochondriale, puisque la membrane mitochondriale lui est imperméable, il existe deux navettes 

mitochondriales : la navette du glycérol-3-phosphate (G3P) et la navette malate-aspartate. 

D’abord, la conversion réversible du DHAP en G3P par les enzymes GPDH (glycérol-3-phosphate 

déshydrogénase) cytosolique (GPDH-C) et mitochondriale (GPDH-M) permet l’oxydation du 

NADH en NAD+ dans le cytosol et la réduction du FAD en FADH2 dans l’espace inter-

membranaire de la mitochondrie (Figure 1.15) (656). Alternativement, le NADH cytosolique peut 

transférer ses électrons à l’oxaloacétate cytosolique suivant sa conversion en malate par l’enzyme 

MDH1 (657). Le malate cytosolique peut ensuite être transporté dans la mitochondrie via le 
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transporteur SLC25A11 (en échange d’une molécule d’alpha-kétoglutarate) où il est reconverti en 

oxaloacétate via l’enzyme MDH2 (malate déshydrogénase mitochondriale) permettant la 

régénération d’une molécule de NADH (Figure 1.15) (657). La navette porte ainsi son nom 

puisque l’oxaloacétate, ne pouvant être exporté depuis la mitochondrie jusque dans le cytosol, est 

converti en aspartate suivant le transfert d’un groupement aminé depuis le glutamate par l’enzyme 

mitochondriale aspartate aminotransférase (GOT2) (657). L’aspartate est ensuite exporté au 

cytosol en échange d’une molécule de glutamate via les transporteurs SLC25A12, SLC25A13, 

SLC1A2 ou SLC1A3 où il est reconverti en oxaloacétate par l’enzyme cytosolique aspartate 

aminotransférase (GOT1; Figure 1.15) (657, 658). La navette malate-aspartate joue un rôle 

important dans la respiration mitochondriale des cellules cancéreuses (659-661). Son rôle dans la 

progression tumorale est cependant controversé. D’une part, l’inhibition de la navette malate-

aspartate nuit à la croissance tumorale dans plusieurs modèles tumoraux précliniques (662-666). 

D’autre part, certaines études contredisent ce rôle et rapportent une association à un pronostic 

favorable chez les patients atteints de cancers qui présentent des déficiences de l’une ou l’autre 

des composantes de la navette (667-669).  

 

1.4.2.3 La ETC et la phosphorylation oxydative 

Les formes réduites (NADH et FADH2) des cofacteurs des réactions enzymatiques 

d’oxydoréduction retournent à l’état oxydé via l’activité déshydrogénase de la ETC. La ETC est 

composée de 4 complexes (CI, CII, CIII et CIV) situés dans la membrane interne des 

mitochondries (Figure 1.16). Brièvement, le NADH libère son énergie sous forme d’électron au 

complexe 1 (CI) alors que le FADH2 se fait oxyder via le complexe II (670-672). Les électrons 

alimentent une série de réactions d'oxydoréduction ordonnées (en ordre croissant de potentiel 

d'oxydo-réduction) au sein des différents complexes de la chaine respiratoire. L'énergie libérées 

par chacune d'elles permettent le transport actif de protons de la matrice vers l'espace inter 

membranaire (670). Les électrons terminent donc leur parcours au quatrième complexe où 

l'oxygène agit comme accepteur final d'électron car la réaction de formation de l'eau est celle qui 

a le plus fort potentiel d'oxydo-réduction (673). La rentrée passive de protons depuis l’espace inter-

membranaire vers la matrice mitochondriale en fonction du gradient électrochimique permet 

l’activité rotatoire de l’enzyme ATP synthase qui effectue la phosphorylation de l’ADP en ATP, 

un processus appelé « phosphorylation oxydative » (OxPhos) (674, 675). Le rôle de la ETC dans 
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le cancer est démontré par le fait que l’absence de l’un ou l’autre des complexes limite la 

progression tumorale dans divers modèles précliniques (676-679).

 
Figure 1.16 – La chaîne de transport d’électron. Représentation des structures des complexes de la ETC, de la 
relation avec le cycle de Krebs et de son rôle énergétique via la phosphorylation oxydative. CI=NADH déshydrogénase; 
CII=Succinate déshydrogénase; CIII=Cytochrome C réductase; CIV=Cytochrome C oxydase.  CoQ=Coenzyme Q; CytC=Cytochrome C; e-
=électron; H+=proton hydrogène; O2=oxygène; DHODH= Dihydroorotate dehydrogenase; IMM=inner mitochondrial membrane ; OMM=outer 
mitochondrial membrane. 

© Reproduit de Vasan et al. Science, 2020. Avec la permission de Elsevier. 
 

1.4.2.4 La phosphorylation oxydative, l’aspartate et la prolifération cellulaire 

Tout comme la glycolyse, la phosphorylation oxydative contribue à la prolifération des 

cellules cancéreuses. Alors que son rôle dans la prolifération est souvent associé à la production 

importante d’ATP, plusieurs études récentes suggèrent plutôt un rôle essentiel à la respiration 

mitochondriale dans la production d’aspartate, un métabolite clé dans la biosynthèse protéique et 

nucléotidique (658, 680-682). 

 

À l’instar du CI de la ETC des cellules de mammifères, l’enzyme NADH déshydrogénase 

de la levure Saccharomyces cerevisiae (NDI1), permet l’oxydation du NADH sans générer de 

gradient de protons utile à l’ATP synthase (683). En utilisant cette enzyme, une étude démontre 

que l’oxydation du NADH suffit à alimenter la prolifération des cellules cancéreuses 

indépendamment de la production d’ATP (684). De façon consistante, le freinage de la 

prolifération médié par l’oligomycine, qui bloque la respiration mitochondriale via l’inhibition de 

l’ATP synthase, est renversé par le FCCP qui découple le pompage de protons de l’activité de 

Importantly, tumors harboring SDH or FH mutations have an
accumulation of succinate and/or fumarate, which inhibits a-keto-
glutarate-dependent dioxygenases, involved in histone and DNA
methylation (Xiao et al., 2012), and the resulting epigenetic modi-
fications are thought to contribute to malignant transformation
(Sciacovelli et al., 2016). Aside from direct genetic lesions that
disrupt the oxidative TCA cycle, there are tumors with an intact
TCA cycle that use reductive carboxylation and oncometabolites
to sustain tumor growth. A salient example is that patients with
clear cell renal cell carcinoma (ccRCC) given [U-13C]glucose infu-
sions display enhanced glycolytic intermediate labeling, sup-
pressed flux through pyruvate dehydrogenase, and reduced
TCA cycle labeling (Courtney et al., 2018). Furthermore, gluta-
mine-dependent reductive carboxylation is observed in vivo in
subcutaneous xenografts of RCC cells in nude mice (Gameiro
et al., 2013). This is due in part to the loss of the von-Hippel Lindau
(VHL) tumor suppressor resulting in stabilization of hypoxia-induc-
ible factors, activating a transcriptional program resulting in sup-
pressed pyruvate oxidation (Gameiro et al., 2013). These tumors
accumulate L-2-hydroxyglutarate (L-2HG), which like succinate
and fumarate inhibits a-ketoglutarate-dependent dioxygenases;
increases methylation of histones, RNA, and DNA; and is neces-
sary for tumor growth (Shimet al., 2014). Collectively, these obser-
vations indicate that although some tumors rely exclusively on
glycolysis to meet their bioenergetic needs, they still rely on resid-
ual or reprogrammed aspects of mitochondrial metabolism to
maintain pools of TCA cycle intermediates to meet the biosyn-
thetic demands required for cell proliferation and generate onco-
metabolites that promote tumorigenesis.

Targeting Mitochondrial ETC for Cancer Therapy
The cores of many solid tumors are poorly vascularized and,
thus, contain nutrient-poor environments with limited glucose

and oxygen availability (Jain et al., 2002). These tumor cores
continue to use respiration (Le et al., 2014) since the ETC is
able to function optimally even at oxygen levels as low as
0.5% (Rumsey et al., 1990). Therefore, poorly vascularized tumor
cores have limited glucose availability but have enough oxygen
to continue generating mitochondrial ATP for survival. Further-
more, as discussed above, decreasing ETC function prevents
oxidative TCA cycle from functioning, thus diminishing
macromolecule synthesis to support tumor growth. To date,
the biguanide metformin as a putative mitochondrial ETC
complex I inhibitor has been tried in multiple clinical trials as an
anticancer agent in combination with standard of care therapies
(Pollak, 2014).
Metformin is best known as a first-line therapy for patients with

type 2 diabetes. Metformin’s therapeutic effect in part is due to
decreased hepatic gluconeogenesis resulting in improved insu-
lin sensitivity. Initially, an epidemiological retrospective study re-
ported an association between metformin use for controlling
blood sugar and reduced cancer incidence (Evans et al., 2005).
Patients who began taking metformin for blood sugar control af-
ter already developing cancer had an increased survival rate
(Dowling et al., 2012). Additionally, multiple laboratory-based
studies have also reported that metformin acts as an anticancer
agent (Algire et al., 2011; Buzzai et al., 2007; Hirsch et al., 2009;
Memmott et al., 2010; Tomimoto et al., 2008). It is important to
note that dosing of metformin in mice is comparable to human
studies (Chandel et al., 2016; Dowling et al., 2016). The effica-
cious dose of metformin (1,750 mg/day) in reducing tumor
growth in humans is likely to be close to twice the anti-diabetic
dosage (1,000 mg/day), but well below the maximum tolerated
dose (MTD). There are a handful of clinical trials that have re-
ported some efficacy of metformin in various cancers, while
others have not observed robust anti-cancer efficacy. Recently,

Figure 2. Mitochondrial ETC Serves Bioenergetic and Biosynthetic Needs of Cancer Cells
The five complexes of the ETC serve to produce the majority of ATP utilized by cancer cells as well as oxidize NADH and FADH2 to NAD+ and FAD, respectively.
This allows for the TCA cycle to continue functioning, producing metabolites that support macromolecule synthesis. DHODH donates electrons to mitochondrial
ubiquinone (CoQ) during the conversion of dihydroorotate to orotate, a key step in de novo pyrimidine synthesis. Atomic structures: mitochondrial complex I
(PDB: 6RFR) (Parey et al., 2019), complex II (PDB: 1ZOY) (Sun et al., 2005), DHODH (PDB: 4LS1), complex III (PDB: 6Q9E) (Letts et al., 2019), cytochrome c (PDB:
2B4Z) (Mirkin et al., 2008), complex IV (PDB: 5Z62) (Zong et al., 2018), and ATP synthase (PDB: 5FL7) (Hahn et al., 2016).

ll

Cell Metabolism 32, September 1, 2020 343

Review



 92 
 

l’ATP synthase permettant ainsi l’activité déshydrogénase du CI de la ETC en présence 

d’oligomycine (681). 

 

Par ailleurs, à l’aide de la technologie CRISPR et d’une librairie de 30 000 guides d’ARN, 

une récente étude démontre que la perte de GOT1 sensibilise les cellules cancéreuses à l’inhibition 

de la ETC (680). Plus précisément, lorsque la ETC est altérée, GOT1 permet la synthèse d’aspartate 

cytosolique en présence de pyruvate, de façon à permettre la prolifération cellulaire (680). De 

façon consistante, l’importation d’aspartate extracellulaire via le transporteur SLC1A3 

désensibilise les cellules cancéreuses à l’inhibition de la respiration mitochondriale et favorise la 

prolifération cellulaire (658, 665, 685). D’un point de vue mécanistique, la conversion des 

nutriments en aspartate nécessite l’échange d’électrons vers des accepteurs d’électrons qui sont 

fournis par la respiration mitochondriale, plus précisément via la régénération de NAD+ suivant 

l’oxydation du NADH au niveau du CI de la ETC (681, 682). Par exemple, l’acide alpha-

cétobutyrique ainsi que le pyruvate peuvent alimenter la LDH en tant qu’accepteurs d’électron et 

permettre la régénération du NAD+ (681). Ainsi, dans les cellules dont la respiration 

mitochondriale est inhibée, l’ajout d’acide alpha-cétobutyrique ou de pyruvate exogène rétabli la 

prolifération sans pour autant rétablir la consommation d’oxygène de ces cellules (681). Enfin, 

sans surprise, plusieurs études démontrent que les inhibiteurs du CI de la ETC, dont la metformine, 

produisent une réduction de la biosynthèse intracellulaire d’aspartate (658, 680, 682, 686). 

Notamment, l’activité thérapeutique de la metformine est hautement dépendante des facteurs de 

l’environnement tumoral qui influencent la respiration mitochondriale, la régénération de NAD+ 

et la synthèse d’aspartate (682).

 

1.4.2.5 La phosphorylation oxydative et les fonctions pro-tumorigéniques des cellules cancéreuses 

Le métabolisme OxPhos pose un frein à la thérapie anti-cancéreuse à plusieurs niveaux. En 

effet, plusieurs études rapportent une augmentation du métabolisme OxPhos dans les populations 

de cellules souches hématopoïétiques (687), du cancer du pancréas, du foie, du glioblastome, du 

poumon et du sein de façon à maintenir leurs fonctions initiatrices de tumeurs et d’augmenter leur 

survie (688-694). La phosphorylation oxydative est également augmentée dans les cellules 

cancéreuses résistantes à la chimiothérapie (694-697). De plus, l’inhibition de BRAF 

(vemurafenib), de c-KIT (imatinib) et de BTK (ibrutinib) dans les mélanomes, les tumeurs gastro-
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intestinales et les lymphomes à cellules du manteau (MCL) respectivement augmente la 

dépendance des cellules cancéreuses au métabolisme OxPhos, ce faisant contribuant à leur 

résistance à ces thérapies ciblées (698-701). Enfin, le métabolisme OxPhos est aussi fréquemment 

associé à la dissémination métastatique (655, 702-706). 

 

1.4.3  Le nicotinamide dinucléotide 

Le NAD+ est une molécule essentielle à divers processus physiologiques. De façon 

structurelle, le NAD+ est composée d’une molécule d’AMP liée à une molécule de nicotinamide 

riboside (NR) phosphorylée appelée nicotinamide mononucléotide (NMN) (Figure 1.17). Le 

NAD+ est retrouvé dans divers compartiments intracellulaire et en plus de son rôle dans le 

métabolisme, le NAD+ est utilisé comme substrat dans plusieurs réactions enzymatiques non 

oxydoréductives qui sont impliquées dans la réparation de l’ADN, la signalisation cellulaire, les 

réponses inflammatoires, la sénescence et l’apoptose (707, 708). Le NAD+ peut aussi être sécrété 

dans le milieu extracellulaire où il est métabolisé et recyclé par diverses ecto-enzymes dont CD38, 

CD203a, CD157 et ARTC (709). Notamment, l’activité enzymatique de CD38 contribue 

largement à la déplétion des niveaux intracellulaires de NAD+ associée au vieillissement (302, 

710-712). 

 
Figure 1.17 – Composantes moléculaires et structurales du nicotinamide adénine dinucléotide (NAD+) et ses dérivés. 

 

1.4.3.1 Voies de synthèses du NAD+ 

Trois voies de synthèse sont impliquées dans la génération intracellulaire de NAD+ : la 

voie de synthèse de novo, la voie de synthèse Preiss-Handler et la voie de récupération de la 

synthèse du NAD+ (Figure 1.18). La synthèse de novo s’initie à partir de l’apport nutritionnel en 
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tryptophan (Trp) qui est converti en acide nicotinique mononucléotide (NAMN) par une suite de 

réactions enzymatiques (713). Alternativement, le NAMN peut aussi provenir directement de 

l’acide nicotinique (NA) via l’enzyme NAPRT (NA phosphoribosyltransférase) (714). Le NAMN 

est ensuite converti en NAAD (NA adénine dinucléotide) via les enzymes NMNATs (NMN 

adenylyltransférases) et puis finalement en NAD+ via la NADS (NAD synthase) (715). 

Finalement, en comparaison à la synthèse de novo, le recyclage du nicotinamide (NAM) libéré par 

les enzymes qui utilisent le NAD+ comme substrat contribue majoritairement à la biosynthèse de 

NAD+ (707). Le NAD+ étant un important substrat d’enzymes telles que les PARPs et SIRTs qui 

utilisent l’unité ADP-ribose afin de permettre les processus de PARylation et de déacétylation 

respectivement, son recyclage est essentiel à la reconstitution des pools de NAD+ (715). En effet, 

le NAM peut être reconverti en NAD+ suivant deux réactions enzymatiques consécutives via les 

enzymes NAMPT (NAM phosphoribosyltransférase) et NMNATs (715). 

 

Le métabolisme extracellulaire du NAD+ et ses dérivés contribuent à la biosynthèse 

intracellulaire du NAD+ via la voie de récupération. Alors que les membranes cellulaires sont 

considérées imperméables aux imposantes molécules comme le NAD+ et le NMN, le transport 

intracellulaire de la forme non-phosphorylé (NR) permet la reconstitution des pools intracellulaires 

de NMN et NAD+ via l’enzyme nicotinamide riboside kinase (NRK) (716-719). En bref, le Trp, 

mais principalement le NA, NAM et NR sont considérés comme d’importants précurseurs de la 

biosynthèse de NAD+ via les diverses voies de biosynthèses (Figure 1.18). 
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Figure 1.18 – Les voies de biosynthèse du NAD+. Représentation schématique des voies de synthèse de novo (jaune), 
Preiss-Handler (vert) et de récupération (bleu) du NAD+. Les métabolites intermédiaires sont présentés dans les bulles 
et les enzymes qui catalysent les réactions sont présentées au-dessus/à côté des flèches. Trp=tryptophan; IDO=indoléamine-
2,3-dioxygénase; TDO=tryptophan-2,3-dioxygénase; NFK=N-formylkynurénine; KFase=kynurénine formamidase; KYN=kynurénine; 
KMO=kynurénine 3-mono-oxygénase; 3-HK=3-hydroxykynurénine; KYNU=kynuréninase; 3-HAA=acide 3-hydroxyanthranilique; HAAO=acide 
3-hydroxyanthranilique dioxygénase; AMS=2-aminomuconique-6-semialdéhyde; ACMS=2-amino-3-carboxymuconate-6-semialdéhyde; 
ACMSD=ACMS décarboxylase; QA=acide quinoléique; QPRT=quinolinate phosphoribosyltransférase; NA=acide nicotinique; NAMN=NA 
mononucléotide; NAPRT= NA phosphoribosyltransférase; NMN=nicotinamide mononucléotide; NMNAT=NMN/NAMN adenylyltransférase; 
NAAD=NA adénine dinucléotide; NAD+=nicotinamide adénine dinucléotide; NADS=NAD+ synthase; NR=nicotinamide riboside; NRK=NR 
kinase; MNA=1-méthyl-nicotinamide; NAM=nicotinamide; NNMT=NAM N-méthyltransférase; NAMPT=NAM phosphoribosyltransférase. 

© Reproduit de Katsyuba et al. Nat Metab, 2020. Avec la permission de Springer Nature. 
 

1.4.3.2 CD73 et le recyclage extracellulaire du NAD+ 

Un rôle de CD73 dans le recyclage extracellulaire du NAD+ est rapporté par plusieurs 

études via la déphosphorylation de NMN en NR (Figure 1.18). D’abord, l’enzyme CD73 humaine 

partage une importante homologie structurelle à l’enzyme NadN (NAD+ nucleotidase) présente 

dans la bactérie Haemophilus influenzae (720). Tout comme NadN, cette étude rapporte une 

activité enzymatique de l’ecto-nucléotidase CD73 humaine dans le métabolisme extracellulaire du 

NAD+ via sa conversion en NMN et AMP et la déphosphorylation subséquente en NR et ADO 

respectivement (720). La déphosphorylation du NMN en NR est subséquemment reproduite en 

utilisant plusieurs formes de protéines recombinantes humaines de CD73 (721). Une récente étude 

ne reproduit cependant pas l’activité nucléotidase de CD73 sur le NAD+ et rapporte une activité 

hydrolytique minime pour le substrat NMN en comparaison à l’AMP (722). Néanmoins, consistant 

avec un rôle dans la production de précurseurs extracellulaires à la biosynthèse intracellulaire de 

NAD+ via l’hydrolyse du NMN en NR (718), deux études suggèrent que l’inhibition de CD73 

sensibilise les cellules cancéreuses à un inhibiteur de NAMPT, soit le FK866 (717, 723). En effet, 

ces études rapportent une plus grande efficacité du FK866 à diminuer la viabilité et la synthèse 
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Similarly, many other enzymes important for NAD+ synthesis— 
including NADS, NRK1, NRK2 and NAPRT—have been solely 
detected in the cytosol71,77,78. In contrast, the three established iso-
forms of NMNAT, the enzyme central to all known NAD+-synthesis 
pathways (Table 2), are found in distinct subcellular compartments: 
NMNAT1 localizes to the nucleus79,80, NMNAT2 is found in the 
cytosol and Golgi apparatus80,81, and NMNAT3 is present in mito-
chondria63,81,82.

These different subcellular distributions of the NMNAT iso-
forms and concomitant compartmentalization of NAD+ synthesis 
have been shown to control adipocyte differentiation: the depletion 
of the cellular NMN pool by increased cytosolic NMNAT2 activity 
limits the activity of NMNAT1 within the nucleus, thus leading to 
nuclear NAD+ depletion, which in turn results in decreased PARP-1 
activity and enhanced proadipogenic transcriptional program83.

Unlike NMNAT, NAMPT is ubiquitous in all NAD+-relevant 
cellular compartments: it is found in the nucleus84, cytosol84,85 and 
mitochondria63. Therefore, NAM is considered the common NAD+ 
precursor in all compartments.

The mitochondrial localization of NMNAT3 (refs. 86–88) and 
NAMPT64,71,89, however, remains controversial. For example, a 
recent study has found that isolated mammalian mitochondria are 
not able to synthesize NAD+ from NAM72.

Interestingly, the different sirtuins also localize to different sub-
cellular compartments: whereas SIRT1, SIRT6 and SIRT7 predomi-
nantly reside in the nucleus and, in the case of SIRT7, also in the 
nucleolus, SIRT2 typically localizes to the cytosol, and SIRT3, SIRT4 
and SIRT5 localize to the mitochondria6. The compartmentalized 
regulation of NAD+ pools might be required to locally activate spe-
cific members of the sirtuin family and thereby adjust metabolism 
according to the metabolic requirements of the cell90. In line with 
this view, the subcellular NAD+ distribution has been found to be 
highly variable between tissues with different metabolic functions 
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Fig. 3 | NAD+-biosynthesis pathways. NAD+ biosynthesis can be accomplished through different routes: it can be produced either de novo from the 
essential amino acid tryptophan (Trp) (yellow) or via salvaging, starting from different naturally occurring forms of vitamin B3—nicotinic acid (NA) 
(green), nicotinamide riboside (NR) (light blue) and nicotinamide (NAM) (dark blue). The first reaction of de novo NAD+ biosynthesis opens the 
indole ring of tryptophan and is catalysed by either indoleamine-2,3-dioxygenase (IDO) or tryptophan-2,3-dioxygenase (TDO). Four consecutive 
enzymatic steps lead to production of 2-amino-3-carboxymuconate-6-semialdehyde (ACMS), which is then transformed into quinolinic acid (QA) in 
the unique non-enzymatic reaction of the de novo pathway. ACMS can otherwise be decarboxylated by ACMS decarboxylase (ACMSD), thus limiting 
the proportion of ACMS transformed into QA. QPRT catalyses the conversion of QA into NA mononucleotide (NAMN), which is also an intermediate in 
the Preiss–Handler pathway (green). In the Preiss–Handler pathway, NA is converted into NAD+ via three consecutive enzymatic reactions catalysed by 
NA phosphoribosyltransferase (NAPRT), NMN/NAMN adenylyltransferase (NMNAT) and NAD synthetase (NADS), respectively. The two remaining 
salvaging routes, starting either from NR or NAM, share the common intermediate NAM mononucleotide (NMN), which is generated by NR kinase 
(NRK) or NAM phosphoribosyltransferase (NAMPT), respectively. NAM can otherwise be methylated by NAM N-methyltransferase (NNMT). AMS, 
2-aminomuconic-6-semialdehyde; CD73, ecto-5′-nucleotidase; 3-HAA, 3-hydroxyanthranilic acid; HAAO, 3-hydroxyanthranilic acid dioxygenase; 3-HK, 
3-hydroxykynurenine; KFase, kynurenine formamidase; KMO, kynurenine 3-monooxygenase; KYN, kynurenine; KYNU, kynureninase; NAAD, NA adenine 
dinucleotide; NFK, N-formylkynurenine; MNA, 1-methyl-nicotinamide.

Table 2 | Subcellular distribution of NAD+-synthesizing 
enzymes

Enzyme Cytosol Mitochondria Nucleus Other

NADS x78

NMNAT1 x79,80,296

NMNAT2 x80,81,297 Golgi81

NMNAT3 x82,87,88 x63,76,81,82

Not in  
mitochondria86–88

NAMPT x84,85 x63

Not in 
mitochondria64,71,89

x84

NAPRT x77

NRK1 x71

NRK2 x71

TDO x25

IDO x25

KFase x298–300 x298

KMO x301–303 (outer 
membrane)

KYNU x304

HAAO x305

QPRT x25

ACMSD x298,306

The subcellular compartments where the enzymes were detected are marked with ‘x’. TDO, 
tryptophan-2,3-dioxygenase; IDO, indoleamine-2,3-dioxygenase; KFase, kynurenine formamidase; 
KMO, kynurenine 3-monooxygenase; KYNU, kynureninase; HAAO, 3-hydroxyanthranilic acid 
dioxygenase.
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intracellulaire de NAD+ en présence de NMN extracellulaire lorsque l’enzyme CD73 est inhibée 

in vitro, ainsi que dans un modèle murin de xénogreffes de cancer ovarien humain (717, 723). Une 

récente étude contredit toutefois certaines de ces observations. En effet, l’étude rapporte que 

l’absence de CD73 sur la lignée cancéreuse MCF-7 ne potentialise pas l’efficacité du FK866 à 

diminuer la synthèse intracellulaire de NAD+ (722). Néanmoins, malgré une affinité moindre pour 

le NMN (Km=1371µM) que pour l’AMP (Km=116.6µM), une autre étude confirme l’activité 

enzymatique in vitro de CD73 sur l’hydrolyse du NMN en NR, sur 2 lignées de cellules épithéliales 

humaines (724). De plus, in vitro, l’inhibition de CD73 annule l’augmentation du niveau 

intracellulaire de NAD+ dans les cellules qui sont supplémentées de NMN, mais n’annule pas 

l’augmentation médiée par le NR dans deux études indépendantes (718, 724). Finalement, dans un 

modèle de vasodilatation ex vivo d’anneau aortique, l’étude démontre que la conversion du NMN 

en NR par CD73 est importante pour prévenir la dysfonction endothéliale induite par 

l’angiotensine II (724). 

 

1.4.3.3 Compartimentation du NAD+ intracellulaire 

Le NAD+ intracellulaire est réparti dans plusieurs organelles. Le pool mitochondrial est le 

plus important avec plus de 50% de tout le NAD+ intracellulaire et est essentiel au métabolisme 

cellulaire (725). La reconstitution du pool de NAD+ mitochondrial peut s’effectuer de deux façons. 

D’abord le NAD+ cytosolique peut être transporté directement dans la mitochondrie via le 

transporteur MCART1 (726-729). Ensuite, il est aussi suggéré que les pools de NAD+ 

mitochondrial peuvent être reconstitués localement via l’import du précurseur NMN et l’activité 

de l’isoforme mitochondrial de l’enzyme NMN adenylyltransférase (NMNAT3) (719, 725, 726, 

730). 

 

Le pool nucléaire de NAD+, régénéré localement via la NMNAT1, est principalement 

important pour l’activité des PARPs et des SIRTs. En effet, suivant des dommages à l’ADN, 

l’activation de PARP1 mène à la consommation de 80% du pool nucléaire de NAD+ pour 

permettre l’ADP-ribosylation aussi appelée « PARylation » faisant référence à la production de 

chaînes de poly-ADP-ribose (PAR) (731). Plusieurs isoformes des SIRTs (SIRT1, SIRT2, SIRT6, 

SIRT7)  sont présentes dans le noyau et contribuent à la régulation de la structure de la chromatine 

et à la stabilité génomique (732). 
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Enfin, le compartiment cytosolique de NAD+, localement synthétisé via l’isoforme 

NMNAT2, sert de moyeu central régulant les autres pools intracellulaires (725, 733). En plus de 

contribuer à la compartimentation intracellulaire, le NAD+ cytosolique est important pour la 

glycolyse et l’activité de SIRTs cytosoliques et explique le rôle central que joue cette molécule 

dans le fonctionnement et à la survie des cellules cancéreuses (634, 734-736). 

 

1.4.4  Le métabolisme cellulaire et les thérapies anti-cancéreuses 

De par son rôle pivot dans la prolifération et les fonctions pro-tumorigéniques des cellules 

cancéreuses, le métabolisme cellulaire comme cible thérapeutique en cancer constitue un domaine 

effervescent en recherche. D’abord, puisque la caractérisation de l’effet Warburg laissait 

initialement sous-entendre un dysfonctionnement mitochondrial, les efforts dirigés pour le 

développement d’inhibiteurs métaboliques des cellules cancéreuses se sont initialement concentrés 

sur le métabolisme glycolytique. Néanmoins, les travaux des dernières décennies sur la 

contribution des mitochondries à la progression tumorale ont stimulé l’intérêt du développement 

d’inhibiteurs du métabolisme oxydatif et de la glutaminolyse. 

 

1.4.4.1 Inhibiteurs de la glycolyse et de la glutaminolyse 

Les inhibiteurs glycolytiques étudiés en cancer interviennent à différentes étapes de la 

glycolyse, notamment via l’inhibition des transporteurs GLUT (737-743), via l’inhibition de 

l’hexokinase II (744-751) ainsi que via l’inhibition de la pyruvate kinase M2 (752, 753). Via son 

rôle anaplérotique, la glutaminolyse palie à la génération de macromolécules importantes issues 

du cycle de Krebs dans les cellules cancéreuses hautement glycolytiques où le pyruvate est 

principalement converti en lactate. Des inhibiteurs de la glutaminolyse qui altèrent l’activité des 

GLS (CB839, JHU083, compound 968, BPTES) (655, 754-760) et de certains mutants d’isocitrate 

déshydrogénases (AGI-6780, AGI-5198) (761-765) se sont montrés efficaces seuls et en 

combinaison dans divers modèles tumoraux précliniques. Étonnamment, l’inhibition du 

métabolisme de la glutamine produit différents effets dans les cellules cancéreuses et les cellules 

immunitaires. En effet, l’activité thérapeutique de l’inhibition de GLS1 résulte de la diminution de 

l’activité métabolique générale des cellules tumorales et d’une augmentation du métabolisme 

OxPhos dans les lymphocytes T effecteurs (754). Enfin, certains inhibiteurs métaboliques de la 
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glycolyse et de la glutaminolyse offrent une efficacité thérapeutique anti-tumorale améliorée 

lorsque combinés à la chimiothérapie (755, 757, 766-769), à des inhibiteurs de tyrosine kinases 

(747, 758, 770, 771), à des inhibiteurs de protéines de survie (772) et à des inhibiteurs de points 

de contrôle immunologique (754). 

 

1.4.4.2 La metformine et l’inhibition du complexe I de la ETC 

La metformine est surtout connu pour son activité thérapeutique dans le traitement du 

diabète de type 2 via l’inhibition de la gluconéogenèse hépatique. En 2005, une étude rétrospective 

suggère que son utilisation est associée à une réduction de l’incidence des cancers (773). Plusieurs 

études rapportent ensuite un risque réduit de l’incidence de plusieurs cancers communs tels que le 

cancer colorectal, du pancréas, du foie, du sein et du poumon avec l’utilisation de la metformine 

(774). In vitro et in vivo, la metformine nuit à la progression tumorale de plusieurs lignées 

cancéreuses (670). Plusieurs mécanismes d’actions peuvent expliquer son potentiel thérapeutique 

anti-cancéreux, mais celui-ci est plus particulièrement attribué à l’inhibition de la respiration 

mitochondriale (775). En 2000, deux études révèlent un rôle préalablement inconnu de la 

metformine dans l’inhibition du CI de la ETC (776, 777). L’activité anti-cancéreuse de la 

metformine est principalement tributaire de cette fonction inhibitrice de la NADH déshydrogénase. 

En effet, l’expression de la sous-unité NDI1 résistante à la metformine dans les cellules 

cancéreuses annule l’activité thérapeutique de la metformine in vitro et in vivo (684). Étant donné 

l’importance de la phosphorylation oxydative pour les CSC, plusieurs études rapportent également 

un rôle de la metformine dans l’inhibition des fonctions de ces cellules (778, 779). Plusieurs 

facteurs influencent et limitent l’efficacité thérapeutique de la metformine dont la composition du 

microenvironnement tumoral et l’expression du transporteur OCT3 qui facilite l’import de la 

metformine dans les cellules (670, 682, 780-783). Enfin, quelques essais cliniques suggèrent un 

potentiel thérapeutique intéressant pour l’utilisation de la metformine en cancer. Dans un essai 

clinique de phase 2 sur 139 patients atteints du cancer du poumon avec mutation du récepteur 

EGFR, la combinaison d’un inhibiteur de protéine tyrosine kinase (erlotinib, afatinib ou gefitinib) 

à la metformine prolonge la survie globale et sans progression (784). Une autre étude de phase 2 

sur 38 patientes atteintes du cancer de l’ovaire révèle que la metformine diminue de moitié le 

nombre de CSC (785). Les auteurs notent également une survie meilleure qu’attendue, sans groupe 

comparateur néanmoins (785). Toutefois, d’autres études rapportent aucune valeur ajoutée à la 
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metformine dans le traitement du cancer du sein (786, 787). L’approfondissement de nos 

connaissances concernant les mécanismes d’actions de la molécule et les déterminants génétiques 

qui sensibilisent les cellules cancéreuses à la metformine permettra de mieux définir les 

populations de patients susceptibles de présenter une réponse thérapeutique. 

 

1.4.4.3 Inhibiteurs de la ETC et de la phosphorylation oxydative 

L’importance du métabolisme OxPhos chez l’humain est notamment démontrée par une 

analyse de profilage métabolique au niveau transcriptionel d’une large cohorte de patients atteints 

de divers cancers qui révèle une augmentation de cette voie métabolique dans les tissus tumoraux 

comparativement au stroma et aux tissus normaux (788). En plus de la metformine, d’autres 

inhibiteurs de la phosphorylation oxydative ont démontré une activité thérapeutique anti-

cancéreuse potentielle in vitro et in vivo dont le VLX600 (inhibiteur des CI, CII et CIV) (789), 

l’IACS-010759 (inhibiteur du CI) (701), le BAY87-2243 (inhibiteur du CI) (698), le ME-344 

(inhibiteur du CI) (790) ainsi que la phenformine (inhibiteur du CI), un biguanide de la même 

famille que la metformine (791). Aussi, plusieurs études suggèrent une activité thérapeutique 

augmentée lorsque l’inhibition du métabolisme OxPhos est combinée à d’autres thérapies anti-

cancéreuses telles que certaines chimiothérapies (irinotécan, cisplatin, doxorubicine) (789, 792), 

certains inhibiteurs des protéines tyrosine kinases (imatinib, ibrutinib, vemurafenib, nintedanib, 

dovitinib, regorafenib) (698, 700, 701, 793) et certaines immunothérapies (anti-PD-1, anti-CTLA-

4) (794-796).  

 

1.4.4.4 Inhibiteurs des PARPs 

De par le rôle central du NAD+ dans le fonctionnement des enzymes PARPs impliquées 

dans la réponse aux dommages à l’ADN, plusieurs inhibiteurs des PARPs (olaparib, rucaparib, 

niraparib, talazoparib) sont utilisés comme thérapie anti-cancéreuse. L’inhibition de PARP est 

particulièrement efficace dans les cancers déficients dans la réparation de l’ADN par 

recombinaison homologue (mutés pour BRCA1/2). En effet, en emprisonnant PARP aux sites de 

dommages et en l’empêchant de faire la PARylation nécessaire au relâchement de la chromatine 

et le recrutement de protéines impliquées dans la réparation des bris d’ADN, l’inhibition de PARP 

induit la mort cellulaire via l’accumulation de bris double et simple brin (797, 798). De façon 

intéressante, il a été suggéré que le métabolisme OxPhos soit particulièrement important à la survie 
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des cellules endommagées par des agents cytotoxique en limitant la déplétion des niveaux d’ATP 

médiée par l’activité de PARP1 (799). De plus, le métabolisme mitochondrial oxydatif est 

augmenté dans les cellules cancéreuses qui présentent des déficiences dans les mécanismes de 

réparation homologue et qui dépendent de PARP (800). De façon consistante, l’inhibition (FK866) 

de l’enzyme limitante de la biosynthèse intracellulaire du NAD+ (NAMPT) sensibilise les cellules 

du TNBC à l’inhibition de PARP (801). 

 

1.4.5  L’axe adénosinergique et le métabolisme cellulaire 

Le rôle de l’axe adénosinergique, s’il y a lieu, dans la régulation du métabolisme cellulaire 

n’est pas totalement compris. D’abord, une étude rapporte un rôle du récepteur A2a dans la 

régulation positive d’enzymes impliquées dans le métabolisme glycolytique des cellules 

endothéliales de la rétine via la régulation du facteur de transcription HIF-1α en aval de l’activation 

d’ERK et Akt (802). Enfin, d’autres études, discutée dans les sections qui suivent, rapportent un 

rôle probable de la signalisation adénosinergique dans la biogénèse mitochondriale des cellules 

cancéreuses ainsi que dans l’activation métabolique de certaines cellules immunitaires. 

 

1.4.5.1 La signalisation adénosinergique et le facteur de transcription PGC1α 

PGC1α est un important co-activateur transcriptionel impliqué dans la biogénèse 

mitochondriale via l’activation des protéines mtTFA (TFAM), NRF1 et NRF2 qui régulent la 

réplication de l’ADN mitochondrial (803). De façon intéressante, une étude a démontré que le 

dbcAMP, un analogue de cAMP, augmentait le métabolisme OxPhos via l’activité de PGC1α, 

suggérant que la signalisation adénosinergique joue un rôle dans la biogénèse mitochondriale des 

cellules cancéreuses (804). Finalement, il a aussi été démontré que l’activation de la voie de 

cAMP-PKA induit la déacétylation et l’activation de PGC1α via la phosphorylation de l’unité 

catalytique de l’enzyme SIRT1 (805). 

 

1.4.5.2 L’axe adénosinergique et le métabolisme des cellules cancéreuses 

D’abord, chez les patients atteints de la leucémie myéloïde aiguë (AML), l’expression et 

l’activité de l’ecto-nucléotidase CD39 sont augmentées par la chimiothérapie sur les cellules 

leucémiques et contribuent à la résistance à la cytarabine de ces cellules via la biogénèse de 

mitochondries (806). En effet, les cellules leucémiques déficientes pour CD39 présentent des 
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niveaux réduits d’expression des complexes de la ETC et un profil métabolique OxPhos diminué 

(806). De façon mécanistique, l’étude révèle que CD39 contribue au métabolisme OxPhos et à la 

résistance à la cytarabine des cellules leucémiques via la signalisation dépendante de cAMP et 

PKA qui mène à l’activation du régulateur de la biogénèse mitochondriale PGC1α (806). De façon 

similaire, l’activation de la voie de signalisation dépendante de cAMP et PKA via la forskoline 

favorise le métabolisme OxPhos via la fusion mitochondriale dans des fibroblastes murins 

(NIH3T3) transformés avec un oncogène K-Ras ainsi que dans des cellules du TNBC (MDA-MB-

231) (807). Cependant, le rôle de CD73 dans la régulation du métabolisme oxydatif des cellules 

cancéreuses n'a pas été directement étudié. 

 

1.4.5.3 L’adénosine et le métabolisme des cellules immunitaires 

Les fonctions immunosuppressives de CD73 et l’adénosine sont déjà largement décrites 

sur plusieurs types de cellules immunitaires. Quelques études se sont également intéressées au rôle 

de l’axe adénosinergique dans l’activation métabolique de diverses cellules immunitaires. 

D’abord, dans les lymphocytes T CD8, l’absence de l’enzyme CD73 augmente l’incorporation de 

glucose l’expression de l’hexokinase II (808). Cette même étude rapporte plutôt un rôle négatif de 

CD73 sur le métabolisme OxPhos de ces cellules (808). De façon similaire, une autre étude 

démontre que la signalisation dépendante de l’activation de PKA en aval du récepteur A2a nuit à 

l’activité glycolytique et mitochondriale des lymphocytes T CD8 (108). Par ailleurs, une étude 

récente démontre que l’inosine, le produit de dégradation de l’adénosine, peut être utilisée par les 

lymphocytes T comme source alternative de carbones (809). En effet, lorsqu’ils sont activés in 

vitro en absence de glucose, l’inosine peut être métabolisé par l’enzyme PNP de sorte à alimenter 

le métabolisme requis à la prolifération et au fonctionnement des lymphocytes T (809). Plus 

encore, l’étude démontre que la supplémentation d’inosine augmente l’efficacité thérapeutique 

d’immunothérapies dépendantes de l’activité des lymphocytes T in vivo (809). Finalement, 

l’adénosine réduit légèrement le métabolisme OxPhos des cellules NK stimulées à l’IL-12 et l’IL-

15 in vitro (810). 

 

1.4.6  Synthèse du chapitre 

En résumé, l’activité métabolique régule plusieurs fonctions importantes à la 

tumorigénicité des cellules cancéreuses. Contrairement aux croyances populaires vis-à-vis l’effet 
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Warburg, non seulement l’activité mitochondriale est-elle maintenue dans la plupart des cellules 

cancéreuses, mais celle-ci est aussi essentielle à la prolifération, la survie, la résistance aux 

thérapies et à la dissémination métastatique de plusieurs types de cellules cancéreuses. De plus, de 

façon intéressante, plusieurs études suggèrent que la génération d’ATP n’est pas essentielle à la 

prolifération favorisée par la respiration mitochondriale. Alors que plusieurs facteurs influencent 

l’activité métabolique des cellules cancéreuses, le NAD+ occupe un rôle central dans l’oxydation 

des nutriments et la tumorigénicité des cellules cancéreuses. De façon intrigante, plusieurs études 

rapportent un rôle largement inexploré de CD73 dans la voie de récupération de la biosynthèse de 

NAD+ intracellulaire. Le rôle de la signalisation adénosinergique et CD73 dans la régulation du 

métabolisme cellulaire demeure toutefois largement incompris. Enfin, l’identification de voies 

métaboliques modulables à des fins thérapeutiques en cancer est d’un intérêt grandissant. 
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Chapitre 2 – Hypothèses, objectifs et présentation des projets 
Les projets qui constituent cette thèse s’articulent autour d’un sujet central commun et de 

deux thèmes principaux : les fonctions immunologiques (#1) et non-immunologiques (#2) de 

l’enzyme CD73 (sujet central). Dans le premier thème, cette thèse s’intéresse aux fonctions 

physiologiques (5.1) et pathologiques (5.2) de CD73 sur les lymphocytes B, soit dans des modèles 

murins d’immunisation contre S. pneumoniae (5.1) et de leucémie lymphoïde chronique (5.2) 

respectivement. Le projet qui compose le second thème, quant à lui, s’intéresse aux fonctions pro-

tumorigéniques de CD73 qui sont indépendantes de l’immunité anti-tumorale, mais qui gravite 

plutôt autour du métabolisme des cellules cancéreuses (5.3). 

 

2.1 CD73-A2a et la vaccination à polysaccharides contre S. pneumoniae 

Avec le premier projet, cette thèse explore les fonctions basales de CD73 dans la 

commutation isotypique des lymphocytes B de type inné et plus spécialement le rôle de CD73 

dans l’immunisation systémique contre la bactérie S. pneumoniae. 

 

2.1.1 Hypothèses et objectifs 

Il est connu que les jeunes enfants et les adultes atteints d'immunodéficiences communes 

sont susceptibles de moins bien répondre à la vaccination par PPV23. Par ailleurs, les lymphocytes 

B chez ces populations de patients affichent une expression CD73 en deçà de la normale, suggérant 

une déficience de l'axe adénosinergique. Cependant, le rôle de CD73 et de l'adénosine dans le 

processus d'immunisation contre S. pneumoniae demeure encore inconnu. Le premier projet teste 

donc l’hypothèse (#1) suivante :  

 

1. CD73 et l’adénosine contribue à la commutation isotypique requise à l’immunisation 

contre S. pneumoniae via le récepteur A2a suivant la vaccination avec le PPV23. 

 

Pour répondre à l’hypothèse, l’étude s’est intéressée aux objectifs suivants : 

 

a. Étudier le profil d’expression de CD73 et l’impact de l’absence génétique de CD73 sur 

l’ontogénie des lymphocytes B murins. 
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b. Étudier le rôle de CD73 et A2a dans la commutation isotypique suivant la vaccination de 

souris avec le PPV23. 

c. Étudier la susceptibilité à une infection systémique de S. pneumoniae des souris déficientes 

pour CD73 ou A2a. 

d. Étudier le potentiel thérapeutique de la signalisation A2a suivant la vaccination au PPV23 

dans des jeunes souris. 

 

2.1.2 Présentation du 1er article 

Le premier article qui compose cette thèse et qui s’intitule « CD73-A2a adenosine receptor 

axis promotes innate B cell antibody responses to pneumococcal polysaccharide vaccination » a 

été publié en janvier 2018 dans la revue PLOS one. L’ordre et les rôles des auteurs se répartissent 

ainsi : 

 

1. David Allard : Conception générale et design expérimental, acquisition et analyses des 

données (figures 6.3, 6.4, 6.5, S6.1, S6.3), formatage des figures et de la table, écriture et 

révision du manuscrit. 

2. Roxanne Charlebois : Design expérimental, acquisition et analyses des données (figures 

6.1, 6.2, S6.1, S6.2 et table 1), écriture du manuscrit. 

3. Loise Gilbert : Aide à l’acquisition des données (figures 6.2C, 6.3C, 6.4C, 6.5C, S6.1A et 

table 1). 

4. John Stagg* : Conception générale et design expérimental, écriture et révision du 

manuscrit, supervision et administration du projet, responsable du financement. 

5. Pavel Chrobak* : Conception générale et design expérimental, aide dans l’acquisition et 

l’analyses des données (figures 6.1, 6.2C, 6.3C, 6.4C, 6.5C, S6.1, S6.2, S6.3), écriture et 

révision du manuscrit, supervision et administration du projet. 

* John Stagg et Pavel Chrobak ont co-supervisés l’étude équitablement. 
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2.2  CD73 dans la leucémie lymphoïde chronique 

Avec le second projet, cette thèse explore le rôle de CD73 dans la pathogénèse de la 

leucémie lymphoïde chronique à l’aide d’un modèle de souris transgéniques. 

 

2.2.1 Hypothèses et objectifs 

Certaines études rapportent une valeur pronostique de CD73 et CD39 et un rôle biologique 

du récepteur A2a dans la LLC. Alors que la signalisation adénosinergique dans la pathogénèse de 

la LLC a principalement été étudiée in vitro, une étude récente suggère que l’inhibition du 

récepteur A2a puisse produire une activité thérapeutique potentielle en modulant l’environnement 

immunitaire in vivo (617). Néanmoins, avec un modèle de LLC murine par transfert adoptif de 

cellules leucémiques, cette inhibition du récepteur A2a ne ralentit pas la progression tumorale 

(617). Le second projet teste donc l’hypothèse (#2) suivante : 

 

2. CD73 exerce un rôle pro-tumorigénique dans la pathogénèse de la LLC. 

 

Pour répondre à l’hypothèse, l’étude s’est intéressée aux objectifs suivants : 

 

a. Étudier le profil d’expression de CD73 en relation avec l’évolution de la leucémie dans un 

modèle transgénique de LLC murine. 

b. Étudier l’impact de l’absence de CD73 dans la progression tumorale dans un modèle 

transgénique de LLC murine. 

c. Étudier l’impact de l’absence de CD73 sur les mécanismes immunitaires anti-tumoraux 

dans un modèle transgénique de la LLC murine. 

d. Étudier le profil d’expression de CD73 en relation avec l’évolution de la leucémie humaine 

sur des échantillons de patients. 

 

2.2.2 Présentation du 2e article 

Le second manuscrit qui compose cette thèse et qui s’intitule « CD73 promotes chronic 

lymphocytic leukemia in mice » a été soumis à la revue Blood Advances le 22 juillet 2021. L’ordre 

et les rôles des auteurs se répartissent ainsi : 
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1. David Allard : Conception générale et design expérimental, acquisition et analyses des 

données de toutes les figures (figures 7.1, 7.2, 7.3, 7.4, S7.1, S7.2, S7.3, S7.4, S7.5, S7.6), 

formatage des figures et de la table, écriture du manuscrit. 

2. Pavel Chrobak : Conception générale et design expérimental, aide technique dans 

l’acquisition et l’analyses des données de cytométrie en flux (figures 7.2, 7.3, 7.4, S7.6). 

3. Priscilla Tessier : Aide technique dans l’expérimentation animale et l’élevage des colonies, 

aide dans l’acquisition des données de expériences de survie (figures 7.2, 7.3, S7.4). 

4. Marjorie A. Bergeron : Aide technique à l’acquisition des données de cytométrie en flux 

(figures 7.1, 7.2, S7.1, S7.3). 

5. Nathalie Johnson : A fourni les échantillons de patients humains utilisés pour les figures 

7.4 et S7.6, révision du manuscrit. 

6. John Stagg : Conception générale et design expérimental, écriture et révision du manuscrit, 

supervision et administration du projet, responsable du financement. 
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2.3  CD73 dans le métabolisme des cellules cancéreuses 

Avec le troisième projet, cette thèse explore les rôles pro-tumorigéniques de CD73 via la 

régulation du métabolisme des cellules cancéreuses. 

 

2.3.1 Hypothèses et objectifs 

Plusieurs études suggèrent que CD73 favorise la progression tumorale indépendamment de 

son activité immunosuppressive. Certaines études suggèrent que la signalisation adénosinergique 

puisse réguler la biogénèse mitochondriale des cellules tumorales. D’autres études suggèrent un 

rôle négatif de l’adénosine sur l’activité métabolique des cellules immunitaires avec des 

conséquences potentiellement nuisibles sur l'immuno-surveillance. Enfin, alors que le NAD+ joue 

un rôle central dans plusieurs processus physiologique, dont l’activité métabolique cellulaire, le 

rôle de l’activité enzymatique de CD73 sur le NMN et la voie de récupération de la biosynthèse 

intracellulaire de NAD+ demeure largement incompris. Le rôle de CD73 dans la régulation 

métabolique cellulaire est inconnu, mais s’il est conséquent, pourrait expliquer certaines fonctions 

pro-tumorigéniques de l’enzyme CD73 qui sont indépendantes de l’activité immunosuppressive 

de l’adénosine. Le troisième projet teste donc l’hypothèse (#3) suivante : 

 

3. CD73 favorise la croissance tumorale via la régulation de l’activité métabolique des 

cellules cancéreuses. 

 

Pour répondre à l’hypothèse, l’étude s’est intéressée aux objectifs suivants : 

 

a. Comparer le profil métabolique des cellules cancéreuses qui expriment et qui n’expriment 

pas CD73. 

b. Étudier le rôle de CD73 dans la respiration mitochondriale et la prolifération cellulaire. 

c. Étudier le rôle de CD73 et la signalisation adénosinergique dans la biogénèse 

mitochondriale 

d. Étudier le rôle de CD73 dans la voie de récupération de la biosynthèse de NAD+ 

intracellulaire et les fonctions biologiques qui en découlent. 
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2.3.2  Présentation du 3e article 

Le troisième manuscrit qui compose cette thèse et qui s’intitule « CD73 promotes cellular 

metabolic fitness independently of adenosine signaling » est en préparation. L’ordre et les rôles 

des auteurs se répartissent ainsi : 

 

1. David Allard : Conception générale et design expérimental de toutes les figures, acquisition 

des données (figures 8.1A-B-C-H-J-K, 8.2, 8.3B-C-D-F, 8.4E-F, 8.5A-E-F, S8.1, S8.3, 

S8.6A-B-D-E) et analyse/formatage de toutes les figures, écriture du manuscrit. 

2. Isabelle Cousineau : Design expérimental, acquisition et analyses des données (figures 

8.1G, 8.5C-D-G, S8.6C-F), écriture du manuscrit (méthodologie). 

3. Eric Ma : Design expérimental, acquisition et analyses des données (figures 8.1D-E-F, 

8.3H, S8.2A-B-C-D). 

4. Yacine Barèche : Analyse des données d’analyses transcriptionnelles (figures 8.3E, 8.5B, 

S8.2E), écriture du manuscrit (méthodologie). 

5. Hubert Fleury : Aide dans l’acquisition des données de la figure 8.5A. 

6. Russell Jones : Conception générale et design expérimental, révision du manuscrit, 

supervision. 

7. John Stagg : Conception générale et design expérimental, écriture et révision du manuscrit, 

supervision et administration du projet, responsable du financement. 

 

*En tant qu’auteur principal, DA s’est occupé de la conception des expériences et la 

préparation des échantillons biologiques des figures 8.1I, 8.3A, 8.4A-B-C-D-G et S8.4A-B, 

mais les données qui composent ces figures ont été générées expérimentalement et analysées 

par le service d’analyse de la plateforme de métabolomique (LC-MS) du CRCHUM. Les 

échantillons biologiques utilisés à la génération des figures 8.3E, 8.5B et S8.2E ont également 

été préparé et envoyé à Génome Québec par DA. Enfin, DA s’est occupé de la préparation des 

échantillons biologiques utilisés à la génération des figures 8.1D-E-F, 8.3H et S8.2A-B-C-D 

et de la coordination avec EM pour l’analyse GC-MS qui en découle. 
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3.1 Résumé 

Plusieurs personnes à risque d’infections à pneumocoque ne répondent que très peu au 

vaccin à polysaccharides Pneumovax 23. L’identification de voies thérapeutiques capable 

d’augmenter la réponse à la vaccination Pneumovax 23 est hautement pertinente. Nous avons 

étudié la contribution de la voie de signalisation adénosinergique régulée par l’ecto-nucléotidase 

CD73 dans la production d’anticorps en réponse au Pneumovax 23. À l’aide de souris 

génétiquement modifiées, nous avons démontré que l’absence de l’enzyme CD73 ou du récepteur 

à l’adénosine A2a retardait de façon significative la commutation isotypique de classe. Toutefois, 

les souris adultes génétiquement déficientes pour CD73 ou A2a ont fini par produire suffisamment 

d’anticorps spécifiques de type IgG3 et à contrôler l’infection à S. pneumoniae tel qu’observé dans 

les souris de type sauvage. En comparaison aux souris adultes, les jeunes souris de type sauvage 

ne sont pas parvenues à contrôler l’infection à S. pneumoniae après la vaccination, un phénomène 

associé à des niveaux réduits d’expression de CD73 sur les cellules B innées. Nous avons donc 

testé l’hypothèse selon laquelle l’activation pharmacologique du récepteur A2a améliore 

l’efficacité d’immunisation du Pneumovax 23 dans les jeunes souris. Nous avons observé que 

l’administration d’un agoniste du récepteur A2a (CGS 21680) augmentait de façon significative la 
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production d’anticorps protecteurs de type IgG3 et la survie après une infection à S. pneumoniae. 

Notre étude suggère donc que l’activation pharmacologique du récepteur à l’adénosine A2a puisse 

améliorer l’efficacité de vaccination de Pneumovax 23 chez les populations à risque d’infections 

à pneumocoque. 

  

3.2  Abstract 

Many individuals at risk of streptococcal infection respond poorly to the pneumococcal 

polysaccharide vaccine Pneumovax 23. Identification of actionable pathways able to enhance 

Pneumovax responsiveness is highly relevant. We investigated the contribution of the extracellular 

adenosine pathway regulated by the ecto-nucleotidase CD73 in Pneumovax-induced antibody 

responses. Using gene-targeted mice, we demonstrated that CD73-or A2a adenosine receptor 

deficiency significantly delayed isotype switching. Nevertheless, CD73- or A2aR- deficient adult 

mice ultimately produced antigen-specific IgG3 and controlled Streptococcus pneumoniae 

infection as efficiently as wild type (WT) mice. Compared to adults, young WT mice failed to 

control S. pneumoniae infection after vaccination and this was associated with lower levels of 

CD73 on innate B cells. We hypothesized that pharmacological activation of A2a receptor may 

improve Pneumovax 23 immunization in young WT mice. Remarkably, administration of the A2a 

adenosine receptor agonist CGS 21680 significantly increased IgG3 responses and significantly 

enhanced survival after S. pneumoniae challenge. Our study thus suggests that pharmacological 

activation of the A2a adenosine receptor could improve the efficacy of Pneumovax 23 vaccination 

in individuals at risk of streptococcal infection. 

 

3.3  Introduction 

Infections with S. pneumoniae are a major cause of morbidity and mortality in infants under 

2 years of age, elderly patients and immunocompromised individuals (1). Studies in mice 

demonstrated that antibodies produced by B-1a, B-1b and marginal zone (MZ) innate B cells play 

an important role in T cell-independent (TI) immune control of this pathogen both in naïve mice 

and in mice vaccinated with pneumococcal polysaccharides (2, 3). B-1a B cells contribute mostly 

by producing natural IgM Ab, while B-1b B cells and MZ B cells in addition to producing IgM 

can also isotype switch and produce IgG (mainly IgG3). While the role of human counterparts of 

B-1 B cells in anti-pneumococcal immunity still remains controversial (4, 5), several studies 
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concluded that human B-1 B cells indeed constitute a major B cell population responding to 

Pneumovax 23 vaccination (4, 6). 

 

While pneumococcal polysaccharide vaccination is effective in preventing S. pneumoniae 

infections, individuals who are at the highest risk of infection respond poorly to the Pneumo- vax 

23 vaccine. For instance, elderly patients have a decreased B-1 B cell pool (7) and young infants 

are incapable of generating protective antibodies, suggesting impairment of Pneumovax specific 

B cells in these populations (8). These observations stress the importance of identifying pathways 

and molecular targets which could be modulated therapeutically in order to enhance immune 

responses of these cells. 

 

One of the important immune regulatory mechanism is through the production of 

extracellular adenosine by ecto-nucleotidases (9, 10). Extracellular adenosine acts as a negative 

regulator of innate and adaptive immune responses and of inflammation. It exerts many of its 

immunoregulatory effects through the A2a receptor (one of the four adenosine receptors) and 

modulates multiple aspects of immune responses, including immune cell effector and regulatory 

functions, and cell homing (11, 12). Therapeutic modulation of the adenosine pathway is an 

increasingly pursued avenue (9). One of the rate-limiting enzymes in the generation of 

extracellular adenosine is CD73, a GPI-anchored or soluble nucleotidase that catalyzes the 

dephosphorylation of AMP into adenosine. Whether CD73-generated adenosine is involved in 

regulation of B-1 innate B cell responses to S. pneumoniae infection is currently unknown. 

 

On one hand, engaging the CD73-adenosine pathway might be able to suppress potentially 

harmful inflammatory host responses during pneumococcal bacterial pneumonia, as recently 

reported (13). On the other hand, CD73-derived adenosine may be required for effective antibody 

responses following vaccination. Accordingly, in vitro studies revealed that CD73 expression 

promotes class switch recombination in B-2 B cells (14). Furthermore, because CD73 expression 

in lymphocytes is developmentally regulated, CD73 levels on B cells are low in young infants and 

in patients with common variable immunodeficiency, two patient populations highly prone to S. 

pneumoniae infections (14, 15). The objective of this study was thus to investigate the importance 

of CD73 expression for innate B cell responses to S. pneumoniae following vaccination. 
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Murine B-1 B cells have been previously reported to express CD73 (16, 17). We tested the 

hypothesis that CD73 potentiates antibody effector responses of B-1 B cells and responsiveness to 

Pneumovax 23 vaccination. Using CD73-deficient and A2a-deficient knockout (KO) mice, we 

report that the CD73-A2a adenosine receptor axis enhances early IgM to IgG3 isotype switch 

responses in innate B cells in vivo, but is not critical for the control of S. Pneumoniae challenge 

following Pneumovax 23 vaccination in mice. Importantly, we also demonstrate that 

administration of an A2a adenosine receptor agonist in young mice is sufficient to enhance IgM to 

IgG3 isotype switch following Pneumovax 23 vaccination and improve the control of S. 

pneumoniae infection. 

 

3.4  Materials and methods 

3.4.1 Mice 

C57BL/6J WT mice were obtained from the Jackson Laboratory. C57BL/6N WT mice 

were maintained at the CRCHUM. CD73 KO (C57BL/6J background) and A2a KO (C57BL/6N) 

mice were obtained from Dr. Linda F. Thompson (Oklahoma Medical Research Foundation) and 

from Dr. Jiang-Fan Chen (Boston University School of Medicine) respectively and were 

maintained at the CRCHUM. Animals were housed in groups of 5 per cage. All experiments were 

approved by the Animal Protection Committee of the CRCHUM. 

 

3.4.2 Antibodies and reagents 

Pneumovax 23 (Merck) was obtained from CHUM pharmacy. PPS3 was obtained from 

ATCC. PC-BSA was obtained from Biosearch Technologies. Fluorochrome conjugated anti- 

bodies to rat anti-mouse CD19 (1D3), CD5 (53–7.3), CD23 (B3B4), CD73 (TY/11.8), CD43 (S7), 

CD21/35 (7G6), rat IgG1,κ isotype control unconjugated mouse CD16/32 (24G2), and rat IgG1,κ 

anti-mouse IgA (C10-3) were obtained from BD Biosciences. FITC-conjugated goat anti-rat IgG 

was obtained from eBioscience. CGS 21680 hydrochloride was obtained from Tocris Bioscience. 

S. pneumoniae strain WU-2 was a kind gift of Dr. David Briles (The University of Alabama at 

Birmingham). The bacteria were grown in Todd-Hewitt broth supplemented with 0.5% yeast 

extract and glycerol frozen stocks were kept at -80°C. 
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3.4.3 FACS 

Single cell suspensions from spleen and peritoneal lavage (107 cells/mL) were pre-

incubated with mouse Fc Block (unconjugated CD16/32) for 15 minutes and then stained with 

fluorochrome conjugated antibodies for 30 minutes at 4°C. Cells were analyzed using a BD FACS-

Diva cytometer. Fluorescence minus one CD73 staining in CD73 KO mice or isotype control 

staining were used as negative controls.  

 

3.4.4 Immunizations and S. pneumoniae infection  

8 to 12-week-old and 3-week-old mice were considered adult and young mice respectively. 

Adult mice were immunized intraperitoneally (i.p.) with Pneumovax 23 (2.9 μg in 100 μl of PBS). 

Young mice were immunized i.p. with 10 μg of Pneumovax 23 (in 100 μL of DPBS). Mice treated 

with the selective A2a agonist CGS 21680 received daily dose of 1mg/kg diluted in DPBS, injected 

i.p. for four weeks. Young mice were weighed weekly and the dose was adjusted consequently. 

Serum for determining Ig by ELISA was obtained prior to and at different time-points after 

immunization. For pneumococcal infections, non-vaccinated, young vaccinated and adult 

vaccinated mice were injected four weeks after immunization with 10, 5x103 or 105 CFU S. 

pneumoniae respectively i.p. and survival was monitored for one week. Animals were monitored 

for the development of the following clinical signs (dehydration, eye discharge, abnormally rapid 

breathing, hunched back, hypoactivity (grade 1: normal activity; grade 2: slight hypoactivity; grade 

3 significant hypoactivity; grade 4: failure to move), lack of righting reflex, and response to 

stimuli). Monitoring was done every 12 hours for the first 24 hours, and subsequently every 6 

hours or, if clinical signs or greater than 10% body weight loss were observed, every 3 hours. Body 

weight was monitored every 12 hours during the first day and subsequently every 6 hours. In case 

of dehydration, animals were given 0.1 ml of saline solution sub-cutaneously and wet pieces of 

food pellets were put inside the cage. Animals that showed markedly depressed ability to move 

(grade 3 and 4), with or without lack of righting reflex or lack of response to stimuli or markedly 

altered breathing were immediately sacrificed. No animal death prior to reaching these clinical 

signs was observed, and no animals were found dead. Experiments were performed in an NC2 

animal facility and all monitoring and manipulation of animals was done by NC2 trained 

personnel.  
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3.4.5 Enzyme-linked immunosorbent assays  

ELISAs were performed according to a modified, previously published protocol (18). For 

antigen-specific antibodies, nunc maxisorp plates were either coated overnight with pneumococcal 

polysaccharide type 3 (PPS3) (10 μg/ml), or Phosphorylcholine (PC)-BSA (5 μg/mL). For 

immunoglobulin levels, plates were coated overnight with goat anti-mouse IgG (10 μg/ml) or goat 

anti-mouse IgM (10 μg/ml). Blocking was done for 2 hours (200 μL per well) at RT in PBS-0.1% 

Tween20-5% BSA. Samples were diluted in PBS-0.1% Tween20-0.1% BSA. For PPS3 ELISA, 

samples were preincubated for 60 minutes with CWPS (10 μg/ml). Samples were plated overnight 

at 50 μL per well. HRP-conjugated anti-mouse IgM, IgG1, IgG2a, IgG2b, IgG3 and IgA detection 

antibodies (1:2000 dilution; Southern Biotech, Birmingham, AL) were added for 2 hours at room 

temperature (50 μL per well), followed by tetramethylbenzidine (TMB) substrate (50 μL per well). 

Reaction was stopped after 15 minutes with 2N hydrochloric acid (HCl) (50 μL per well). 

Absorbance was read at 450 and corrected at 570 nm on a Versamax microplate reader. All steps 

were separated with washes (3X) made with PBS-0.1% Tween20. Samples were run in duplicates 

or triplicates. Analysis of ELISAs was done by determining OD (450–570). Each titer for a given 

mouse and ELISA was calculated as the inverse of the lowest dilution where OD readings are 

above 0.5 (at least 10-fold above background). Data from multiple experiments were analyzed by 

comparing the mean reciprocal titers of all mice included in WT, CD73 KO or A2a KO groups.  

 

3.4.6 Immunofluorescence for gut IgA 

Terminal ileum tissue was harvested from 8-week-old WT and CD73 KO mice, frozen in 

OCT media, sectioned on Superfrost Plus slides (Fisher; 12-550-15) and stored at -80°C. Slides 

were thawed at room temperature for 30 minutes, fixed in 4% PFA, washed in PBS, blocked in 

DAKO protein blocker for 1 hour and stained with anti-mouse IgA primary antibody for 2 hours 

at room temperature. Sections were then washed in PBS and incubated with the FITC-conjugated 

goat anti-rat IgG secondary antibody for 2 hours at room temperature. Slides were mounted with 

Prolong Gold plus DAPI (Invitrogen) and images were taken using a Nikon microscope with a 

X20 objective. 
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3.4.7 Statistical Analysis 

Data are shown as means +/- SEM. Statistics are performed by unpaired Student’s T test 

or one-way ANOVA with Bonferroni correction when multiple comparisons were made and 

survival curves were assessed by the log-rank test. 

 

3.5  Results 

3.5.1 CD73 defines specific subsets of naïve and isotype-switched innate type B cells 

We first evaluated CD73 expression in adult mouse B cells. In agreement with previous 

studies (16), we observed high expression of CD73 on a subset of peritoneal B-1a (CD19+ CD5+ 

CD23-) and B-1b cells (CD19+ CD5- CD23-), splenic B-1a (CD19+ CD5+ CD43+) and marginal 

zone (MZ) (CD19+ CD21hi CD23low) B cells (Fig 3.1A). Consistent with a role for CD73 in 

isotype class-switching (14), the vast majority (~87%) of isotype-switched (IgG3+) B-1b B cells 

expressed CD73 (Fig 3.1A). In young mice (3-week-old), however, the majority of B-1a and B-

1b B cells were negative for CD73 (Fig 3.1B), consistent with prior reports of low CD73 

expression on B cells from young infants (15). 
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Figure 3.1 – CD73 expression on B-1 B cells. (A) CD73 expression on distinct B cell subsets in adult 8 to 12-week-
old mice (dashed lines show absence of staining in CD73 KO mice). (B) CD73 expression on B-1 B cells in young 3-
week-old mice (dashed lines show isotype control). (FO: Follicular B cells, MZ: Marginal zone B cells). 
 

3.5.2 Normal B cell development and steady state antibody levels in CD73 KO mice  

We next compared the steady-state levels of the various B cell subsets in adult WT and 

CD73-deficient (KO) mice. We observed no statistical difference in absolute numbers of B-1 and 

B-2 cells (Table 3.1), supporting that CD73 is not required for their development. We next 

investigated the role of CD73 in innate B-1 B cell responses. B-1 B cells are the source of the 

natural antibody pool (e.g. anti-PC Ab targeting S. pneumoniae phosphorylcholine) (19), and in 

this way, contribute to a major portion of serum IgM. This natural antibody pool controls to some 
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extent S. pneumoniae bacteremia in unvaccinated mice (2). We measured total serum IgM and 

anti-PC natural IgM levels in WT and CD73 KO mice. As shown in Fig 3.2A and 2B, no difference 

was observed between WT and CD73 KO mice. Because B-1 cells, especially the B-1b subset, 

have been shown to efficiently isotype switch to IgA-producing cells in vitro and in vivo (20, 21), 

we also compared gut-associated IgA levels, but observed no difference between WT and CD73 

KO mice (Panel A in Fig S3.1). Consistent with these results, no difference in survival was 

observed in WT versus CD73 KO mice following low-dose S. pneumoniae challenge (Fig 3.2C). 

Taken together, our data strongly suggest preserved steady-state functions of B-1 B cells in CD73-

deficient mice. 

 

Table 3.1 – CD73 KO Mice Have Similar Numbers of Major B Cell Subsets. 
   Absolute Cell number (x106) Percentage of CD73+ 

Tissue Phenotype WT CD73KO WT 

Spleen CD19+  37 ± 8 38 ± 9  

 FO (B220+CD21+CD23+) 25 ± 2 27 ± 3 1.0 ± 0.4 

 MZ (B220+CD21+CD23-) 4.2 ± 0.2 4.7 ± 1.8 24.0 ± 0.3 

 B-1a (CD19+CD43+CD5+) 0.9 ± 0.2 0.9 ± 0.2 65 ± 4 

Peritoneal Cavity B-2 (CD19+CD23+CD5-) 0.60 ± 0.16 0.45 ± 0.17 6 ± 1 

 B-1a (CD19+CD23-CD5+) 0.35 ± 0.30 0.30 ± 0.10 53 ± 1 

 B-1b (CD19+CD23-CD5-) 0.16 ± 0.03 0.19 ± 0.07 24 ± 8 

 
Peritoneal cells and splenocytes from 8 to 12-week-old WT and CD73 KO mice were analyzed by Flow Cytometry 
for the presence of indicated B cell subsets. Cell numbers were obtained by obtaining absolute cell count as well as 
cell percentages. At least five mice of each genotype were analyzed. (FO: Follicular B cells, MZ: Marginal zone B 
cells). 
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Figure 3.2 – Preserved steady-state functions of B-1 B cells in CD73-deficient mice. (A) Total serum IgM levels 
were measured in adult WT and CD73 KO mice (8 to 12-week-old). Titration curves of one experiment are shown 
(means ± standard errors; *: p<0.05 by Student’s T test). Bar graphs were generated from three independent 
experiments (mean reciprocal titers ± standard errors are shown; n.s.: not significant; by Student T test). (B) Serum 
anti-phosphorylcholine (PC) IgM levels were measured in adult WT and CD73 KO mice (8 to 12-week-old). Titration 
curves of one experiment are shown. Bar graph were generated from three independent experiments (mean reciprocal 
titers ± standard errors are shown; n.s: not significant; by Student T test). (C) Naïve adult WT and CD73 KO mice (8 
to 12-week-old) were injected i.p. with 10 CFU of S. pneumoniae and survival monitored over time (n.s: p>0.05 by 
log-rank test). 
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3.5.3 Delayed IgM to IgG3 isotype switching but comparable susceptibility to S. pneumoniae 

challenge in CD73 KO mice following Pneumovax 23 vaccination  

Induced T cell independent IgG (especially IgG3 in mice) and IgM produced by innate B 

cells play an important role in the immune control of S. Pneumoniae (2, 18). We therefore 

compared IgG3 and IgM production following Pneumovax 23 vaccination in WT and CD73 KO 

mice. We also compared the ability of vaccinated WT and CD73 KO mice to control S. 

pneumoniae infection. Antibody responses were measured against PPS3, a major component of 

the S. pneumoniae strain WU2 capsule (22) that is included in the Pneumovax 23 vaccine. As 

shown in Fig 3.3, vaccination of adult CD73 KO mice with Pneumovax 23 induced a slightly 

higher PPS3-specific IgM response and a lower IgG3 response compared to WT mice in the first 

week following vaccination. The anti-PPS3 IgG3 response however normalized at later time-

points (Fig 3.3A and 3.3B). These data thus indicated a delayed, yet effective, IgM to IgG3 isotype 

switching in CD73-deficient mice vaccinated with Pneumovax 23. To assess if this delay in isotype 

switching was associated to a decreased protective response, we challenged vaccinated mice with 

a lethal high-dose of S. pneumoniae. As shown in Fig 3.3C, survival rates in adult WT and CD73 

KO mice were similar following challenge (Fig 3.3C). Our data thus demonstrated that CD73 was 

not required for protective innate B cell antibody responses against S. pneumoniae. 
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Figure 3.3 – CD73-deficiency is associated with delayed IgG3 response after Pneumovax 23 vaccination. 8 to 
12-week-old WT and CD73 KO mice were immunized i.p. with Pneumovax 23 and sera were analyzed by ELISA for 
anti-PPS3 specific Abs at day 0, 7 and 28 after vaccination. On day 28, mice were challenged by i.p. injection of S. 
pneumoniae (105 CFU). (A) Anti-PPS3 IgM and IgG3 OD (450–570) readings are shown (means ± standard errors 
are shown; *: p<0.05; **: p<0.01 by Student’s T test). (B) Combined results from 2 experiments pooling 20 WT and 
19 CD73 KO mice showing IgM and IgG3 mean reciprocal titers at day 7 and 28 (means ± standard errors are shown; 
**: p<0.01; by One-way ANOVA; brackets are shown when significantly different from day 7 and 28 for a given 
group). (C) Survival of infected mice was monitored (*: p<0.05 by log-rank test; survival was compared to non-
vaccinated mice, unless indicated by brackets; n.s: not significant).  
 

3.5.4 IgG3 delay following Pneumovax 23 vaccination in A2aR KO mice  

In order to test if the delay in Pneumovax induced IgG3 production in CD73 KO mice is a 

consequence of abrogated adenosine receptor engagement, we tested Pneumovax 23 antibody 

response in A2aR-deficient mice. The A2a receptor is ubiquitously expressed, and many biologic 

effects of adenosine, including the effect of adenosine on isotype switching during T cell 

dependent B cell responses (23, 24) are mediated via this receptor. A2aR-deficient mice show 

preserved frequencies and numbers of innate B-1 B cells (Fig S3.2). Following Pneumovax 23 

vaccination of A2aR KO mice we observed normal kinetics of PPS3 specific serum IgM but a 

delay of PPS3 specific IgG3 (Fig 3.4A and 3.4B). To rule out the possibility that the IgG3 response 

is simply skewed toward another IgG isotype, we measured PPS3 specific IgG1, IgG2a and IgG2b, 

but did not detect any increase of these isotypes. In addition, PPS3 specific IgA levels were 
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similarly increased in serum of vaccinated A2aR KO mice (Fig S3.3). Similar to CD73 KO mice, 

PPS3 specific IgG3 serum levels were normal by 4 weeks, and A2aR-deficient mice were protected 

against a lethal live S. pneumoniae challenge (Fig 3.4C). These results suggest that the delay of 

IgG3 production in CD73 KO mice is a consequence of impaired A2a receptor engagement and 

show that A2a receptor is also not required for Pneumovax 23 induced protective innate B cell 

responses.  

 
Figure 3.4 – A2aR-deficiency is associated with delayed IgG3 response after Pneumovax 23 vaccination. 8 to 
12-week-old WT and A2a KO mice were immunized i.p. with Pneumovax 23 and sera were analyzed by ELISA for 
anti-PPS3 specific Abs on days 0, 7 and 28 after vaccination. On day 28, mice were challenged by i.p. injection of S. 
pneumoniae (105 CFU). (A) Anti-PPS3 IgM and IgG3 OD (450–570) readings are shown (means ± standard errors 
are shown; *: p<0.05; **: p<0.01 by Student’s T test). (B) Combined results from 2 experiments pooling 26 WT and 
27 A2a KO mice showing IgM and IgG3 mean reciprocal titers at day 7 and 28 (means ± standard errors are shown; 
*: p<0.05; by One-way ANOVA; brackets are shown when significantly different from day 7 and 28 for a given 
group). (C) Survival of infected mice was monitored (*: p<0.05 by log-rank test; survival was compared to non-
vaccinated mice, unless indicated by a bracket; n.s: not significant).  
 

3.5.5 Administration of an A2a agonist enhances anti-PPS3 IgG3 Ab response in Pneumovax 23 

vaccinated young mice and improves survival following S. pneumoniae challenge  

Children under 2 years of age and young mice respond poorly to Pneumovax 23 vaccination 

(25). Based on our observation that CD73 is poorly expressed on B-1 B cells in young mice and 

that CD73 and the A2aR promote isotype switching, we hypothesized that pharmacological 
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agonists of the A2aR receptors may enhance the protective effects of Pneumovax 23 in this 

population. We thus investigated whether administration of an A2a adenosine receptor agonist 

(CGS 21680) could enhance antibody responses following Pneumovax 23 vaccination in young 

mice. As shown in Fig 3.5A and 5B, treatment with the A2a agonist significantly increased mean 

IgG3 levels at day 7 and 14 post-vaccination (Fig 3.5A and 3.5B). Notably, this increase in IgG3 

titers, although still lower than in vaccinated adult mice (Figs 3.5B and 3.3B and 3.4B) reflected 

a higher percentage of mice that responded to the vaccine (i.e. 6/10 mice in the CGS-treated group 

compared to 3/10 in the control group on day 28; Fig 3.5B). We next challenged the vaccinated 

mice with a lethal high-dose of S. pneumoniae. Consistent with prior studies (23, 25), vaccination 

of young WT mice with Pneumovax 23 failed to significantly protect them from S. pneumoniae 

infection. In contrast, co-administration of Pneumovax 23 and the A2a receptor agonist 

significantly increased survival of young mice compared to non-vaccinated mice (Fig 3.5C). Our 

study thus demonstrated that pharmacological activation of A2a adenosine receptor signaling is an 

effective means to promote class-switch recombination and enhance the protective effects of 

pneumococcal polysaccharide vaccination in young mice. 
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Figure 3.5 – A2a receptor agonist enhances Pneumovax 23 responses in young mice. Young (3-week-old) WT 
mice were immunized i.p. with 10 μg of Pneumovax 23 and were subsequently treated daily with CGS 21680 or 
vehicle only DMSO (control) for 4 weeks as described in methods. Sera were analyzed by ELISA for anti-PPS3 
specific Abs at day 0, 7, 14 and 28 after vaccination. On day 28, mice were challenged by i.p. injection of S. 
pneumoniae (5x103 CFU). (A) Anti-PPS3 IgM and IgG3 OD (450–570) readings are shown (means ± standard errors 
are shown; *: p<0.05; **: p<0.01 by Student’s T test). (B) IgG3 mean reciprocal titers at day 7, 24 and 28 showing 
individual mice (means ± standard errors are shown; *: p<0.05; by One-way ANOVA). (C) Survival of infected mice 
(*: p<0.05 by log-rank test; n.s.: p>0.05; survival was compared to non-vaccinated mice unless indicated by a bracket). 
 

3.6 Discussion 

We here addressed the role of the adenosine-generating ecto-enzyme CD73 on innate B 

cell responses during streptococcal infections. Consistent with prior in vitro work that revealed a 

role for CD73 in class-switch recombination (14), we demonstrated that CD73 promoted IgM to 

IgG3 isotype switching in mice vaccinated with Pneumovax 23. However, while CD73 expression 

accelerated IgG3 responses, CD73-deficient mice eventually mounted similar levels of antigen-

specific IgG3 as WT mice. Hence, CD73 is not required for in vivo isotype switching, at least in 

response to Pneumovax 23. Our data further support correlative observations previously made in 

humans, where functionally compromised neonatal B cells were shown to lack CD73 expression 

(15) and adult isotype-switched B cells were shown to be enriched for CD73+ cells (14). 
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Our observations using A2a-deficient KO mice suggest that the contribution of CD73 toward IgG3 

production occurred through its enzymatic activity and through the engagement of the A2a 

receptor. Our data also indicate that delayed IgG3 production is not a consequence of skewing of 

IgG3 Ab response towards other IgG isotypes and that Pneumovax induced IgA production is not 

compromised. 

 

The biologic basis of the isotype switch delay observed in CD73-deficient mice warrants 

further investigation. IgM to IgG3 class switch recombination is induced by synergistic BCR and 

TLR signaling (26), but is also modulated by cytokines, such as IL-21 (27), at least in human B 

cells. Interestingly, IL-21 is known to upregulate CD73 on B and T cells (14). Adenosine generated 

by CD73 has been shown to modulate cytokine production in macrophages (28). It is possible that 

altered cytokine production lies at the heart of the isotype switch delay in CD73-deficient mice. 

Alternatively, since CD73 is known to be involved in the regulation of lymphocyte homing (29), 

the lack of extracellular CD73-generated adenosine could also impact the homing of B-1 B cells 

to the spleen, which is a component of an efficient antibody response (3). Proper homing of B cells 

to the marginal zone is regulated by the chemokines and chemokine receptors. Interestingly, 

adenosine has been proposed to modulate the CXCL12/CXCR4 axis (30) which may be relevant 

since B cell deficiency of CXCR4 leads to a decreased size of the marginal zone (29) as well as 

decreased TI antibody responses (31). Alternatively, the CD73/A2a axis could regulate the rate of 

expansion of isotype switched B cells. Preliminary experiments assessing in vitro B-1 B cell IgG3 

Ab production failed to show a difference between WT and CD73KO mice, suggesting an 

abnormal in-vivo niche for IgG3 producing cells in CD73KO mice. 

 

The observation that we could increase Pneumovax 23-induced IgG3 levels and improve 

protection against S. pneumoniae challenge by administering an A2a receptor agonist, suggests 

that modulation of the extracellular adenosine pathway is a potential avenue for increasing 

responsiveness to Pneumovax 23 in vulnerable populations, such as young infants and elderly. B 

cells in very young individuals show several deficiencies and are functionally compromised. B 

cells from newborns have very low levels of CD73 and low levels of the transmembrane activator 

and calcium modulator and cyclophilin ligand interactor (TACI; receptor for BAFF and APRIL), 
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which plays a key role in efficient antibody responses against polysaccharide vaccines (32). 

Interestingly, recent studies demonstrated that A2a adenosine receptor negatively regulated isotype 

switched IgG1 germinal center (GC) responses (23), likely via the suppression of T follicular 

helper cell differentiation (23, 24). The impact of A2a receptor agonist treatment on antibody 

responses may thus vary depending on the cells that are targeted and mechanisms of B cell 

activation. 

 

The introduction of pneumococcal conjugate vaccines (PCVs) has significantly reduced 

the incidence of invasive pneumococcal disease caused by vaccine included serotypes (33), 

particularly in children. However, strains not included in the PCV vaccines still cause considerable 

disease, especially in susceptible populations. Therefore, administration of Pneumovax 23, which 

has a wider serotype coverage, is recommended in children and adults with conditions that put 

them at an increased risk of disease and in adults 65 years or older. For these individuals, 

optimization of anti-Pneumovax 23 vaccine response still remains a priority. The effect of 

CD73/A2a pathway modulation in the context of PCV however needs to be carefully assessed, as 

A2a agonist rather than antagonist has been described to suppress T cell dependent germinal center 

reactions (23). Timing of PCV and Pneumovax 23 administration and of any adenosinergic 

pathway modulation may be critical. In conclusion, our study clarified the role of CD73 and the 

A2a adenosine receptor on innate B cell isotype-switching and identified A2a adenosine receptor 

as a potential target to enhance the protective activity of Pneumovax 23 against S. pneumoniae 

infections. Therapeutic targeting of A2a receptor could be attempted in combination with the 

targeting of additional pathways already known to modulate anti-Pneumovax 23 responses, such 

as PD-1 (22), TLR (34), or IL-7/IL7-R (25). 
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3.9 Supplementary figures 
 

 
Figure S3.1 – CD73 KO mice have normal Ig levels. 8 to 12-week-old WT and CD73 KO mice were assessed for 
Ig levels. (A) Detection of IgA-secreting cells in the gut by immunohistochemistry. Area of anti-IgA FITC staining 
was normalized to DAPI. Data were generated from 40 fields from WT and 20 fields from CD73 KO mice. (B) Serum 
IgG and IgG3 levels were determined by ELISA. (n.s.: p>0.05, unpaired Student’s T test; means ± standard errors are 
shown). 
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Figure S3.2 – A2a-deficient KO mice have preserved Peritoneal B-1 B cell populations. Peritoneal cells were 
pooled from 14 WT and 12 A2a KO mice, and were analyzed by FACS for B-1 B cell populations. Numbers represent 
percentages and cell numbers (in parentheses, expressed as cells per mouse). 
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Figure S3.3 – A2a KO vaccinated mice have normal PPS3 specific IgA levels. 16 and 17, 8 to 12-week-old, WT 
and A2a KO mice respectively were assessed for PPS3 specific IgA, IgG1, IgG2a and IgG2b levels 1 week after 
Pneumovax immunization. Serum levels were determined by ELISA. (n.s.: p>0.05, unpaired Student’s T test; means 
± standard errors are shown). 
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3.10 Résultats connexes non publiés 

 

 
Figure C3.1 – L’expression de CD73 n’influence pas la survie des lymphocytes B-1 murins. 
Pourcentages de cellules apoptotiques (annexin V+) évalués par FACS sur des populations de lymphocytes B du 
péritoine de souris WT et CD73-/- activés in vitro par stimulation du BCR via la conjugaison de fragment F(ab) avec 
des billes de streptavidine tel que décrit dans la littérature (811).
 
 
 

 
Figure C3.2 – L’expression de CD73 n’influence pas la commutation de classe isotypique in vitro. 
Mesure d’anticorps de classes IgM et IgG3 en réponse à la stimulation in vitro par le LPS (2 µg/mL), après 7 jours, 
des lymphocytes B-1a (CD19+CD5+CD23-) et B-1b (CD19+CD5-CD23-) du péritoine (PEC) ainsi que des 
lymphocytes B2 de la rate (MZ; zone marginale, CD19+CD23-CD21+. FO; folliculaires CD19+ CD23+ CD21+) 
isolées par triage cellulaire de souris WT et CD73-/-.
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4.1 Résumé 

 CD73, l’enzyme responsable de la production d’adénosine (ADO) extracellulaire, joue un 

rôle important dans l’immunité antitumorale. ADO exerce une activité immunosuppressive 

principalement via l’activation du récepteur à l’adénosine A2a exprimé sur les cellules 

immunitaires. Alors que le rôle de CD73 et A2a dans l’échappement à la surveillance immunitaire 

dans des contextes de tumeurs solides est bien établi, peu d’études se sont intéressées au rôle de 

CD73 dans les cancers hématologiques. En utilisant un modèle de souris transgénique (Eµ-TCL1) 

de leucémie lymphoïde chronique (LLC), nous avons démontré que l’axe CD73-adénosine est 

modulé positivement avec la progression de la maladie. Étonnamment, nous avons observé que 

seules les souris mâles Eµ-TCL1 déficientes pour CD73 présentent un meilleur contrôle 

immunitaire antitumoral et une survie augmentée dépendante de l’IFNγ en comparaison aux souris 

leucémiques qui de type sauvage pour CD73. De façon intrigante, nous avons observé que 

l’ablation chirurgicale des gonades n’affectait pas la survie des souris mâles ni femelles Eµ-TCL1 

déficientes pour CD73. Finalement, nous avons observé que l’expression de CD73 sur les cellules 

leucémiques de LLC humaine au moment du diagnostic était associé à un mauvais pronostic. En 

conclusion, notre étude supporte l’étude l’axe CD73-A2a dans la LLC et identifie un rôle 

précédemment inconnu de CD73 qui favorise la LLC selon le sexe. 
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4.2  Abstract 

The extracellular adenosine (ADO)-generating enzyme CD73 is an important immune 

checkpoint in tumor immunity. ADO exerts immunosuppression essentially via the A2a adenosine 

receptor expressed on immune cells. While the role of CD73 and A2a in immune evasion of solid 

cancers is well established, few studies have investigated the role of CD73 in blood cancers. Using 

the Eµ-TCL1 transgenic mouse model of chronic lymphocytic leukemia (CLL), we demonstrated 

that the CD73-adenosinergic axis is upregulated upon disease progression. Unexpectedly, we 

observed a sex bias, whereby CD73-deficient Eµ-TCL1 transgenic male mice, but not female mice, 

displayed significantly enhanced tumor immune control and better survival compared to CD73-

proficient Eµ-TCL1 male mice. Mechanistic studies revealed a critical role for IFN-γ in the 

enhanced tumor control observed in CD73-deficient male mice. Interestingly, gonadectomized 

CD73-deficient mice displayed no significant differences in survival compared to their respective 

non-gonadectomized controls, suggesting that CD73 promoted CLL in a hormone-independent 

manner. Finally, we observed that CD73 expression levels on human leukemic CLL cells at 

diagnosis was significantly associated with worse prognosis. In conclusion, our study supports 

further investigation of the CD73-A2a axis in CLL and uncovers a previously unknown pro-

leukemic role for CD73 according to sex. 

 

4.3  Introduction 

Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is the most common type of leukemia in the western 

world and affect mainly the elderly with almost twice as much male than female patients diagnosed 

(1, 2). CLL is characterized by the clonal expansion of mature CD5-expressing B cells in blood, 

spleen, lymph nodes and bone marrow (3). The clinical course is highly variable and spans on 

several years. While no specific disease driver was identified, several genetic alterations such as 

TP53 and IGVH mutational status were reported to help risk stratification and therapeutic 

management (4). Anti-CD20 monoclonal antibodies (i.e., rituximab, obinutuzumab, ofatumumab, 

ublituximab) has greatly revolutionized treatment of CLL but has limited efficacy when used in 

monotherapy due to acquired resistance mechanisms including downregulation of CD20 by 

leukemic cells (5-7). Given the large amount of evidence supporting a role for BCR signaling in 

CLL progression, the addition of a Bruton tyrosine kinase inhibitor (Ibrutinib) has also greatly and 

positively impacted the therapeutic management of CLL (8). Thus, depending on the fitness of the 
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patient, nowadays treatment will often include a combination of at least one targeted therapy and 

traditional chemotherapeutics (i.e., fludarabine and chlorambucil) (4). However, a recent study 

showed that ibrutinib induces weight gain (9) which could raise concerns over treatment 

management since about 1 patient out of 4 dies from CLL-unrelated co-morbidities (10). Overall, 

CLL disease course remains mostly unpredictable, is largely incurable and bears poor prognosis 

upon relapse or when patients become refractory to therapies (11). Despite heterogeneity of 

molecular presentation of the disease, CLL is typically associated with several immune-related 

defects ultimately promoting tolerance and tumor progression. Notably, compared to healthy 

subjects, Tregs are found increased in peripheral blood of CLL patients and associates with disease 

progression (12). Also, T cells of CLL patients present an exhausted phenotype through the 

increased expression of immunomodulatory molecules such as TIGIT (13), PD-1 (14) and CTLA-

4 (15) and targeting the PD-1/PD-L1 axis protects mice from developing CLL-like disease upon 

adoptive transfer of mouse leukemic cells (16). Hence, growing evidence of altered T cells 

immunity in CLL have led to the recent initiation of clinical trials testing various immunotherapies 

in CLL patients (17). 

 

CD73 is an ecto-nucleotidase that has been extensively demonstrated to promote cancer 

progression through the production of extracellular adenosine, a potent immunosuppressive 

molecule. CD73 hydrolyzes adenosine monophosphate (AMP) into adenosine downstream of 

another nucleotidase, CD39, which converts ATP into ADP and AMP.  Adenosine exerts its 

immunosuppressive effect mainly through activation of high affinity and low affinity adenosine 

receptors A2a and A2b respectively (18). In addition to its common overexpression within the 

tumor microenvironment, targeting either molecules from the adenosinergic pathway was 

extensively reported to provide therapeutic benefits in several solid tumor contexts (19). While 

targeting the adenosinergic axis is an actively pursued immunotherapeutic avenue in solid tumors, 

few studies have addressed the relevance of the adenosine pathway in the context of hematological 

malignancies. In CLL, CD73 was found to mark human leukemic cells with higher turnover and 

recirculation, aggressive behavior and higher expression of CD38 and ZAP-70, both negative 

prognostic marker (20). While one study found that high mRNA levels of CD73 in fludarabine-

treated CLL patients was associated with longer time to disease progression (21), another study 

with a slightly larger cohort rather found that high CD73 protein expression was associated with 
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increased beta-2-microglobulin levels and shorter survival (22). Human CLL cells also express 

higher levels of A2a receptor than normal B cells and exogenous adenosine blocks spontaneous or 

drug induced CLL cells apoptosis (23). While CD39 expression on leukemic CLL cells is generally 

associated with favorable prognosis (24), CD39 expression on T cells from CLL patients is found 

elevated and correlates with disease stage (25, 26). Furthermore, it was demonstrated that 

adenosine signaling plays a pivotal role within hypoxic lymphoid niche where CLL proliferates, 

in favoring type 2 macrophages polarization and Tregs accumulation (27). Lastly, in an adoptively 

transferred CLL mouse model, A2a blockade was shown to rescue CD8 T cells functions and 

prevent expansion of Tregs but did not hinder tumor progression (27). Nevertheless, the role - if 

any - of the CD73-adenosinergic axis in the pathogenesis of CLL is still unclear. 

 

The Eµ-TCL1 transgenic mouse model is widely used to study the development of a B cells 

leukemic disease that resemble of the human aggressive form of CLL (28-30). We thus 

investigated the role of CD73 in the pathogenesis of CLL by crossing CD73 gene-targeted 

knockout mice with Eµ-TCL1 transgenic mice. We report a sex-biased IFN-γ-dependent increased 

tumor control in CD73-deficient mice. We further report that elevated levels of CD73 surface 

expression on human leukemic CLL cells is associated with worse prognosis. 

 

4.4  Material and Methods 

4.4.1 Animal experimentation 

Eµ-TCL1 transgenic mice were bred with CD73-/- and A2a-/- mice. All TCL1-expressing 

mice developed CLL-like disease with a latency of about 6 months.  Disease progression was 

tracked by monthly/bi-monthly analysis of peripheral blood composition by fluorescent-associated 

cell sorting (FACS) and sick mice were sacrificed when showing signs precursor for development 

of moribund state. For some experiments, mice were sacrificed at early or advanced leukemic 

stages and spleens were harvested for single cell analysis by cytometry. 8 weeks-old healthy 

control C57Bl/6 were commercially purchased from Jackson Laboratories. For interferon gamma 

neutralization in vivo, 2 months-old mice were treated intraperitoneally with 200µg of anti-IFN-γ 

monoclonal antibody (α-IFN-γ; clone H22; BioXCell; #BE0312) twice a week for 10 weeks. For 

experiments of survival of gonadectomized mice, ovaries or testis were surgically removed under 

anesthesia, shortly after weaning and genotyping of animals, around 8 weeks of age, according to 
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institutional procedures. Eµ-TCL1 transgenic mice (C57Bl/6 background) were kindly provided 

by Dr. Carlo Croce (Ohio State University, Columbus, OH, USA). CD73-/- C57Bl/6 mice were 

obtained from Dr. Linda Thompson (OMRF, Oklahoma City, OK, USA). WT and CD73-/- Eµ-

TCL1 mice were bred and housed at the Centre de Recherche du Centre Hospitalier de l’Université 

de Montréal (CRCHUM, Montréal, Canada). Animal experimentations were performed in 

accordance with an Institutional Animal Care and Use Committee. 

 

4.4.2 Human samples 

17 cryopreserved blood samples from CLL patients drew upon diagnosis were obtained 

from the Banque de cellules leucémiques du Québec (BCLQ, Montréal, Canada). Leukemic CLL 

cells (CD19+CD5+) were sorted for mRNA levels analysis. Additionally, 9 samples kindly 

provided by Dr. Nathalie Johnson (Jewish General Hospital, Montréal) drawn from CLL patients 

at diagnosis and upon progression were also analyzed. The use of human samples was approved 

by an institutional ethics committee under protocols 11–047 and 12–052. 

 

4.4.3 Fluorescence Activated Cell sorting 

Following fluorescence-conjugated antibodies were used for flow cytometry: fixable 

viability dye eF506 (eBio, #65-0866-14), anti-mouse CD5 V450 (BD, #561244), anti-mouse B220 

FITC (BD, #553084), anti-mouse CD73 PE-Cy7 (eBio, #25-0731-82), anti-mouse CD39 PerCP-

eF710 (eBio; #46-0391-82), anti-mouse CD3 APC (BD, #553066), anti-mouse TCRβ APC-Cy7 

(BD, #560656), anti-mouse CD4 BUV737 (BD, #612843), anti-mouse CD8 V450 (BD, #560471), 

anti-mouse FoxP3 Alexa Fluor 488 (eBio, #53-5773-82), anti-mouse CD44 FITC (BD, #561859), 

anti-mouse CD62L PE-CF594 (BD, #562404), anti-human CD73 APC (BD, #560847), anti-

human CD39 PE (BD, #555464), anti-human CD5 V450 (BD, #561154), anti-human CD19 Alexa 

Fluor 700 (BD, #561031), anti-human CD38 FITC (BioLegend, #303504). 

 

4.4.4 Real time quantitative PCR 

RNA was isolated using QIAgen RNeasy mini kit and quantified using nanodrop. RNA 

was reverse transcripted using the VILO reverse transcriptase enzyme and genes expression were 

analyzed using Taqman probes for NT5E, ENTPD1 and ADORA2A relative to β-actin using the 

StepOne PCR machine and software.  
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4.4.5 Statistical Analysis 

Mann-Whitney test was performed when comparing 2 groups. Kruskal-Wallis test and 2-

way ANOVA were used when comparing 3 or more groups. All statistical analyses were 

performed using graph pad prism software (version 9.0.2). 

 

4.5  Results 

4.5.1 CD73 and CD39 expression is upregulated on non-leukemic lymphocytes upon disease 

progression 

Eµ-TCL1 transgenic mice express the TCL1 oncogene under the control of the IGVH 

promoter, driving a clonal expansion of CD5+ B-1a innate B cells (630). Using CD5, B220 and 

CD39 as phenotypic markers, we analyzed 3 cell populations in peripheral blood (PB) of Eµ-TCL1 

mice during disease progression: CLL cells (CD5int B220lo/int CD39hi), normal B cells (nB cells: 

CD5neg B220hi) and T cells (CD5hi CD220neg) (Fig S4.1A-B). This strategy allowed us to follow 

the natural course of the disease with a steady accumulation of circulating leukemic CLL cells 

accompanied by a decline in nB cells (Fig S4.1C). To reflect changes in both CLL and nB cells, 

we measured the ratio of CLL cells over nB cells over time, which captures early (6 months) and 

advanced (12 months) leukemic disease stages (Fig S4.1D-E). 

 

To investigate the role of the adenosinergic pathway in CLL progression, we firstly 

analyzed the protein expression levels of CD73 and CD39 on circulating leukemic CLL cells, nB 

cells and T cells at early and advanced stages of the disease. On nB and T cells, both CD39 and 

CD73 expression were upregulated upon disease progression, but not on leukemic CLL cells (Fig 

4.1A-C). Overall, CD73 and CD39 expression pattern was similar between male and female 

leukemic mice and levels increased upon disease progression on circulating non-leukemic 

lymphocytes, indicating that adenosine could modulate CLL disease progression. 
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Figure 4.1 – CD73 and CD39 expression is upregulated on non-leukemic lymphocytes upon disease progression. 
Peripheral blood (PB) cells of male (M) and female (F) Eµ-TCL1 mice was analyzed at early (6 months-old) and 
advanced (12 months-old) stages of the disease. CD73 (left) and CD39 (right) expression levels showed by mean 
fluorescence intensity (MFI) on PB (A) leukemic cells (CLL), (B) normal B cells (nB) and (C) pan-T cells. Means +/- 
SEM are shown (*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001 by 2-way ANOVA). 
 

4.5.2 CD73-deficiency prolongs survival of Eµ-TCL1 male mice in an IFN-γ-dependent manner 

We next crossed Eµ-TCL1 mice with CD73-/- mice and analyzed disease progression and 

survival. We found that CD73-/- Eµ-TCL1 males survived 20% longer than control Eµ-TCL1 

males, with median the survival extended of approximatively 3 months (Log rank P=0.002) (Fig 

4.2A). Intriguingly, no survival difference was observed in female mice (Log rank P=0.54) (Fig 

4.2B). From 6 to 12 months of age, circulating leukemic burden was slightly but not significantly 

reduced in CD73-/- Eµ-TCL1 males (Fig 4.2C). Consistent with this, nB cells decreased more 

rapidly in WT males than in CD73-/- males (Fig 4.2D). Disease burden in peripheral blood, as 

measured by the ratio of leukemic cells to nB cells, was significantly reduced at 12 months of age 

in CD73-/- Eµ-TCL1 males compared to WT Eµ-TCL1 males (Fig 4.2E). Females, in contrast, 

showed similar disease burden from 4 to 12 months of age (Fig 4.2F). Of interest, male CD73-/- 

Eµ-TCL1 mice failed to upregulate CD39 expression on circulating nB cells and pan-T cells upon 

disease progression, a phenomenon observed in WT Eµ-TCL1 mice (Fig S4.2). 
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Figure 4.2 – CD73-deficiency prolongs survival of Eµ-TCL1 males. Eµ-TCL1 mice were crossed with CD73-/- 
mice and leukemia progression was analyzed. A-B Survival of WT and CD73-/- Eµ-TCL1 (A) males (M) and (B) 
females (F). C-D Percentage of circulating (C) leukemic cells (CLL) and (D) nB cells in PB of WT and CD73-/- Eµ-
TCL1 M aged 4 to 12 months-old. E-F Disease burden represented as a ratio of CLL cells over nB cells in WT and 
CD73-/- Eµ-TCL1 (E) males and (F) females aged 4 to 12 months-old. Means +/- SEM are shown (*p<0.05; **p<0.01 
by Log-rank (A-B) or Mann-Whitney test (C-F)). 
 

CLL cells are known to alter T cells functions in both humans and Eµ-TCL1 transgenic 

mice. Notably, Eµ-TCL1 mice display enhanced antigen-experienced memory T cells, reduced 

CD4/CD8 ratios in lymphoid organs and T cell exhaustion (591, 633-635). While no difference in 

the percentages of splenic CD8, CD4 or Tregs was observed (Fig 4.3A-B), we observed a 

significant increase in ratios of effector (CD44+CD62L-) to central memory (CD44+CD62L+) 

CD4+ and CD8+ T cells in CD73-/- Eµ-TCL1 mice compared to WT controls (Fig 4.3C and S4.3). 

As this could reflect increased immune surveillance in CD73-deficient mice, we tested the 

hypothesis that CD73 suppressed anti-CLL immune responses via IFN-γ (223). For this purpose, 

we treated 10 weeks-old WT and CD73-/- Eµ-TCL1 male mice with anti-IFN-γ neutralizing mAb 

for 10 weeks and monitored ensuing disease progression as previously. Strikingly, CD73-/- Eµ-

TCL1 male mice in which IFN-γ was neutralized were no longer protected and displayed increased 

peripheral blood tumor burden (Fig 4.3D-E) and a shortened survival comparable to WT control 

mice (Fig 4.3F). 
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Figure 4.3 – CD73-/- Eµ-TCL1 males display increased splenic T cells shift toward effector phenotype and IFN-
γ neutralization abrogates their prolonged survival. Splenic T cells compositions of 8 months-old WT and CD73-
/- Eµ-TCL1 mice were analyzed by cytometry. A Percentage of CD8+, CD4+ FoxP3- non-Tregs and CD4+ FoxP3+ 
Tregs out of TCRβ+ splenic T cells in WT and CD73-/- Eµ-TCL1 mice. B Ratio of percentage of CD4+ over CD8+ 
splenic T cells in WT and CD73-/- Eµ-TCL1 mice. C Ratio of effector memory (CD44+CD62L-) to central memory 
(CD44+CD62L+) CD4+ and CD8+ splenic T cells in WT and CD73-/- Eµ-TCL1 mice. D Percentages of circulating 
CLL cells (left panel) and nB cells (right panel) out of PB and (E) ratio of circulating CLL cells to nB cells of WT 
and CD73-/- Eµ-TCL1 males treated with anti-interferon gamma (α-IFN-γ) compared to historical untreated controls. 
F Survival of WT and CD73-/- Eµ-TCL1 males treated with α-IFN-γ compared to historical untreated controls. Means 
+/- SEM are shown (*p<0.05; **p<0.01 by Mann-Whitney test (A-C), Kruskal-Wallis (D-E) and Log-rank (F)). 
 

4.5.3 Sex-dependent hormone production ablation does not influence survival of Eµ-TCL1 model 

To further understand how sex influences immunosurveillance in CD73-deficient mice, we 

surgically gonadectomized young WT and CD73-/- Eµ-TCL1 mice and compared disease 

development to historical non-gonadectomized controls. Neither WT nor CD73-/- Eµ-TCL1 

ovariectomized females, or castrated males, displayed a significant difference in survival 

compared to non-gonadectomized controls (Fig S4.4). Notably, CD73-/- castrated Eµ-TCL1 males 

survived significantly longer than WT Eµ-TCL1 mice (Log rank P=0.04). These results suggest 

that CD73-deficiency prolongs survival of Eµ-TCL1 males independently of hormonal regulation. 

 

4.5.4 CD73 expression on leukemic cells is associated with worse prognosis in CLL patients 

Next, we compared gene expression levels of CD73 (NT5E), CD39 (ENTPD1) and A2a 

(ADORA2A) in high and low risk CLL patients. From 134 untreated CLL patients with whole 

exome sequencing data (826-828), 87 belonged to the IGHV-mutated low-risk group versus 43 to 

the IGHV-unmutated high-risk group (4 had an unknown IGHV-mutational status) and 10 

belonged to the TP53-mutated high-risk group versus 124 to the TP53-unmutated low-risk group. 
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While neither CD73 nor CD39 were differentially expressed between high- and low-risk patients, 

higher ADORA2A gene expression was found significantly associated with IGHV-unmutated and 

TP53-mutated patients (Fig S4.5A-B). 

 

We then analyzed CD73 and CD39 protein expression by flow cytometry in blood samples 

of CLL patients collected at diagnosis (UNT; n=4), after 1 cycle of chemotherapy (C1; n=5) and 

upon disease progression (Table 4.1). CD73 and CD39 expression levels on leukemic cells 

(CD5+CD19+), pan-T cells (CD5+CD19-) and normal B cells (CD5-CD19+) were not found to 

change significantly upon relapse in both patients that received prior treatments (C1) or not (UNT) 

(Fig S4.6A-C). Interestingly, both CD73 and CD39 positively correlated with CD38 expression, 

a validated clinical marker predictor of poor outcome (Fig S4.6D). CD73, but not CD39, 

expression levels on leukemic cells negatively correlated, although not significantly, with time to 

relapse (Fig 4.4A and S4.6E). 

Table 4.1. CLL samples characteristics 

        
Paired samples n=9 Untreated Post Cycle 1  

N 4 5  
Male/Female 4/0 2/3  

Mean time to relapse (yr) 3.5 1.6  
    

Unpaired samples n=17 Alive Dead  
N 10 7  

Male/Female 8/2 7/0  
Sampling year 2007 ± 2.6 2005 ± 3.7 n.s. 

Range 2004-2013 2002-2013   
 

Finally, we used a larger cohort of untreated CLL patients sampled at diagnosis between 

2002 and 2013 (Table 4.1), measured CD73, CD39 and A2a expression on leukemic cells and 

correlated levels to survival status at last follow-up (January 2018). In deceased patients, we 

observed significantly increased protein and gene expression for CD73 (NT5E) on sorted leukemic 

cells, but no difference was observed for CD39 (ENTPD1) or A2a adenosine receptor (ADORA2A) 

expression (Fig 4.4B-C). Altogether, these results suggest that CD73 expression levels on human 

leukemic cells at diagnosis may predict worse outcome in CLL patients. 

 



 142 
 

 
Figure 4.4 – CD73 may predict for worse outcome in CLL patients. Human blood samples from CLL patients 
sampled early (at diagnosis) were analyzed for CD73 and CD39 expression. A Correlation between CD73 expression 
levels on leukemic cells from patients sampled at diagnosis (with no prior treatment; n=4) and time to relapse in 
months. B CD73 (left panel) and CD39 (right panel) expression levels (MFI) on leukemic cells from patients sampled 
between 2002 and 2013 (BCLQ) that were either alive or dead in 2018. C Gene expression levels of CD73 (NT5E), 
CD39 (ENTPD1) and A2a (ADORA2A) on sorted leukemic cells from patients included in B. Means +/- SEM are 
shown (*p<0.05 by Mann-Whitney test (B-C)). 
 

4.6 Discussion 

CLL is characterized by inefficient anti-tumor immune surveillance (12-17, 33). Yet, the 

presence of CD8+ T cells expansion and T eff differentiation observed in CLL patients and 

preclinical studies suggest that immunotherapies can reestablish antitumor immunity (35, 40). 

Using the well-established Eµ-TCL1 transgenic mouse model that recapitulates a B cell 

hyperplasia akin to CLL disease in human, we report that targeting CD73 could be a promising 

avenue to enhance antitumor immune control in CLL. We first investigated expression profile of 

enzymes involved in generation of adenosine, CD39 and CD73, and observed that CD39 is a robust 

marker for leukemic CLL cells in Eµ-TCL1 mouse model whereas CD73 is heterogeneously 

expressed (Fig 4.1 & S4.1). As recently reported by Arruga et al. (27) in adoptively transferred 

leukemic mice, we observed an up-regulation of both CD73 and CD39 on circulating non-

leukemic B and T lymphocytes upon CLL disease progression. In contrast to Arruga et al., we did 

not observe an increase in CD73 or CD39 expression on leukemic B cells in the leukemic Eµ-

TCL1 mouse model upon disease progression (Fig 4.1). We also did not observe any upregulation 

of CD73 or CD39 on leukemic cells upon disease progression in CLL patients. However, we 

observed a strong expression of both CD39 and CD73 in the CLL microenvironment in both Eµ-

TCL1 mice and human CLL samples (Fig 4.1 and 4.4). 

 

An important finding of our study is that CD73-deficient Eµ-TCL1 males exhibits an IFNγ-

dependent enhanced tumor control and survive significantly longer than WT control mice (Fig 4.2 
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and 4.3). Our findings are in accordance with previous studies reporting an important role of A2a 

in CLL pathogenesis (23). A2a blockade, while restoring immune cell functions, was however not 

sufficient to decrease tumor burden load in an adoptively transferred CLL mouse model (27). 

Alternatively, A2b signaling was also described to drive myeloid cells-mediated 

immunosuppression in various mouse cancer models (41-43). In addition to macrophages (44), 

dendritic cells (45) and microglial cells (46), A2b signaling drives cervical cancer cells’ IL-10 

production (47). Both human and mouse Eµ-TCL1-derived CLL cells constitutively produce IL-

10 to hinder antitumor immunity and CLL cell growth is reduced in IL-10R-/- mice through 

enhanced immune control with mice showing increased IFNγ-producing CD4 and CD8 T cells 

(48). The role of A2b signaling in CLL pathogenesis has yet to be studied but targeting CD73 

upstream of adenosine receptor-signaling might prove more efficient in controlling CLL 

progression than single A2a-blockade. 

 

By studying splenic composition in aged leukemic Eµ-TCL1 mice, we report that male 

CD73-/- Eµ-TCL1 mice display increased skewing of both CD4 and CD8 T cells toward effector 

phenotype compared to female CD73-/- and both male and female WT leukemic mice (Fig 4.3). 

Supporting the hypothesis that prolonged survival in CD73-/- Eµ-TCL1 male mice stems from 

enhanced tumor immune control, reduced splenic ratios of effector to central memory CD8 T cells 

was also observed in IRF4-/- Eµ-TCL1 transgenic mice in which enhanced tumor evasion is 

associated with shorter survival time (49). Consistently, low IRF4 mRNA was further found 

associated with reduced effector memory to central memory ratios of CD4 and CD8 T cells and 

shorter time to first therapy in human CLL patients (49). 

 

It’s unclear why CD73-/- Eµ-TCL1 female mice do not control disease as well as CD73-/- 

leukemic males and ultimately show no survival benefit when compared to WT mice. Few studies 

have investigated the relative importance of adenosinergic axis between males and females. On 

the one hand, estrogen receptor signaling was found to maintain osteoclasts’ CD73 and CD39 

expression during post-menopausal bone loss (50) and estrogen receptor β2, but not β1, is found 

upregulated in CLL patients’ peripheral blood mononuclear cells compared to healthy controls 

(51). However, in WT Eµ-TCL1 mice, we did not observe differential CD73 expression between 

male and female suggesting no hormonal regulation of CD73 expression on leukemic cells. 
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Moreover, neither male castration nor female ovariectomy had any effect on disease progression 

of WT or CD73-/- Eµ-TCL1 mice, suggesting that CD73 expression and contribution to CLL 

pathogenesis in male mice is independent from hormonal signaling. In a recent study, hepatocyte-

targeted CD73 deletion resulted in increased severity of spontaneously developed liver disease in 

males compared to female mice (52). The authors noted a compensatory upregulation of ENTPD1 

(CD39) and all four adenosine receptors in females’ CD73-deficient hepatocytes (52). While a 

compensatory upregulation of CD39 was not observed on CLL cells from Eµ-TCL1 CD73-/- 

females compared to males in our study, increased expression of adenosine receptors in female 

leukemic mice could help potentiate adenosine signaling since other enzymes with AMPase 

activity can partially compensate for loss of CD73-mediated adenosine production (53). Another 

study found that mRNA levels of the tissue non-specific phosphatase (TNAP) was upregulated in 

the hippocampus of CD73-/- male, but not female mice (54). In contrast, another study found no 

TNAP compensation in kidneys of CD73-/- mice (55). It remains unknown whether Eµ-TCL1 

females deficient for CD73 maintain adenosine signaling through compensatory mechanisms 

involving other AMPase enzymes or adenosine receptor in CLL microenvironment. Tissue- or 

cell- specific CD73 targeted deletion might help better understand how CD73 contributes to CLL 

pathogenesis in male and female mice. Using an induced metastasis mouse model, a recent study 

reported increased IL-10 levels and infiltration of IL-10-producing macrophages in the tumor 

microenvironment of tumor-bearing female in comparison to male mice (56). Given IL-10’s role 

in CLL pathogenesis as discussed previously (48), if this observation is conserved in Eµ-TCL1 

mice, one can hypothesize that CD73-deficiency in female might not suffice to overcome IL-10 

mediated responses in Eµ-TCL1 mice. 

 

In human CLL blood samples, we found CD73 expression levels to correlate with the poor 

prognosis marker CD38, consistent with another report (20). While our small cohort size does not 

provide sufficient power for proper prognostic evaluation, we found that CD73 expression levels 

on leukemic cells of untreated patients to be associated (non-significantly) with shorter time to 

relapse (Fig 4.4). Although CD39 expression was also correlated with CD38, higher CD39 did not 

trend toward shorter time to relapse. Neither CD73 nor CD39 were found to be significantly 

upregulated upon disease progression on either leukemic CLL cells or non-leukemic T and B cells. 

A limitation of our analysis, however, is that all samples included in the paired analysis originated 
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from blood. Whether the adenosinergic axis is up- or down- regulated in other lymphoid organs is 

unknown. 

 

Overall, our study identifies for the first time a sex-biased protective role for CD73-

deficiency in enhancing tumor control of leukemic cells in the Eµ-TCL1 transgenic mouse model. 

While it’s unclear why CD73-deficiency does not protect female Eµ-TCL1 mice, our study 

highlights the importance of integrating sex differences when studying CD73-ADO axis. Also, 

given that CLL more commonly affect male patients and women usually experience a more benign 

clinical course (57), our findings prompt further investigation of therapeutic potential of targeting 

CD73 in CLL disease. Further studies should thus explore either mono or combinatorial therapy 

encompassing CD73-adenosine targeting in CLL while keeping sex differences in mind. 

 

 

4.7  Acknowledgements 

The authors thank Dominique Gauchat, Philippe St-Onge, Suzanne Vincent and Loise 

Gilbert for technical assistance. The study was funded by the Leukemia and Lymphoma Society 

of Canada. DA and MAB were on a FRQS scholarship. 

 

  



 146 
 

4.8 References 
1. Dong Y, Shi O, Zeng Q, Lu X, Wang W, Li Y, et al. Leukemia incidence trends at the global, regional, and national 
level between 1990 and 2017. Exp Hematol Oncol. 2020;9:14. 
2. Molica S. Sex differences in incidence and outcome of chronic lymphocytic leukemia patients. Leuk Lymphoma. 
2006;47(8):1477-80. 
3. Rozman C, Montserrat E. Chronic lymphocytic leukemia. N Engl J Med. 1995;333(16):1052-7. 
4. Milne K, Sturrock B, Chevassut T. Chronic Lymphocytic Leukaemia in 2020: the Future Has Arrived. Curr Oncol 
Rep. 2020;22(4):36. 
5. Bobrowicz M, Dwojak M, Pyrzynska B, Stachura J, Muchowicz A, Berthel E, et al. HDAC6 inhibition upregulates 
CD20 levels and increases the efficacy of anti-CD20 monoclonal antibodies. Blood. 2017;130(14):1628-38. 
6. Marquez ME, Hernandez-Uzcategui O, Cornejo A, Vargas P, Da Costa O. Bone marrow stromal mesenchymal 
cells induce down regulation of CD20 expression on B-CLL: implications for rituximab resistance in CLL. Br J 
Haematol. 2015;169(2):211-8. 
7. Klein C, Jamois C, Nielsen T. Anti-CD20 treatment for B-cell malignancies: current status and future directions. 
Expert Opin Biol Ther. 2021;21(2):161-81. 
8. O'Brien S, Furman RR, Coutre S, Flinn IW, Burger JA, Blum K, et al. Single-agent ibrutinib in treatment-naive and 
relapsed/refractory chronic lymphocytic leukemia: a 5-year experience. Blood. 2018;131(17):1910-9. 
9. Williams AM, Baran AM, Schaffer M, Bushart J, Rich L, Moore J, et al. Significant weight gain in CLL patients 
treated with Ibrutinib: A potentially deleterious consequence of therapy. Am J Hematol. 2020;95(1):E16-E8. 
10. Strati P, Parikh SA, Chaffee KG, Kay NE, Call TG, Achenbach SJ, et al. Relationship between co-morbidities at 
diagnosis, survival and ultimate cause of death in patients with chronic lymphocytic leukaemia (CLL): a prospective 
cohort study. Br J Haematol. 2017;178(3):394-402. 
11. D'Souza P, Walker G. Spotlight on chronic lymphocytic leukemia: a Pharma Matters report. Drugs Today (Barc). 
2014;50(7):485-501. 
12. D'Arena G, Simeon V, D'Auria F, Statuto T, Sanzo PD, Martino LD, et al. Regulatory T-cells in chronic 
lymphocytic leukemia: actor or innocent bystander? Am J Blood Res. 2013;3(1):52-7. 
13. Catakovic K, Gassner FJ, Ratswohl C, Zaborsky N, Rebhandl S, Schubert M, et al. TIGIT expressing CD4+T cells 
represent a tumor-supportive T cell subset in chronic lymphocytic leukemia. Oncoimmunology. 2017;7(1):e1371399. 
14. Ramsay AG, Clear AJ, Fatah R, Gribben JG. Multiple inhibitory ligands induce impaired T-cell immunologic 
synapse function in chronic lymphocytic leukemia that can be blocked with lenalidomide: establishing a reversible 
immune evasion mechanism in human cancer. Blood. 2012;120(7):1412-21. 
15. Motta M, Rassenti L, Shelvin BJ, Lerner S, Kipps TJ, Keating MJ, et al. Increased expression of CD152 (CTLA-
4) by normal T lymphocytes in untreated patients with B-cell chronic lymphocytic leukemia. Leukemia. 
2005;19(10):1788-93. 
16. McClanahan F, Hanna B, Miller S, Clear AJ, Lichter P, Gribben JG, et al. PD-L1 checkpoint blockade prevents 
immune dysfunction and leukemia development in a mouse model of chronic lymphocytic leukemia. Blood. 
2015;126(2):203-11. 
17. Arruga F, Gyau BB, Iannello A, Vitale N, Vaisitti T, Deaglio S. Immune Response Dysfunction in Chronic 
Lymphocytic Leukemia: Dissecting Molecular Mechanisms and Microenvironmental Conditions. Int J Mol Sci. 
2020;21(5). 
18. Allard D, Turcotte M, Stagg J. Targeting A2 adenosine receptors in cancer. Immunol Cell Biol. 2017;95(4):333-
9. 
19. Allard B, Allard D, Buisseret L, Stagg J. Publisher Correction: The adenosine pathway in immuno-oncology. Nat 
Rev Clin Oncol. 2020;17(10):650. 
20. Serra S, Horenstein AL, Vaisitti T, Brusa D, Rossi D, Laurenti L, et al. CD73-generated extracellular adenosine 
in chronic lymphocytic leukemia creates local conditions counteracting drug-induced cell death. Blood. 
2011;118(23):6141-52. 
21. Mackey JR, Galmarini CM, Graham KA, Joy AA, Delmer A, Dabbagh L, et al. Quantitative analysis of nucleoside 
transporter and metabolism gene expression in chronic lymphocytic leukemia (CLL): identification of fludarabine-
sensitive and -insensitive populations. Blood. 2005;105(2):767-74. 
22. Kicova M, Michalova Z, Coma M, Gabzdilova J, Dedinska K, Guman T, et al. The expression of CD73 on 
pathological B-cells is associated with shorter overall survival of patients with CLL. Neoplasma. 2020;67(4):933-8. 
23. Serra S, Vaisitti T, Audrito V, Bologna C, Buonincontri R, Chen SS, et al. Adenosine signaling mediates hypoxic 
responses in the chronic lymphocytic leukemia microenvironment. Blood Adv. 2016;1(1):47-61. 



 147 
 

24. Vaisitti T, Arruga F, Deaglio S. Targeting the Adenosinergic Axis in Chronic Lymphocytic Leukemia: A Way to 
Disrupt the Tumor Niche? Int J Mol Sci. 2018;19(4). 
25. Abousamra NK, Salah El-Din M, Hamza Elzahaf E, Esmael ME. Ectonucleoside triphosphate 
diphosphohydrolase-1 (E-NTPDase1/CD39) as a new prognostic marker in chronic lymphocytic leukemia. Leuk 
Lymphoma. 2015;56(1):113-9. 
26. Pulte D, Furman RR, Broekman MJ, Drosopoulos JH, Ballard HS, Olson KE, et al. CD39 expression on T 
lymphocytes correlates with severity of disease in patients with chronic lymphocytic leukemia. Clin Lymphoma 
Myeloma Leuk. 2011;11(4):367-72. 
27. Arruga F, Serra S, Vitale N, Guerra G, Papait A, Baffour Gyau B, et al. Targeting of the A2A adenosine receptor 
counteracts immunosuppression in vivo in a mouse model of chronic lymphocytic leukemia. Haematologica. 
2021;106(5):1343-53. 
28. Yan XJ, Albesiano E, Zanesi N, Yancopoulos S, Sawyer A, Romano E, et al. B cell receptors in TCL1 transgenic 
mice resemble those of aggressive, treatment-resistant human chronic lymphocytic leukemia. Proc Natl Acad Sci U S 
A. 2006;103(31):11713-8. 
29. Hamblin TJ. The TCL1 mouse as a model for chronic lymphocytic leukemia. Leuk Res. 2010;34(2):135-6. 
30. Johnson AJ, Lucas DM, Muthusamy N, Smith LL, Edwards RB, De Lay MD, et al. Characterization of the TCL-
1 transgenic mouse as a preclinical drug development tool for human chronic lymphocytic leukemia. Blood. 
2006;108(4):1334-8. 
31. Bichi R, Shinton SA, Martin ES, Koval A, Calin GA, Cesari R, et al. Human chronic lymphocytic leukemia 
modeled in mouse by targeted TCL1 expression. Proc Natl Acad Sci U S A. 2002;99(10):6955-60. 
32. Ramsay AG, Johnson AJ, Lee AM, Gorgun G, Le Dieu R, Blum W, et al. Chronic lymphocytic leukemia T cells 
show impaired immunological synapse formation that can be reversed with an immunomodulating drug. J Clin Invest. 
2008;118(7):2427-37. 
33. McClanahan F, Riches JC, Miller S, Day WP, Kotsiou E, Neuberg D, et al. Mechanisms of PD-L1/PD-1-mediated 
CD8 T-cell dysfunction in the context of aging-related immune defects in the Emicro-TCL1 CLL mouse model. Blood. 
2015;126(2):212-21. 
34. Gassner FJ, Zaborsky N, Catakovic K, Rebhandl S, Huemer M, Egle A, et al. Chronic lymphocytic leukaemia 
induces an exhausted T cell phenotype in the TCL1 transgenic mouse model. Br J Haematol. 2015;170(4):515-22. 
35. Hofbauer JP, Heyder C, Denk U, Kocher T, Holler C, Trapin D, et al. Development of CLL in the TCL1 transgenic 
mouse model is associated with severe skewing of the T-cell compartment homologous to human CLL. Leukemia. 
2011;25(9):1452-8. 
36. Stagg J, Divisekera U, Duret H, Sparwasser T, Teng MW, Darcy PK, et al. CD73-deficient mice have increased 
antitumor immunity and are resistant to experimental metastasis. Cancer Res. 2011;71(8):2892-900. 
37. Landau DA, Tausch E, Taylor-Weiner AN, Stewart C, Reiter JG, Bahlo J, et al. Mutations driving CLL and their 
evolution in progression and relapse. Nature. 2015;526(7574):525-30. 
38. Gao J, Aksoy BA, Dogrusoz U, Dresdner G, Gross B, Sumer SO, et al. Integrative analysis of complex cancer 
genomics and clinical profiles using the cBioPortal. Sci Signal. 2013;6(269):pl1. 
39. Cerami E, Gao J, Dogrusoz U, Gross BE, Sumer SO, Aksoy BA, et al. The cBio cancer genomics portal: an open 
platform for exploring multidimensional cancer genomics data. Cancer Discov. 2012;2(5):401-4. 
40. Riches JC, Davies JK, McClanahan F, Fatah R, Iqbal S, Agrawal S, et al. T cells from CLL patients exhibit features 
of T-cell exhaustion but retain capacity for cytokine production. Blood. 2013;121(9):1612-21. 
41. Cekic C, Sag D, Li Y, Theodorescu D, Strieter RM, Linden J. Adenosine A2B receptor blockade slows growth of 
bladder and breast tumors. J Immunol. 2012;188(1):198-205. 
42. Ryzhov S, Novitskiy SV, Goldstein AE, Biktasova A, Blackburn MR, Biaggioni I, et al. Adenosinergic regulation 
of the expansion and immunosuppressive activity of CD11b+Gr1+ cells. J Immunol. 2011;187(11):6120-9. 
43. Iannone R, Miele L, Maiolino P, Pinto A, Morello S. Blockade of A2b adenosine receptor reduces tumor growth 
and immune suppression mediated by myeloid-derived suppressor cells in a mouse model of melanoma. Neoplasia. 
2013;15(12):1400-9. 
44. Nemeth ZH, Lutz CS, Csoka B, Deitch EA, Leibovich SJ, Gause WC, et al. Adenosine augments IL-10 production 
by macrophages through an A2B receptor-mediated posttranscriptional mechanism. J Immunol. 2005;175(12):8260-
70. 
45. Wilson JM, Ross WG, Agbai ON, Frazier R, Figler RA, Rieger J, et al. The A2B adenosine receptor impairs the 
maturation and immunogenicity of dendritic cells. J Immunol. 2009;182(8):4616-23. 
46. Koscso B, Csoka B, Selmeczy Z, Himer L, Pacher P, Virag L, et al. Adenosine augments IL-10 production by 
microglial cells through an A2B adenosine receptor-mediated process. J Immunol. 2012;188(1):445-53. 



 148 
 

47. Torres-Pineda DB, Mora-Garcia ML, Garcia-Rocha R, Hernandez-Montes J, Weiss-Steider B, Montesinos-
Montesinos JJ, et al. Adenosine augments the production of IL-10 in cervical cancer cells through interaction with the 
A2B adenosine receptor, resulting in protection against the activity of cytotoxic T cells. Cytokine. 2020;130:155082. 
48. Alhakeem SS, McKenna MK, Oben KZ, Noothi SK, Rivas JR, Hildebrandt GC, et al. Chronic Lymphocytic 
Leukemia-Derived IL-10 Suppresses Antitumor Immunity. J Immunol. 2018;200(12):4180-9. 
49. Asslaber D, Qi Y, Maeding N, Steiner M, Denk U, Hopner JP, et al. B-cell-specific IRF4 deletion accelerates 
chronic lymphocytic leukemia development by enhanced tumor immune evasion. Blood. 2019;134(20):1717-29. 
50. Shih YV, Liu M, Kwon SK, Iida M, Gong Y, Sangaj N, et al. Dysregulation of ectonucleotidase-mediated 
extracellular adenosine during postmenopausal bone loss. Sci Adv. 2019;5(8):eaax1387. 
51. Yakimchuk K, Norin S, Kimby E, Hagglund H, Warner M, Gustafsson JA. Up-regulated estrogen receptor beta2 
in chronic lymphocytic leukemia. Leuk Lymphoma. 2012;53(1):139-44. 
52. Alcedo KP, Rouse MA, Jung GS, Fu D, Minor M, Willcockson HH, et al. CD73 Maintains Hepatocyte Metabolic 
Integrity and Mouse Liver Homeostasis in a Sex-Dependent Manner. Cell Mol Gastroenterol Hepatol. 
2021;12(1):141-57. 
53. Jin H, St Hilaire C, Huang Y, Yang D, Dmitrieva NI, Negro A, et al. Increased activity of TNAP compensates for 
reduced adenosine production and promotes ectopic calcification in the genetic disease ACDC. Sci Signal. 
2016;9(458):ra121. 
54. Wang Y, Copeland J, Shin M, Chang Y, Venton BJ. CD73 or CD39 Deletion Reveals Different Mechanisms of 
Formation for Spontaneous and Mechanically Stimulated Adenosine and Sex Specific Compensations in ATP 
Degradation. ACS Chem Neurosci. 2020;11(6):919-28. 
55. Jackson EK, Cheng D, Verrier JD, Janesko-Feldman K, Kochanek PM. Interactive roles of CD73 and tissue 
nonspecific alkaline phosphatase in the renal vascular metabolism of 5'-AMP. Am J Physiol Renal Physiol. 
2014;307(6):F680-5. 
56. Ray AL, Nofchissey RA, Khan MA, Reidy MA, Lerner MR, Wu X, et al. The role of sex in the innate and adaptive 
immune environment of metastatic colorectal cancer. Br J Cancer. 2020;123(4):624-32. 
57. Catovsky D, Wade R, Else M. The clinical significance of patients' sex in chronic lymphocytic leukemia. 
Haematologica. 2014;99(6):1088-94. 
 
  



149 

4.9 Supplementary figures 

Figure S4.1 – Characterization of the Eµ-TCL1 mouse model and gating strategy of leukemic CLL and normal 
B and T cells using CD5, B220 and CD39 phenotypic markers. A Peripheral blood (PB) from young (2 months-
old) and aged (12 months-old) Eµ-TCL1 mice was analyzed by flow cytometry using anti- CD5, B220 and 
CD39 fluorescent antibodies. Example of the gating strategy employed to delineate circulating populations is 
shown. B Mean fluorescence intensity (MFI) of CD5, B220 and CD39 on leukemic cells (CLL), nB cells and T 
cells. C Percentage of leukemic cells, nB cells and T cells in PB of Eµ-TCL1 mice over time. D Ratio of leukemic 
CLL cells over nB cells populations in PB of Eµ-TCL1 mice over time. E Survival of males and females Eµ-TCL1 
mice. Means +/- SEM are shown (****p<0.0001 by Kruskal-Wallis). 
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Figure S4.2 – CD39 expression pattern of circulating T cells, normal B cells and leukemic cells in CD73-/- Eµ-
TCL1 mice. PB of CD73-/- Eµ-TCL1 mice was analyzed at early (6 months-old) and advanced (12 months-old) stages 
of the disease and CD39 expression level is shown on (A) leukemic CLL cells, (B) nB cells and (C) CD5+ pan-T cells. 
Means +/- SEM are shown (*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001 by 2-way ANOVA). 
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Figure S4.3 – Splenocyte phenotypic characterization of 8 months-old Eµ-TCL1 mice. 8 months-old WT and 
CD73-/- Eµ-TCL1 mice were sacrificed and spleens’ single cell suspensions were analyzed by cytometry. A Example 
of gating strategy for identification of CD8+, CD4+ FoxP3- T cells and CD4+ FoxP3+ Tregs. B Examples of gating 
strategy to define effector memory (CD44+CD62L-), central memory (CD44+CD62L+) or naïve (CD44-CD62L+) 
phenotype of CD4+ (top panels) and CD8+ (bottom panels) splenic T cells. 8 weeks-old C57Bl/6 Eµ-TCL1- mice 
were used as healthy control. C Percentages of effector memory (CD44+CD62L-), central memory (CD44+CD62L+) 
and naïve (CD44-CD62L+) CD4+ and CD8+ splenic T cells. Means +/- SEM are shown (*p<0.05 by Mann-Whitney 
test). 
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Figure S4.4 – Sex-dependent hormones-ablation do not influence CLL-like disease in Eµ-TCL1 mice. Young (8 
weeks-old) WT and CD73-/- Eµ-TCL1 males and females were surgically castrated (Cx, WT n=12; CD73-/- n=8) or 
ovariectomized (OVx, WT n=10; CD73-/- n=10) and survival was compared to historical control WT and CD73-/- non-
gonadectomized Eµ-TCL1 (A) males and (B) females. C Serum levels of testosterone in castrated Eµ-TCL1 males 
compared to non-castrated controls were measured by ELISA according to the manufacturer’s protocol (Abcam, 
#ab108666). Means +/- SEM are shown (*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001 by Mann-Whitney test (C) or Log-rank (A-
B)). 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figure S4.5 – CD73, CD39 and A2a mRNA levels in CLL patients with poor prognostic mutational status. 
Whole exome sequencing from 134 untreated CLL patients (37) publicly available through the cBio Cancer Genomics 
Portal (38, 39) was used to compared mRNA levels (z-scores) of CD73 (NT5E), CD39 (ENTPD1) and A2a 
(ADORA2A) between high (orange) and low (white) risk patients. A CD73, CD39 and A2a gene expression levels in 
IGHV-mutated (low risk; n=87) and unmutated (high risk; n=43) patients. B CD73, CD39 and A2a gene expression 
levels in TP53-mutated (high risk; n=10) and unmutated (low risk; n=124) patients. Means +/- SEM are shown 
(**p<0.01; ***p<0.001 by Mann-Whitney test). 
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Figure S4.6 – CD73, CD39 and A2a expression pattern in CLL patients. Human blood samples from 9 CLL 
patients sampled early at diagnosis (UNT, n=4) or after 1st chemotherapy cycle (C1, n=5) and upon relapse were 
analyzed for CD73 and CD39 expression. A-C CD73 (left) and CD39 (right) expression on (A) leukemic cells (CLL: 
CD5+CD19+), (B) nB cells (CD5-CD19+) and (C) pan-T cells (CD5+CD19-) prior to and upon relapse. D Correlation 
between CD38 and CD73 (left panel), CD38 and CD39 (middle panel) and CD39 and CD73 (right panel) expression 
levels on leukemic cells. Linear regression combines leukemic cells sampled early and upon relapse of all 9 patients 
(n=18). E Correlation between time to relapse in months and CD39 expression levels on leukemic cells from patients 
sampled at diagnosis with no prior treatment (UNT, n=4). Means +/- SEM are shown (2-way ANOVA (A-C)). 
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4.10 Résultats connexes 

 

 
Figure C4.1 – Les souris transgéniques Eµ-TCL1 mâles ou femelles ne présentent pas d’avantage de survie en 
absence du récepteur A2a. La survie des souris leucémiques issues du croisement Eµ-TCL1 x A2a-/- a été étudiée 
comme à la figure 4.2. 
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Chapitre 5 – CD73 promotes cellular metabolic fitness independently of adenosine signaling 
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5.1 Résumé 

 L’enzyme CD73 joue un rôle important dans l’immunité antitumorale via la production 

d’adénosine. Il demeure incertain si et comment CD73 contribue à la progression tumorale au-delà 

de son rôle immunosuppressif. Nous avons étudié le rôle de CD73 dans la régulation métabolique 

des cellules cancéreuses en générant des lignées déficientes pour CD73 via la technologie 

CRISPR-Cas9 ainsi qu’en ciblant l’enzyme CD73 à l’aide d’un anticorps monoclonal. Des 

analyses de traçage d’isotopes stables d’atomes de carbone a révélé une production réduite 

d’aspartate dans les cellules déficientes pour CD73. Nous avons ensuite démontré que CD73 

favorisait la croissance tumorale in vivo et la prolifération cellulaire in vitro en conditions 

limitantes en nutriments de façon dépendante de la production d’aspartate. L’aspartate production 

d’aspartate est relié de près à la respiration mitochondriale. À l’aide d’instruments d’analyseurs 

Seahorse, nous avons observé que CD73 favorisait la phosphorylation oxydative des cellules 

cancéreuses murines et humaines, de façon indépendante de l’adénosine. De façon consistante 

avec une respiration mitochondriale réduite, nous avons observé des niveaux réduits du cofacteur 

NAD+ dans les cellules déficientes pour CD73. Le nicotinamide riboside (NR) issue de la 

déphosphorylation du nicotinamide mononucléotide (NMN) est un précurseur de la biosynthèse 

du NAD+ via la voie de récupération. Nous avons démontré que les cellules tumorales produisaient 
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le NR de façon dépendante de l’expression de CD73. Puisque le NAD+ est utilisé comme substrat 

par les enzymes PARP, nous avons ensuite rapporté des niveaux diminués de PARylation et des 

niveaux augmentés de foci γH2AX en réponse à la chimiothérapie dans les cellules déficientes 

pour CD73. Enfin, la supplémentation en NR normalise l’activité métabolique des cellules 

déficientes pour CD73. En bref, notre étude révèle un rôle précédemment inconnu de CD73 dans 

la régulation de l’amplitude métabolique des cellules cancéreuses et ouvre la porte à de nouvelles 

combinaison thérapeutiques potentielles. 

 

5.2  Abstract 

CD73 is an important immune checkpoint in tumor immunity through the production of 

immunosuppressive adenosine. Whether and how CD73 contributes to cancer progression beyond 

immunosuppression remains unclear. We investigated CD73’s role in metabolic regulation of 

cancer cells by performing CRISPR-Cas9-mediated gene editing and by targeting CD73 with a 

monoclonal antibody (mAb). Stable isotope tracing analysis revealed significantly reduced cellular 

aspartate levels in CD73-deficient cells and we demonstrated that CD73 favors in vivo tumor 

growth and in vitro proliferation in nutrient-scarce conditions in an aspartate-dependent manner. 

Aspartate is closely linked to mitochondrial respiration. Mitochondrial stress test on Seahorse 

analyzers revealed that CD73 contributes to oxidative phosphorylation (oxphos), conserved across 

human and mouse cancer cell lines, independently from adenosine signaling. Concomitant with a 

suppressed oxphos, CD73-deficient cells displayed a significant reduction in NAD+ levels, an 

essential cofactor for mitochondrial respiration. NAD+ precursors include nicotinamide riboside 

(NR) through the NAD+ salvage pathway, which can be generated from extracellular nicotinamide 

mononucleotide (NMN). We demonstrated that human tumor cells produced extracellular NR in a 

CD73-dependent manner. As NAD+ is used as a substrate for PARP enzymes, we further report 

diminished PARylation and increased γH2AX foci in response to chemotherapy in CD73-deficient 

cells. Ultimately, NR supplementation was able to normalize metabolic fitness of CD73-deficient 

tumor cells. Overall, our study reveals that CD73 significantly contributes to cancer cell metabolic 

fitness and support the study of metabolic therapeutics in combination with CD73-targeted 

blockade. 
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5.3  Introduction 

The ecto-5’-nucleotidase CD73 is involved in the breakdown of extracellular ATP into 

adenosine by catalyzing the hydrolysis of adenosine monophosphate (AMP). Accumulation of 

adenosine favors cancer progression through its contribution to the creation of an 

immunosuppressed tumor microenvironment. In addition to inhibiting antitumor immune 

responses, CD73 and adenosine were found to promote metastasis, epithelial-to-mesenchymal 

transition (EMT) and resistance to anticancer therapies, in part through non-immunosuppressive 

mechanisms which remain poorly understood (1). Not surprisingly, CD73 expression in human 

cancers is often found associated with a poor prognosis and several clinical trials are actively 

testing the targeted blockade of CD73 in many cancers, including the poorly responsive triple 

negative breast cancer subtype (TNBC) (1). Immunosuppression-independent roles of CD73 in 

promoting tumor growth are not completely understood thus far. 

 

Cancer cells metabolism has gained much attention in the last decade for its central 

implication in cell proliferation and adaptation to hostile tumor microenvironments (2). While it 

was long thought that cancer cells shifted their metabolism from highly efficient ATP-producing 

oxidative phosphorylation (oxphos) to low ATP-yielding glycolysis despite presence of oxygen 

(e.g., Warburg effect), it is well accepted now that aerobic glycolysis does not predict for loss of 

oxidative metabolism in cancer cells. In fact, active mitochondrial metabolism promotes tumor 

cell invasiveness, metabolic adaptation, chemoresistance, survival of cancer-initiating cells and 

therapies aimed to interfere with mitochondrial metabolism has emerged as a potential therapeutic 

strategy (3-5). Mitochondrial metabolism is important to cancer cells via the catabolism and 

generation of ATP through oxphos and via the support of several vital biosynthesis pathways (e.g., 

1C metabolism, anaplerosis, lipogenesis). Oxygen-requiring reactions also helps tumor cell 

proliferation beyond ATP production, via the generation of amino acids such as aspartate. For 

instance, a central role in sustaining proliferation for the ETC is to re-generate electron acceptors 

under the form of NAD+ required for aspartate biosynthesis (6, 7). The importance of aspartate in 

cancer cells’ proliferation is exemplified by the observation that cancer cell lines able to import 

extracellular aspartate through expression of the glutamate-aspartate antiporter (SLC1A3) exhibits 

increased resistance to anti-proliferative activity of the ETC inhibition (8). Mitochondrial 
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respiration thus plays a pivotal role in sustaining cancer cells’ proliferation through aspartate 

generation (9). 

 

As opposed to de novo synthesis from tryptophan, NAD+ is primarily produced via salvage 

pathways that recycles precursors generated from NAD-consuming enzymes (10). Conversion of 

extracellular nicotinamide mononucleotide (NMN) to nicotinamide riboside (NR) is one way cells 

can salvage NAD+ biosynthesis. Accordingly, supplementing mice with NR or NMN enhances 

cellular NAD+ levels, promotes mitochondrial respiration and protects against metabolic stress 

(11-13). Extracellular NR is transported into cells by nucleoside transporters before being 

converted into NMN by nicotinamide riboside kinase-1 (NRK1) (14). In addition to local 

conversion from NMN through the activity of mitochondrial NMN adenylyltransferase 3 

(NMNAT3), intact cytosolic NAD+ also contributes to mitochondrial pools of NAD+ via direct 

transport through MCART1 (SLC25A51) (15). NAMPT, a rate-limiting enzyme in NAD+ salvage 

pathway, has shown limited clinical therapeutic potential when inhibited. Interestingly, it was 

reported that CD73 inhibition could sensitize cancer cells to NAMPT inhibition in helping to 

downregulate NAD+ synthesis (16, 17). Mechanistically, several studies suggest that CD73 

contribute to the salvage of NAD+ biosynthesis through extracellular conversion of NMN into NR 

(14, 18-20). In addition to its redox role, intracellular NAD+ is used as a substrate by a set of 

enzymes called poly(ADP-ribose) polymerases (PARPs) that cleave NAD+ into nicotinamide 

(NAM) and ADP-ribose (ADPR) in order to couple ADPR to acceptor proteins, a process known 

as PARylation (21, 22). While PARP inhibitors (PARPi) such as olaparib were initially used to 

induce synthetic lethality in BRCA1/2-deficient cancer cells, olaparib has shown therapeutic 

efficacy in BRCA1/2-efficient tumor as well (22, 23). Whether CD73 expression on cancer cells 

hinders PARPi efficiency is unknown but lowering NAD+ levels via NAMPT inhibition was 

shown to enhance olaparib therapeutic activity in TNBC cells (24). 

 

While CD73 was shown to promote cancer in various ways, how CD73 contributes to 

cancer progression beyond immunosuppression isn’t fully understood. Furthermore, the role of 

CD73 in the NAD+ salvage pathway and whether CD73 contributes to cancer cells’ energetic 

regulation is largely unknown. Here we studied metabolic functions of CD73 in cancer cells and 

report that CD73-deficiency highlights an aspartate-dependent metabolic vulnerability which 
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impairs cancer cells’ tumorigenicity in metabolically challenging conditions. We further 

demonstrate that extracellular CD73 contributes to intracellular NAD+ biosynthesis, cancer cells’ 

metabolic fitness and PARP-dependent DNA-damage response. Finally, we provide a rationale for 

combining anti-CD73 therapy to PARP inhibitors. 

 

5.4  Material and Methods 

5.4.1 Cell cultures, CRISPR and plasmids transfection 

MDA-MB-231 (MDA-231), 4T1, SM1 LWT1, PANC-1 cell lines were cultured in DMEM 

+ 10% FBS. SK23MEL and HCC1954 cell lines were cultured in RPMI + 10% FBS. OV1369 and 

SKOV3 cell lines were cultured in OSE + 10% FBS + antibiotics. Mouse embryonic fibroblasts 

(MEFs) were isolated from embryos at 13.5 days of gestation from WT and CD73-/- C57Bl/6. 

MEFs were cultured in DMEM + 10% FBS and rapidly transformed within 7 days upon isolation 

with a lentiviral vector expressing an oncogenic K-RasG12V (pLenti PCK RasV12), kindly provided 

by Dr. Francis Rodier (Université de Montréal, Montréal, QC, CA) (25). Immortalized MEF clones 

upon K-Ras transformation were pooled and used for experimentation. 

 

CD73 gene-editing was generated by transfection of CRISPR/Cas9 vector (px330, 

Addgene) expressing the 20mer target sequences GCAGCACGTTGGGTTCGGCG (exon1) and 

GACGCCGGCGACCAGTACCA (exon1), provided by Michael Hoelzel (University of Bonn, 

Germany). Cells were sorted based on CD73 expression (CD73+ and CD73-). Enzymatic 

functionality was verified using the commercially available malachite green kit assay (R&D 

system). 

 

Empty vector (pLHCX-ev) and plasmid coding for a FLAG-tagged guinea pig asparaginase 

(pLHCX-gpASNase1) enzyme were kindly provided by Dr. Lucas B. Sullivan (Fred Hutchinson 

Cancer Research Center, Seattle, WA, USA) (26). CD73+ and CD73- MDA-231 cells were 

infected with a retrovirus containing either pLHCX-ev or pLHCX-gpASNase1 and selected with 

750µg/mL of Hygromycin B-containing media until all uninfected control cells died. 
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5.4.2 Drugs and Reagents 

The following drugs/reagent were used; cell culture grade D-(+)-glucose (Sigma, #G7021), 

cell culture grade L-glutamine (Sigma, #G8540), blocking mouse anti-human CD73 monoclonal 

antibody clone 7G2 (Invitrogen, #410200), Adenosine 5'-(α,β-methylene)diphosphate (APCP; 

Sigma, #M3763), nicotinamide riboside (NR; Cayman Chemical, #23132), nicotinamide 

mononucleotide (NMN; Sigma, #N3501), recombinant human adenosine deaminase (rhADA; 

R&D systems, #7048-AD), recombinant human CD73 (rhCD73; R&D systems, #5795-EN), 5'-N-

Ethylcarboxamidoadenosine (NECA; Tocris, #1691), SCH58261 (Tocris, #2270), PSB1115 

(Tocris, #2009), olaparib (AZD2281; Selleckchem; #S1060). Doxorubicin and carboplatin were 

provided by the CRCHUM pharmacy. 

 

5.4.3 Animal experimentation 

2x106 MDA-MB-231 cells were injected sub-cutaneously in PBS 1X in immunodeficient 

NRG mice (Jackson Laboratory) and tumor growth was monitored thrice weekly. Tumor volume 

was measured by caliper in two dimensions, and volumes were estimated using the equation V = 

(large diameter ´ small diameter2) ´ 0.5. Animals were housed at the CRCHUM and all 

experiments were performed in accordance with an Institutional Animal Care and Use Committee. 

 

5.4.4 Fluorescence Activated Cell Sorting 

Following fluorescence-conjugated antibodies were used for flow cytometry: anti-human 

CD73 BV421 (BD, #562430) and anti-mouse CD73 PE-Cy7 (eBioscience, #25-0731-82). For 

glucose analog incorporation assay, cells were incubated with 100 µM of 2-deoxy-2-[(7-nitro-

2,1,3-benzoxadiazol-4-yl)amino]-D-glucose (2-NBDG, Cayman Chemical, #11046) in glucose-

free DMEM (10% FBS) for 30 minutes at 37°C before FACS acquisition. For mitochondrial ROS 

(superoxide anion) measurements, live cells were stained for 30 minutes at 37°C with 5 µM 

MitoSOX™ red probe (Thermofisher, #M36008) before FACS acquisition. For mitochondrial 

mass staining, cells were incubated with 25µM of Mitotracker® green probe (Thermofisher, 

#M7514) at 37°C for 30 minutes before FACS acquisition. Cancer-stem like cells were sorted 

based on ALDH activity as previously described (27) using the Aldefluor kit (Stemcell, #01700). 

0.05x106 freshly sorted ALDHhi cells were seeded in seahorse XF24 plate and incubated overnight 

before seahorse analysis as described in following sections. 
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5.4.5 Cell proliferation assay in vitro 

0.5x104 cells were seeded in a 48-well plate and grown in complete media for 8-12h before 

being washed and switched to pyruvate-free and glucose- or glutamine-restricted media (Wisent, 

#319-062-CL). The moment at which the media was changed is defined as baseline. Percentage of 

well confluency was measured by applying a phase mask over 4X photos (2 photos per well) taken 

every 2h for 5 days using the Incucyte Zoom technology. Proliferation was calculated by reporting 

the confluence level every 0.5 days relative to confluence level at baseline for each well. 

 

5.4.6 Isotope-labelled glucose & glutamine tracing 

5x104/cm2 cells were cultured in glucose- or glutamine-free DMEM containing 10% 

dialyzed FCS (Wisent) and 25 mM U-[13C]-glucose (Cambridge Isotope Laboratories, #CLM-

1396) or 4 mM U-[13C]-glutamine (Cambridge Isotope Laboratories, #CLM-1822) for 3h at 37°C. 

Metabolites were extracted from cells using dry ice-cold 80% methanol, followed by sonication 

(1x round of 10 min sonication, 30s on 30s off using an automatic sonicator) and removal of 

cellular debris by centrifugation at 4°C. Metabolite extracts were dried, derivatized as tert-

butyldimethylsilyl esters, and analyzed via GC-MS by the metabolomic core from the Goodman 

cancer research centre (McGill University). Metabolite abundance was expressed relative to the 

internal standard D27 (D-myristic acid) and normalized to cell number. Mass isotopomer 

distribution was determined using a custom algorithm developed at McGill University. 

 

5.4.7 Genome-wide transcriptional analysis 

RNA was isolated using QIAgen RNeasy mini kit and quantified using nanodrop. Samples 

were sent to Génome Québec (Montréal, QC, CA) for gene expression analysis using an 

Affymetrix microarray chip. Expression values were computed using the robust multi-array 

analysis (RMA) normalization method (‘affy’ package in Bioconductor) (28, 29). When multiple 

probe sets mapped to the same official gene symbol, we computed their average value. Differential 

expression (DE) analysis was performed using ‘limma’ (30) standard analysis pipeline. Significant 

DE gene were defined as genes with absolute fold-change ≥ 1.5 and adjusted P-value ≤ 0.05. 

Statistical analyses were performed between NT5E mRNA expression and genes expression using 

Spearman correlation. 
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5.4.8 Seahorse Assay 

Oxygen consumption rate (OCR) and extracellular acidification rate (ECAR) were 

measured in real-time using the Seahorse (XF24 and XFe96) technology (Agilent). Cells were 

seeded and incubated in a 37°C/CO2 incubator for 12h or 48h. Drugs were added to the media and 

changed after 24h with fresh media. The day of the assay, cells were washed and incubated for 60 

min in a non-CO2 incubator in seahorse assay base media (Agilent, #103334-100) containing 

25mM glucose (Sigma, #G7021) and 2 mM Glutamine (Sigma, #G8540). For glycolysis 

measurement, cells were glucose-starved for 60 minutes. Assay injection drugs comprised serial 

combinations of either glucose (25 mM), oligomycin (1 µM; Sigma, #04876), carbonyl cyanide p-

trifluoromethoxyphenylhydrazone (FCCP; 1 µM; Sigma, #C2920), rotenone (1 µM; Sigma, 

#R8875) and antimycin (0.1 µM; Sigma, #A8674). Data were normalized by cell counts (XF24) 

or seeding density (crystal violet; XFe96). 

 

5.4.9 Measurements of intracellular metabolites 

3x106 cells were seeded in 10 cm petri dishes. Cell were incubated with drugs for 48h in 

pyruvate-free media supplemented with 25 mM glucose, 2 mM Glutamax and 10% dialyzed FCS. 

Media was washed once with PBS 1X, remove completely and cell culture dishes were quickly 

snap frozen on liquid nitrogen. Cells were scraped on ice and collected in 675 µL ice-cold 

extraction buffer [80% (vol/vol) methanol, 2 mM ammonium acetate, pH 9.0, with 10 µM AMP-

13C10,15N5 (IS-AMP) as internal standard], transferred into polypropylene (PP) tubes, and 

sonicated in a cup-horn sonicator at 150 W for 2 min (cycles of 10s on, 10s off) in an ethanol/ice 

bath. Cell extracts were centrifuged at 4°C for 10 min at 25,830 × g, and supernatants were 

collected in ice-cold 2-mL PP tubes, to which 250 µL water was added. Polar metabolites were 

extracted with 1,080 µL of chloroform:heptane (3:1 vol/vol) by 2 × 10s vortex followed by 10-

min incubation on ice and 15-min centrifugation at 4°C, 12,500 × g. From the upper phase, 600 

µL was collected without carrying out any interface material and transferred into new cold 2-mL 

PP tubes. These tubes were centrifuged again, and 400 µL supernatant were collected into cold 

1.5-mL PP tubes. Samples were frozen in liquid nitrogen and dried in two steps – first, in a 

SpeedVac Concentrator for ∼2 h (maximal vacuum, no heat; Savant) at 4°C to remove methanol; 

and second, by lyophilization for 90 min (Labconco FreeZone) – and then stored at -80°C until 

used. Samples were reconstituted in 14 µL of Milli-Q water, and injections of 3 µL were performed 
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in duplicate on an electrospray ionization LC-MS/MS system composed of an Agilent 1200 SL 

device (for LC) and a triple-quadrupole mass spectrometer (4000Q TRAP MS/MS; Sciex). 

Samples were separated by gradient elution of 12 min on a Poroshell 120 EC-C18, 2.1 × 75-mm, 

2.7-µm column (Agilent Technologies) using mobile phase consisting of an aqueous solvent A (10 

mM tributylamine, 15 mM acetic acid, pH 5.2) and an organic solvent B [95% (vol/vol) acetonitrile 

in water, 0.1% formic acid], at a flow rate of 0.75 mL/min and column oven temperature of 40°C. 

Quantification was performed as described in (31). 

 

5.4.10 Measurements of metabolites in supernatant 

0.2 µg/mL of human recombinant CD73 or 0.05x106 cells seeded in a 96-wells plate were 

exposed to 0.2 mM of exogenous NMN for 15, 30 and 60 minutes. 40% methanol+40% acetonitrile 

dry ice-cold extraction solution was added to samples to reach a 2:2:1 

methanol:acetonitrile:aqueous ratio. Samples were flash frozen on dry ice and stored at -80°C. 

Alternatively, cells were washed and incubated in assay buffer (2 mM MgCl2, 125 mM NaCl, 1 

mM KCl, 10 mM Glucose, 10 mM HEPES pH 7.2, ddH2O) without addition of exogenous NMN 

and supernatant was collected and centrifuged at different timepoint as previously. When 

applicable, experimental drugs were added to assay buffer. Supernatant was analyzed for selected 

metabolites by LC-MS. Depending on the experiment, results are shown as area of peak obtain by 

mass spectrometry analysis or absolute concentrations normalized on protein content. For LC-

MS/MS analysis, samples (500µL) were thawed and AMP-13C10,15N5 (IS-AMP) added as 

internal standard. Samples were incubated 1h at 4°C with vigorous agitation and centrifuged 10 

min, 20K × g, 4°C. Supernatants were transferred to new polypropylene tubes, dried down 

at 10°C by centrifugal vacuum evaporation, then reconstituted in 50µL 80% acetonitrile in water 

before LC-MS/MS analysis. Samples (5µL injections) were separated by HILIC (Nexera X2, 

Shimadzu) at 0.25 mL/min using a gradient elution (A=MilliQ water, B=90% acetonitrile in water, 

both A and B containing 10mM ammonium acetate pH 9.0 and 5µM Agilent's deactivator 

additive; gradient: 0 min 90% B, 2 min 90% B, 12 min 60% B, 15 min 60% B, 16 min 90% B (re-

equilibration), 24 min 90% B) on a Poroshell 120 HILIC-Z 2.1 × 100 mm, 2.7 μm HPLC column 

(Agilent) following a guard column of similar material, both kept at 30°C. Metabolites were 

detected after ESI on a triple quadrupole mass spectrometer (QTRAP 6500, SCIEX) with polarity 

switching looking for the following transitions: negative ions IS-AMP 360.8/79.0, NAD 
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661.8/540.0; positive ions NR 255.0/123.1, NMN 334.9/123.2. For quantification, a mix of pure 

standards prepared in 80% acetonitrile in water was used to build a calibration curve. 

 

5.4.11 Complex 1 enzyme activity assay 

Electron transport chain NADH-dehydrogenase activity was measured using a 

commercially available colorimetric assay kit (Abcam, #ab109721). Briefly, 1x107 cells were 

harvested and washed in PBS 1X. Protein concentration was quantified by standard Bradford assay 

on a small aliquot of each sample. Remaining samples were diluted with PBS to a final 5.5 mg/mL 

concentration. Samples were processed and tests performed according to the manufacturer 

protocol. 

 

5.4.12 Western Blot 

Adherent cells were washed with ice-cold PBS and lysed and scrapped in CelLytic™ M 

buffer (Sigma, #C2978) with 1X Halt™ protease and phosphatase cocktail inhibitors 

(Thermofisher, #78440) before being centrifuged for 15 min at 20,000g at 4°C. Proteins were 

harvested from supernatant and quantified by using Bradford protein assay dye reagent (Bio-Rad, 

#500-0006). 25 µg of protein from whole cell extract were loaded in 4-10% acrylamide gels and 

transferred on nitrocellulose membranes. Membranes were stained overnight in 5% BSA-

containing PBS Tween 0.1% with following antibodies: mouse anti-β-actin (1:5000; Abcam, 

#ab8226), mouse anti-PLCγ (1:2000; Millipore, #05-163), mouse anti-CD73 (1:1000; Abcam, 

#Ab91086), rabbit anti-PGC1α (1:2500; Novus Biologicals, #NBP1-04676), rabbit anti-NRF1 

(1:2000; Cell Signaling, #46743), rabbit anti-TFAM (1:2000; Abcam, #ab131607) and mouse anti-

FLAG (1:1000; Sigma, #F7425). For PARylation assay, cells were seeded in 6-well plates and 

drugs was added in media for 48h. Before proceeding to protein extraction, cells were treated with 

2 mM H2O2 for 20 minutes at room temperature. 50µg proteins were load in a 4-10% acrylamide 

gels, transferred on nitrocellulose membrane and stained overnight in 5% milk-containing PBS 

Tween 0.1% with mouse anti-PAR (1:1000; Trevigen, #4335-MC-100). Proteins were revealed 

with fluorescent secondary anti-rabbit or anti-mouse (1:10 000; LI-COR) antibodies using the LI-

COR fluorescent scanner or by chemiluminescence using HRP-conjugated secondary anti-mouse 

antibody (2.5:10 000; Milipore, #AP124P) and Amersham ECL prime detection reagent (GE 

healthcare lifescience, #RPN2232). 
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5.4.13 Immunofluorescence 

Cells were seeded on glass slides and incubated overnight before adding treatments. 48h 

later, cells were fixed with formalin 10% for 10 min at room temperature, washed with PBS 1X 

and then permeabilized with 0.25% Triton-X100 in PBS 1X for 15 min. Slides were blocked 1h 

and incubated overnight at 4 ⁰C with anti-phospho-H2AX (1:2000; Millipore, #05-636). Cells were 

then washed 3 times with PBS 1X Tween 0.05% followed by incubation with the secondary 

antibody. The glass slides were stained with DAPI, washed and mounted with fluoromount 

(Sigma; #F4680). 

 

5.4.14 Statistical Analysis 

Student T tests were performed when comparing 2 conditions. 1-way ANOVA was used 

when comparing 3 or more conditions. Statistical significance is shown in comparison to the 

control condition (untreated or CD73+), unless indicated otherwise by a bracket. All statistical 

analyses were performed using graph pad prism software (version 9.0.2). 

 

5.5  Results 

5.5.1 CD73 favors tumor growth independently of its immunosuppressive function 

Using CRISPR-Cas9 conjugated with fluorescence activated cell sorting (FACS) in the 

human TNBC cell line MDA-231, we engineered a stable CD73-negative cell line (Fig S5.1A) 

that displayed complete loss of CD73 protein expression (Fig S5.1B) and activity (Fig S5.1C) as 

measured by western blot and malachite green assay respectively. When inoculated sub-

cutaneously in immunodeficient (NRG) mice, MDA-231 cells lacking CD73 expression were 

found to yield significantly smaller tumors in vivo (Fig 5.1A). In vitro, CD73’s impact on cell 

proliferation was assessed using Incucyte live imaging (Fig S5.1D-F). In conditions of excess 

abundance of both glucose (25 mM) and glutamine (2 mM), CD73+ and CD73- cells proliferated 

equally (Fig 5.1B). To better recapitulate in vivo nutrient-limiting conditions found within tumor 

microenvironments, we next compared in vitro proliferation in reduced amount of either glucose 

or glutamine, both essentials carbon source to fuel energetic requirements for proliferation. Since 

pyruvate is an intermediate metabolite produced during glycolysis that can feed mitochondrial 

metabolism, assays were performed in pyruvate-free media. In both glutamine- (0 – 0.1 mM) and 

glucose- (0 – 2.5 mM) limiting conditions, CD73-negative cells displayed reduced proliferation 
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compared to CD73-positive cells (Fig 5.1B & S5.1D-F). To verify whether CD73-deficient had 

impaired nutrient consumption, we next measured incorporation of a fluorescent glucose analog 

(2-NDBG) and a stable isotope tracer for glutamine (U-[13C]-glutamine) by FACS and gas 

chromatography-mass spectrometry (GC-MS) respectively. We found no difference between 

CD73-expressing and non-expressing cells in incorporation of either 2-NBDG (Fig 5.1C) or M+5 

labeled-glutamine (Fig 5.1D), thus ruling out the hypothesis that CD73-deficient cells proliferate 

less in metabolically challenging conditions because of reduced nutrient uptake. Overall, these 

results suggest that CD73 promotes MDA-231 tumor growth, independently from its 

immunosuppressive role, in growth-limiting conditions. 

 

5.5.2 CD73 enhances intracellular aspartate synthesis to fuel tumor growth 

To better understand how CD73 regulates metabolic fitness downstream of glucose or 

glutamine uptake, we next investigated metabolomic processing of both nutrients in vitro through 

stable isotope tracer analysis (SITA). We did not find any major differences in the distribution of 

intermediate metabolites labeling between CD73-positive and CD73-negative cells cultured with 

either carbon-labeled glucose (U-[13C]-glucose) or glutamine (U-[13C]-glutamine), indicating that 

MDA-231 cells process both glucose and glutamine independently from CD73 expression (Fig 

S5.2A-B). Relative abundance of most intermediate metabolites was also not found to be 

significantly different between CD73-positive and negative cells (Fig S5.2C-D). Surprisingly, 

however, aspartate levels, to which glucose and glutamine contribute largely (Fig 5.1E), were 

found reduced in CD73-deficient cells of about 50% compared to CD73-expressing cells (Fig 

5.1F). 

 

Because aspartate is central to protein and nucleotide synthesis and is thus described as a 

limiting metabolite for tumor growth (7), we next investigated whether aspartate supplementation 

restored proliferation of CD73-deficient cells. Mammalian cells uptake extracellular aspartate 

when expressing the glutamate-aspartate antiporter SLC1A3. A previous study reported that 

MDA-231 cells only express low levels of SCL1A3 (31). Given that asparagine that is more readily 

incorporated by mammalian cells and is found at higher levels in circulation than aspartate (32), 

we used a strategy previously developed by Sullivan et al. (25). Briefly, we introduced an enzyme 

with an asparaginase activity (gpASNase1) that converts asparagine into aspartate to restore pools 
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of intracellular aspartate upon exposure to exogenous asparagine in CD73-deficient MDA-231 

cells (Fig 5.1G). FLAG-tagged gpASNase1 expression was confirmed by western blot (Fig 5.1H). 

Expectedly, when exposed to 1 mM of exogenous asparagine for 24h, cells expressing the 

gpASNase1 enzyme, but not empty vector (ev)-transfected CD73-deficient cells displayed an 

increase in intracellular aspartate content as measured by LC-MS (Fig 5.1I). In glutamine-

restricted conditions (0.1mM) in vitro, both CD73-expressing ev- and gpASNase1-transfected 

cells displayed enhanced proliferation compared to CD73-deficient cells (Fig 5.1J). 1mM of 

exogenous asparagine rescued proliferation of gpASNase1-expressing, but not ev-transfected 

CD73-deficient cells in vitro (Fig 5.1J). Similarly, when inoculated in immunodeficient NRG 

mice, tumor growth was rescued in CD73-deficient tumors expressing gpASNase1 (Fig 5.1K). 

Altogether, these results indicate that CD73 promotes MDA-231 tumor growth through enhanced 

aspartate biosynthesis downstream of glucose and glutamine processing. 
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Figure 5.1 – CD73 promotes tumor growth independently from immune suppression through aspartate 
biosynthesis. A Sub-cutaneous tumor growth of CD73+ and CD73- MDA-231 tumors in immune-deficient NRG 
mice. Results shows combined data of 2 independent experiments cumulating 15 mice per groups. B In vitro 
proliferation of CD73+ and CD73- MDA-231 cells was analyzed by Incucyte live imaging technology in presence of 
excess or restricted conditions of glucose (GLC) and glutamine (GLN). Data from representative proliferation curves 
(left panels) and pooled (n=3 experiments per conditions) quantification of proliferation after 4 days of culture (right 
panel) are shown. C FACS analysis of in vitro incorporation of a fluorescent glucose analog (2-NBDG) in CD73+ and 
CD73- MDA-231 cells (n=3). D GC-MS analysis of in vitro incorporation a stable isotopically labeled glutamine 
tracer in vitro (U-[13C]-GLN). M+5 glutamine (GLN) levels were normalized on cell numbers and are shown relative 
to CD73+ cells (n=1). E Incorporation of isotopically labeled glucose (U-[13C]-GLC; left panel) or glutamine (U-
[13C]-GLN; right panel) into aspartate (ASP) compared between CD73+ and CD73- MDA-231 cells. F SITA analysis 
of glucose (left panel) and glutamine (right panel) contribution to ASP intracellular biosynthesis. ASP levels were 
normalized on cell number and are shown relative to CD73+ cells. Stats: *comparison of 13C levels; #Comparison of 
12C levels; +Comparison of total 13C+12C levels. G Schematic representation of gpASNase1-mediated rescue of ASP 
biosynthesis in CD73- cells exposed to exogenous asparagine (ASN). H Western blot of CD73+ and CD73- MDA-
231 cells expressing empty vector (ev) or FLAG-tagged gpASNase1. PLCγ is shown as a loading control. I 
Intracellular ASP levels measured in cells expressing or not (ev) the gpASNase1 upon exposure to exogenous ASN 
(1mM) for 24h. ASP levels were normalized on cell number and are shown relative to CD73+ (ev) cells (n=1). J In 
vitro proliferation of gpASNase1-expressing and non-expressing (ev) MDA-231 in presence (right panel) or not (left 
panel) of exogenous ASN (pooled data from 2 experiments). K In vivo tumor growth of 2×106 gpASNase1-expressing 
or not (ev) CD73+ and CD73- MDA-231 cells in NRG mice. Means +/- SEM are shown (*p<0.05; **p<0.01; 
***p<0.001 by 2-tailed unpaired Student T tests). 
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5.5.3 CD73 regulates metabolic fitness of cancer cells in an adenosine-independent manner 

To understand how CD73 regulates aspartate biosynthesis, we performed genome-wide 

transcriptional analysis of MDA-231 cells expressing CD73 or not. Aspartate is generated from 

oxaloacetate through enzymatic transamination carried by the mitochondrial enzyme GOT2 or by 

cytosolic GOT1 when the ETC is inhibited or impaired (9). Transcriptional analysis revealed 

GOT1 and GOT2 not to be differentially regulated in CD73 expressing and non-expressing cells 

and therefore cannot account for reduced aspartate synthesis in CD73-deficient cells (Fig S5.2E). 

In fact, consistent with SITA analyses (Fig S5.2A-B) no TCA cycle enzymes were found to be 

differentially regulated (Fig S5.2E), therefore suggesting a functional rather than transcriptional 

dysregulation of aspartate biosynthesis in CD73-deficient cells. 

 

Next, since mitochondrial respiration is important for aspartate biosynthesis, we 

investigated metabolic profiling of various cancer cells using Seahorse (Agilent) technology that 

measures both oxygen consumption rate (OCR) and milieu’s acidification rate (ECAR) which 

reflect oxphos and glycolytic metabolism respectively (Fig 5.2A). We found that CD73-deficiency 

altered oxphos metabolism of MDA-231 cells (Fig 5.2B). While glycolysis was not affected by 

CD73 expression, CD73-deficient cells also displayed reduced glycolytic reserve as defined by the 

maximal glycolytic capacity upon oxphos inhibition (Fig 5.2C). Importantly, treating CD73-

expressing MDA-231 cells with a specific monoclonal antibody targeting human CD73 (clone 

7G2; (34)) produced similar metabolic alterations (Fig 5.2B-C). In addition to MDA-231 cells, we 

generated two other CRISPR-mediated CD73-deficient mouse cancer cell lines (Fig S5.3A) and 

found that CD73 expression also positively regulated metabolism of 4T1 and SM1 LWT1 cell 

lines (Fig 5.2D-E). Because CD73 was also reported to be an important marker for tumorigenicity 

of certain cancer stem cell (CSC) population (35, 36) and that CSC mainly rely on oxphos 

metabolism to maintain their tumorigenic functions (37), we then purified CSC-like MDA-231 

cells based on ALDH activity (Fig S5.3B). Again, CD73-deficient ALDHhi CSC-like MDA-231 

cells presented altered oxphos metabolism and glycolytic reserve (Fig 5.2D-E). Next, we derived 

MEFs from WT and CD73-/- C57Bl/6 mice and transformed them with an oncogenic K-Ras protein 

(G12V) (Fig S5.3C-D) and observed that CD73-knockout MEF K-Ras displayed reduced 

metabolic fitness as well (Fig 5.2F). Finally, we treated a panel of CD73-expressing human cancer 

cell lines (Fig 5.2G) with the anti-CD73 monoclonal antibody 7G2 for 48h and observed that anti-
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CD73 therapy can reciprocate metabolic vulnerability observed in CD73-deficient cancer cells 

(Fig 5.2H). 

 

CD73-generated adenosine mediates signaling through activation of G-coupled protein 

receptors (1). MDA-231 cells principally express adenosine receptors A2b (38), but A2a is the 

adenosine high-affinity receptor (1). Treatment with either A2b (PSB1115; 10µM) or A2a 

(SCH58261; 10µM) inhibitors for 48h did not affect metabolic fitness of CD73-expressing cells 

(Fig 5.2I). Addition of human recombinant adenosine deaminase (rhADA; 1µg/mL) to readily 

deplete adenosine in culture supernatant also did not produce a significant effect, suggesting that 

adenosine does not regulates metabolism of MDA-231 cells either extra- or intracellularly (Fig 

5.2I). Consistently, exposure to adenosine (ADO) or the pan-adenosine receptors agonist NECA 

also did not significantly enhance either mitochondrial oxphos or glycolytic reserve of CD73-

deficient MDA-231 cells (Fig 5.2J). Overall, these results suggest that CD73 contributes to 

metabolic fitness of cancer cells, but not through adenosine production. 
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Figure 5.2 – CD73 regulates metabolic fitness of cancer cells independently from adenosine signaling. A 
Schematized metabolic profiling and parameters obtained from Seahorse mito stress test and glycolysis test. Oxphos 
and glycolytic parameters were calculated according to Agilent calculator tool. B Oxphos profile (left panel) and 
parameters (right panel) of CD73+ (+/- 1µg/mL anti-CD73 mAb 7G2 for 48h) and CD73- MDA-231 cells. Oxphos 
parameters are shown relative to CD73+ cells from pooled (n=3) experiments. C Glycolytic profile (left panel) and 
glycolytic reserve (right panel) of CD73+ (+/- 1µg/mL anti-CD73 mAb 7G2 for 48h) and CD73- MDA-231 cells. 
Glycolytic reserve is shown relative to CD73+ cells from pooled (n=3) experiments. D-E Oxphos parameters (D) and 
glycolytic reserve (E) compared between various CD73-expressing and CRISPR-based CD73-deficient cell lines. 
ALDHhi cells were sorted from MDA-231 cells using the Aldefluor kit. Data are shown relative to CD73+ cells (MDA-
231 ALDHhi n=1, 4T1 and SM1 LWT1 n=2). F Oxphos parameters (left panel) and glycolytic reserve (right panel) 
compared between WT and CD73-/- primary MEF transformed with an oncogenic K-Ras. Data are shown relative to 
WT cells (n=2). G CD73 expression profile on various human cancer cell lines analyzed by FACS. US=unstained 
control. H Oxphos parameters (left and middle panels) and glycolytic reserve (right panel) of anti-CD73 mAb (7G2)-
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treated cells compared to untreated cells. Data are shown relative to respective untreated cells (n=1 per cell line). I 
Oxphos parameters (left panel) and glycolytic reserve (right panel) of A2ai- or A2bi- or rhADA- treated CD73+ MDA-
231 cells. Data are shown relative to untreated CD73+ cells (A2ai and A2bi n=2, rhADA n=1). J Oxphos parameters 
(left panel) and glycolytic reserve (right panel) of NECA- or ADO- treated CD73- MDA-231 cells. Data are shown 
relative to untreated CD73- cells (NECA n=2, ADO n=1). Means +/- SEM are shown (*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001 
by 2-tailed unpaired Student T tests).  
 

5.5.4 CD73-deficiency does not impair mitochondrial biogenesis 

An essential role of mitochondrial respiration in supporting tumor growth of cancer cells 

is the biosynthesis of aspartate through the activity of the ETC (7-9). Aspartate can also fuel 

mitochondrial oxphos through its role in shuttling electrons to the ETC as knockout of either 

component of the malate-aspartate shuttle, SLC1A3 or SLC25A10 transporters, impairs oxphos 

metabolism of MDA-231 cells (39). Consistent with reduced oxphos metabolism, CD73-deficient 

and anti-CD73-treated MDA-231 cells also displayed reduced ATP to ADP/AMP ratios (Fig 5.3A) 

and reduced MitoSOX™ staining (Fig 5.3B). MitoSOX™ stains for superoxide (O2-) which is the 

primary ROS produced by the activity of the ETC. Accordingly, low dose of metformin, a 

mitochondrial oxphos inhibitor, was previously shown to reduce MitoSOX™ staining in MDA-

231 cells (40). We next investigated mitochondrial biogenesis in MDA-231 cells. Western blot 

and FACS analyses revealed no difference in the expression of regulators involved in 

mitochondrial biogenesis (PGC1α, TFAM or NRF1) (Fig 5.3C) or in mitochondrial mass (Fig 

5.3D) between CD73-expressing and non-expressing cells. Consistently, we found no 

transcriptional dysregulation of any of the subunits required for the assembly of the ETC 

complexes (Fig 5.3E) and using a commercial kit to measure the enzymatic NADH-dehydrogenase 

activity of the complex I, we observed no intrinsic dysfunction or complex assembly deficiency in 

CD73-negative cells (Fig 5.3F). Furthermore, we found no difference in intracellular ratio of 

oxidized NAD+ to reduced NADH analyzed by LC-MS (Fig 5.3G). Altogether, these results 

suggest that CD73 regulates mitochondrial respiration independently from mitochondrial 

biogenesis and that CD73-deficient MDA-231 cells have a functional ETC. 
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Figure 5.3 – Mitochondrial biogenesis is not impaired in CD73-deficient cells. A LC-MS analysis of total 
intracellular levels of ATP, ADP and AMP. Data show combined ratios of ATP:ADP and ATP:AMP in CD73+ (+/- 
1µg/mL anti-CD73 mAb 7G2 for 48h) and CD73- MDA-231 cells. Data are shown relative to CD73+ cells from 
pooled (n=2) experiments. B MitoSOX® staining (left panel) of CD73+ (+/- 1µg/mL anti-CD73 mAb 7G2 for 48h) 
or CD73- MDA-231 cells. Data show mean fluorescence intensity (MFI; right panel) relative to CD73+ cells from 
pooled (n=3) experiments. C Western blot showing levels of PGC1α, NRF1 and TFAM in CD73+ and CD73- MDA-
231 cells. β-Actin is used as a loading control (n=3). D Mitotracker green staining (left panel) of CD73+ and CD73- 
MDA-231 cells. Data show mean fluorescence intensity (MFI; right panel) relative to CD73+ cells (n=3). E 
Transcriptional analysis by microarray of electron transport chain (ETC) complexes showing gene regulation (Log2 
of fold change; FC) in CD73- compared to CD73+ MDA-231 cells. Dashed lines show threshold of 1.5-fold change 
(+/-0.58 Log2 of FC). CD73 (NT5E; blue bar) is shown as an internal control (n=1). F NADH-dehydrogenase 
enzymatic activity of immobilized ETC complex I isolated from CD73+ and CD73- MDA-231 cells in presence of 
exogenous NADH. Enzymatic activity is reported as change in absorbance per minute per mg of protein (n=3). G 
Intracellular ratio of oxidized (NAD+) to reduced (NADH) nicotinamide adenine dinucleotide measured by LC-MS 
in CD73+ and CD73- MDA-231 cells (n=3). Means +/- SEM are shown (*p<0.05; **p<0.01 by 2-tailed unpaired 
Student T tests). 
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5.5.5 CD73 contributes to cancer cells’ metabolism through NAD+ salvage pathway  

Because nicotinamide riboside (NR) was identified as an extracellular source for 

intracellular NAD+ biogenesis (14, 18, 41) and that NAD+ plays a central role in redox reactions 

required for mitochondrial respiration, we next sought to validate CD73 implication in the NAD+ 

salvage pathway. Since CD73 was suggested to hydrolyze nicotinamide mononucleotide (NMN) 

into NR (14, 16, 17, 19, 20), we measured NR levels in culture supernatants by LC-MS as 

described elsewhere (42). We first tested recombinant human CD73 protein and adherent MDA-

231 cells exposed to exogenous NMN and measured increasing levels of NR within 60 minutes in 

presence of non-inhibited CD73 only (Fig S5.4A-B). We next tested whether MDA-231 cells 

endogenously produced NR in vitro by collecting supernatant from confluent adherent cells 

cultured in a nicotinamide- (NAD+, NMN, NR) and serum-free physiological buffer. While no 

traces of NAD+, NMN and NR were found in the physiological buffer, all were measurable in 

supernatants of cultured cells and cells deficient for CD73 failed to accumulate NR (Fig 5.4A-C). 

To support the hypothesis that CD73 contributes to NAD+ salvage pathway, we next measured 

total intracellular content of both oxidized and reduced NAD+/H in MDA-231 cells expressing 

CD73 or not, exposed to anti-CD73 mAb therapy or NR for 48h. Consistent with a role for NR as 

a precursor for NAD+ biosynthesis, we found reduced levels of both NAD+ and NADH in cells 

inhibited or deficient for CD73 and increased levels in CD73-deficient cells supplemented with 

NR (Fig 5.4D). Further corroborating an adenosine-independent mechanism of action, adenosine 

depletion with rhADA did not significantly alter NAD+/H content of CD73-efficient cultures (Fig 

5.4D). Altogether, these results suggest that CD73 extracellularly contributes to NR production 

and intracellular NAD+/H biosynthesis through NAD+ salvage pathway. 

 

Finally, we tested the hypothesis that CD73 contributes to cancer cells’ metabolism via the 

NAD+ salvage pathway. When exposed to exogenous NR for 48h, CD73-deficient cells displayed 

increased oxygen consumption (Fig 5.4E) and glycolytic reserve (Fig 5.4F).  Ultimately, because 

NAD+ is required for aspartate biosynthesis, we also found increased intracellular aspartate levels 

in NR-supplemented CD73-deficient, whereas aspartate production decreased in anti-CD73 7G2 

mAb-treated CD73-efficient MDA-231 cells, again in an adenosine-independent (rhADA) manner 

(Fig 5.4G). Altogether, these results suggest that CD73-generated extracellular NR contribution to 

intracellular NAD+/H biosynthesis helps regulate cancer cells’ metabolic pathways. 
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Figure 5.4 – CD73 regulates cancer cells’ metabolic fitness through the NAD+ salvage pathway. A-C LC-MS 
analysis of extracellular NAD+ (A), NMN (B) and NR (C) endogenous production (0.5-8h) in supernatant of CD73+ 
and CD73- MDA-231 cells cultured in nicotinamide (NAD+, NMN, NR, NAM)-free buffer. Levels were normalized 
on protein content of adherent cells (n=2). D LC-MS analysis of intracellular oxidized (iNAD+) and reduced (iNADH) 
nicotinamide adenine levels normalized to protein content of CD73+ (+/-1µg/mL αCD73 mAb or 1µg/mL rhADA for 
48h) and CD73- (+/-100µM NR supplemented 2x per day for 48h) MDA-231 cells (n=2). E Oxygen consumption 
(OCR) profile (left panel) and oxphos parameters (right panel) of CD73- MDA-231 cells cultured with 400µM NR 
for 48h (n=3). F Extracellular acidification (ECAR) profile (left panel) and glycolytic reserve (right panel) of CD73- 
MDA-231 cells cultured with 400µM NR for 48h (n=3). G LC-MS analysis of intracellular aspartate (ASP) levels 
normalized to protein content of CD73+ (+/-1µg/mL αCD73 mAb or 1µg/mL rhADA for 48h) and CD73- (+/-100µM 
NR supplemented 2x per day for 48h) MDA-231 cells (n=2). Means +/- SEM are shown (*p<0.05; **p<0.01; 
***p<0.001 by 1-way ANOVA (D, G) or 2-tailed unpaired Student T tests (E-F & D-G; CD73- +/- NR)). 
 

5.5.6 CD73-deficiency sensitizes cancer cells to DNA-damaging agents in a PARP-dependent 

manner  

To corroborate our observations of decreased intracellular NAD+ in CD73-deficient cells, 

we next measured PAR chains by western blot in H2O2-treated MDA-231 cells. Consistently, we 

observed diminished levels of PARylation in CD73-deficient cells (Fig 5.5A). Decreased 

PARylation could not account for decreased PARPs expression since transcriptional analysis 

revealed no dysregulation of PARPs in CD73-deficient cells (Fig 5.5B). We then measured 
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unresolved DNA-damage via γH2AX staining in response to chemotherapeutics and olaparib, a 

PARP inhibitor. Interestingly, increasing doses of olaparib alone sufficed to induce γH2AX foci 

accumulation only in MDA-231 cells deficient for CD73 (Fig 5.5C). Similarly, CD73-deficient 

cells were more sensitive to doxorubicin and carboplatin (Fig 5.5D). Combining carboplatin to 

olaparib further accentuated unresolved DNA-damage (Fig 5.5D). Kinetics of γH2AX 

accumulation upon olaparib and carboplatin treatment suggested that CD73-expressing cells 

resolved most DNA-damage after 48h of exposure (Fig S5.5). Since targeting CD73 with 7G2 

mAb reduced and NR supplementation increased PARylation levels in CD73-expressing and non-

expressing cells respectively (Fig 5.5E-F), we next measured unresolved DNA-damage upon 

treatment with 1.25µM olaparib and 0.5µM carboplatin for 48h. In CD73-expressing cells, 

targeted blockade of CD73 sensitized cells to combined olaparib and carboplatin treatment 

whereas NR supplementation partially resolved DNA-damage in treated CD73-deficient cells (Fig 

5.5G). Altogether, these results suggest that CD73 contributes to DNA-damage response in a 

PARP-dependent manner. 
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Figure 5.5 – CD73 contributes to PARP-dependent DNA-damage repair in response to chemotherapy. A 
Western blot (left panel) showing PARylation levels in CD73+ and CD73- MDA-231 cells. Densitometry (right panel) 
is shown relative to CD73+ cells from pooled (n=5) experiments. B Transcriptional analysis by microarray of PARP 
enzymes showing gene regulation (Log2 of fold change; FC) in CD73- cells compared to CD73+ MDA-231 cells. 
Dashed lines show threshold of 1.5-fold change (+/-0.58 Log2 of FC). CD73 (NT5E; blue bar) is shown as an internal 
control (n=1). C γH2AX staining of CD73+ and CD73- MDA-231 cells treated with olaparib (0-5µM) for 48h. Left 
panels show representative images for γH2AX (magenta) and DAPI (blue) staining. Data show number of γH2AX 
foci per cells (right panel) from pooled (n=2) experiments. D Number of γH2AX foci per CD73+ and CD73- MDA-
231 cells treated with doxorubicin (0.01 µM) or carboplatin (0.5-2µM) with or without olaparib (1.25-5µM) for 48h. 
Data from 1 representative experiment are shown (n=2). E Western blot (left panel) showing PARylation levels in 
CD73+ MDA-231 cells treated with αCD73 mAb (1µg/mL; clone 7G2; 48h). Densitometry (right panel) is shown 
relative to untreated CD73+ cells from pooled (n=2) experiments. F Western blot (left panel) showing PARylation 
levels in CD73- MDA-231 cells treated with NR (100µM; 48h). Densitometry (right panel) is shown relative to 
untreated CD73- cells from pooled (n=2) experiments. G Number of γH2AX foci per CD73+ and CD73- MDA-231 
cells treated with 1.25µM olaparib + 0.5µM carboplatin for 48h with or without αCD73 mAb (1µg/mL) or NR 
(100µM). Data show # of foci from pooled (n=2) experiments. Means +/- SEM are shown (*p<0.05; **p<0.01; 
***p<0.001 by 2-tailed unpaired Student T tests). 
 

5.6  Discussion 

TNBC has the worst prognosis of breast cancer subtypes. CD73 expression was found 

associated with anthracycline-resistance and was identified as a therapeutic target in TNBC (43). 

In MDA-231 cancer cells, a TNBC cell line expressing high levels of surface CD73, CD73-

targeted blockade strongly impairs tumor growth in immune-incompetent mice (44-46). How 

CD73 promotes tumor growth independently from its immunosuppressive effect is nonetheless 

unclear. Here, we report that CD73-deficiency impairs tumor growth in vivo, but not in vitro when 
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cultured in complete media, therefore suggesting a microenvironment-dependent tumor promoting 

role for CD73. Common growth culture media, designed to support rapid cell proliferation rather 

than to imitate physiological conditions, fail to capture the real composition of the tumoral 

microenvironment in vivo, in which cells are metabolically challenged. Glucose and glutamine, 

both essential nutrients used as carbon sources to fuel energetic requirements of cancer cells, are 

limited in tumor microenvironment (47, 48). Hence, we further report that proliferation is better 

sustained in nutrient-scarce conditions for MDA-231 cells expressing CD73 therefore suggesting 

that CD73-deficiency highlights a metabolic vulnerability that is likely to curb tumor growth in 

vivo. By using stable isotope tracers, we further found a dysregulated production of aspartate, a 

growth-limiting metabolite (26), in CD73-deficient cells. Ultimately, we report that impaired 

tumor growth of CD73-deficient MDA-231 cells is restored upon rescue of aspartate synthesis 

through synthetic expression of gpASNase1 that converts asparagine into aspartate. 

 

Targeting mitochondrial respiration is actively pursued as anti-cancer therapy. Large 

cohort transcriptional metabolic profiling revealed that both the TCA cycle and oxphos pathways 

are highly upregulated in cancer cells across many tumor types, including breast cancer, compared 

to both normal and stromal tissue (49). Indeed, mitochondrial respiration is primordial for efficient 

proliferation in low glucose conditions (48). Oxphos metabolism, driven by the ETC activity, is 

intrinsically linked to the TCA cycle fed by glucose and glutamine notably. The complex I of the 

ETC helps aspartate biosynthesis by regenerating NAD+, an electron acceptor (6, 7). Metformin 

and phenformin, both biguanides that inhibits ETC complex I, were found to diminish intracellular 

aspartate and cell proliferation (6, 8, 9, 50). Metformin-mediated inhibition of tumor growth is lost 

upon expression of the metformin-resistant Saccharomyces cerevisiae single-subunit NDI1, that 

oxidizes NADH similarly to complex I of the mammalian ETC but without proton pumping (51), 

further strengthening a role for mitochondrial respiration in sustaining cell proliferation relying on 

aspartate generation rather than ATP production. Here we used Seahorse technology as a mean to 

quantify oxphos metabolism of cancer cells in vitro and report that cells lacking CD73 expression 

displayed a reduced mitochondrial respiration, consistent with reduced aspartate production. 

Because our genome-wide transcriptional analysis did not suggest any intrinsic defect in ETC 

assembly, we reasoned that CD73 was involved in a functional regulation of mitochondrial 

respiration. Adenosine, which is generated from CD73-mediated extracellular AMP hydrolysis, 
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modulate adenylyl cyclase activity and cyclic AMP through 4 different GPCRs. Interestingly, 

forskolin-mediated cAMP-PKA activation was reported to enhance mitochondrial fusion in K-

Ras-transformed NIH3T3 cells (52). Also, a cAMP analog was found to drive PGC1α-dependent 

mitochondrial biogenesis in glioblastoma cells (53). Surprisingly, we did not observe dysregulated 

PGC1α signaling in CD73-deficient cells. By using a pan-adenosine receptor agonist (NECA) to 

surrogate adenosine signaling in CD73-deficient cells and recombinant adenosine deaminase 

(rhADA) or inhibitors of adenosine-mediated cAMP signaling (SCH58261 and PSB1115) in 

CD73-competent cells, we were able to exclude adenosine as the main driver of CD73-mediated 

regulation of mitochondrial respiration in MDA-231 cells. However, while we couldn’t link 

adenosine signaling to metabolic regulation in vitro, it’s worth noting that the adenosinergic axis, 

through cAMP-promoted mitochondrial biogenesis, was found to positively regulate oxphos in 

acute myeloid leukemia where CD39 is adaptively associated with cytarabine-resistance (54). 

Conversely, A2a-signaling was shown to impair metabolic fitness of CD8 T cells upon in vitro 

activation (55). 

 

In search of alternative pathways possibly regulating cancer cells’ metabolism, we 

investigated the role of CD73 in the NAD+ salvage pathway. Using LC-MS analysis supported by 

PARylation assays, we observed that CD73-deficiency was associated with reduced intracellular 

NAD+ pools. As suggested (18), NR supplementation helped restore intracellular NAD+ 

biosynthesis in CD73-deficient cells, further strengthening the role of CD73 in NAD+ salvage 

pathway in MDA-231 cells. Our findings corroborate reports that suggest that CD73 expression 

circumvents NAMPT requirement for NAD+ biosynthesis (16, 17). On the other hand, the 

hydrolyzing activity of CD73 on NMN was disputed in a recent study where CD73-deficiency in 

MCF-7 cells did not suffice to impair NAD+-dependent DNA-damage repair complexes (56). 

Thus, CD73 might harbor different importance in NAD+ salvage pathway in various cell type. As 

such, another study reported that CD73 was required for NMN conversion into NR on endothelial 

cells to protect aortic rings from angiotensin II-induced dysfunction (20). Consistently, here we 

found CD73 as a limiting enzyme responsible for NR production extracellularly in MDA-231 

cultures. 
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Intracellular NAD+ is essential for many energetic pathways and other physiological 

processes such as DNA-repair (21). Oxidoreductive enzymatic reactions requiring NAD+ are not 

only necessary for mitochondrial respiration and aspartate production but also during glycolysis 

(57, 58). Oligomycin-mediated ATP synthase inhibition hence forces cells to rather convert 

pyruvate into lactate so to regenerate NAD+ required for glycolysis, which defines the glycolytic 

reserve. Our findings regarding reduced intracellular NAD+ are in accordance with a role for CD73 

in regulating both cancer cells’ metabolism and DNA-damage response. On the one hand, in 

addition to reduced oxphos metabolism, CD73-deficient cells also displayed impaired glycolytic 

capacity. On the other hand, consistent with diminished PARP activity, CD73-deficient cells 

exposed to DNA-damaging agents displayed increased γH2AX foci. While others have reported 

that A2b signaling reduces γH2AX and 53BP1 foci in cancer cells upon γ-irradiation (59), we here 

found that CD73 also helps resolve DNA-damage in a PARP-dependent manner since NR 

supplementation partially prevents γH2AX foci accumulation in chemotherapy-treated CD73-

deficient cells. It is possible, however, that both CD73-mediated A2b signaling and NAD+ 

biosynthesis positively regulates DNA-damage resolution in cancer cells. Tumors mutated for 

BRCA1 or deficient in DNA-repair (HRD) are more sensitive to PARPi due to the accumulation 

of DNA damage (22). In BRCA1-efficient MDA-231 tumor cells, while olaparib had little effect 

on DNA-damage in parental CD73-expressing cells, we found that the absence of CD73 sufficed 

to yield accumulating unresolved γH2AX foci with doses as low as 1.25µM olaparib. Our findings 

are thus consistent with increased antitumor activity of PARP inhibition when NAD+ levels are 

reduced in TNBC (24) and thus provide a rational for combining CD73 inhibitors to PARP 

inhibitors. 

 

Importantly we observed a conserved role for CD73 in promoting metabolic fitness in other 

settings and cancer cell lines, suggesting a preserved role for CD73 in NAD+ salvage pathway 

across various contexts. Interestingly, we observed CD73-mediated metabolic flexibility to be 

maintained in ALDHhi CSC-like MDA-231 cells. CD73 was shown to promote stemness and in 

vivo tumorigenicity of ALDHhi pancreatic neuroendocrine (35) and Rhohi renal CSC (36). Cancer 

stem cells exhibit unique metabolic flexibility and rely mainly on oxphos metabolism to sustain 

stemness properties (60). Whether CD73 promotes CSC tumorigenicity through metabolic 

regulation was not the focus of this study and remains unknown. Altogether, with the observation 
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of enhanced aspartate biosynthesis, our study supports a model where CD73 promotes tumor 

growth by, at least, positively regulating mitochondrial respiration that may be relevant across 

multiple cancer types. Whether enhanced maximal glycolytic capacity also contributes to 

enhanced tumor growth of CD73-expressing cell was not investigated in this study. We however 

postulate that CD73’s contribution to cancer cells’ general metabolic fitness is likely to grant 

multiple pro-tumorigenic advantages in vivo. 

 

Finally, our findings may also apply to other cell types such as immune cells. For instance, 

lowering NAD+ levels in Tregs enhances tumor immune control in mice (61). Interestingly, 

glucose-avid (2-NBDGhi) FoxP3+ Tregs, which display reduced suppressive functionality, express 

lower levels of CD73 compared to 2-NBDGlo suppressive Tregs (62). While CD73-deficient Tregs 

are less efficient than WT Tregs in suppressing conventional CD4 T cells proliferation in vitro and 

are highly inefficient in promoting tumor growth in mice (63), it’s unclear whether adenosine 

production is entirely responsible for CD73-mediated suppressive activity of Tregs. Moreover, 

restoring NAD+ biosynthesis through NR supplementation was found to rescue survival of 

metabolically impaired Tregs and to prevent mitochondrial fitness decline of CD8 T cells (61, 64). 

Intriguingly, one study found CD73 expression to associate with increased functionality of CD8 T 

cells in AML patients (65). Whether and how CD73 regulates metabolism of other cell types such 

as immune cells is unknown and should be the focus of future studies. 

 

In conclusion, our study reports that CD73 promotes metabolic flexibility of cancer cells 

through NAD+ salvage pathway which offers new therapeutic opportunities that can be explored 

in combination with CD73 targeted blockade (Fig 5.6). 
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Figure 5.6 – CD73 promotes metabolic fitness of cancer cells. Schematic representation of how CD73 regulates 
cancer cells’ metabolism. CD73’s implication to NAD+ salvage pathway contributes to NAD+ biosynthesis and 
metabolic fitness of cancer cells. Increased NAD+ helps mitochondrial respiration-mediated production of aspartate 
(ASP) and PARP-mediated DNA-damage response and repair. Our finding supports the postulate that DNA-damage 
response- (i.e. PARP inhibitors, chemotherapeutic agents) and metabolism- targeting drugs (i.e. GLSi and ETCi) could 
benefit from combined inhibition of CD73. 
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5.9 Supplementary figures 

 

 
Figure S5.1 – CD73 knockout efficiency and analysis of proliferation assay using Incucyte live imaging 
technology. A-C Knockout efficiency of CD73 on MDA-231 cells following CRISPR-Cas9 gene edition. Cell sorting 
enrichment was confirmed by cell surface (A; FACS. US=unstained control) and total (B; western blot) CD73 
expression. C Analysis of CD73 hydrolyzing enzymatic activity compared between CD73+ and CD73- cultures. 
APCP=CD73 inhibitor. D-E Examples of in vitro proliferation imaging in presence of excess (2 mM) or limited (0.1 
mM) amount of glutamine (Gln) measured using Incucyte technology. Proliferation was quantified by measuring 
confluence level at different timepoints. D Phase contrast representative images of CD73+ and CD73- cultures 72h 
after initiation of assay. E Same images (as in D) with a confluence mask applied. F Percentage of well confluence 
over time (0-5 days). Cells were seeded in regular complete media for 8-12h before being switched to assay media 
(excess or limited Gln), which is defined as baseline confluence (dashed line). Proliferation index (Fig 1D) is 
expressed as a ratio of increased confluence every 0.5 days relative to baseline. Means +/- SEM are shown 
(***p<0.001 by Student T tests). 
 

A
FIG S1

CD73

N
or

m
. t

o 
m

od
e

US

CD73-
CD73+

B
CD73

β-actin

CD73+ CD73-

38 kDa

63 kDa

C

0.0
0.1
0.2
0.3
0.4
0.5

O
.D

.

***

***

***

AMP
APCP

-
-

+
-

+
+

-
-

+
-

+
+

CD73+
CD73-

D

300µM

PHASE CONTRAST - 96h
CD73+ CD73+
Glc 25 mM
Gln 0.1 mM

Glc 25 mM
Gln 2 mM

Glc 25 mM
Gln 0.1 mM

Glc 25 mM
Gln 2 mM

300µM

E
CD73+ CD73+
Glc 25 mM
Gln 0.1 mM

Glc 25 mM
Gln 2 mM

Glc 25 mM
Gln 0.1 mM

Glc 25 mM
Gln 2 mM

CONFLUENCE MASK - 96h F

0
20
40
60
80

100

12 36 60 84 108 132
0

20

40

60

%
 C

on
fu

en
ce

Baseline

Glc 25 mM
Gln 0.1 mM

Glc 25 mM
Gln 2 mM

CD73+
CD73-

Time (hrs)

CD73-CD73-CD73-CD73-

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

R
el

at
iv

e 
le

ve
ls

*
#
+

#

*

0
20
40
60
80

100

%
 o

f p
oo

l

A
FIG S2

+ - + - + - + - + - + - + - + -CD73 + - + - + - + - + -

M+4
M+3
M+2
M+1
M

M+5
M+6

U-[13C]-Glc → GLYCOLYSIS U-[13C]-Glc → TCA B

0
20
40
60
80

100

%
 o

f p
oo

l

+ - + - + - + - + -CD73

M+4
M+3
M+2
M+1
M

M+5

U-[13C]-Gln → TCA

C

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

R
el

at
iv

e 
le

ve
ls

*

*

+

+ - + - + - + - + - + - + -CD73

U-[13C]-Glc → GLYCOLYSIS

+ - + - + - + - + -

12C
13C

U-[13C]-Glc → TCA

+ - + - + - + - + - + -CD73

U-[13C]-Gln → TCAD
12C
13C

E

N
T5

E
S

LC
1A

3
C

S
A

C
O

1
A

C
O

2
O

G
D

H
D

LS
T

FH
G

O
T1

G
O

T2
ID

H
3A

ID
H

3B
ID

H
3G

M
D

H
1

M
D

H
2

P
C

P
D

H
A

1
P

D
H

A
2

P
D

H
B

S
U

C
LA

2
S

U
C

LG
1

S
U

C
LG

2

-2

0

2

Lo
g2

 F
C

-0.58

+0.58

Down-regulated in CD73-

Up-regulated in CD73-

G
A3

P

3P
G

2P
G

D
H

AP G
3P

PY
R

LA
C

C
IT

αK
G

SU
C

C

FU
M

M
ALAL
A

G
A3

P

3P
G

2P
G

D
H

AP G
3P

PY
R

LA
C

C
IT

αK
G

SU
C

C

FU
M

M
ALAL
A

C
IT

αK
G

SU
C

C

FU
M

M
AL

C
IT

αK
G

SU
C

C

FU
M

M
AL

ACO

AKGDH

GOT IDH MDH SUCLAPDH



 187 

 
Figure S5.2 – Glucose and glutamine SITA and transcriptional analysis of TCA cycle enzymes in MDA-231 
cells. A-D Stable isotope tracer analysis (SITA) of cells cultured with U-[13C]-glucose or U-[13C]-glutamine for 3h in 
vitro. Isopotomer distribution of U-[13C]-glucose (A) and U-[13C]-glutamine (B) in metabolites from glycolytic and 
TCA cycle pathways compared between CD73+ and CD73- cells. Glucose (C) and glutamine (D) contribution to 
glycolytic and TCA intermediates. Metabolites levels (C-D) were normalized on cell number and are shown relative 
to CD73+ cells (n=1 per tracer). Stats: *comparison of 13C levels; #Comparison of 12C levels; +Comparison of total 
13C+12C levels. E Transcriptional analysis by microarray of TCA enzymes showing gene regulation (Log2 of fold 
change; FC) in CD73- compared to CD73+ MDA-231 cells. Dashed line show threshold of 1.5-fold change (+/-0.58 
Log2 of FC). CD73 (NT5E; blue bar) is shown as an internal control (n=1). Means +/- SEM are shown (*p<0.05 by 
2-tailed unpaired Student T tests). 
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Figure S5.3 – Generation of mouse CRISPR CD73-knockout cell lines, strategy for cancer stem (CSC)-like cells 
sorting and CD73 expression on primary fibroblasts from mice genetically deficient for CD73. A Knockout 
efficiency of CD73 on 2 mouse cancer cell lines (4T1 and SM1 LWT1) following CRISPR-Cas9 gene edition. Cell 
sorting enrichment was confirmed by FACS. B Gating strategy for MDA-231 CSC sorting based on ALDH-mediated 
conversion of fluorescent BAAA. The gating is defined in presence of DEAB according to manufacturer protocol, an 
inhibitor of ALDH enzymatic activity. C Mouse embryoblastic fibroblasts (MEF) were derived from WT and CD73-
/- and transformed with an oncogenic K-Ras. Emerging transformed clones were subsequently isolated and analyzed 
for CD73 surface protein expression and Nt5e gene expression (n=2). Means +/- SEM are shown (**p<0.01 by 2-
tailed unpaired Student T tests). 
 

 

 
Figure S5.4 – Extracellular metabolism of NMN by CD73. A-B LC-MS analysis of nicotinamide riboside (NR) 
production over 60 minutes in supernatant of recombinant protein hCD73 (A; rhCD73 n=1) and of adherent CD73+ 
(+/- 40µM APCP) or CD73- MDA-231 cells (n=2) (B) incubated with 0.2 mM nicotinamide mononucleotide (NMN). 
NR levels are shown as area under peak by MS analysis. 
 

 

 
Figure S5.5 – CD73-deficient cells sustain higher chemotherapy-induced DNA-damage over time. A Number of 
γH2AX foci per untreated (UNT) and treated CD73+ and CD73- MDA-231 cells measured at 12-48h after addition 
of treatments. Combo 1 = carboplatin 0.5µM + olaparib 1.25µM. Combo 2 = carboplatin 0.5µM + olaparib 2.5 µM 
(n=1). Means +/- SEM are shown. 
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5.10 Résultats connexes 
 

 
 
Figure C5.1 – L’expression de CD73 ne régule pas la phosphorylation de la sous-unité E1α du complexe PDH 
dans les cellules MDA-MB-231. Le western blot a été fait tel que décrit à la section 5.4.12 avec les anticorps suivants; 
rabbit anti-phospho-Akt (1:1000; Cell Signaling; #4060), rabbit anti-Akt (1:1000; Cell Signaling; #4691), rabbit anti-

phospho-PDH-E1α (1:1000; Abcam; #ab92696), anti-rabbit PDH-E1α (1:1000; Abcam; #ab168379) et mouse anti-

PLCγ (1:2000; Millipore, #05-163). La moyenne +/- SEM est montrée (*p<0.05 par test T de Student, bilatéral et non-
apparié, n=3). 
 
 
 

 
 
Figure C5.2 – L’activation de la voie cGAS-STING est augmentée dans les MDA-MB-231 déficientes pour 
CD73. Les cellules MDA-MB-231 ont été traitées avec une combinaison d’olaparib (0 – 2.5µM) et de carboplatin 
(0.5µM) tel que décrit à la figure 8.5, pendant 48h. A Expression génique mesurée par RT-qPCR des gènes cibles de 
STING dans les cellules CD73+ et CD73- (n=2). B Quantification de la sécrétion de cGAMP extracellulaire dans le 
surnageant des cellules CD73+ et CD73- mesuré par ELISA selon le protocole du fournisseur (Cayman Chemical; 
#501700, n=1). La moyenne +/- SEM est montrée (*p<0.05 par test T de Student, bilatéral et non-apparié). 
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Figure C5.3 – Les cellules déficientes pour CD73 sont plus sensibles à la doxorubicine in vitro. Analyse Incucyte 
de prolifération in vitro, tel que décrit à la section 5.4.5, des cellules MBA-MB-231 CD73+ et CD73- traitées à la 
doxorubicine (0 – 0.1 µM). La moyenne +/- SEM est montrée (**p<0.01 par test T de Student, bilatéral et non-apparié, 
n=3). 
 
 
 
 

 
 
Figure C5.4 – L’absence de CD73 sensibilise les cellules cancéreuses aux biguanides in vitro. Activité 
thérapeutique du metformin (MET 5mM) et phenformin (PHE 0.1mM) dans l’inhibition de la prolifération cellulaire 
in vitro des MDA-MB-231 CD73+ et CD73-, dans un milieu de culture traditionnel sans pyruvate (25 mM glucose, 4 
mM glutamine), tel que décrit à la section 5.4.5. La moyenne +/- SEM est montrée (*p<0.05; **p<0.01 par test T de 
Student, bilatéral et non-apparié, n=2). 
 
 
 
 

 
 
Figure C5.5 – L’inhibition de CD73 induit l’activation d’AMPK dans les MDA-MB-231. Le western blot a été 
fait tel que décrit à la section 5.4.12 avec les anticorps suivants; rabbit anti-phospho-AMPKα (1:1000; Cell Signaling; 

#2535), rabbit anti-AMPKα (1:1000; Cell Signaling; #5831) et mouse anti-PLCγ (1:2000; Millipore, #05-163). La 
moyenne +/- SEM est montrée (*p<0.05 par test T de Student, bilatéral et non-apparié, n=2). 
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Chapitre 6 – Discussion et perspectives 

Les travaux présentés dans cette thèse s’articulent autour d’un thème principal décomposé 

en 3 projets : le rôle de CD73 dans la vaccination à polysaccharides contre S. pneumoniae (#1), le 

rôle de CD73 dans la pathogénèse de la LLC (#2) et le rôle de CD73 dans le métabolisme des 

cellules cancéreuses (#3). Au-delà du point commun central aux différents projets (CD73), 

certaines conclusions tissent des liens entre les projets de façon à fournir des pistes de réflexions 

pour des travaux futurs. 

 

6.1  Réflexion sur le rôle de la signalisation adénosinergique dans la commutation 

isotypique 

Avec la première étude présentée au chapitre 3, cette thèse explore le rôle de la signalisation 

adénosinergique via le récepteur A2a dans la commutation isotypique de classe en réponse à 

l’immunisation au PPV23 chez la souris. Les résultats présentés identifient CD73 et le récepteur 

A2a comme déterminants importants, mais pas essentiels, dans la commutation de classe vers 

l’isotype IgG3 rapidement suivant l’immunisation au PPV23. En effet, bien que l’absence de l’un 

ou de l’autre retarde l’accumulation d’anticorps dirigés contre S. pneumoniae, les souris adultes 

déficientes pour CD73 ou A2a sont tout de même protégées contre une infection au pneumocoque 

(Figures 3.3 et 3.4). Néanmoins, l’activation du récepteur A2a augmente l’efficacité 

d’immunisation au PPV23 et la protection des jeunes souris contre l’infection S. pneumoniae 

(Figure 3.5) et suggère donc une applicabilité clinique potentielle de cette stratégie thérapeutique, 

du moins, dans les populations à risque de bas âge. 

 

D’un point de vue mécanistique, la raison pour laquelle l’absence de CD73 ou A2a retarde 

la commutation isotypique demeure inconnue. Des résultats préliminaires n’indiquent aucune 

différence dans la survie selon l’expression de CD73 des lymphocytes B-1a et B-1b stimulés in 

vitro (Figure C3.1). In vitro, la commutation de classe d’IgM vers IgG3 s’initie via la conjugaison 

de la signalisation du BCR et des récepteurs TLR (812). Étonnamment, des données préliminaires 

révèlent que la commutation isotypique n’est vraisemblablement pas affectée par l’absence de 

CD73 sur les différentes populations de lymphocytes B de souris lorsque stimulés in vitro en 

présence d’un ligand du TLR4 (LPS) (Figure C3.2).
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La défectuosité dans la commutation isotypique n’étant pas intrinsèque aux lymphocytes B 

déficients pour CD73, les conclusions de cette thèse sont donc en accord avec un rôle de la 

signalisation adénosinergique pertinent in vivo, dans un environnement complexe faisant 

intervenir plusieurs facteurs exogènes. Ainsi, afin d’approfondir les connaissances quant au rôle 

de CD73 dans la commutation isotypique et en accord avec la littérature, des études futures 

pourraient s’intéresser au rôle de CD73 et l’adénosine dans la production de cytokines favorisant 

le processus telles que l’IL-21 (813, 814) ainsi que dans la circulation des lymphocytes B-1 vers 

la rate en réponse à l’immunisation au PPV23 (603, 815-817). 

 

6.2  Réflexion sur l’immunisation contre S. pneumoniae chez les patients atteints de la 

LLC 

À cause d’un dérèglement du système immunitaire, les infections sont d’importantes causes 

de mortalité chez les patients atteints de la LLC (818). En effet, l’hypoglobulinémie est associée à 

un risque accru de mortalité et d’infections bactérienne (819). Étant donné que l’infection au S. 

pneumoniae est fréquente chez les patients atteints de la LLC, plusieurs études ont évalué 

l’efficacité des divers vaccins dans cette population à risque. Alors que les vaccins de types 

conjugués (PCV7-13) offrent une protection limitée chez environ la moitié des patients (820-822), 

l’immunisation au PPV23 est généralement largement insuffisante chez la totalité des patients 

atteints de la LLC, plus particulièrement lorsque la maladie est avancée (823-826). Plusieurs 

protocoles expérimentaux ayant pour but d’améliorer la réponse humorale suivant l’immunisation 

de ces patients ont été testés, mais aucune stratégie n’offre de réels bénéfices (825-828). 

Actuellement, il est recommandé d’immuniser contre le S. pneumoniae tôt dans l’évolution de la 

LLC (829). 

 

L’élucidation de nouvelles stratégies qui favorisent l’immunisation contre S. pneumoniae 

en réponse aux vaccins offerts permettra de mieux faire face à la menace que pose ces infections 

chez les patients à risques atteints de la LLC. Alors que les résultats présentés au chapitre 3 

supportent l’idée de stimuler l’axe adénosinergique et le récepteur A2a afin de moduler la réponse 

à l’immunisation au PPV23, l’applicabilité clinique chez les patients atteints de la LLC n’est 

probablement pas optimale et requiert davantage d’études, étant donnée le rôle pro-tumorigénique 
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de CD73 et la signalisation adénosinergique supposé dans la progression de la leucémie, tel que 

postulé dans cette thèse (chapitre 4). 

 

6.3  Discussion du rôle de l’axe adénosinergique dans la progression de la LLC 

L’inhibition de points de contrôle immunologique démontre un potentiel thérapeutique 

prometteur dans le traitement de la LLC. Tel que discuté au chapitre 1, CD73 favorise la 

progression tumorale dans plusieurs modèles murins de tumeurs solides. Les résultats présentés au 

chapitre 4 de cette thèse suggèrent que CD73 contribue à la progression tumorale de la LLC et 

établissent les bases pour étudier le potentiel thérapeutique de cibler CD73 à des fins 

thérapeutiques. Tel que discuté à la section 1.3.2, l’identification de nouvelles cibles 

thérapeutiques est particulièrement importante pour le traitement de la LLC étant donné les 

multiples difficultés rencontrées par les thérapies actuelles. 

 

6.3.1 CD73 et l’immunité anti-tumorale dans la LLC 

Tel que discuté à la section 1.3.4, le rétablissement de l’immunité anti-tumorale est une 

avenue de plus en plus explorée pour le traitement de la LLC. Le rôle de la signalisation 

adénosinergique dans la LLC (discuté à la section 1.3.5) n’est cependant pas entièrement compris. 

Les résultats présentés au chapitre 4 sont en accord avec l’hypothèse selon laquelle CD73 est un 

point de contrôle immunologique et favorise la progression de la LLC. 

 

D’abord, en accord avec la littérature (617), cette thèse supporte l’hypothèse selon laquelle 

l’axe adénosinergique est présent dans l’environnement tumoral entourant la croissance des 

cellules leucémiques de la LLC (Figure 4.1). De façon à valider l’importance de l’axe 

adénosinergique dans la progression de la LLC, cette thèse rapporte ensuite une survie prolongée 

des souris leucémiques génétiquement déficientes pour CD73 (Figure 4.2). Cependant, de façon 

intrigante, seules les souris mâles présentent une protection accrue en absence de CD73. De plus, 

en accord avec l’hypothèse selon laquelle CD73 favorise la croissance tumorale de la LLC, la 

neutralisation prolongée de l’interféron gamma de manière à supprimer les réponses immunitaire 

anti-tumorales supprime l’effet protecteur de l’absence de CD73 dans les souris leucémiques mâle 

(Figure 4.3). 
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Enfin, tel que décrit dans la littérature, en plus de présenter certaines dysfonctions 

immunitaires, les souris transgénique Eµ-TCL1 présentent un débalancement de la proportion de 

lymphocytes T spléniques vers l’acquisition d’un phénotype de cellules effectrices qui reflète la 

présence d’une certaine immunité anti-tumorale (591, 830-832). De façon consistante, les résultats 

présentés au chapitre 4 suggèrent que les souris leucémiques mâles déficientes pour CD73 

démontrent une surveillance immunitaire anti-tumorale accrue (Figure 4.3C). En effet, dans une 

autre étude, la diminution du ratio de cellules T CD8 effectrices (CD44+CD62L-) par rapport aux 

cellules mémoires centrales (CD44+CD62L+) est observée dans les souris leucémiques Eµ-TCL1 

IRF4-/- chez qui la survie est raccourcie en comparaison aux souris leucémiques contrôles (IRF4+/+) 

(833). Plus encore, cette même étude suggère que les faibles ratios de lymphocytes T effecteurs 

par rapport aux cellules mémoires sont associés à une progression plus rapide de la leucémie chez 

des patients humains de LLC (833). De façon consistante, la progression de la leucémie est 

accélérée dans les souris Eµ-TCL1 dépourvues de lymphocytes T CD8, démontrant ainsi leur rôle 

dans le contrôle anti-tumoral (834). 

 

6.3.2 La signalisation A2a dans la LLC 

Tel que discuté à la section 1.3.5.4, plusieurs évidences suggèrent un rôle au récepteur A2a 

dans la progression de la LLC. Plus récemment, dans un modèle de LLC induite par transfert 

adoptif de cellules leucémiques, l’inhibition du récepteur A2a rétablit plusieurs défectuosités 

immunes reliées à la progression tumorale (617). Plus particulièrement, de façon consistante avec 

les observations présentées dans cette thèse, l’inhibition du récepteur A2a augmente la production 

d’IFN-γ par les lymphocytes T CD8 (Figure 6.1) (617). 

 
Figure 6.1 – L’inhibition du récepteur A2a rétablit la production d’IFN-γ des lymphocytes T CD8 dans un 
modèle de souris de LLC. Les splénocytes de souris de souris saines (WT) et leucémiques par transfert adoptif de 
cellules leucémiques (TCL1) non-traitées (late) ou traitées avec un inhibiteur du récepteur A2a (SCH58261) ont été 
cultivés in vitro en présence (+) ou non (-) de PMA (20µg/mL) et d’ionomycine (1µg/mL) pendant 6 heures. Les 
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pourcentages de cellules T CD8 qui produisent de l’IFN-γ après l’activation in vitro ont été mesurés par FACS. 
(**p<0.01 par test de Wilcoxon; données appariées pour même groupe expérimental. Le test de Mann-Whitney non-
apparié a été utilisé pour comparer les groupes de traitements). 
© Reproduit de Arruga et al. Haematologica, 2020. Avec la permission de Ferrata Storti Foundation.

 

Malgré tout, cette étude ne rapporte aucun contrôle de la charge tumorale leucémique dans 

les souris traitées à l’inhibiteur du récepteur A2a (617). De façon intrigante et en accord avec cette 

conclusion, des résultats additionnels issus du croisement des souris transgéniques Eµ-TCL1 à des 

souris déficientes pour A2a ne révèlent aucun avantage de survie lorsque le récepteur A2a est 

absent (Figure C4.1).

 
Ces observations suggèrent que l’inhibition de la signalisation adénosinergique via le 

récepteur A2a ne suffit pas à nuire à la progression de la LLC, du moins chez la souris. Alors que 

ces observations sont, à première vue, surprenantes, quelques hypothèses peuvent expliquer cette 

conclusion. D’abord, une étude rapporte que l’inhibition du récepteur A2a est bénéfique dans 

certains modèles murins de tumeurs solides sur une courte période, mais que son inhibition 

prolongée est plutôt délétère (183). Plus précisément, l’absence prolongée de signalisation médiée 

par le récepteur A2a précipite la mort cellulaire induite par l’activation des lymphocytes T (AICD) 

(183). Alternativement, l’adénosine peut également générer une activité pro-tumorigénique depuis 

la signalisation médiée par le récepteur A2b dans d’autres cancers (94). De plus, la signalisation 

A2b est décrite pour favoriser l’immunosuppression médiée par les cellules myéloïdes (MDSC) 

dans divers modèles de cancers murins (131, 140, 178) et favorise la production d’IL-10 par les 

macrophages (835), les cellules dendritiques (125), les cellules de la microglie (836) ainsi que les 

cellules cancéreuses cervicales (837). Notamment, la proportion élevée de MDSC qui produisent 

de l’IL-10 ou du TGF-β1 est associée avec la sévérité de la maladie chez les patients atteints de la 

LLC (838). Enfin, autant les cellules de LLC humaines ou murines dérivées des souris 

transgéniques Eµ-TCL1 produisent de façon constitutive l’IL-10, de sorte à nuire à l’immunité 

anti-tumorale. En effet, la progression de la LLC est ralentie dans les souris déficientes pour le 

récepteur à l’IL-10 via l’augmentation de la production d’IFN-γ par les lymphocytes T (839). Le 

rôle de la signalisation A2b dans la pathophysiologie de la LLC n’a pas encore été étudié. 

 

Finalement, il est possible qu’en plus de son rôle dans la suppression de l’immunité anti-

tumorale, CD73 contribue également à la tumorigénicité intrinsèque des cellules leucémiques de 
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sorte à masquer l’effet protecteur de l’inhibition de la signalisation adénosinergique seule. Cette 

hypothèse est discutée en de plus amples détails dans la section 6.4. 
 

6.3.3 Relation entre le sexe et CD73 dans la progression de la LLC  

L’importance relative de la signalisation adénosinergique entre les mâles et les femelles est 

largement inconnue et la raison pour laquelle les femelles ne contrôlent pas aussi bien la LLC 

lorsque déficientes pour CD73 demeure incertaine. 

 

Quelques évidences relient l’expression de CD73 à la régulation hormonale. D’abord, 

l’estrogène maintient l’expression de CD73 et CD39 sur les ostéoclastes durant la ménopause chez 

la souris (43). L’expression du récepteur à l’estrogène β2 est par ailleurs plus élevée sur les cellules 

mononuclées du sang périphérique de patients atteints de la LLC en comparaison à celles de sujets 

sains (840). Par ailleurs, la délétion ciblée de CD73 sur les hépatocytes augmente la sévérité du 

développement spontané de maladie hépatique chez les souris mâles en comparaison aux souris 

femelles (841). Alors que la raison pour ce phénomène n’est pas expliquée, une augmentation 

compensatoire de l’expression de CD39 et des quatre récepteurs à l’adénosine sur les hépatocytes 

déficients en CD73 des femelles est observée (841). Toutefois, dans les souris transgéniques Eµ-

TCL1, l’expression de CD73 et de CD39 sur les leucocytes ne diffère que très peu entre les 

femelles et les mâles (Figure 4.1) et la progression de la LLC ainsi que le temps de survie des 

souris leucémiques ne diffèrent aucunement entre les mâles et les femelles, et ce, de façon 

indépendante des hormones tel que démontré par l’absence d’effet de l’ablation des gonades sur 

la progression de la LLC (Figure S4.1 et S4.4). Ces observations ne suggèrent donc pas que l’axe 

adénosinergique régule la progression de la LLC différemment entre les souris leucémiques mâles 

et femelles. De façon intéressante, en utilisant un modèle murin de métastases induites, une récente 

étude rapporte une augmentation d’IL-10 dans le microenvironnement tumoral des souris femelles 

en comparaison aux mâles (842). Étant donné le rôle pro-tumorigénique de l’IL-10 dans la LLC 

(839), il est possible que l’absence de la signalisation adénosinergique ne protège pas 

suffisamment les souris leucémique femelles le cas où celles-ci produisent davantage d’IL-10. 

 

Malgré tout, alors que cette thèse ne parvient pas à expliquer clairement pourquoi les souris 

leucémiques déficientes pour CD73 présentent une évolution différente de la maladie selon le sexe, 
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cette observation soulève plusieurs questions quant à la conduite d’études précliniques en cancer. 

En effet, la prise en considération du sexe dans les études précliniques et cliniques est parfois 

négligée, mais est primordial au design optimal et sécuritaire de nouvelles thérapies (843). Alors 

que les hommes constituent une population plus à risque dans le cas de la LLC et que les 

observations présentées dans cette thèse demeurent pertinentes à la réalité clinique, la variabilité 

intersexuelle mérite davantage d’attention dans le design d’études précliniques au sens plus large. 

 

6.4  Réflexion sur le rôle pro-tumorigénique intrinsèque de CD73 dans la LLC 

Alors que certaines observations présentées au chapitre 4 de cette thèse suggèrent que 

CD73 favorise la progression tumorale via son rôle immunosuppresseur, il n’est pas impossible 

que l’expression de CD73 sur les cellules leucémiques contribue à leur tumorigénicité intrinsèque 

également. Par exemple, alors que CD39 est impliqué dans la production de l’adénosine en amont 

de CD73, l’ADA est responsable de la dégradation de l’adénosine en aval de CD73. Ainsi, les 

observations (discutées aux section 1.3.5.2 et 1.3.5.3) selon lesquelles l’expression de CD39 et 

l’activité de l’ADA sont associées à un pronostic favorable et défavorable respectivement chez les 

patients atteints de la LLC s’aligne difficilement avec l’hypothèse d’un rôle uniquement pro-

tumorigénique de l’adénosine. De façon consistante avec la littérature et l’hypothèse de fonctions 

pro-tumorigéniques intrinsèque à l’expression de CD73, les résultats présentés à la figure 4.4 

suggèrent que l’expression de CD73, mais pas CD39, sur les cellules leucémiques humaines est 

associé à un mauvais pronostic. Tel que présenté au chapitre 5, CD73 possède également un rôle 

pro-tumorigénique indépendant de son activité immunosuppressive via la régulation du 

métabolisme des cellules cancéreuses. 

 

6.4.1 Le métabolisme cellulaire dans la LLC 

Tel que discuté à la section 1.4.3.1, CD38 est largement responsable de la dégradation et 

la déplétion du NAD+ (302, 710-712). De façon contre-intuitive au rôle essentiel que joue le 

NAD+ dans la survie et la progression tumorale, son expression est associée à des leucémies plus 

agressives et difficiles à traiter (352). Toutefois, dans la LLC, ses fonctions pro-tumorigéniques 

sont plutôt associées à son rôle dans l’amplification de la signalisation du BCR et la recirculation 

des cellules leucémiques (456-459). 
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Chez les patients atteints de la LLC, la respiration mitochondriale des cellules leucémiques 

est supérieure à celle des lymphocytes B normaux, est supérieure chez les patients réfractaires à la 

chimiothérapie et est associée à des marqueurs d’agressivité (844, 845). En effet, les cellules 

leucémiques de la LLC dépendent davantage de l’oxydation des acides gras et de l’activité 

mitochondriale que de la glycolyse pour leur fonctionnalité (571, 845-849). Cibler l’activité 

mitochondriale des cellules leucémiques est d’ailleurs étudié à des fins thérapeutiques pour traiter 

la LLC (847, 848, 850, 851). Les conclusions de cette thèse supportent donc l’exploration du rôle 

métabolique de CD73, s’il existe, dans les cellules leucémiques de la LLC. 

 

6.4.2 Réflexion sur la relation entre le sexe, le métabolisme cellulaire et CD73 

Des études révèlent des différences intrinsèques dans les fonctions mitochondriales entre 

les mâles et les femelles. Chez les humains, les femmes présentent des fonctions de respiration 

mitochondriales augmentées dans plusieurs types cellulaires en comparaison aux hommes (852, 

853). Certaines similarités sont également observées chez les rats et les souris (854, 855). Plus 

particulièrement, chez les souris C57Bl/6 femelles, la biogénèse mitochondriale est 

significativement augmentée (855). Hypothétiquement donc, l’absence de CD73 chez les femelles 

n’affectent peut-être pas autant le métabolisme des cellules leucémiques que chez les mâles. 

Toutefois, alors qu’il est possible que CD73 puisse réguler l’activité tumorigénique intrinsèque 

des cellules leucémiques de la LLC de façon plus pertinente chez les mâles, étant donné qu’il est 

suggéré que la signalisation estrogénique régule la biogénèse mitochondriale chez les femelles, 

l’observation selon laquelle l’ovariectomie des femelles leucémiques ne prolonge pas la survie des 

souris déficientes pour CD73 demeure difficile à concilier avec cette hypothèse. Néanmoins, 

l’étude future de l’activité métabolique des cellules leucémiques issues de souris mâles et femelles 

qui expriment ou non CD73 pourraient aider à éclaircir ces pistes de recherche et certaines 

questions laissées en suspens par cette thèse. 

 

6.5  Le métabolisme et la signalisation adénosinergique dans les cellules cancéreuses 

Puisque l’adénosine est grandement responsable de plusieurs des activités biologiques de 

CD73, tel que discuté au chapitre 1, le rôle de la signalisation adénosinergique dans la régulation 

métabolique a été exploré selon diverses hypothèses. Alors qu’aucune hypothèse reliant la 
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signalisation adénosinergique à l’activité métabolique n’a pu être validée dans le modèle des 

MDA-MB-231, il n’est pas impossible qu’il en soit autrement dans d’autres contextes tumoraux. 

 

6.5.1 La voie de signalisation de PGC1α  

D’abord, tel que discuté aux sections 1.4.5.1 et 1.4.5.2, plusieurs études établissent un lien 

entre le cAMP et la biogénèse mitochondriale via la régulation du co-activateur transcriptionel 

PGC1α. Invalidant cette hypothèse dans les MDA-MB-231, l’absence de CD73 ne produit pas de 

diminution de la masse mitochondriale ni de l’expression des différents acteurs moléculaires de la 

voie de signalisation de PGC1α (Figure 5.3). Aussi, contrairement à ce qui a été montré pour le 

rôle de CD39 et du cAMP dans la biogénèse mitochondriale et la transcription des complexes de 

la ETC dans les cellules de la leucémie myéloïde aiguë, l’absence de CD73 n’affecte pas la 

transcription génique d’aucune sous-unité des complexes de la ETC (Figure 5.3). Ces observations 

suggèrent fortement que la signalisation adénosinergique ne régule ni la biogénèse mitochondriale 

ni l’activité métabolique des cellules MDA-MB-231. 

 

6.5.2 Le complexe PDH 

La PDH constitue le complexe enzymatique limitant dans l’alimentation du cycle de Krebs 

depuis la glycolyse en catalysant la conversion du pyruvate en acétyl-CoA. Son activité est régulée 

via différents sites de phosphorylation de la sous-unité E1 du complexe (856). Dans des cellules 

de cancer de la tête et du cou humain, la signalisation intracellulaire dépendante de PI3K-Akt 

module la respiration mitochondriale via la régulation de l’activité du complexe PDH (857). Plus 

précisément, l’inhibition de la signalisation PI3K-Akt augmente la phosphorylation de la sous-

unité E1α du complexe PDH de sorte à inhiber son activité enzymatique (857). L’expérience de 

traçage de l’isotope de glucose 13C suggère une accumulation potentielle de pyruvate 

intracellulaire dans les cellules MDA-MB-231 déficientes pour CD73 (Figure S5.2). Étant donné 

plusieurs évidences dans la littérature de l’implication de la signalisation adénosinergique dans la 

voie de signalisation PI3K-Akt (68, 137, 138, 858), cette observation aurait pu suggérer un rôle de 

CD73 dans la respiration mitochondriale via la régulation de l’activité enzymatique de PDH. Des 

résultats préliminaires ne supportent toutefois pas cette hypothèse dans les cellules MDA-MB-

231. En effet, alors que la phosphorylation d’Akt est effectivement diminuée dans les cellules 
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déficientes pour CD73, aucune différence de phosphorylation de la sous-unité E1α n’est observée 

(Figure C5.1).

6.5.3 L’adénosine et l’inosine intracellulaire 

Tel que discuté au chapitre 1, alternativement à l’activation de récepteurs 

transmembranaires, l’adénosine extracellulaire peut être transportée à l’intérieur de la cellule ou 

être métabolisée en inosine. Alors qu’aucune évidence ne suggère un rôle de l’adénosine 

intracellulaire dans la régulation du métabolisme cellulaire, il en est autrement pour l’inosine. En 

effet, tel que décrit à la section 1.4.5.3, l’inosine peut alimenter le métabolisme des lymphocytes 

T CD8 (809). Alors qu’il demeure inconnu si un tel rôle de l’inosine peut être également observé 

dans les cellules cancéreuses, une observation présentée au chapitre 5 ne concorde pas avec cette 

hypothèse, du moins dans les cellules MDA-MB-231. En effet, si l’inosine ou l’adénosine 

modulait l’activité métabolique des MDA-231, la présence d’une protéine recombinante humaine 

de l’ADA (rhADA) dans les cultures de cellules qui expriment CD73 devrait réguler positivement 

ou négativement l’activité métabolique des cellules, ce qui n’a pas été observé (Figure 5.2). 

Autrement dit, si l’adénosine régulait positivement l’activité métabolique des MDA-231, il serait 

attendu que l’ajout de rhADA diminue l’activité métabolique mesurée. Au contraire, si l’inosine 

régulait positivement l’activité métabolique des cellules, il serait plutôt attendu que l’ajout de 

rhADA augmente l’activité métabolique mesurée. 

 

6.6  CD73 et la voie de récupération du NAD+ 

Tel que discuté à la section 1.4.3.2, le rôle de CD73 dans la voie de récupération de la 

biosynthèse de NAD+ intracellulaire est disputé par une récente étude. Alors que de neutraliser 

l’expression de CD73 à la surface n’affecte pas les niveaux intracellulaires de NAD+ des cellules 

MCF-7 (722), les résultats présentés au chapitre 5 de cette thèse sont en accords avec plusieurs 

autres études qui placent CD73 à un point central de la voie de récupération de NAD+ depuis la 

conversion du NMN extracellulaire en NR (717, 718, 723, 724). Afin de confirmer, sans 

équivoque, l’implication de CD73 dans cette voie de récupération, des études futures pourraient 

s’orientées autour d’expériences de traçage similaires à celles décrites à la section 5.3.6 et dans la 

littérature (718). Autrement dit, l’utilisation de molécules de NMN marquées et l’étude de la 
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distribution intracellulaire et extracellulaire de l’isotope d’oxygène 18O en fonction de l’expression 

de CD73 aiderait à confirmer le rôle que joue cette enzyme dans la voie de récupération du NAD+. 

 

Néanmoins, les résultats présentés dans cette thèse supportent l’hypothèse selon laquelle 

l’expression de CD73 contribue à la biosynthèse du NAD+ en contournant l’activité de l’enzyme 

NAMPT, via la voie de récupération du NAD+ extracellulaire (717, 723). De façon consistante, 

une étude rapporte que la réduction des niveaux intracellulaires de NAD+ via l’inhibition de 

NAMPT améliore l’activité thérapeutique de l’olaparib dans des cellules de TNBC (801), 

corroborant ainsi les observations présentées à la figure 5.5 selon lesquelles les cellules 

cancéreuses déficientes pour CD73 sont plus sensibles à l’accumulation de dommage à l’ADN 

lorsque traitées à l’olaparib.  

 

6.7  CD73 et les dommages à l’ADN 

Les résultats présentés au chapitre 5 suggèrent que l’absence de CD73 sensibilise les 

cellules cancéreuses à l’accumulation de dommages à l’ADN non-résolus en réponse à la 

chimiothérapie (Figure 5.5). Tel que discuté à la section 1.4.2.4, le métabolisme OxPhos est 

fréquemment associé à la résistance aux thérapies anti-cancéreuses. Plus précisément, il est 

suggéré que l’activité métabolique des cellules cancéreuses est liée de près aux réponses aux 

dommages à l’ADN (859). 

 

6.7.1 Signalisation adénosinergique 

Plusieurs études récentes ont démontré un rôle protecteur du récepteur A2b dans la réponse 

aux dommages à l’ADN. En effet, via un mécanisme partiellement compris mais qui implique 

vraisemblablement la transactivation du récepteur EGFR et les voies de signalisations 

intracellulaires dépendantes de ERK et PI3K, l’activation du récepteur A2b accélère la réparation 

des dommages à l’ADN induits par l’irradiation et son inhibition sensibilise les cellules 

cancéreuses à la radiothérapie in vivo (860-862). 

 

Bien que les observations présentées dans cette thèse ne mettent pas en évidence de lien 

entre la signalisation adénosinergique et l’activité métabolique des cellules cancéreuses MDA-

MB-231, il n’est pas impossible que celle-ci joue un rôle indépendant du métabolisme dans la 



 202 

réparation des dommages à l’ADN tel que décrit dans la littérature. Alors que cette thèse n’exclut 

pas cette hypothèse, les résultats présentés au chapitre 5 suggèrent que CD73 contribue, au moins 

en partie, à la réparation des dommages à l’ADN via l’augmentation des processus de PARylation, 

consistant avec la littérature (801) et tel que discuté à la section 6.6. 

 

6.7.2 La voie de synthèse des pyrimidines 

La régulation des pools de nucléotides peut influencer les processus de réparation et de 

réplication de l’ADN (859). La respiration mitochondriale peut ainsi contribuer à la réparation de 

l’ADN via son rôle indirect dans la synthèse de pyrimidines. En effet, l’aspartate ainsi que le 

NAD+ sont requis pour la conversion du précurseur inosine-5’-monophosphate en adénine-5’-

monophosphate et en guanine-5’-monophosphate respectivement (681, 863, 864). De façon 

intéressante, une étude récente montre que l’inhibition de GLS1 dans les cellules cancéreuses qui 

dépendent de la glutamine pour alimenter le cycle de Krebs résulte en une diminution des pools 

de nucléotides (865). De plus, l’utilisation de l’olaparib augmente l’efficacité anti-tumorale d’un 

inhibiteur de GLS1 (865). Ainsi, les diminutions de la respiration mitochondriale (Figure 5.2), de 

la biosynthèse de NAD+ (Figure 5.4) et de la production d’aspartate (Figure 5.1) dans les cellules 

déficientes pour CD73 sont consistantes avec l’accumulation accrue de dommages à l’ADN 

observée dans ces cellules (Figure 5.5). 

 

6.7.3 Voie de signalisation cGAS-STING 

Plusieurs études suggèrent un rôle important dans l’activation de la voie de signalisation 

STING suivant des dommages à l’ADN et le contrôle immunitaire anti-tumoral. Les cellules de 

mammifères ont évolué de façon à se prémunir de corps étrangers via diverses façons, dont la 

reconnaissance de matériel génétique par l’enzyme cytosolique cGAS (GMP-AMP synthase) 

(866). En effet, en présence d’ADN endogène ou exogène, cGAS permet la génération du second 

messager cGAMP (GMP-AMP cyclique) qui active la transcription de gènes pro-inflammatoires 

de la famille des IFN de type 1 via la protéine adaptatrice STING (866). Étant donné que 

l’activation de la voie cGAS-STING est également observée dans les cancers (866, 867), il est 

possible qu’un meilleur contrôle immunitaire anti-tumoral envers les tumeurs déficientes pour 

CD73 soit également tributaire de l’accumulation de dommages à l’ADN non-résolus et à 

l’activation de la voie cGAS-STING, notamment en réponse à l’olaparib. En effet, l’inhibition de 
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PARP dans un modèle murin du cancer de l’ovaire BRCA1 muté exerce une activité anti-tumorale 

partiellement dépendante de l’activation de STING et des lymphocytes T anti-tumoraux (868). De 

façon mécanistique, il est suggéré que l’activation de cGAS dans les cellules tumorales induise la 

sécrétion de cGAMP extracellulaire qui est capté par les cellules immunes présentatrices 

d’antigènes, permettant l’induction d’une réponse immunitaire anti-tumorale dépendante de la 

signalisation de l’IFN de type 1 via l’activation de STING par cGAMP (Figure 6.2) (866-868).

 
Figure 6.2 – Représentation graphique du modèle selon lequel l’activation de cGAS dans les cellules tumorales 
induit une réponse immunitaire anti-tumorale via l’activation de STING dans les cellules immunes. La 
production de cGAMP (2’3’-cGAMP) dépendante de cGAS par les cellules tumorales active la voie de signalisation 
STING des cellules immunitaires qui sont présentes dans le microenvironnement tumoral. Ceci mène à la production 
d’IFN de type I par celles-ci de façon à activer la réponse immunitaire anti-tumorale dépendante des cellules NK. 
© Reproduit de Marcus et al. Immunity, 2018. Avec la permission de Elsevier.

Par ailleurs, une récente étude suggère que l’activation de la voie cGAS-STING dans les 

tumeurs sensibilise les MDA-MB-231 de façon paracrine au paclitaxel indépendamment d’un 

contrôle immunitaire anti-tumoral (869). Plus précisément, via la production de cytokines induites 

par l’activation de cGAS-STING, les cellules cancéreuses exposées au paclitaxel induisent 

l’expression de NOXA des cellules avoisinantes de sorte à favoriser l’apoptose lorsque combiné à 

l’inhibition de Bcl-xL (869). L’activité anti-tumorale du paclitaxel est d’ailleurs augmentée dans 

un modèle murin immunocompétent de TNBC lorsque combinée à l’inhibition de CD73 (207). 
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Finalement, plus récemment, une étude propose que l’activation de la voie cGAS-STING 

survienne lors de l’inhibition de la synthèse pyrimidique (870). Plus précisément, dans le but de 

supplémenter les pools cytosoliques de nucléotides via l’enzyme TREX1, le relargage d’ADN 

mitochondrial dans le cytosol qui survient en réponse au débalancement nucléotidique peut 

également se lier à l’enzyme cGAS (870). 

 

De façon consistante, une expérience préliminaire suggère une induction plus importante 

de la transcription des gènes en aval de la signalisation cGAS-STING et une sécrétion plus 

marquée du second messager cGAMP dans le surnageant des cellules MDA-MB-231 déficientes 

pour CD73 lorsque traitées à l’olaparib en combinaison au carboplatin (Figure C5.2). Il reste à 

déterminer cependant si l’absence de CD73 sur les cellules cancéreuses favorise l’activité d’agents 

thérapeutiques tels que l’olaparib ou le paclitaxel de façon dépendante de l’activation de la voie 

cGAS-STING in vivo. 

 

6.7.4 Résistance à la chimiothérapie 

Tel que discuté à la section 1.1.4.4, CD73 est également associé à la chimiorésistance dans 

certains contextes. Alors que son implication dans la résistance à la doxorubicine est partiellement 

dépendante de l’activité immunitaire anti-tumorale (207), une autre étude associe la résistance à la 

vincristine des cellules de glioblastome qui expriment CD73 à l’activité d’un transporteur de la 

famille ABC (244). De plus, une étude récente démontre que la respiration mitochondriale, mais 

pas la glycolyse, est particulièrement importante à l’activité des transporteurs ABC de sorte à 

contribuer à la chimiorésistance des cellules cancéreuses (871). En plus des résultats présentés au 

chapitre 5 qui démontrent une accumulation plus importante des foci γH2AX dans les MDA-MB-

231 déficientes pour CD73 traitées à la doxorubicine (Figure 5.5), des résultats préliminaires 

suggèrent que l’absence de CD73 sensibilise les cellules cancéreuses à l’inhibition de la 

prolifération induite par la doxorubicine (0.01 µM) in vitro (Figure C5.3). Les conclusions de 

cette thèse sont en accord avec l’hypothèse selon laquelle CD73 puisse contribuer à la 

chimiorésistance des cellules cancéreuses via la régulation de la respiration mitochondriale.
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6.8  Réflexion sur la glycolyse et CD73 

L’observation d’une réduction de la réserve glycolytique dans les cellules déficientes en 

CD73 soulève des questions quant au rôle de l’enzyme dans la régulation du métabolisme 

glycolytique. Tel que discuté à la section 1.4.5, le récepteur A2a régule le métabolisme 

glycolytique des cellules endothéliale de la rétine via l’expression d’enzymes glycolytiques (802). 

Les observations présentées dans cette thèse ne corroborent cependant pas de rôle métabolique de 

la signalisation adénosinergique dans les cellules cancéreuses. 

 

Tout comme pour la respiration mitochondriale, le NAD+ cytosolique joue un rôle 

important au métabolisme glycolytique (636, 872). En effet, dans des cellules du cancer de la 

prostate, l’expression de CD38 réduit les niveaux intracellulaires de NAD+ de sorte à nuire au 

métabolisme glycolytique, en plus de la respiration mitochondriale (873). Curieusement, les 

résultats présentés à la figure 5.2 ne suggèrent pas de dysfonctionnement intrinsèque de la 

glycolyse de base dans les cellules déficientes pour CD73, mais plutôt une perte de flexibilité 

glycolytique. La LDH joue un rôle important au métabolisme glycolytique de façon à régénérer le 

NAD+ cytosolique via la conversion du pyruvate en lactate qui s’accompagne de l’oxydation du 

NADH produit par l’enzyme G3PDH (Figure 1.14) (872, 874). En effet, lorsque l’ATP synthase 

est inhibée (par l’oligomycine par exemple), la ETC étant couplée à son activité cesse de 

fonctionner. Ainsi, en présence d’oligomycine, le pyruvate n'est plus redirigé au métabolisme 

mitochondrial, mais est plutôt converti en lactate ce qui permet la régénération de NAD+ requis 

au métabolisme glycolytique. Puisque la mesure de ECAR reflète indirectement la production de 

lactate, de façon consistante, les résultats présentés dans cette thèse suggèrent que la biosynthèse 

accrue de NAD+ dans les cellules qui expriment CD73 maximise la flexibilité glycolytique des 

cellules cancéreuses lorsque la respiration mitochondriale est inhibée par l’oligomycine (Figure 

5.4). 

 

6.9  Réflexion sur les cellules souches cancéreuses et le rôle métabolique de CD73 

Tel que discuté dans les sections 1.1.4.5 et 1.4.2.4, plusieurs études associent le 

fonctionnement des CSC au métabolisme OxPhos et à l’expression de CD73. Alors que le rôle de 

l’enzyme CD73 dans le maintien des fonctions des CSC n’est pas entièrement compris, deux 

études démontrent que l’expression de CD73 sur les CSC est primordiale à la tumorigénicité de 
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celles-ci (271, 272). Plus précisément, alors qu’aussi peu que 500 cellules de cancer du rein 

efficientes pour CD73 suffisent à produire des tumeurs dans 100% des souris immuno-déficientes, 

aucune souris ne développe de tumeur à l’intérieur de 120 jours lorsqu’injectée jusqu’à 100 000 

cellules déficientes pour CD73 (272). Plusieurs évidences démontrent que l’OxPhos est aussi 

essentiel à la tumorigénicité des CSC (690-692, 694, 706). De façon consistante, la metformine 

inhibe l’accumulation de ces populations dans le cancer de l’ovaire (778, 785). De plus, l’inhibition 

de l’enzyme NAMPT dans le but d’inhiber la synthèse de NAD+ intracellulaire augmente 

l’efficacité thérapeutique du cisplatin en visant les CSC dans un modèle de cancer de l’ovaire 

(875). 

 

Sur plusieurs lignées de cellules cancéreuses, dont les MDA-MB-231, l’activité élevée de 

l’ALDH identifie une population qui présente des caractéristiques de cellules souches (876) et 

l’inhibition de CD73 diminue la tumorigénicité des CSC à activité ALDH élevée de tumeurs du 

pancréas (271). Lorsque triées sur la base de l’activité élevée de l’ALDH, les cellules MDA-MB-

231 qui expriment CD73 présentent une activité métabolique (OxPhos et flexibilité glycolytique) 

supérieure aux cellules déficientes pour CD73, de façon consistante à l’ensemble des observations 

du chapitre 5 (Figure 5.2). Alors que cette thèse ne s’intéresse pas directement au rôle métabolique 

de CD73 dans la fonctionnalité des CSC, les résultats sont consistants avec l’hypothèse selon 

laquelle CD73 est important au maintien des populations de CSC via la régulation métabolique. 

 

6.10  Opportunités thérapeutiques et CD73 

Les résultats présentés au chapitre 5 de cette thèse dressent les bases de recherches futures 

dirigées vers l’identification de nouvelles options thérapeutiques autour de l’inhibition de CD73 

en lien avec son rôle dans la régulation métabolique et des réponses aux dommages à l’ADN dans 

les cellules cancéreuses. 

 

6.10.1 Biguanides 

Tel que discuté à la section 1.4.4.2, une importante portion de l’activité thérapeutique des 

biguanides tel que la metformine et la phenformine dépendent de leur capacité à inhiber le CI de 

la ETC. Notamment, l’activité de la metformine dépend de facteurs environnementaux qui 

influencent l’apport intracellulaire de NAD+ et la synthèse d’aspartate (682). Des résultats 
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préliminaires générés in vitro suggèrent que l’absence de CD73 sensibilise les cellules cancéreuses 

à l’activité antiproliférative de la metformine et de la phenformine (Figure C5.4). Ces observations 

sont consistantes avec l’hypothèse selon laquelle CD73 nuit à l’activité thérapeutique des 

biguanides en contribuant à la synthèse d’accepteurs d’électron (NAD+) et d’aspartate. 

 
Par ailleurs, l’activité biologique des biguanides dans les cellules immunitaires semble 

différer de celle observée dans les cellules cancéreuses. Notamment, une étude démontre d’abord 

que la metformine accentue la fonctionnalité des lymphocytes T CD8 mémoires en favorisant 

l’oxydation mitochondriale des acides gras (877). Ensuite, plusieurs études démontrent des rôles 

des biguanides dans l’inhibition de la polarisation des macrophages vers un phénotype anti-

inflammatoire (M2) et de l’infiltration tumorale de MDSC et des Tregs (796, 878-881). De plus, 

la metformine diminue l’expression de CD39 et CD73 sur les MDSC (882). Ainsi, dans certains 

modèles, l’activité thérapeutique des biguanides est dépendante de la réponse immunitaire anti-

tumorale et combine avec des inhibiteurs de points de contrôle immunologique (796, 878-880, 

883, 884). 

 

D’une part, il est possible que CD73 puisse représenter un déterminant environnemental à 

la sensibilité aux biguanides via son rôle dans le métabolisme oxydatif des cellules cancéreuses. 

D’autre part, étant donné le rôle immunosuppresseur de CD73 largement étudié, il est aussi 

possible que le potentiel thérapeutique des biguanides dans le traitement du cancer soit davantage 

augmenté lorsque combiné à l’inhibition de CD73. Le potentiel thérapeutique de cibler CD73 en 

combinaison à des inhibiteurs métaboliques dans des contextes tumoraux in vivo demeure inconnu 

toutefois, mais les observations présentées dans cette thèse justifient l’étude d’une telle 

combinaison thérapeutique. 

 

6.10.2 Inhibiteurs de glutaminolyse 

Tel que discuté à la section 1.4.4.1, l’inhibition de la glutaminolyse est étudiée à des fins 

thérapeutiques en cancer. Les résultats présentés au chapitre 5 suggèrent que l’expression de CD73 

aide à la survie et la prolifération des cellules cancéreuses en conditions limitantes de glutamine 

(Figure 5.1). En utilisant un inhibiteur de plusieurs enzymes impliquées dans la glutaminolyse 

(DON (885)), une étude récente démontre que d’inhiber le métabolisme de la glutamine altère la 
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croissance tumorale en réduisant le métabolisme OxPhos et en limitant la synthèse de plusieurs 

intermédiaires du cycle de Krebs dont l’aspartate (754). Le DON induit également l’activation de 

la protéine AMPK, via la diminution de la production d’ATP et l’augmentation du ratio 

AMP/ATP, et réduit l’expression du facteur de transcription c-MYC ce qui résulte en une 

diminution de l’activité glycolytique (754). De façon consistante avec un rôle de CD73 dans la 

régulation métabolique des cellules cancéreuses, en plus d’augmenter le ratio AMP/ATP (Figure 

5.3), l’inhibition de CD73 sur les MDA-MB-231 augmente également la phosphorylation de la 

protéine AMPK (Figure C5.5). Les résultats de cette thèse ne permettent pas de conclure, par 

contre, si l’activation de la protéine AMPK explique la perte de flexibilité glycolytique des cellules 

cancéreuses déficientes en CD73, étant donné son rôle variable dans la reprogrammation 

métabolique (886-888). Néanmoins, de par son rôle dans la régulation de l’activité mitochondriale 

et la production d’aspartate, de futurs travaux pourraient étudier le potentiel thérapeutique de cibler 

CD73 afin d’augmenter la sensibilité des cellules cancéreuses à des inhibiteurs métaboliques de la 

glutaminolyse tel que le DON. 

 

6.10.3 Les inhibiteurs de PARP 

Tel que discuté à la section 1.4.4.4, l’inhibition de PARP est utilisée à des fins 

thérapeutiques dans le traitement de certains cancers. En utilisant le NAD+ comme substrat, les 

PARPs initient le recrutement de protéines impliquées dans la réparation de l’ADN, notamment 

via l’ADP-ribosylation des histones H2AX (889, 890). De façon mécanistique, les inhibiteurs de 

PARP compétitionnent avec le NAD+ au site catalytique des enzymes. En absence de réparation 

des dommages à l’ADN par la déficience de BRCA, les inhibiteurs de PARP induisent la mort 

cellulaire (889). Malgré tout, des études rapportent que l’efficacité thérapeutique des inhibiteurs 

de PARP ne se limitent pas qu’aux tumeurs mutées pour BRCA (891), mais il reste encore 

beaucoup d’inconnu dans la compréhension des mécanismes déterminant la sensibilité à ces 

inhibiteurs (889). 

 

Faisant suite à la section 6.7.3, selon une étude, contrairement aux cellules BRCA1-mutées, 

l’exposition à l’olaparib seul (7.5 µM) pendant 24 heures ne suffit pas à induire l’activation de la 

voie de signalisation cGAS-STING dans les cellules du cancer de l’ovaire efficientes pour BRCA1 

(868). Cette conclusion est consistante avec les observations préliminaires générées depuis les 
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MDA-MB-231 qui ne présentent pas de déficience pour BRCA1 où l’activation de la voie cGAS-

STING est très faible en réponse à l’olaparib (Figure C5.2). De plus, l’utilisation seule d’olaparib 

sur les MDA-MB-231 parentales qui expriment CD73 ne permet que très peu d’accumulation de 

foci γH2AX jusqu’à 5µM pendant 48 heures (Figure 5.5C). À l’inverse, les cellules déficientes 

pour CD73 accumulent beaucoup plus de dommages à l’ADN non-résolus, déjà lorsqu’exposées 

à des doses plus faibles d’olaparib (Figure 5.5C). Ainsi, en accord avec la littérature et les 

observations présentées dans cette thèse, il serait intéressant d’étudier davantage l’hypothèse selon 

laquelle l’absence de CD73 sensibilise les cellules cancéreuses à l’inhibition de PARP.

6.11  Réflexion et perspectives sur l’étude du métabolisme cellulaire 

Une limitation importante des études métaboliques réside dans la complexité de 

l’environnement extracellulaire dans les différents tissus et la relation entre celui-ci et l’activité 

métabolique des cellules. Étant donné que les milieux de culture traditionnels sont empiriquement 

conçus de façon à supporter la prolifération rapide des cellules plutôt que d’imiter les conditions 

physiologiques retrouvées dans les tissues et le microenvironnement tumoral, ceux-ci peuvent 

contenir jusqu’à 5 et 7 fois plus de glucose et glutamine, respectivement, que les concentrations 

plasmatiques usuelles (639, 892). Étant donné que l’apport de nutriments dans le 

microenvironnement tumoral est réduit via la vascularisation limitée et la grande compétitivité 

intercellulaire, les niveaux de glucose et glutamine sont davantage inférieurs dans les tumeurs que 

dans les milieux de culture traditionnels (639, 781). En intégrant un certain niveau de complexité 

de la composition du microenvironnement tumoral, le chapitre 5 de cette thèse identifie un rôle 

préalablement inconnu de CD73 dans la prolifération cellulaire dans des conditions 

métaboliquement éprouvantes. En effet, cette thèse rapporte qu’alors que l’absence de CD73 à la 

surface des cellules cancéreuses n’affecte pas la prolifération cellulaire in vitro lorsque cultivées 

dans un milieu de culture traditionnel, la diminution de la concentration en glucose ou en glutamine 

affecte de façon plus importante la prolifération des cellules cancéreuses dépourvues de CD73. 

Bien que la diminution des niveaux de glucose et de glutamine ne capture pas l’entièreté de la 

complexité du microenvironnement tumoral, ces observations suggèrent à tout le moins que CD73 

aide les cellules cancéreuses à proliférer dans des conditions métaboliques difficiles et soulignent 

l’importance de la composition des milieux de culture lors d’études in vitro. 
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Par ailleurs, pour certaines lignées de cellules cancéreuses, la dépendance au métabolisme 

glycolytique est en fait un reflet des concentrations supra-physiologiques de glucose retrouvées 

dans les milieux de culture (892). Ainsi, dans plusieurs cas, les cellules qui présentent des 

défectuosités du métabolisme OxPhos, notamment par des mutations au niveau du CI de la ETC, 

sont plus sensibles aux niveaux réduits de glucose dans leur environnement (781). Ce biais 

métabolique dérivé des techniques de culture traditionnelles est également particulièrement 

important quand vient le temps d’évaluer l’efficacité thérapeutique d’inhibiteurs métaboliques 

(781). En effet, sur plusieurs lignées cellulaires, les biguanides tels que la phenformine et la 

metformine sont plus efficaces dans des conditions physiologiques (780, 781). Enfin, la présence 

de pyruvate dans les milieux de culture annule également l’efficacité thérapeutique de la 

metformine in vitro (682). Plus précisément, en agissant comme accepteur d’électron, le pyruvate 

exogène supplée à l’activité du CI de la ETC dans la production d’aspartate de façon à soutenir la 

prolifération cellulaire en présence de metformine (682). 
 

Tel que discuté à la section 1.4.2.4, plusieurs études établissent un lien clair entre la 

respiration mitochondriale et la production d’aspartate, un métabolite limitant pour la croissance 

tumorale. Les résultats présentés au chapitre 5 suggèrent que CD73 contribue au métabolisme 

oxydatif via la biosynthèse intracellulaire de NAD+. La respiration mitochondriale augmentée est 

consistante avec des niveaux supérieurs d’aspartate dans les cellules tumorales qui expriment 

CD73. Alors que les expériences de traçage d’isotope 13C suggèrent une diminution de production 

d’aspartate dans les cellules déficientes pour CD73 même dans des conditions supra-

physiologiques de glucose et de glutamine, la prolifération cellulaire in vitro ne s’en trouve pas 

affectée (Figure 5.1). Le sauvetage de la production d’aspartate dans les cellules déficientes pour 

CD73 est cependant important à la prolifération cellulaire lorsque la présence de glutamine dans 

le milieu est réduite (Figure 5.1). À la lumière de ces observations, il est probable que la déficience 

métabolique des cellules déficientes pour CD73 est, au moins en partie, compensée par les 

conditions de culture supra-physiologique de sorte à masquer certains défauts de prolifération 

tumorale. 
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6.11.1 Perspectives sur le rôle de CD73 dans le métabolisme des cellules cancéreuses 

Tel que discuté à la section 1.1.4.4, plusieurs études rapportent un rôle pro-tumorigénique 

à CD73 sur les cellules MDA-MB-231 qui est indépendant de son activité immunosuppressive. 

Alors que plusieurs mécanismes d’action sont proposés dans la littérature, aucune hypothèse n’est 

validée par le sauvetage de la croissance tumorale in vivo dans les tumeurs où CD73 est inhibé 

(251-254, 893). En utilisant une stratégie développée par Sullivan et al. (894), cette thèse démontre 

que la croissance tumorale accélérée dans les tumeurs efficientes pour CD73 est grandement 

dépendante de la production d’aspartate (Figure 5.1). Malgré tout, alors que le sauvetage de la 

production d’aspartate suffit à rétablir la croissance tumorale des cellules déficientes pour CD73, 

cette étude n’établit pas de lien clair entre la croissance tumorale in vivo et le rôle de CD73 dans 

la respiration mitochondriale et la voie de récupération du NAD+. Consistant avec un tel lien, 

toutefois, l’efficacité anti-tumorale de la metformine dans un modèle murin du cancer du poumon 

est associée avec une réduction des niveaux de NAD+ et d’aspartate intra-tumoraux (Figure 6.3) 

(682). En effet, l’inhibition de la production d’aspartate est particulièrement importante pour 

l’activité thérapeutique anti-tumorale de la metformine in vivo (894). 

 

 

in part, orthogonal to its effect on the ATP/AMP ratio (Fig-
ure S5C). Indeed, given that there are no known pathways to
generate ATP from aspartate in the absence of complex I activ-
ity, it is mechanistically unclear how aspartate can directly alter
the ATP/AMP ratio, suggesting that perhaps ATP/AMP ratio
changes are downstream of changes in the proliferation rate,
rather than a direct effect of changes in NAD+/NADH.
We next explored the relationship among the anti-proliferative

effects of metformin, AMPK signaling, and mechanistic target of
rapamycin complex 1 (mTORC1) signaling.We studied a panel of
cell lines, including A549 cells that are null for the upstream
AMPK activator liver kinase B1 (LKB1). In H1299 and MDA-
MB231 with intact LKB1, an increase in phosphorylation of the
AMPK substrate acetyl-CoA carboxylase (ACC) upon metformin
treatment is not reversed with pyruvate or aspartate supplemen-
tation (Figure S5D), further suggesting that changes in AMPK
signaling and the ATP/AMP ratio cannot fully explain the growth
inhibitory effects of metformin (Griss et al., 2015). We did not
observe any consistent trends in AMPK or mTORC1 signaling
across cell lines, with respect to metformin treatment, and pyru-
vate or aspartate restoration of proliferation in the presence of

metformin (Figure S5D). These data suggest that the effects on
these signaling pathways cannot account for all of the anti-pro-
liferative effects of metformin in these cells.

Metformin Treatment Decreases NAD+ and Aspartate
Levels in Tumors and Slows Tumor Growth
Finally, we sought to explore whether our findings regarding the
anti-proliferative effects of metformin were relevant in vivo. For
these studies, A549 cells were xenografted into nude mice.
When the tumors reached 50 mm3, the mice were randomized
into three groups and treated with once a day oral gavage with
vehicle, metformin 500 mg/kg, or metformin 1,500 mg/kg.
Increasing dosages of metformin dose-dependently inhibited tu-
mor growth (Figure 6A). Measurement of plasma metformin con-
centration confirmed that the levels achieved with these doses
are therapeutically relevant and expected to be tolerable in hu-
mans (Dell’Aglio et al., 2009) (Figure 6B). Further, we showed
that escalating doses of metformin resulted in an increase in
the tumor concentration of metformin (Figure 6C). NADH levels
were too low to detect in tumors; however, NAD+ levels dose-
dependently decreased in tumors with increasing doses of

A B

C D E

Figure 6. Metformin Slows Tumor Growth and Decreases Intratumoral NAD+ and Aspartate Levels
(A) A549 xenografts in nude mice were treated with vehicle or the indicated doses of metformin once a day by oral gavage.

(B and C) Serum (B) and tumor metformin (C) concentrations measured in material from mice treated for 10 days at the indicated dose of metformin, with tissue

harvested 2 hr after the last dose.

(D and E) Relative intratumoral NAD+ (D) and aspartate (E) levels after 10 days of vehicle or metformin treatment at the indicated dose. Relative NAD+ and

aspartate levels are shown as NAD+ and aspartate total ion counts (TIC) normalized to leucine TIC.

Values denote mean ± SEM. *p < 0.05; **p < 0.01. See also Figure S6.
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Figure 6.3 – La metformine réduit la croissance tumorale ainsi que les niveaux de NAD+ et d’aspartate intra-
tumoraux. (A) La croissance tumorale des xénogreffes de cellules d’adénocarcinome de poumon (A549) dans des 
souris immuno-déficientes (SCID) a été mesurée suivant l’administration quotidienne de metformine (par gavage). 
(B-C) Concentrations sériques (B) et tumorales (C) de metformine mesurée dans des souris traitées pendant 10 jours. 
(D-E) Niveaux relatifs (normalisés sur le compte total d’ion de leucine) intra-tumoraux de NAD+ (D) et d’aspartate 
(E) mesurés dans les tumeurs après 10 jours de traitement à la metformine. La moyenne +/- SEM est montrée (*p<0.05; 
**p<0.01 par test T de Student, bilatéral et non-apparié). 
© Reproduit de Gui et al. Cell Metab, 2016. Avec la permission de Elsevier. 

 

Afin de valider l’hypothèse selon laquelle CD73 favorise la croissance tumorale in vivo via 

son rôle dans la régulation métabolique des cellules cancéreuses, des études futures pourraient 

s’intéresser à l’activité hydrolytique de CD73 via le traçage de NMN marqué dans des tumeurs 

ainsi qu’à l’effet de la supplémentation en NR dans la croissance tumorale de xénogreffes dans 

des souris immuno-déficientes en fonction de CD73 (Figure 6.4). Étant donné l’effet positif du 

NR sur la réponse immunitaire anti-tumorale médiée par les lymphocytes T CD8 (discuté dans la 

section 6.12.1), si la supplémentation de la diète avec le NR augmente également la croissance 

tumorale de certains modèles, cette approche thérapeutique pourrait alors faire preuve d’un 

couteau à double tranchant, d’où l’importance d’approfondir nos connaissances quant au rôle de 

CD73 dans la régulation métabolique des cellules cancéreuses dans un environnement tumoral 

complexe. Toutefois, le rôle de CD73 dans la régulation métabolique des cellules immunitaire, s’il 

y a lieu, n’est peut-être pas aussi important que sur les cellules cancéreuses en comparaison à 

l’activité immunosuppressive de l’adénosine largement décrite sur celles-ci. Les expériences 

proposées ici pourraient aider à éclaircir certains questionnements. 

 

 
Figure 6.4 – Représentation schématique de l’effet hypothétique de CD73 dans la conversion du NMN en NR dans 
le microenvironnement tumoral et de l’effet du NR sur la croissance tumorale. 
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6.11.2 Perspective sur le rôle de CD73 et le métabolisme cellulaire dans d’autres pathologies 

Puisque cette thèse ne s’est intéressée qu’au rôle de CD73 dans la régulation métabolique 

des cellules cancéreuses, il est incertain si un tel rôle est préservé dans d’autres types de cellules 

non-cancéreuses. Le métabolisme mitochondrial étant toutefois impliqué dans d’autres maladies 

(895), il n’est pas impossible que CD73 joue divers rôles pathophysiologiques dans des maladies 

cardiovasculaires ou dans le diabète de type 2, notamment (896-898). 

 

6.12  Réflexion et perspective sur le rôle de CD73 dans le métabolisme des cellules 

immunitaires 

En plus des cellules cancéreuses, le métabolisme cellulaire est important pour la régulation 

des fonctions de plusieurs types de cellules immunitaires. Enfin, étant donné le rôle important et 

généralisé de la signalisation adénosinergique sur l’activité de la plupart des cellules immunitaires, 

l’impact de la régulation du métabolisme par CD73 et la voie de récupération du NAD+, s’il y a 

lieu, est fort probablement dépendant de l’importance relative de ces voies dans un contexte donné. 

Autrement dit, puisque l’adénosine exerce d’office une activité inhibitrice sur plusieurs types de 

cellules immunitaires, celle-ci est donc susceptible d’influencer indirectement la reprogrammation 

métabolique lors de l’activation de ces cellules. Ainsi, l’importance du rôle de CD73 dans la voie 

de récupération du NAD+ dépendra donc de l’importance de la signalisation adénosinergique dans 

les cellules immunitaires selon le contexte environnemental donné. Les implications du rôle, s’il 

y a lieu, de CD73 dans la régulation du métabolisme des cellules immunitaires demeure néanmoins 

hautement pertinentes dans le design de thérapies anti-cancéreuses. 

 

6.12.1 Lymphocytes T CD8 

Tel que discuté à la section 1.4.5.3, l’adénosine exerce une activité principalement négative 

sur l’activité métabolique des lymphocytes T CD8 et des cellules NK (108, 810). En effet, dans 

les lymphocytes T CD8 activés, l’activation de PKA via la signalisation du récepteur A2a inhibe 

la phosphorylation de la protéine S6 en aval du complexe mTORC1, ce qui résulte en une réduction 

de l’activité métabolique glycolytique et de phosphorylation oxydative (108). Alors qu’il ait été 

démontré que PKA régule positivement l’activité de PGC1α et du métabolisme oxydatif dans 

certaines cellules cancéreuses (804-806), cette étude suggère autrement dans les cellules 

immunitaires. 
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Le rôle de CD73 sur l’activité métabolique des lymphocytes T est largement inconnu. Une 

récente étude suggère que CD73 limite la consommation de glucose par les lymphocytes T CD8 

via la signalisation adénosinergique (808). Cette étude suggère ensuite que l’absence de 

signalisation adénosinergique favorise le métabolisme OxPhos des lymphocytes T CD8 suivant 

leur activation (Figure 6.5). Alors que ces résultats montrent que l’expression de CD73 nuit à 

l’activité métabolique des lymphocytes T CD8 en absence de glucose, curieusement l’inhibition 

de l’ATP synthase avec l’oligomycine ne produit pas d’augmentation du métabolisme glycolytique 

(ECAR), contrairement à ce qui est habituellement attendu et suggère que le métabolisme 

glycolytique prédomine largement la phosphorylation oxydative dans ces condition (Figure 6.5). 

 

 
Figure 6.5 – Profil métabolique des lymphocytes T CD8 de souris exprimant CD73 ou non activés in vitro. Des 
lymphocytes T CD8 naïfs isolés de souris WT et CD73KO ont été cultivés in vitro en présence d’anticorps solubles 
anti-CD3/CD28 (1µg/mL) et d’IL-2 (10 ng/mL) pendant 3 jours. Les taux de consommation d’oxygène (OCR; gauche) 
et d’acidification extracellulaire (ECAR; droite) ont par la suite été mesurés avec un analyseur Seahorse. 
© Reproduit de Briceño et al. Front Cell Dev Biol, 2021. Avec la permission de Frontiers. 
 
 
 

Alors que la reprogrammation métabolique depuis la β-oxydation des acides gras vers 

l’augmentation de l’incorporation du glucose et du métabolisme glycolytique survient rapidement 

suivant l’activation des lymphocytes T (899-901), la respiration mitochondriale demeure pourtant 

très importante au bon fonctionnement des lymphocytes T. D’abord, en induisant l’augmentation 

de l’expression de l’enzyme Pgam1 ou en utilisant le 2-NBDG pour inhiber l’enzyme Hk2 de façon 

à favoriser et inhiber le métabolisme glycolytique respectivement, une étude laisse présager un 

rôle important du métabolisme mitochondrial dans la génération de lymphocytes T CD8 mémoires 

(899). D’ailleurs, la stimulation antigénique chronique qui mène à l’épuisement des lymphocytes 

T CD8 est associée à une perte de fonction mitochondriale (902, 903). En effet, une récente étude 
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suggère que de rétablir le métabolisme OxPhos dans les lymphocytes T CD8 épuisés rétablit leur 

prolifération et leurs fonctions effectrices (904). Par ailleurs, la glutaminolyse et les niveaux de 

NAD+ intracellulaire sont aussi importants à l’activité anti-tumorale des lymphocytes T (905). De 

façon consistante, une étude récente démontre que le NR alimente la biosynthèse intracellulaire de 

NAD+ dans les lymphocytes T CD8 de façon à prévenir la perte de fonction mitochondriale 

associée à l’épuisement et à favoriser le contrôle immunitaire anti-tumoral dans des modèles de 

cancers murins (903). De façon intéressante, chez les patients atteints de leucémie myéloïde aiguë, 

l’expression de CD73 est associée avec une augmentation de la fonctionnalité des lymphocytes T 

CD8 (906). En effet, en plus d’exprimer des niveaux supérieurs des marqueurs d’épuisement PD-

1 et TIGIT, les cellules T CD8 qui n’expriment pas CD73 produisent également moins d’IL-2, de 

TNF-α et d’IFN-γ lorsqu’activées in vitro (906). Enfin, l’expression de CD73 est également 

associée à certaines populations pro-inflammatoires de lymphocytes T CD4 de type Th17 (907, 

908). 

Alors que certaines de ces études sont consistantes avec un rôle métabolique tel que décrit 

dans le chapitre 5 de cette thèse, l’implication de CD73 dans les fonctions métaboliques des 

lymphocytes T CD8 est toujours largement inconnue. Enfin, tout comme la reprogrammation 

métabolique, le profil d’expression de CD73 sur les lymphocytes T CD8 est dynamiquement 

régulé selon leur profil d’activation. Ainsi, CD73 est plutôt fréquemment exprimé sur les 

lymphocytes T naïfs et mémoires (909-911), soit des populations de cellules qui dépendent 

davantage du métabolisme mitochondrial que de la glycolyse pour leur fonctionnement (Figure 

6.6) (901). De façon intéressante, une récente étude révèle que l’expression de CD73 sur les 

lymphocytes T CD8 de souris exerce des fonctions biologiques opposées selon le stade 

d’activation (912). En effet, l’absence d’expression de CD73 nuit à la prolifération in vivo des 

cellules CD8 T naïves, mais favorise l’accumulation de lymphocytes activés suivant une 

stimulation antigénique (912). 
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Figure 6.6 – Profil métabolique des lymphocytes T selon leur stade d’activation. Les lymphocytes T naïfs (TN) 
sont métaboliquement quiescents et utilisent préférentiellement le métabolisme OxPhos pour maintenant leurs besoins 
énergétiques. Suivant une stimulation immunogénique, les lymphocytes T effecteurs (TEFF) augmentent leur 
consommation de nutriments et leur activité métabolique de glycolyse au dépend du métabolisme OxPhos. La 
transition des TEFF vers les lymphocytes mémoires (TM) est caractérisée par un retour à un métabolisme davantage 
dépendant de la respiration mitochondriale (OxPhos). SRC=spare respiratory capacity. 
© Reproduit de Pearce et al. Science, 2013. Avec la permission de AAAS.

6.12.2 Tregs 

Tel que discuté à la section 1.1.4.3, CD73 est fréquemment et fortement exprimé sur les 

cellules Tregs et joue un rôle important à leur activité suppressive. La reprogrammation 

métabolique depuis la glycolyse vers l’OxPhos favorise les fonctions suppressives et la survie des 

Tregs dans le milieu tumoral hostile aux cellules immunitaires (913, 914). En effet, de façon à 

nuire à l’immunité anti-tumorale, via la diminution du glucose disponible et l’augmentation de la 

présence de lactate par les cellules tumorales, le microenvironnement tumoral nuit à la survie des 

lymphocytes T effecteurs, mais pas aux Tregs qui utilisent le lactate comme substrat métabolique 

via leur activité oxydative augmentée (Figure 6.7) (913, 914).
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Figure 6.7 – Représentation schématique de la reprogrammation métabolique des Tregs. Le facteur de 
transcription FoxP3 inhibe le facteur de transcription Myc et favorise le métabolisme OxPhos au dépend de la 
glycolyse de façon à permettre la régénération de NAD+ plus efficacement leur conférant l’habilité de convertir le 
lactate en pyruvate et de garder leur fonctionnalité dans le microenvironnement tumoral riche en lactate et pauvre en 
glucose. 
© Reproduit de Angelin et al. Cell Metab, 2017. Avec la permission de Elsevier.

Alors que le rôle métabolique de CD73 sur les cellules Tregs demeure inconnu, deux 

récentes études rapportent des observations consistantes avec l’hypothèse selon laquelle CD73 

contribue au métabolisme oxydatif de ces cellules. En effet, CD73 est exprimé plus fortement sur 

les cellules Tregs qui dépendent davantage du lactate que du glucose pour subvenir à leurs 

fonctions suppressives (914). L’utilisation du lactate est requise aux cellules Tregs afin de 

maintenir leurs fonctions suppressives (914). Afin de pouvoir oxyder le lactate en pyruvate, les 

Tregs nécessitent la régénération du NAD+ d’où la respiration mitochondriale augmentée (Figure 

6.7) (928). Ainsi, la diminution des niveaux intracellulaires de NAD+ nuit à l’activité suppressive 

et pro-tumorigénique des cellules Tregs (915). Via son rôle dans l’import d’acides gras dans les 

Tregs, la protéine CD36 contribue au fonctionnement mitochondrial et à la régénération de NAD+ 

(915). Notamment, dans les cellules Tregs déficientes pour CD36, la supplémentation en NR 

améliore la survie de ces cellules cultivées en conditions métaboliques strictes (915). Il demeure 
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inconnu, toutefois, si CD73 contribue aux fonctions suppressives des Tregs via la régulation du 

métabolisme oxydatif en parallèle de la production d’adénosine. 

 

6.12.3 Les lymphocytes B 

Plusieurs études supportent un rôle important du métabolisme cellulaire dans la 

fonctionnalité des lymphocytes B. En effet, la stimulation des lymphocytes B mène à 

l’augmentation du métabolisme OxPhos de manière essentielle à la prolifération, différenciation 

et production d’anticorps (916-918). L’importance de l’activité métabolique dans la commutation 

isotypique demeure largement incomprise. De façon intéressante, une récente étude démontre que 

les lymphocytes B-1 sont métaboliquement plus actifs que les cellules B-2 (919). En phase avec 

les observations présentées au chapitre 5 et tel que discuté à la section 1.2.3.3, les lymphocytes B-

1 expriment des niveaux supérieurs de CD73 comparativement au cellules B-2. 

 

6.13 Discussion des limitations des modèles expérimentaux utilisés 

 L’utilisation de modèles animaux, dont les modèles murins, a permis de nombreuses 

avancées dans le développement de médicaments ainsi que dans la compréhension de divers 

processus physiologiques et pathologiques (920). Toutefois, aucun modèle animal ne reproduit ou 

ne prédit parfaitement les processus physiologiques de l’humain. À l’inverse, l’utilisation in vitro 

ou ex vivo de matériel biologique humain afin de pallier les particularités inter-espèces n’intègre 

que rarement la complexité organismique complète. Les limitations liées aux modèles 

expérimentaux utilisés dans cette thèse qui sont susceptibles d’influencer certaines interprétations 

des projets présentés sont discutées dans les sections qui suivent. 

 

6.13.1 Les souris de laboratoire et l’activité du système immunitaire 

Bien que les souris représentent un outil de valeur pour l’étude des processus 

immunologiques, une importante étude récente révèle que les conditions environnementales de 

laboratoire ont un effet important sur la maturation du système immunitaire des souris. En effet, il 

a été démontré que les conditions sanitaires strictes de laboratoire favorisent le maintien d’un état 

immunologique vierge chez les souris adultes qui est comparable au système immunitaire d’un 

nouveau-né humain (921). À l’inverse, les souris sauvages ou commerciales présentent plusieurs 

composantes immunologiques similaires à celles retrouvées chez l’humain adulte (921). Plus 
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particulièrement, en plus de niveaux sériques d’anticorps augmentés, l’étude démontre que les 

souris sauvages et commerciales présentent une plus grande résistance innée à l’aide de différents 

modèles d’infections parasitaires, bactériennes et virales (921). Il est donc possible que les 

conditions environnementales influencent les réponses immunitaires vaccinales et anti-tumorales 

telles qu’étudiées aux chapitres 3 et 4. 

6.13.2 Les souris transgénique Eµ-TCL1 et la LLC humaine 
Tel que présenté au chapitre 5, le modèle transgénique Eµ-TCL1 développe une 

hyperplasie clonale de lymphocytes B CD5+ et plusieurs altérations immunitaires qui s’apparentent 

à LLC humaine. Ce faisant, la souris transgénique Eµ-TCL1 est le modèle d’étude de la LLC le 

plus fréquemment utilisé. Néanmoins, une récente étude rapporte une importante particularité du 

modèle. En effet, en compilant les résultats d’analyses de survie de plus de 150 souris par sexe, il 

a été démontré que les souris Eµ-TCL1 mâles survivent significativement plus longtemps que les 

souris leucémiques femelles (922). De façon étonnante, les résultats présentés au chapitre 5 

n’illustre pas une telle différence de survie entre mâles et femelles (Figure S4.1). Cependant, il 

est important de noter que cette différence de survie médiane de 37 jours (397 jours versus 360 

pour les mâles et femelles respectivement) a été estimée depuis une quantité largement supérieure 

de souris expérimentales. Avec des cohortes plus petites, plusieurs autres études n’observent pas 

de telle différence de survie (922). Néanmoins, l’étude qui compile les résultats de plus de 10 

cohortes de souris Eµ-TCL1 de fonds génétiques différents (922) suggère que ce modèle contraste 

avec la LLC humaine qui est associée à une progression plus sévère chez l’homme, tel que discuté 

au chapitre 1.3. Par ailleurs, les résultats présentés au chapitre 4 suggère un contrôle anti-tumoral 

augmenté dans les souris Eµ-TCL1 CD73-/- mâles qui est indépendant de la régulation hormonale 

(Figure S4.4). Néanmoins, il est possible que le nombre de souris utilisé (n=8–12) soit trop 

faible pour observer un effet de l’ablation chirurgicale des gonades sur la progression de la LLC 

murine dans ce modèle.  

6.13.3 L’altération génétique de CD73 chez la souris et l’humain 
Beaucoup de connaissances relatives à l’axe adénosinergique sont issues des modèles 

murins, dont les souris CD73-/-. L’identification et l’étude d’humains déficients pour l’enzyme 

CD73 suggèrent néanmoins que ces modèles ne sont pas parfaits (923). En effet, tel que discuté à 
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la section 1.1.4, les patients mutés et déficients pour CD73 sont atteints de ACDC qui est 

caractérisé par une importante calcification articulaire et vasculaire périphérique en partie 

expliquée par une augmentation compensatoire de l’activité de TNAP, ainsi que par un 

élargissement et une complexification des artères (29, 193). Alors que les souris CD73-/- 

présentent un environnement sérique pro-minéralisant, celles-ci ne reproduisent que la 

calcification articulaire, mais pas les perturbations vasculaires observées chez les patients 

atteints d’ACDC (923, 924). Une différence physiologique notable qui pourrait 

expliquer cette disparité phénotypique entre souris et humains réside dans la cinétique de 

production et d’élimination de l’adénosine. En effet, alors que le temps de demi-vie de 

l’adénosine est de 15 secondes dans le sang humain, celle-ci est d’environ 2 minutes dans les 

souris (923, 925), probablement dû au fait que les souris sont dépourvues du gène encodant pour 

l’adénosine désaminase 2 (ADA2) (923). Malgré tout, les souris CD73-/- se sont montrées 

particulièrement utiles dans le développement de thérapies anti-cancéreuses ciblant l’axe 

adénosinergique, dont plusieurs font l’objet d’études cliniques actuelles et prometteuses (6).  

6.13.4 Les limitations des études métaboliques in vitro 
Le métabolisme cellulaire étudié in vitro tel qu’au chapitre 5 de cette thèse ne reflète pas 

toutes les particularités qui peuvent être observées dans un système plus complexe. Notamment, 

en plus de la concentration non-physiologique des nutriments telle que discutée à la section 6.11, 

seulement une faible proportion de métabolites identifiés dans la circulation sanguine humaine, 

qui sont susceptible d’influencer l’activité métabolique, se retrouve dans la plupart des milieux 

de culture traditionnels. Par exemple, le glutathion qui absent des milieux de culture traditionnel 

peut être utiliser comme source de cystéine par certaines cellules cancéreuses (926). De plus, la 

culture cellulaire en monocouche représente mal le contexte tumoral in vivo où certaines cellules 

sont soumises à différentes conditions environnementales selon leur emplacement organisationnel. 

En effet, des différences métaboliques ont été rapportées entre les cultures in vitro 2D et 3D (927). 

Plusieurs facteurs, dont les interactions entre cellules et l’exposition à des teneurs variables en 

oxygène et en nutriments peuvent expliquer ces différences. Une autre considération importante à 

l’étude du métabolisme cellulaire réside dans l’hétérogénéité des dépendances métaboliques à 

l’intérieure d’une population donnée de cellules cancéreuses. En effet, les besoins énergétiques 

peuvent varier en fonction des stades d’initiation, de progression et de dissémination métastatique 
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des cellules cancéreuses (928). L’identification de vulnérabilités métaboliques des cellules 

métastatiques ou pré-métastatiques est d’ailleurs d’un grand intérêt dans le domaine du 

métabolisme cellulaire cancéreux (928). Finalement, des études ont rapporté un rôle important des 

cellules avoisinantes dans l’activité métabolique des cellules cancéreuses. En effet, en plus de 

rivaliser pour certains nutriments, différentes populations cellulaires dans un même environnement 

peuvent coopérer métaboliquement. Par exemple, il a été décrit que des fibroblastes 

pouvaient alimenter les cellules cancéreuses en glutamine et aider à l’activité métabolique de 

celles-ci (929). L’intégration de ces considérations à l’étude présentée au chapitre 5 de cette 

thèse pourrait aider à mieux comprendre l’étendu du rôle de CD73 dans la régulation 

métabolique des cellules cancéreuses. 

6.14  Conclusion générale de la thèse 

Outre les chirurgies pratiquées pendant plusieurs siècles fautes d’alternatives 

thérapeutiques, la thérapie du cancer a connue 4 importantes révolutions depuis le début du 20e 

siècle : la radiothérapie, la chimiothérapie, les thérapies ciblées et l’immunothérapie (930-932). 

En s’inscrivant dans la continuité de l’identification et la validation de nouvelles immunothérapies, 

cette thèse approfondie nos connaissances quant à l’étendu des fonctions immunologiques de l’axe 

adénosinergique. Les projets présentés aux chapitres 3 et 4 décrivent le potentiel thérapeutique de 

cibler la signalisation adénosinergique dans le but d’améliorer l’immunisation dépendante des 

cellules B (chapitre 3) d’une part et de retarder la progression de la LLC (chapitre 4) d’autre part. 

Finalement, l’étude du métabolisme cellulaire en cancer est un domaine effervescent et est 

le sujet d’un nombre grandissant d’essais précliniques et de thérapies anti-cancéreuses potentielles. 

Le projet présenté au chapitre 5 de cette thèse décrit une fonction préalablement inconnue de CD73 

dans la régulation métabolique des cellules cancéreuses consistante avec son rôle pro-

tumorigénique déjà apprécié. En décrivant l’exploration de plusieurs hypothèses liées à l’activité 

enzymatique de CD73 supportées par la littérature, cette thèse approfondie les connaissances 

concernant la biologie de CD73, encore largement incomprise, dans la voie enzymatique de 

récupération du nicotinamide. Alors que les hypothèses liées à l’adénosine et au nicotinamide ne 

sont pas mutuellement exclusives, cette thèse ne rapporte aucune observation consistante avec un 

rôle, du moins in vitro, de l’adénosine dans la régulation du métabolisme des cellules cancéreuses 
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du TNBC. Il n’est pas impossible toutefois que les voies de production d’adénosine et du 

nicotinamide riboside diffèrent dans d’autres contextes expérimentaux, notamment in vivo, et 

qu’elles contribuent conjointement ou indépendamment à la régulation de l’activité métabolique 

de d’autres types de cellulaires. Enfin, via l’aspect novateur des résultats présentés, cette thèse 

ouvre la porte à de nouvelles avenues de recherches qui pourront contribuer à maximiser notre 

emprise sur le potentiel thérapeutique que renferme l’inhibition ciblée de l’enzyme CD73 en 

cancer. 
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