Theése de Cyril Corbet, Lille 1, 2012

Université Lille Nord de France

THESE DE DOCTORAT

Pour I’obtention du titre de

DOCTEUR DE L’UNIVERSITE DE LILLE

Ecole Doctorale Biologie-Santé de Lille (ED-446)

Présentée par

Cyril CORBET

Etude de la signalisation du proNGF dans les cellules de

cancer du sein

Soutenue le 4 Avril 2012 devant la commission d’examen :

Président du jury : Dr. Fabrice SONCIN
Rapporteurs : Dr. Ruth RIMOKH

Dr. Patrice DUBREUIL

Examinateurs : Dr. Nicolas MAGNE

Pr. Xuefen LE BOURHIS

Directeur de thése : Dr. Robert-Alain TOILLON

© 2012 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1 fr



Theése de Cyril Corbet, Lille 1, 2012

© 2012 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1 fr



Theése de Cyril Corbet, Lille 1, 2012

Université Lille Nord de France

THESE DE DOCTORAT

Pour I’obtention du titre de

DOCTEUR DE L’UNIVERSITE DE LILLE

Ecole Doctorale Biologie-Santé de Lille (ED-446)

Présentée par

Cyril CORBET

Etude de la signalisation du proNGF dans les cellules de

cancer du sein

Soutenue le 4 Avril 2012 devant la commission d’examen :

Président du jury : Dr. Fabrice SONCIN
Rapporteurs : Dr. Ruth RIMOKH

Dr. Patrice DUBREUIL

Examinateurs : Dr. Nicolas MAGNE

Pr. Xuefen LE BOURHIS

Directeur de thése : Dr. Robert-Alain TOILLON

© 2012 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1 fr



Theése de Cyril Corbet, Lille 1, 2012

Les travaux présentés dans ce mémoire de these ont été réalisés au sein du laboratoire
INSERM U908 « Signalisation des facteurs de croissance dans le cancer du sein-

Protéomique fonctionnelle. », dirigé par le Professeur Xuefen Le Bourhis.

Je tiens a remercier, dans un premier temps, le Ministere de |’enseignement supérieur et
de la recherche pour m’avoir accordé une allocation pour les 3 premieres années de these,
mais également |’Université Lille 1 pour le poste d’ATER qui m’a permis de réaliser une

4eme année de these.

Je remercie profondément Monsieur le Professeur Hubert Hondermarck et Madame le
Professeur Xuefen Le Bourhis, qui se sont succédés en tant que directeur du laboratoire,

pour [’accueil et le soutien qu’ils m’ont apportés lors de la réalisation de ce travail.

Je remercie, bien sir, mon directeur de these, Monsieur le Docteur Robert-Alain Toillon,
qui a dirigé, soutenu et encadré mon travail depuis le Master 2. Ta patience, ton
investissement permanent et ta disponibilité m’ont permis de mener a bien ce travail.
Merci chef ! Grand amateur de café, tu n’auras pas eu la chance que je te le prépare une

seule fois lors de ces 4 années de collaboration !!!

Pour I’honneur qu’ils me font en faisant partie de ce jury, je remercie vivement Monsieur
le Docteur Fabrice Soncin, qui a accepté de le présider, Madame le Docteur Ruth Rimokh
et Monsieur le Docteur Patrice Dubreuil qui ont bien voulu juger ce travail, et enfin

Monsieur le Docteur Nicolas Magné qui a accepté d’examiner ce travail.

Un grand Merci a tous les membres du laboratoire qui ont participé, d’une maniere ou
d’une autre, a cette grande aventure :

Ingrid, ta « zen attitude » est communicative ; tu m’as fait profité de tes connaissances en
bio-mol... et en tricot (merci pour le bonnet !!).

Manue, merci pour les discussions philosophiques, tes conseils et ton aide.

Tof, je te serai toujours reconnaissant de m’avoir écouté et convaincu de venir en Master 2
au labo. Garde ta bonne humeur, ton obsession de la propreté et encore bravo pour la
rénovation du labo !

Laura, tu débordes d’énergie ! Je te souhaite en tous cas le meilleur pour la suite.
Nathalie, mille mercis pour ton aide précieuse en bio-mol.

Un grand merci a Isabelle et Emilie pour tous les a-cotés qui nous rendent la vie tellement

plus simple en biochimie et en culture, a Valérie pour ton rire trés expressif et les

© 2012 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1 fr



Theése de Cyril Corbet, Lille 1, 2012

commandes toujours passées avec le sourire, ainsi qu’a Véro pour ton efficacité...et tes
coups de baton.
Je remercie également Eric qui m’aura entrainé dans les méandres de la mutagenése

dirigée. Ta bonne humeur et ton sixieme sens pour détecter les pots forcent le respect !

Une attention toute particuliere a mes collegues (et amis) thésards pour le soutien
permanent dont ils ont fait preuve :

Elisa, I’accent chantant du labo. Ton frangais est impeccable, avec le vocabulaire que tu
as appris au labo (béquille, grabuge...). Garde ta persévérance et ta joie de vivre. Je te
souhaite le meilleur ma petite Timollino !!

Léo, la releve du labo. Notre cohabitation dans le bureau a été tres agréable méme si tu as
cherché a m’empoisonner... Tu as peu de défauts, sauf que tu dois encore t’entrainer a la
course a pied et supporter un vrai club de foot ! Et prends confiance en toi ! Bon courage

« mon petit Léo ».

Je remercie également les anciens (nouveaux) docteurs du labo :

JP, comme tu l’as si bien dit, nous avons été compagnons de galere ce qui a abouti a une
vraie amitié. Mention spéciale a nos amis communs McChouffe et Moinette pour leur
soutien précieux. Bon vent a toi et pense a te remettre au sport !!

Yo, ton amitié et tes conseils me sont précieux. Je n’oublierai pas les bons moments passés
en dehors du labo : excursions au bunker, soirées bolshoi et Vanina...

Stef, ton caractere et ta franchise étaient tres agréables. Tu es aussi une redoutable
adversaire au badminton.

Rod, véritable « maqueux » et amateur de mangas. Courage, tu trouveras ta voie...

Un grand merci a tous ceux que j’ai eu la chance de cotoyer pendant ces 4 années : Elsa,
Sam, Vaik, Chann, Béné, Thomas et [’armée de stagiaires qui a défilé tout au long de ma
these...

Je remercie également Adeline et Anne-Sophie, sans qui les analyses de spectrométrie de
masse seraient encore en cours... Merci d’avoir pris le temps de répondre a toutes mes

questions !
Enfin, je n’oublierai pas de remercier profondément ma famille, belle-famille et mes amis

pour leur soutien sans faille, en toutes circonstances. Un énorme merci a Marie sans qui

tout serait plus compliqué...

© 2012 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1 fr



Theése de Cyril Corbet, Lille 1, 2012
RESUME

RESUME

Le NGF (Nerve Growth Factor) induit la croissance des cellules cancéreuses de sein, alors
qu’il est sans effet sur les cellules normales. Il participe également au développement
tumoral in vivo et est une cible thérapeutique potentielle dans le cancer du sein. Le NGF
agit via les récepteurs TrkA et p75™ ' ~. De méme, le précurseur du NGF, le proNGF, peut

5NTR et 3 1a sortiline. Néanmoins,

étre sécrété et induire la mort neuronale en se liant a p7
aucune donnée n’a été rapportée sur I’expression et les effets potentiels du proNGF dans le
cancer du sein.

Au cours de ma thése, nous avons démontré que le proNGF est produit et sécrété par les
cellules cancéreuses de sein. Nous avons observé une surproduction du proNGF dans les
biopsies cancéreuses malignes par rapport aux biopsies normales et aux pathologies
bénignes. Cette surexpression est associée a I’envahissement des nceuds lymphatiques.

J’ai confirmé, in vitro, que le proNGF, comme le NGF, favorise 1’invasion des cellules
cancéreuses de sein. Néanmoins, ces effets sont induits via des voies de signalisation
distinctes. Ainsi, j’ai montré le role essentiel de la sortiline dans ’effet pro-invasif du
proNGF. De méme, le proNGF, comme le NGF, est capable d’activer la phosphorylation
de TrkA mais ceci conduit a des voies de transduction différentes. Une analyse de
I’interactome de TrkA a permis d’identifier des protéines différentiellement recrutées en
fonction du ligand.

Ainsi, ’ensemble des résultats obtenus a permis de mettre en évidence I’intervention du

proNGF dans le cancer du sein. La discrimination des voies induites par le proNGF et par

le NGF offre la possibilité¢ de nouvelles modulations thérapeutiques dans ce cancer.
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RESUME

ABSTRACT

Nerve Growth Factor (NGF) induces the growth of breast cancer cells, whereas it has no
effect on normal breast epithelial cells. NGF acts also on the tumor development in vivo
and is considered as a potential therapeutic target in breast cancer. To exert its effects,
NGF binds the receptors TrkA and p75™'~. More recently, proNGF, the NGF precursor,
has been found to be secreted and to induce neuronal cell death by binding to a
sortilin/p75"™ complex. Nevertheless, so far no data has been reported on the expression
and the putative effects of proNGF in breast cancer cells.

During my thesis, we have demonstrated that proNGF is produced and secreted by breast
cancer cells. Moreover, we revealed an overproduction of proNGF in malignant breast
tumors, in comparison to benign tumors and normal biopsies. Interestingly, a statistically
significant association was obtained between the presence of proNGF and lymph node
invasion by breast cancer cells.

I confirmed that proNGF, but also NGF, induces in vitro breast cancer cell invasion.
However, both proNGF and NGF induce their effects through distinct signaling pathways.

NTR Js not

I found that sortilin is essential for the proNGF pro-invasive effect while p75
necessary. Interestingly, proNGF, like NGF, is able to activate TrkA phosphorylation but
this leads to different transduction cascades. TrkA interactome analysis allowed the
identification of proteins differentially recruited on the receptor, depending on the ligand.

Thus, our results demonstrate the first implication of proNGF in breast cancer. Deciphering
of the pathways induced by proNGF and NGF would give the opportunity for new

therapeutic modulations in breast cancer.
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A

aa: acides aminés

ADAM17/TACE: A Disintegrin And
Metalloproteinase 17/TNF-a Converting
Enzyme

APPL1: Adapter protein containing PH
domain, PTB domain and leucine zipper
motif 1

ARMS: Ankyrin repeat-rich membrane
spanning protein

B

Bcl-2: B-cell lymphoma protein-2

Bel-XL: B-cell lymphoma Extra Large
BDNF: Brain-Derived Neurotrophic Factor
BRCA: BReast CAncer

C

Cdc: Cell division cycle

Cdk: Cyclin-dependent kinase

CD24/44: Cluster of Differentiation 24/44
CRD: Cysteine-Rich Domain

CSC: Cellule Souche Cancéreuse

D

DD: Death Domain
Dok: Downstream of tyrosine kinase

E

EGF: Epidermal Growth Factor

EGFR: EGF Receptor

EphA2: Ephrin type-A receptor 2

ER: Estrogen Receptor

Erk: Extracellular signal-regulated kinase

F

FGF: Fibroblast Growth Factor
FLT3: FMS-Like Tyrosine kinase 3
Frs2: FGF receptor substrate 2
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G

Gab: Grb2-associated-binding protein
GH: Growth Hormone

GIPC1: GAIP-interacting

protein, C-terminus 1

Grb2: Growth factor receptor-bound
protein 2

H

HER-2: Human Epidermal Growth Factor
Receptor-2

HGF/SF: Hepatocyte Growth Factor/Scatter
Factor

HSP90: Heat Shock Protein 90

I

IGF-1: Insulin-like Growth Factor-1
IGFBP: IGF Binding Protein

IxB: Inhibitor of kappa B

IKK: kB Kinase

IL-4/6: Interleukine-4/6

IRS: Insulin Receptor Substrate

J

JAK: Janus-associated Kinase
JNK: c-Jun N-terminal Kinase

M

MAPK: Mitogen-Activated Protein Kinase
MDGF-1: Mammary Derived Growth
Factor-1

MEK: MAPK Kinase

MMP: Matrix MetalloProteinase

mTOR: mammalian Target Of Rapamycin

N

NEDD4-2: Neural precursor cell expressed,
developmentally down-regulated 4-2
NF-kB: Nuclear Factor-kappa B

NGF: Nerve Growth Factor

NK: Natural Killer
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NOMA-GAP: Neurite outgrowth
multiadaptor Rho-GTPase-activating protein
NRH2: Neurotrophin Receptor Homolog 2
NT: Neurotrophin

NTR3: Neurotensin Receptor 3

P

p75~™: p75 Neurotrophin Receptor
PDGF: Platelet-Derived Growth Factor
PgR: Progesterone Receptor

PI3-K: Phosphoinositide 3-Kinase
PLC-y1: Phospholipase C-gamma 1

PTB: Phosphotyrosine Binding domain
PTEN: Phosphatase and TENsin homolog

R

RTK: Récepteur Tyrosine Kinase

S

SH2: Src homology 2

She: SH2-containg protein

SHP: SH2-containing tyrosine phosphatase
Sos: Son of sevenless

STAT: Signal Transducer and Activator of
Transcription

T

TGF: Transforming Growth Factor
TIMP-1: Tissue Inhibitor of
Metalloproteinase 1

TNF: Tumor Necrosis Factor

TRAF6: TNF receptor-associated factor 6
TRAIL: TNF-Related Apoptosis-Inducing
Ligand

Trk: Tropomyosin receptor kinase

U

uPA: urokinase-type Plasminogen Activator

v

VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor
Vps10p: Vacuolar protein sorting 10 protein
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INTRODUCTION

I. LA GLANDE MAMMAIRE ET SA CANCERISATION

A. Laglande mammaire normale

Le sein est une glande exocrine qui se développe au cours de la vie et qui, chez la femme,
assure la sécrétion lactée suite a I’accouchement. Elle présente des aspects morphologiques
et fonctionnels différents selon 1’age, mais également selon le sexe, puisqu’elle reste

immature et non fonctionnelle chez ’homme.

1. Anatomie et histologie

La glande mammaire, de type tubulo-alvéolaire, est constituée principalement d’un tissu
adipeux qui repose sur les muscles pectoraux et le derme a I’aide de bandes de tissu
conjonctif (ligaments de Cooper) et de crétes fibro-glandulaires (crétes de Duret)
(Figure 1). La peau qui entoure le mamelon, 1’aréole, est pigmentée et contient des glandes
sébacées (glandes de Morgani) qui s hypertrophient a la grossesse et prennent alors le nom
de tubercules de Montgomery. Les sécrétions de ces glandes participent probablement a la

protection du mamelon et de I’aréole lors de 1’allaitement.

La glande mammaire comprend de 10 a 20 lobes, subdivisés en 20 a 40 lobules, constitués
eux-mémes de 10 a 100 alvéoles ou acini (Figure 2). Un canal unique, galactophore (ou
canal lactifére), draine chaque lobe par ’intermédiaire d’un orifice propre pour permettre
la sécrétion lactée au niveau du mamelon. Juste avant de s’ouvrir a la surface, le canal
galactophore forme une dilatation appelée sinus lactifére. A I’intérieur de chaque lobe, le
canal principal se ramifie en de nombreuses branches pour former les canaux terminaux.
Chaque canal terminal forme avec le lobule associ¢ une unité terminale ducto-lobulaire
(UTDL). Ces unités sont trés sensibles aux variations hormonales et il est admis que la
plupart des lésions mammaires mastosiques et carcinomateuses se développent a partir de
I’UTDL. Les lobules sont séparés les uns des autres par du tissu conjonctif moyennement
dense, tandis que le tissu conjonctif entourant les canaux a I’intérieur de chaque lobule est

moins fibreux et plus vascularisé.
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Figure 1 : Anatomie et structure de la glande mammaire

Représentation schématique en coupe de la glande mammaire. La glande mammaire est
une masse de tissu glandulaire, de forme circulaire, située a la face antérieure des muscles
pectoraux. Elle est constituée d’une dizaine de canaux galactophores aboutissant, par
dichotomie, dans 10 a 20 lobes mammaires et permettant la sécrétion lactée au niveau du
mamelon. A sa face antérieure, un tissu cellulo-adipeux double la peau sauf au niveau de
l’aréole et du mamelon. Ce tissu présente des lamelles conjonctives (ligaments de Cooper)
qui attachent, via une série de crétes fibro-glandulaires (crétes de Duret), la glande
mammaire au derme. A sa face postérieure, un autre tissu cellulo-adipeux constitue le
ligament suspenseur du sein. Adapté de Medical Illustrations by Patrick J. Lynch.

La glande mammaire est structurée, en dehors du tissu adipeux, par deux tissus distincts
que sont les canaux excréteurs et le tissu conjonctif. Elle est donc composée de plusieurs
types cellulaires différents en termes de morphologie et de fonctionnalité. Le systéme
alvéolo-lobulo-canalaire est formé d’une assise continue de cellules épithéliales cubiques
sécrétrices de lait, doublée d’une couche externe discontinue de cellules myoépithéliales
fusiformes contractiles. Ces deux couches cellulaires sont délimitées par une membrane
basale et baignent dans le stroma, ou tissu palléal, formé d’une matrice extracellulaire
(notamment des fibres de collagéne), d’adipocytes, de fibroblastes, de macrophages et de
vaisseaux sanguins nécessaires au développement de I’épithélium mammaire (Figure 3).
En réponse au stimulus de succion, les cellules myoépithéliales se contractent et permettent

I’¢jection du lait dans les canaux alvéolaires, lobulaires et galactophores.
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Figure 2 : Structure du lobe mammaire

Représentation schématique de la structure du lobe mammaire. Un lobe mammaire compte
de 20 a 40 lobules, eux-mémes formés par les alvéoles. Les alvéoles sont composées d’'un
épithélium sécrétoire qui éjecte le lait dans la Ilumiere de [’alvéole vers les canaux
alvéolaires, ou canalicules, jusqu’au canal galactophore grdce a la contraction des cellules
myoépithéliales. Adapté de www.santeallaitementmaternel.com.
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Figure 3 : Histologie de la glande mammaire normale

A) Lobule mammaire post-pubertaire hors lactation. Les fléches bleues délimitent le lobule
et la fleche orange indique le canal terminal alvéolaire menant au réseau canalaire (fleches
marron). Les fibres roses de la matrice extracellulaire (surtout du collagéne) s’enroulent
concentriquement autour des lobules et canaux formant un véritable tissu de soutien.

B) Agrandissement de la coupe A (rectangle noir). Les fleches rouges indiquent les cellules
myoépithéliales du canal, les fleches jaunes montrent [’assise de cellules épithéliales du
canal, les fléeches vertes indiquent les fibroblastes péri-canalaires paralleles a la lame
basale, les astérisques représentent les fibres de collagene et la fleche noire une artériole.
Adapté de Biology of the mammary gland: http://mammary.nih.gov.

2. Développement et controle

L’architecture et la taille de la glande mammaire varient tout au long de la vie du stade
feetal a la ménopause, en passant par la puberté et la gestation. Ce développement est

transitoire et par conséquent hautement controlé par différentes hormones qui vont
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participer, en synergie avec le microenvironnement palléal, a la régulation de son

homéostasie (Figure 4) (Sternlicht, 2006).

HORMONES
(Oestrogenes, Progestérone)
FACTEURS DE CROISSANCE
(EGF. IGF-1. TGF-u. FGF)

".%«f b Gestation
Ny HORMONES
(Oestrogenes, Progestérone ), GH,
Prolactine, Hormone placentaire)
FACTEURS DE CROISSANCE
(EGF, IGF-1, TGF-o, MDGF-1)

Involution

Lactation | 5

Figure 4 : Développement de la glande mammaire

A la puberté, la glande mammaire subit [’effet de nombreuses hormones et facteurs de
croissance provoquant un développement de [’arborescence et des alvéoles. Lors d’une
grossesse, les hormones lactogenes induisent la différenciation des cellules épithéliales des
acini en cellules productrices de lait. Le sevrage entraine la disparition de ces cellules et
l’involution de la glande. Photos de glandes mammaires murines (Zhou et al., 2005).

Les structures de base de la glande mammaire sont formées durant la vie feetale, a partir
d’un bourgeon de l’ectoderme, mais elles demeurent encore trés rudimentaires a la
naissance. En effet, le sein reste quiescent pendant I’enfance et la croissance se limite a
quelques canaux qui se terminent par des bourgeons constitués de cellules épithéliales. Au
moment de la puberté, sous I’influence des stéroides sexuels (cestrogénes, progestérone)
mais aussi de ’hormone de croissance (Growth Hormone, GH) et de corticostéroides,
survient une phase de croissance des canaux et du stroma. Au cours de la grossesse, les
alvéoles se développent rapidement, prenant la place du tissu adipeux qui se trouve réduit.
En effet, pendant la gestation, les concentrations plasmatiques de progestérone,
d’cestrogenes et d’hormone lactogéne placentaire sont €levées, conduisant a une croissance
des canaux galactophores et a une différenciation des acini glandulaires. La progestérone
et les cestrogeénes agissent a la fois de manicre directe sur les cellules épithéliales et
indirecte sur les cellules mésenchymateuses qui sécrétent alors des facteurs de croissance

comme I’EGF (Epidermal Growth Factor), le FGF (Fibroblast Growth Factor), I’'IGF-1
(Insulin-like Growth Factor-1), le MDGF-1 (Mammary-Derived Growth Factor-1), le
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TGF-a et le TGF-B (Transforming Growth Factor). Ces facteurs de croissance régulent, de
facon paracrine, la prolifération et la différenciation de 1’épithélium mammaire. Les
cestrogénes  entralnent également la synthése de protéases (uPA, wurokinase-type
Plasminogen Activator ; MMP-2, -3, -14, Matrix MetalloProteinase, ADAMI17/TACE,
A Disintegrin And MetalloProteinase 17/TNF-a Converting Enzyme) qui, en dégradant
localement la matrice extracellulaire, contribuent a la migration et la prolifération des
cellules épithéliales nécessaires a la mise en place de 1’arborescence galactophorique
(Sternlicht et al., 2006). A la fin de la grossesse, les cellules épithéliales alvéolaires se
polarisent et deviennent ainsi fonctionnelles. Aprés 1’accouchement, suite a 1’élimination
du placenta, 1’équilibre progestérone/prolactine est renversé en faveur de la production de
lait. A la fin de la lactation, la glande mammaire involue : 1’activité sécrétoire cesse et la
glande retourne a un état moins différencié par apoptose des cellules épithéliales,

myoépithéliales et des fibroblastes.

B. Le cancer du sein

1. Généralités

Le cancer du sein est le premier cancer féminin en termes d’incidence et de mortalité. Dans
le monde, plus de 1 150 000 nouveaux cas surviennent chaque année, dont plus de la
moiti¢ dans les pays développés (Europe de 1’Ouest, Amérique du Nord). Il est
responsable, par an, de plus de 400 000 décés (World cancer report, OMS, 2008). En
France, en 2010, 52 600 nouveaux cas ont été dénombrés soit 1/3 des cancers féminins et
11500 décés lui ont été attribués représentant 20% des déces féminins par cancer.
Statistiquement, une femme sur huit sera concernée par le cancer du sein au cours de sa
vie. Il faut noter que le cancer du sein peut survenir aussi chez I’homme mais il est rare et
environ 200 fois moins fréquent que chez la femme (données : Institut National du Cancer
et Institut National de Veille Sanitaire).

Aujourd’hui, le taux de survie relative a 5 ans apres le diagnostic est de 85% et, entre 2004
et 2006, un recul de I’incidence a été observé pour la premicre fois depuis 20 ans. La
baisse de I’incidence en période de déploiement du dépistage est paradoxale (augmentation
de 335% des dépistages par mammographie) mais peut étre attribuée a la diminution
massive des traitements hormonaux de la ménopause (baisse de 62% entre 2000 et 2006)

(Allemand et al., 2008).
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Le cancer du sein est une pathologie a évolution lente. Il faut compter environ 6 a 8 ans
pour qu’a partir d’une seule cellule apparaisse une tumeur d’un volume de 1cm’,
détectable par mammographie classique. L’amélioration des techniques d’imagerie et la
campagne intensive de dépistage pour les femmes de plus de 50 ans en France a permis
une prise en charge précoce des patientes atteintes d’un cancer du sein. Cependant, durant
la période infra-clinique, ou la tumeur est indétectable, celle-ci évolue et peut passer d’un
stade in situ (non invasif) a un stade invasif qui menera, via les voies lymphatiques ou
sanguines, a I’apparition de métastases principalement pulmonaires, hépatiques et osseuses

(Weigelt et al., 2005).

2. Les tumeurs mammaires

a. Les types de cancer du sein

Les tumeurs du sein peuvent étre dites bénignes, c'est-a-dire bien limitées et encapsulées.
Elles ont alors une croissance lente et locale et ne récidivent pas apres exérése. La plus
fréquente des tumeurs bénignes est I’adénofibrome, le plus souvent découvert avant 30 ans.
Les tumeurs malignes sont, quant a elles, mal délimitées et non-encapsulées. Les cellules
ont une croissance rapide et tendent a infiltrer et détruire les tissus adjacents. La grande
majorité (plus de 95% des cas) des tumeurs malignes sont des adénocarcinomes, c'est-a-
dire issues de la cancérisation de I’épithélium glandulaire a partir soit des cellules des
canaux (cancer canalaire), soit des cellules des lobules (cancer lobulaire). Les
adénocarcinomes peuvent eux-mémes étre subdivisés en fonction de leurs caractéristiques
d’infiltration des tissus environnants (Figure 5). On distingue alors les carcinomes in situ

non invasifs des carcinomes infiltrants ou invasifs :

e Les carcinomes in situ (non infiltrants) : les cellules épithéliales malignes vont
proliférer dans la lumiére soit du canal galactophore, on parle alors d’un carcinome
canalaire in situ (CCIS), soit des acini situés dans les lobules, il s’agit alors d’un
carcinome lobulaire in situ (CLIS). Dans tous les cas, la membrane basale reste
intacte et le tissu conjonctif n’est pas envahi. Les carcinomes mammaires in situ
sont rares (2 a 3% des cas) et généralement de bon pronostic mais peuvent toutefois

évoluer, dans 20 a 50% des cas, vers une forme infiltrante.

e Les carcinomes invasifs (ou infiltrants) : les carcinomes dits infiltrants présentent

un envahissement du tissu environnant, apres traversée de la membrane basale par
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les cellules cancéreuses. Ils représentent la grande majorité des cancers du sein
(98%) et sont le plus souvent canalaires (75%) ou lobulaires (4 a 11%). Il existe
d’autres formes, plus rares et de bon pronostic, que sont les carcinomes tubuleux,
mucineux, médullaires ou encore les carcinomes apocrines, adénoides kystiques et

cribriformes (Yerushalmi et al., 2009).

e Les cancers métastatiques : les cellules néoplasiques des carcinomes invasifs
envahissent le tissu mammaire environnant et peuvent disséminer a partir d’une
tumeur primaire, via le réseau lymphatique ou les vaisseaux sanguins. Les premiers
relais ganglionnaires (ganglions sentinelles ou axillaires puis les ganglions des
chaines mammaires internes et sub-claviculaires) sont alors colonisés et peuvent
étre a Dorigine d’une dissémination générale du cancer. Cet envahissement des
ganglions lymphatiques est le reflet du potentiel métastatique des cellules tumorales

et est important dans le pronostic de la tumeur.
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Figure 5 : Histologie des principaux types de cancer du sein

Coupes histologiques de carcinomes in situ canalaires (A) et lobulaires (B) et de
carcinomes invasifs canalaires (C) et lobulaires (D). Les coupes sont marquées a
I’hématoxyline et a [’éosine.

Images issues du site : http://www.hopkinsbreastcenter.org/pathology/malignant/.
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Les carcinomes in sifu et invasifs sont parfois associés (0,7 a 4% des cas) a un
adénocarcinome intra-épidermique de la région de I’aréole, connu sous le nom de la

maladie de Paget.

b. Classifications des cancers du sein

La classification des cancers du sein est en constante évolution et a I’heure actuelle, il n’est
plus possible de parler de stades précoces et de stades tardifs. En effet, cette terminologie
repose sur la notion obsoleéte d’une progression tumorale réguliére. En revanche, il est
toujours important de classifier les tumeurs dans le but de créer des groupes homogenes,
d’un point de vue pronostique mais également thérapeutique. Ainsi, la classification TNM,
datant de 1987, est basée sur I’extension tumorale a la fois locale (Tumeur), régionale
(Node ou ganglion) et générale (Métastase). Plus récemment, une classification

moléculaire a également été adoptée, tenant compte de I’expression de différents genes.

e Classification TNM : elle est fondée sur I’extension anatomique de la tumeur,
déterminée par la clinique et I’histopathologie, au niveau loco-régional (T0 a T4),
ganglionnaire (NO a N3) et métastatique (MO ou M1). Ainsi, les chiffres associés a
chaque critere augmentent en fonction de la gravité du cancer. La cotation du T
dépend du volume tumoral et de son extension a la cage thoracique ou a la peau. La
cotation du N dépend du territoire ganglionnaire atteint, plus ou moins proche de la
tumeur, des dimensions des adénopathies, de leur nombre et de leur éventuelle
fixation aux tissus voisins. Enfin, la lettre M est notée MO en absence de métastases
ou MI en leur présence, quelque soit leur siége, unique ou multiple. Cette

classification permet donc de définir différents stades (Tableau 1).
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Stade Tumeur (T) Ganglion (N) Métastase (M) Description
0 Tis (in situ) NO MO Cancer non invasif
I T1 NO MO Tumeur <2 cm, pas de
propagation a I’extérieur du sein
TO/1 N1
I T2 NO/1 MO Tumeur de 2 4 5 cm et/ou atteinte
ganglionnaire satellite mineure
T3 NO
To/172 N2 Atteinte locale importante et/ou
11 T4 NO/1/2 MO atteinte ganglionnaire satellite
Tout T N3 majeure
v Tout T Tout N M1 Tumeur avancée localement et

meétastases a distance

Tableau 1 : Classification TNM des stades de cancer du sein

Description des différents stades 0, 1, II, 1II et IV des cancers du sein en fonction de la
nomenclature TNM.

e C(lassification moléculaire : a I’heure actuelle, le choix de la thérapeutique et
I’établissement du pronostic, chez les patientes atteintes d’un cancer du sein, sont
basés principalement sur la détermination du statut des récepteurs hormonaux (ERa
et PgR ; Estrogen Receptor, Progesterone Receptor) et de 1’oncoprotéine HER-2
(Human Epidermal Growth Factor Receptor-2). Ainsi, ces marqueurs sont détectés
par immunohistochimie, mais également par hybridation in situ pour HER-2,
associée a 1’évaluation de I’indice de prolifération par un marquage anti-Ki67.
Cette analyse histopathologique des tumeurs a pu étre affinée grace aux techniques
d’analyse génomique a large échelle dont les puces a ADN. Ainsi, 5 sous-types de
carcinomes mammaires ont été¢ décrits, pour la premiere fois en 2000, par I’équipe
de Perou et ont été corrélés par la suite a des valeurs pronostiques comme une
estimation du risque de rechute ou du bénéfice d’un traitement spécifique
(Tableau 2) (Perou et al., 2000 ; Sorlie et al., 2001 ; Sotiriou et al., 2003 ; Brenton
et al., 2005).
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Sous-type Description

Cancers de bas grade, présentant une réceptivité hormonale importante (ERo++)
et une faible prolifération. Expression des cytokératines 8, 18 et du gene GATA3

Luminal A impliqué dans le contrdle de la croissance et le maintien de la différenciation des
tumeurs ERa+. Généralement traités par hormonothérapie et de bon pronostic.
p53 muté dans moins de 15% des cas.

Expression de I’ERo moins importante et prolifération plus forte que les cancers
Luminal B/C de type « luminal A ». De pronostic moins bon et donc généralement traités par
hormonothérapie + chimiothérapie. p53 muté dans 40 a 80% des cas.

Surexpression de HER-2 mais également d’autres genes situés dans 1’amplicon
ERBB2 comme GRB7. Tumeurs négatives pour les récepteurs hormonaux et
généralement de grade III. Associé a une surexpression de c-myc et a une forte
prolifération. Pronostic défavorable mais bonne réponse aux traitements de type
anthracycline, taxane et trastuzumab (Herceptine®). p53 muté dans environ 70%
des cas.

HER-2

Tumeurs dites « triple négatives », c'est-a-dire n’exprimant pas les récepteurs
hormonaux (ER et PgR) et ne surexprimant pas le récepteur HER-2. Expression
des cytokératines basales 5/6, 14 et 17, des cavéolines 1 et 2, de ’EGFR (EGF
Receptor) et de c-kit. p53 muté dans 80% des cas et tumeurs souvent associées a
une mutation de BRCA1 (BReast CAncerl). Pronostic le plus défavorable. Ne
répondent pas aux traitements hormonaux et au trastuzumab mais les

Basal-like

chimiothérapies classiques peuvent aider. Présente un intérét pour les essais
cliniques d’anti-EGFR ou d’anti-angiogénes.

Sous-type assez mal défini. Exprime des génes connus pour étre exprimés dans
les cellules non-épithéliales et le tissu adipeux. Pronostic intermédiaire.

Normal-like

Tableau 2 : Classification moléculaire des cancers du sein

Description des 5 sous-types de cancer du sein basés sur [’expression spécifique de certains
genes (Sorlie et al., 2001). Les cancers de sous-types « luminal » représentent environ 70%
des cancers du sein, les « basal-like » 10 a 20%, les « HER-2 » 7 a 15% et les « normal-
like » 5 a 10%.

3. Meécanismes de la tumorigenése mammaire

a. Stades de développement d’un cancer

La tumorigenése mammaire est un processus évolutif, de la transformation cancéreuse
d’une cellule puis son expansion clonale et sa croissance en une masse tumorale (cancer
primaire) jusqu’a la formation de foyers métastatiques a distance. La figure 6 décrit les

différentes étapes de la cancérisation de 1’épithélium canalaire mammaire.
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Figure 6 : Etapes de la cancérisation d’un épithélium canalaire mammaire

Suite a une altération de leur génome, les cellules de [’épithélium mammaire normal vont
proliferer de facon anarchique jusqu’au stade de [’hyperplasie atypique. Les cellules se
dédifférencient, acquierent des modifications structurales et proliférent au niveau local
pour donner un carcinome in situ. Les cellules vont ensuite, grdce aux modifications
phénotypiques, pouvoir passer la membrane basale pour se disséminer dans le tissu
conjonctif adjacent et former un cancer invasif. La tumeur devenue invasive continue de se
développer et colonise différents organes pour former des métastases distantes. Les
différentes étapes sont illustrées : A) par des coupes histologiques d’un tissu mammaire
normal, d’une hyperplasie de la glande, d’un carcinome canalaire in situ (CCIS), d’un
carcinome canalaire invasif (CCI) et d’'une métastase dans un neud lymphatique. B) par des
représentations schématiques de [’épithélium mammaire et du tissu palléal environnant
(Vargo-Gogola & Rosen, 2007).

L’évolution du tissu normal en cancer passe par les stades suivants :

-Ihyperplasie : lors de I’initiation, une cellule est génétiquement modifiée, conduisant a
une prolifération accrue. Dans le cas du cancer du sein, il s’agit d’une prolifération
intracanalaire de cellules épithéliales de sous-types luminal et basal.

-la dysplasie : en plus d’une multiplication anarchique, une dédifférenciation des cellules
est observée, accompagnée d’anomalies cyto-nucléaires et d’une désorganisation
architecturale. Ce stade n’existe qu’au niveau épithélial (dysplasie et hyperplasie sont
notées comme des 1ésions pré-cancéreuses).

-le carcinome in situ : les cellules épithéliales proliférent uniquement au niveau local, sans
franchir la membrane basale.

-le carcinome invasif: les cellules tumorales envahissent le tissu conjonctif. Le
franchissement de la membrane basale est une étape décisive de la cancérogenese car il

apporte la preuve que les cellules cancéreuses ont acquis des propriétés nécessaires a
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I’invasion du stroma (perte de 1’adhérence et de I’inhibition de contact, sécrétion de
protéases, augmentation de 1’angiogenése).

-les métastases : les cellules néoplasiques essaiment a partir de la tumeur primaire par les
voies lymphatiques et sanguines et colonisent un nouvel organe a distance pour former une

tumeur secondaire.

La transformation progressive des cellules normales en cellules tumorales est due a une
succession d’altérations géniques conduisant a I’acquisition d’un phénotype pro-tumoral.
Six modifications essentielles dans la physiologie cellulaire permettent aux cellules
transformées de prendre 1’ascendant sur les cellules saines (Hanahan & Weinberg, 2000 ;
Hahn & Weinberg, 2002) :

- Perte de la sensibilité aux signaux anti-prolifératifs

- Indépendance vis-a-vis des signaux de croissance

- Résistance a I’apoptose

- Potentiel réplicatif illimité (échappement a la sénescence)

- Capacité a envahir les tissus et a métastaser

- Néo-angiogenése
Récemment, Hanahan et Weinberg ont proposé deux caractéristiques émergentes pouvant
intervenir dans le développement tumoral: la reprogrammation du métabolisme
énergétique pour supporter la croissance accrue des cellules cancéreuses et 1’échappement

a la destruction par le systéme immunitaire (Hanahan & Weinberg, 2011).

b. Altérations géniques

Les altérations géniques peuvent provoquer une inactivation de génes suppresseurs de
tumeurs par mutations ou délétions et/ou D’activation d’oncogeénes notamment par
amplification génique (Walsh & King, 2007 ; Mavaddat et al., 2010).

Le nombre d’oncogeénes et de geénes suppresseurs de tumeurs recensés ne cesse de
s’accroitre ; ils codent des protéines impliquées dans de nombreuses cascades de
transduction telles que des récepteurs aux facteurs de croissance, des facteurs de

transcription ou des protéines du cycle cellulaire (Figure 7) (Lee & Muller, 2010).
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Figure 7 : Implication des protéines oncogéniques et suppresseurs de tumeurs dans les
cascades de transduction des facteurs de croissance

Suite a [’activation des récepteurs aux facteurs de croissance, différentes voies de
signalisation intracellulaires sont engagées pour conduire a [’expression de geénes
spécifiques. Dans ces voies, vont étre impliquées des protéines oncogéniques (fond bleu) et
des anti-oncogenes (suppresseurs de tumeurs ; fond vert) (Hunter, 1997).

v' Inactivation des génes suppresseurs de tumeurs

Un gene suppresseur de tumeurs est défini comme tout géne dont la perte de fonction
participe a 1’oncogenése. Certains jouent un rdle fondamental dans I’inhibition de la
prolifération cellulaire, on les appelle « gatekeepers » comme ceux de la protéine Rb
(Retinoblastoma), inhibiteur du cycle cellulaire ou de PTEN (Phosphatase and TENsin
homolog), inhibiteur de la PI3-K (Phosphoinositide 3-Kinase). D’autres sont impliqués
dans la réparation de ’ADN, ce sont les garants de la stabilité génomique ou « caretakers »
tels que 7P53 ou BRCA. Enfin, certains génes peuvent moduler le microenvironnement
cellulaire et I’implantation tumorale, ce sont les « landscapers » (codant I’E-cadhérine ou
CD44 ; Cluster of Differentiation 44). La participation des génes suppresseurs de tumeurs a
I’oncogenese nécessite le plus souvent une altération concomitante des deux alleles du
méme gene, nécessaire pour aboutir a une perte de fonction. Selon le modele de Knudson

expliquant les syndromes de prédisposition héréditaire aux cancers, cette situation peut
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¢galement arriver lorsqu’un all¢le est altéré dans la lignée germinale (donc dans toutes les
cellules de I’organisme), la seconde altération survenant de facon sporadique sur le
deuxieme allele (Knudson, 2001). Voici quelques exemples de geénes suppresseurs de

tumeurs mutés dans le cancer du sein :

- RBL1, premier geéne suppresseur de tumeurs découvert, joue un role dans le contrdle
du cycle cellulaire au niveau de la transition G1/S. Selon son état de
phosphorylation (régulé par les complexes cycline/cdk ; cyclin-dependent kinase),
la protéine Rb va libérer ou non le facteur de transcription E2F, indispensable a
cette transition. La perte du contréle du point de restriction par Rb conduit donc a
une prolifération anarchique des cellules. Dans le cancer du sein, on observe une
perte d’expression de la protéine Rb ou une perte d’hétérozygotie dans 25 a 30%

des cas (Bosco & Knudsen, 2007).

- Pp53, également appelé « gardien du génome », est responsable de 1’arrét temporaire
du cycle cellulaire permettant la réparation des éventuels dommages a 1’ADN.
Lorsque les 1ésions sont trop importantes, p53 peut alors orienter la cellule vers
I’apoptose, débarrassant ainsi 1’organisme des cellules potentiellement malignes.
En regle générale, sa perte de fonction est liée a une délétion d’un des alleles et a
une mutation du second. Des mutations du géne 7P53 sont retrouvées dans 25%
des cancers du sein (IARC TP53 database, Novembre 2010) et sont associées a un

mauvais pronostic (Lacroix et al., 2006).

- BRCAL et BRCA2 sont des genes suppresseurs de tumeurs dont les mutations
prédisposent aux cancers du sein mais également aux cancers de 1’ovaire, du
pancréas et de la prostate. On estime aujourd’hui qu’une femme porteuse de 1’un de
ces geénes mutés a un risque de développer un cancer du sein avant 50 ans évalué
entre 30 et 50% contre un risque de 2% pour la population générale. Ces genes
codent des protéines impliquées dans la réparation de ’ADN mais aussi dans le
contrdle du cycle cellulaire et dans la régulation de la transcription via leur

interaction avec Rad51, p53 ou encore I’ARN polymérase II (Venkitaraman, 2002).

© 2012 Tous droits réservés. http://doc.uniniIle’I fr



Theése de Cyril Corbet, Lille 1, 2012
INTRODUCTION

v’ Activation d’oncogénes

Tout geéne dont I’activation contribue au développement cancéreux est considéré comme
oncogene. Leur activation peut se faire par amplification génique (surproduction de la
protéine), par mutation (activation constitutive de [’oncoprotéine) ou par translocation
chromosomique (oncoprotéine chimérique avec une activité accrue). Ces oncogenes codent
des protéines impliquées dans la transduction des signaux de prolifération (FGF, PDGEF,
Platelet-Derived Growth Factor, EGFR, HER-2, Ras, MEK, Mitogen-Activated Protein
Kinase Kinase, Myc, Jun...), dans le contrdle du cycle cellulaire (cycline D1, Cdk4,
Cdc25, Cell division cycle), dans la régulation négative de 1’apoptose (Bcl-2, B-cell
lymphoma-2, Bcl-XL, B-cell lymphoma-extra large, survivine), dans la dissémination
métastatique (métalloprotéases, protéines d’adhésion cellulaire) ou encore dans
I’angiogenese. Dans le cancer du sein, les oncogenes sont principalement activés par
amplification génique alors que les mutations ponctuelles, insertions, délétions ou
réarrangements ne sont que trés rarement observés (Osborne et al, 2004). Les
amplifications les plus fréquentes dans le cancer du sein concernent les oncogeénes MYC,

ERBB2 et CCNDI.

- MYC est localis¢ sur le chromosome 8q24 et code une phospho-protéine nucléaire
(c-myc) qui régule la transcription d’un grand nombre de génes impliqués dans la
prolifération, la différenciation et I’apoptose. Il est amplifi¢ dans environ 15 a 25%
des cancers du sein et plusieurs études montrent une corrélation avec des tumeurs

de haut grade et un mauvais pronostic (Xu et al., 2010).

- ERBB2, localis¢ en 17q21-22, code le récepteur tyrosine kinase orphelin Erb-B2
(HER-2) de la famille des récepteurs de ’EGFR (Erb-B1). Il est impliqué dans de
nombreux processus tels que la prolifération, 1’angiogenése, les interactions
cellules/cellules, la formation de métastases ou encore la résistance a 1’apoptose via
I’activation des voies de signalisation des MAPK (Mitogen-Activated Protein
Kinase) ou PI3-K/Akt (Moasser, 2007). L’amplification du géne ERBB2 est
parfaitement corrélée a la surexpression de sa protéine et est retrouvée dans environ
15 a 20% des cancers du sein. Les tumeurs HER-2+ sont le plus souvent de haut
grade histologique, associées a un phénotype invasif et & un mauvais pronostic.
Elles sont, pour la plupart, négatives pour les récepteurs hormonaux et par

conséquent résistantes a 1’hormonothérapie mais ¢également a certaines
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chimiothérapies. Ces tumeurs font aujourd’hui ’objet de traitements ciblés, basés
soit sur l’utilisation d’un anticorps monoclonal anti-HER-2, le trastuzumab
(Herceptine®™), soit sur un inhibiteur de tyrosine kinase spécifique de HER-2 et de
’EGFR, le lapatinib (Tyverb®™). Actuellement, une nouvelle génération d’agents
thérapeutiques plus spécifiques ou ciblant, par exemple, la dimérisation du

récepteur, sont entrés en phase clinique (Dean-Colomb & Esteva, 2008).

- CCND1, localisé¢ sur le chromosome 11q13, code la cycline D1, régulateur majeur
des transitions G1/S et G2/M mais également facteur de transcription. La
surexpression de cette cycline est retrouvée dans environ 50% des carcinomes
mammaires alors que I’amplification de son geéne n’est présente que dans 15% des
cas (Arnold & Papanikolaou, 2005). Cette différence s’explique par le fait que

d’autres facteurs tels que les aestrogénes ou p53 (via p21"AF!

) interviennent dans la
surexpression de la cycline D1. De plus, il a été montré que cette surexpression
¢tait corrélée a une résistance aux traitements par le tamoxiféne dans les cancers

hormono-dépendants (Stendahl et al., 2004).

- Bien que rare (moins de 0,15% des carcinomes mammaires), le réarrangement
ETV6-NTRKS est retrouvé dans plus de 90% des cancers sécrétoires (Tognon et
al., 2002). Cette translocation t(12;15) (p13g25) crée une protéine chimérique avec
la partie N-terminale du variant 6 de la famille des facteurs de transcription Ets
(E-twenty six) et le domaine kinase du récepteur TrkC (Tropomyosin receptor
kinase). L’oncogene ainsi formé est capable de transformer des cellules mammaires
normales et est associé¢ a la formation de tumeurs de type basal. Ces tumeurs sont
néanmoins associées a un bon pronostic (Lae ef al., 2009). Par ailleurs, une étude
récente a montré que la transformation cellulaire induite par cette translocation

pouvait étre inhibée en ciblant le récepteur a I’'lGF-1 (Tognon et al., 2011).

c. Origine cellulaire

L’origine cellulaire des cancers a longtemps ¢été appréhendée par le modele dit
stochastique dans lequel chaque cellule d’un tissu, méme différenciée, peut, a la suite de
I’accumulation de mutations acquises de fagon aléatoire, proliférer de facon indéfinie et
former un clone tumoral indépendant. C’est le concept d’origine clonale des tumeurs
(Kleinsmith & Pierce, 1964). Cependant, certaines observations sont difficilement

conciliables avec ce modele. En particulier, les cellules différenciées proliférent peu et sont
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souvent renouvelées, ce qui rend la probabilité d’accumuler des mutations trés faible. De
plus, la plupart des tumeurs, y compris les tumeurs mammaires, sont trés hétérogénes et
présentent divers degrés de différenciation et de transformation ; il est alors difficile de
comprendre comment une cellule bien différenciée peut aboutir a un panel de cellules
moins différenciées. Enfin, si on considére que chaque cellule cancéreuse arbore un
nombre de mutations suffisant pour former une tumeur, il est difficile d’expliquer que ’on
ait besoin d’injecter un trés grand nombre de ces cellules pour former une nouvelle tumeur
dans les mod¢les expérimentaux de xénogreffes (Shipitsin & Polyak, 2008 ; Shackleton et
al., 2009).

Ces différentes questions trouvent réponse dans un concept plus récent: le modéele
hiérarchique. En effet, de nombreuses données montrent, comme pour le systéme
hématopoiétique, que les tissus épithéliaux sont sujets a un remodelage constant hautement
régulé. Ce renouvellement tissulaire implique une hiérarchie cellulaire qui comprend des
cellules souches donnant naissance a des cellules progénitrices précoces puis tardives.
Cette notion présente plusieurs avantages conceptuels ; tout d’abord, les cellules souches
ou progénitrices sont capables de donner naissance a tous les types cellulaires du tissu dans
lequel elles se trouvent. De plus, elles sont caractérisées par un potentiel de renouvellement
illimité ce qui font d’elles de parfaits candidats susceptibles d’acquérir les modifications
génétiques nécessaires a I’initiation de la transformation tumorale. C’est en 1997 que le
terme de cellules souches cancéreuses (CSC) apparait pour la premicre fois, grace aux
travaux de 1’équipe de John Dick sur la leucémie ou il a démontré que seule une petite
partie des cellules tumorales était capable d’initier un cancer dans un mode¢le animal et que
ces cellules partageaient des propriétés propres aux cellules souches (Bonnet & Dick,
1997). Depuis, des CSC ont été isolées dans de nombreux cancers, y compris le cancer du
sein (Charafe-Jauffret et al., 2008).

Dans les tumeurs mammaires, les CSC proviendraient directement des cellules souches
normales adultes de 1’épithélium et seraient le seul lieu des altérations génétiques primaires
(Figure 8). Ainsi, les caractéristiques de ces CSC vont étre celles des cellules souches
normales a savoir I’auto-renouvellement, la longue durée de vie, la capacité a reproduire
I’hétérogénéité cellulaire, auxquelles s’ajoutent d’autres propriétés acquises a la suite des
altérations génétiques, comme la prolifération continue et I’autonomie vis-a-vis de la
« niche » environnementale dans laquelle se développent les cellules souches (Polyak &
Hahn, 2006 ; Clevers, 2011). Dans la lignée cellulaire de cancer du sein MCF-7, il a été

estimé que les CSC ne représentaient que 2% de la population totale mais que seuls ces 2%
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¢taient capables de former une tumeur et de reconstituer I’hétérogénéité initiale de la lignée
MCEF-7 apres injection dans des souris NOD/SCID (Non-obese diabetic/Several Combined
ImmunoDeficiency) (Kondo et al., 2004 ; Patrawala et al., 2005). Un phénotype fondé sur
I’expression de marqueurs de surface a également été¢ mis en évidence et est défini par
I’expression de CD44 et 1’absence ou la faible expression de CD24 (CD44+/CD24'/ faible)
(Al-Hajj et al., 2003 ; Ponti et al., 2005). Toutefois, il existe des divergences sur la
pertinence de ces marqueurs moléculaires et il se pourrait que les caractéristiques des
cellules dites « CSC » ne soient qu'un phénotype associé aux avantages sélectifs que

confere I’accumulation des altérations du génome pendant 1’évolution tumorale (Shipitsin

& Polyak, 2008).
cellule souche saine
& *\ cellules cancéreuses
cellules souches - différenciées et

cancéreuses (CSC) y dédifférenciées
Progéniteur précoce

Progéniteur s s
myoépithélial Progéniteur luminal

CSC+ cellules cancéreuses 1 1 ,
différenciées _ /

Cellules myoépithéliales Cellules luminales
I différencices différenciées I

Modéle hiérarchique Différenciation de I’épithélium Modeéle stochastique
mammaire normal

Figure 8 : Modéles hypothétiques de I’origine cellulaire du cancer du sein

Dans le modeéle stochastique, chaque cellule de [’épithélium mammaire (ici une cellule
luminale) peut étre transformée et donner un clone tumoral composé de cellules qui ont
toutes la capacité de proliférer de facon indéfinie et d’évoluer (dédifférenciation,
redifférenciation...) en réponse a [’accumulation de nouvelles altérations oncogéniques
(étoiles jaunes). Dans le modele hiérarchique, seule une cellule souche ou progénitrice peut
étre la cible de [’oncogenese. Ainsi, seules les cellules souches cancéreuses (CSC) vont
proliférer de fagon indéfinie et donneront naissance a [’hétérogénéité tumorale en
contrélant la différenciation (Campbell & Polyak, 2007).
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d. Influence du microenvironnement tumoral

Les cellules épithéliales mammaires font partie d’un microenvironnement complexe qui
comprend la matrice extracellulaire et une grande variété de cellules non épithéliales
comme les cellules endothéliales, les lymphocytes, les macrophages, les fibroblastes et les
adipocytes. Dans la physiologie normale de la glande mammaire, ces différents types
cellulaires s’organisent pour autoréguler I’homéostasie tissulaire. Lors de la tumorigenese,
les cellules épithéliales cancéreuses vont modifier cet équilibre de maniere a favoriser la
progression tumorale. Ainsi, par l'intermédiaire de facteurs diffusibles tels que les
cytokines et les facteurs de croissance, ces cellules peuvent altérer la matrice
extracellulaire, induire I’angiogenése, accélérer la croissance des fibroblastes ou encore
accroitre le recrutement des cellules inflammatoires. En retour, les cellules du stroma, en
participant au remodelage de la matrice et étant une source importante de facteurs de
croissance, sont également capables de favoriser la progression tumorale. L’établissement
de la tumeur au niveau du sein nécessite donc une étroite relation entre les différents types

cellulaires (Figure 9) (Polyak & Kalluri, 2010).
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Figure 9 : Relations entre les cellules épithéliales cancéreuses mammaires et le
microenvironnement tumoral

Lors du développement tumoral, les cellules épithéliales mammaires coopérent avec les
autres types cellulaires de la glande mammaire par [’intermédiaire de facteurs diffusibles
autocrines et paracrines, tels que les cytokines et les facteurs de croissance. Les effets
stimulateurs sont représentés par un « + », les effets inhibiteurs par un « - ».

La régulation de la croissance tumorale est dépendante de la progression cancéreuse
puisqu’un méme facteur présente parfois une dualité dans ses fonctions. Ainsi, le TGF-3,
un facteur inhibiteur de la prolifération des cellules tumorales de stades cancéreux
précoces, augmente 1’agressivité des cellules cancéreuses de stade plus tardif en stimulant
I’invasion et la formation de métastases (Chang et al, 2007). En effet, il active les
fibroblastes en myofibroblastes qui deviennent alors trés prolifératifs, contractiles et vont
sécréter de nombreux facteurs tels que des protéines de la matrice extracellulaire
(fibronectine, collagénes de type I, Il et V, protéoglycanes héparanes sulfatés), des
protéases (stromélysines-1, -3 ; MMP-11, -14, cathepsines D et K, uPA), des facteurs de
croissance (FGFs, IGF-1, HGF/SF, Hepatocyte Growth Factor/Scatter Factor) et des
cytokines comme le SDF-1/CXCL12 (Stromal cell-Derived Factor-1/Chemokine CXC
motif Ligand 12) ou la CXCL14 qui favorisent le développement cancéreux (Elenbaas &
Weinberg, 2001). Ces molécules vont participer a la progression tumorale en diminuant

I’apoptose, en augmentant la prolifération et en promouvant 1’essaimage des cellules
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tumorales via ’activation de leur capacit¢ migratoire et le remodelage de la matrice
extracellulaire (Bhowmick et al., 2004). Le FGF-2, par exemple, active la survie des
cellules cancéreuses mammaires via 1’activation d’Akt et de NF-«xB (Nuclear factor-
kappa B) (Vandermoere et al., 2005). La chimiokine SDF-1/CXCL12 favorise, quant a
elle, la prolifération des cellules tumorales qui expriment son récepteur CXCR4 (CXC
chemokine Receptor 4) et contribue a 1’angiogenése via le recrutement de progéniteurs
endothéliaux (Orimo et al., 2005). Enfin, a I’exemple de la cathepsine K dont I’expression
est associée a 1’agressivité tumorale, les différentes protéases exprimées par les fibroblastes
péri-tumoraux vont favoriser 1’invasion tumorale en remaniant la matrice extracellulaire
(Kleer et al., 2008). La surexpression de la cathepsine D est, quant a elle, considérée
comme un facteur de mauvais pronostic dans le cancer du sein sans métastases

ganglionnaires (Ferrandina et al., 1997).

Comme pour les fibroblastes, les cellules cancéreuses mammaires vont mobiliser les
cellules immunitaires et les activer pour tirer partie de certaines de leurs propriétés (Joyce
& Pollard, 2009). Ainsi, les cellules tumorales peuvent sécréter le CSF-1 (Colony-
Stimulating Factor-1) qui permet le recrutement des macrophages. En réponse, ces
derniers sécretent de I’EGF qui va induire la migration/invasion des cellules tumorales via
une boucle paracrine (Wyckoff et al., 2004 ; Goswami et al., 2005). De méme, il a été
démontré que les tumeurs mammaires qui expriment les protéines pro-inflammatoires
S100A8 et SI00A9 sont associées a un mauvais pronostic (Arai et al., 2008). Ces protéines
empéchent la maturation des cellules dendritiques présentatrices d’antigénes (Cheng et al.,
2008) et induisent I’accumulation des MDSC (Myeloid-Derived Suppressor Cells) dans la
tumeur (Sinha et al., 2008). Les MDSC sont connues pour supprimer les réponses
immunitaires adaptatives et innées anti-tumorales (Marigo et al., 2008).

Les cellules tumorales sécrétent également du VEGF (Vascular Endothelial Growth
Factor) qui agit de maniére autocrine en augmentant leur survie et leur capacité a
métastaser (Mercurio et al., 2005). De plus, ce VEGF permet la néo-angiogenese
nécessaire au développement de la tumeur, par le recrutement des cellules endothéliales et

des précurseurs circulants (Carmeliet, 2003).

Enfin, les adipocytes, présents en trés grand nombre dans le microenvironnement de la
tumeur mammaire, peuvent également intervenir dans le développement des cellules
cancéreuses. En effet, ils sont capables de sécréter des hormones, facteurs de croissance ou

cytokines (adipokines) comme la leptine, 1’adiponectine, ’HGF/SF ou le collagéne de
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type VI pouvant réguler la croissance des cellules cancéreuses de sein (Iyengar et al.,
2005 ; Vona-Davis & Rose, 2007). La sécrétion de I'lL-6 (Interleukine-6) par ces
adipocytes a également été corrélée avec une invasion accrue des cellules cancéreuses
(Dirat et al., 2011). L’ensemble de ces résultats laisse supposer un role prépondérant des

adipocytes dans la progression tumorale, notamment chez les patientes obeses.

Outre les coopérations intercellulaires conduisant au développement du cancer, différents
mécanismes sont également mis en jeu pour contrecarrer la progression tumorale. Ainsi, le
systéme immunitaire joue un rdle essentiel, via ’activation de la réponse innée et la
destruction des cellules tumorales par les NK (Natural Killers) (Waldhauer & Steinle,
2008) et de la réponse adaptative par les lymphocytes T cytotoxiques (de Visser et al.,
2006). Les cellules myoépithéliales vont, quant a elles, produire de nombreux inhibiteurs
de protéases (TIMP-1 ; Tissue Inhibitor of MetalloProteinase-1 ; maspine, activine...), les
cytokératines 5 et 6 qui vont diminuer la croissance et la migration des cellules cancéreuses
de sein mais aussi I’angiogenese (Pandey et al., 2010). Notre laboratoire a montré que les
cellules épithéliales normales participent elles aussi a cette destruction, puisqu’elles
sécretent I’IGFBP-3 (Insulin-like Growth Factor Binding Protein-3) et la maspine qui
induisent 1’apoptose des cellules cancéreuses (Toillon et al, 2007). Ces cellules
¢épithéliales mammaires synthétisent également d’autres facteurs inhibiteurs de croissance
tels que le TGF-B1, le MDGI (Mammary-Derived Growth Inhibitor), le TNF-a (Tumor
Necrosis Factor-a), des interleukines (IL-4, IL-6) ou des protéoglycanes de type héparane

sulfaté (Le Bourhis et al., 2000).

Comme nous avons pu le voir jusqu’a présent, la croissance tumorale est sous I’influence
de nombreux facteurs systémiques et locaux, notamment les facteurs de croissance. Notre
laboratoire a permis d’identifier une nouvelle famille de facteurs de croissance également
impliqués dans le cancer du sein, les neurotrophines. En effet, les cellules cancéreuses
mammaires sécrétent le NGF (Nerve Growth Factor), le BDNF (Brain-Derived
Neurotrophic Factor) ainsi que la NT-4/5 (Neurotrophin-4/5) et ces facteurs induisent la
prolifération et/ou la survie de ces mémes cellules (Descamps et al., 2001b ; Dolle et al.,
2003 ; Vanhecke et al, 2011). De plus, ils constituent des cibles thérapeutiques
potentielles dans la mesure ou I’utilisation d’anticorps bloquants anti-NGF, anti-BDNF ou
anti-NT-4/5 réduit la formation de tumeurs mammaires dans un modele de xénogreffes

(Adriaenssens et al., 2008 ; Vanhecke et al., 2011). Le NGF produit par les cellules
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cancéreuses mammaires agit ¢galement de maniere paracrine en augmentant la migration
et I’invasion des cellules endothéliales (Dolle ef al., 2005 ; Romon et al., 2010).

Ainsi, étant données les nombreuses observations concernant l’action paracrine du
microenvironnement dans la tumorigenése mammaire, cibler les différentes molécules
dérégulées pourrait faire émerger de nouvelles opportunités thérapeutiques (Joyce, 2005 ;
Joyce & Pollard, 2009). Dans ce contexte, les facteurs de croissance, leurs récepteurs et les
voies de signalisation associées sont des cibles thérapeutiques privilégiées dans le cancer

du sein (Alvarez et al., 2010).

4. Cancer du sein et thérapies

Les thérapies actuelles du cancer du sein telles que la chirurgie, la chimiothérapie et la
radiothérapie sont souvent complétées, en fonction des patientes, par ’hormonothérapie
(tamoxiféne, anti-aromatases) et/ou d’autres thérapies ciblées telles que 1’Herceptine™ (ou
trastuzumab, anticorps monoclonal humanisé anti-HER-2) ou plus récemment 1’ Avastin™
(ou bevacizumab, anticorps monoclonal humanisé anti-VEGF). Cependant, ces traitements
ciblés ne sont indiqués que dans certains cas, le plus souvent dans les cancers du sein
métastatiques et/ou surexprimant le récepteur HER-2. De plus, la résistance intrinséque ou
acquise a ces traitements est toujours une limite puisque ’on évalue encore a 30% le
nombre d’échecs thérapeutiques liés a une surexpression et/ou une suractivation de
récepteurs aux facteurs de croissance (Gonzalez-Angulo et al., 2007). L’identification de
nouvelles cibles thérapeutiques reste donc primordiale pour améliorer 1’efficacité des
traitements du cancer du sein. Certaines ¢tudes visent a cibler les voies pro- et anti-
apoptotiques pour favoriser la mort des cellules tumorales (Schlotter et al., 2008).
Néanmoins, les nouvelles approches faisant [’objet d’essais cliniques utilisent
principalement des petites molécules inhibitrices de kinases ou des anticorps bloquants
ciblant les récepteurs des facteurs de croissance (récepteurs tyrosine kinase, RTK) et leur

signalisation (Normanno et al., 2009 ; Zhang et al., 2009).

a. Ciblage des voies pro- et anti-apoptotiques

La résistance a I’apoptose est une des grandes caractéristiques du cancer et est une cause

majeure d’échec des traitements. Elle peut étre due a des mutations ou modifications
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épigénétiques qui conduisent a une faible expression des protéines pro-apoptotiques ou a
une surexpression de protéines anti-apoptotiques. Par conséquent, le « design» de
nouvelles drogues capables de réactiver les processus de mort cellulaire représente une
option thérapeutique prometteuse. La cytokine TRAIL (TNF-Related Apoptosis-Inducing
Ligand), de par sa capacité a induire ’apoptose dans de nombreuses cellules cancéreuses
sans affecter la viabilit¢ des cellules normales, en fait partie. Deux approches sont
actuellement utilisées : la synthese de différentes formes solubles de TRAIL recombinant
et des anticorps monoclonaux agonistes dirigés contre les récepteurs TRAIL-R1 et
TRAIL-R2 (Rahman et al., 2009b). Dans le premier cas, différentes versions chimériques
de la protéine ont été testées mais c’est la version non modifiée du TRAIL recombinant
humain, appelé Apo2L/TRAIL ou dulanermin, qui semble avoir la meilleure activité anti-
tumorale in vivo, avec notamment une diminution des métastases osseuses associées au
cancer du sein (Kendrick et al., 2007 ; Holland et al., 2010). Le TRAIL induit également la
mort cellulaire dans un panel de lignées cancéreuses de sein « triple-négatives »
(ER-/PgR-/HER-2-), avec un phénotype mésenchymateux (Rahman ef al, 2009a).
Cependant, en monothérapie, une résistance au TRAIL est observée dans les cellules
MDA-MB-231 apres un traitement prolongé. Les cellules restent néanmoins sensibles
lorsque le TRAIL est administré en méme temps qu’une chimiothérapie (Yoshida et al.,
2009). Ainsi, en combinaison avec le cisplatine, le TRAIL est également capable de
réduire la croissance tumorale et la formation de métastases in vivo dans des cancers triple-
négatifs (Xu ef al., 2011a), mais aussi d’induire la mort des cellules souches cancéreuses
de ces mémes cancers, in vitro (Yin et al., 2011). Cette molécule a néanmoins une demi-
vie courte dans le plasma et peut étre toxique a des doses élevées. Pour résoudre ces
problémes, des anticorps monoclonaux agonistes ont été développés, plus spécifiques et
ayant une durée de vie plus longue. Le conatumumab, un anticorps monoclonal anti-
TRAIL-R2, est actuellement en essais cliniques dans de nombreux cancers, en
monothérapie ou en association avec d’autres agents cytotoxiques (Wiezorek et al., 2010).
Un autre anticorps agoniste anti-TRAIL-R2 (lexatumumab) est capable de réduire le
développement tumoral mammaire in vivo avec une bonne efficacité, en comparaison a un
anticorps anti-TRAIL-R1 (mapatumumab) qui présente un effet limit¢é (Malin et al.,

2011).

Une autre stratégie consiste a cibler les protéines anti-apoptotiques, comme la protéine

Bcl-2. En effet, de par sa surexpression dans de nombreux cancers, elle est associée a la
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résistance aux drogues cytotoxiques dans les cellules cancéreuses. Plusieurs composés
visent a inhiber cette protéine, parmi eux 1’oblimersen (Genasense” ou G3139) qui est un
oligonucléotide antisens dirigé contre ’ARNm de Bcl-2 inhibant ainsi sa traduction. Un
essai clinique de phase I/II a été mené chez des patientes atteintes d’un cancer du sein afin
d’évaluer son efficacité et son éventuelle toxicité en combinaison avec la doxorubicine et
le docetaxel. Malgré une bonne tolérance au traitement, cet essai fut plutét décevant dans
la mesure ou aucune amélioration significative n’a pu étre montrée. Ces résultats sont en
partie dus a la faible diminution de la protéine Bcl-2 dans les conditions d’administration

de I’oblimersen utilisées pour cet essai (Moulder et al., 2008).

b. Ciblage des voies associées aux facteurs de croissance

v’ Inhibition des récepteurs a activité tyrosine kinase

Comme nous avons pu le voir dans la partie 1.B.3.d, les facteurs de croissance jouent un
role majeur dans le développement tumoral en activant des voies de signalisation
oncogéniques, par I’intermédiaire de récepteurs membranaires a activité tyrosine kinase.
Ces RTK sont fréquemment surexprimés et/ou suractivés dans les cancers. Ainsi, de
nombreuses thérapies ont été développées dans le but d’inhiber leur activité (Normanno et
al., 2009 ; Alvarez et al., 2010). Celles-ci se divisent en deux grandes familles :

- les anticorps monoclonaux se liant au domaine extracellulaire des RTK, empéchant
ainsi soit la fixation de leur ligand, soit leur homo/hétérodimérisation et donc
I’activation des voies de signalisation sous-jacentes (Adams & Weiner, 2005),

- les petites molécules inhibitrices d’activité kinase qui vont entrer en compétition
avec I’ATP (Adénosine TriPhosphate) au niveau du domaine de liaison

intracellulaire du récepteur (Zhang et al., 2009).

Le récepteur HER-2, surexprimé dans environ 15% des cancers du sein, est la cible de
’Herceptine® (trastuzumab), un anticorps monoclonal humanisé. Celui-ci se lie 4 son
domaine extracellulaire et inhibe la prolifération des cellules cancéreuses de sein
surexprimant HER-2 (Baselga et al., 1998). L’Herceptine® fut la premiére thérapie ciblée
anti-HER-2 validée par la FDA (Food and Drug Administration) en 1998 et plusieurs

essais cliniques ont par la suite confirmé que la combinaison avec des chimiothérapies
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adjuvantes augmentait le taux de survie des patientes présentant un cancer « HER-2
positif » (Romond et al, 2005). Une molécule chimérique, le trastuzumab-DM1
(trastuzumab couplé a un anti-microtubules, I’emtansine ou DM1) a été développée par la
suite et présente une activité anti-proliférative sur des tumeurs résistantes a 1’Herceptine®
(Lewis Phillips et al., 2008 ; Barok et al., 2011). Ce composé est actuellement en phase 111
d’essais cliniques, seul ou en combinaison avec d’autres thérapies ciblées ou
chimiothérapies, dans le cancer du sein (Burris et al., 2011). Enfin, un autre anticorps
monoclonal dirigé contre HER-2, le pertuzumab (Omnitarg ) bloque ’hétérodimérisation
du récepteur avec ’EGFR et ErbB-3 et est en phase III d’essai clinique en combinaison

avec le trastuzumab (étude CLEOPATRA) (Baselga & Swain, 2010).

L’EGFR, membre de la méme famille que HER-2, est également surexprimé dans certains
cancers du sein et est associé a un phénotype agressif et un mauvais pronostic (Normanno
et al., 2003). Cette surexpression est retrouvée plus fréquemment dans les cancers du sein
triple-négatifs que dans les autres sous-types (Reis-Filho & Tutt, 2008). Ce récepteur peut
étre inhibé de fagon spécifique par le gefitinib (Iressa®) ou Derlotinib (Tarceva™;
ZD1839); ces deux molécules sont capables de réduire la prolifération des cellules
cancéreuses de sein, notamment celles surexprimant HER-2 (Anido et al., 2003) et sont en
cours de phase II (ou III pour I'Iressa® seul) d’essais cliniques. Néanmoins, les stratégies
émergentes utilisent des inhibiteurs ciblant a la fois ’EGFR et HER-2. C’est notamment le
cas du lapatinib (Tyverb®) qui démontre une inhibition réversible et spécifique des deux
récepteurs (Wood et al., 2004) et qui est testé¢ en phases II et III, seul ou en combinaison

avec des chimio- ou hormonothérapies.

Enfin, le VEGF joue également un role important dans la tumorigenése mammaire
puisqu’il favorise la néo-angiogenése. Ainsi, aprés le développement de 1’Avastin™ (ou
bevacizumab, anticorps monoclonal humanisé¢ anti-VEGF), de nouveaux agents anti-
angiogéniques ont vu le jour. La majorité de ces agents ciblent a la fois les récepteurs du
VEGF mais aussi d’autres tyrosines kinases. Le sorafenib (ou Nexavar”) en est un
exemple ; a ’origine développé pour cibler la protéine Raf, il inhibe également les trois
récepteurs du VEGF, le récepteur du PDGF-f et le récepteur du SCF (Stem Cell Factor),
c-kit (Wilhelm et al., 2008). Le sorafenib est donc un agent anti-angiogénique mais
¢galement anti-prolifératif et il a ét¢ montré in vitro dans les cellules cancéreuses
mammaires MDA-MB-231 qu’il pouvait induire 1’apoptose via I’inhibition de la protéine

anti-apoptotique Mcl-1 (Myeloid cell leukemia-1) (Yu et al., 2005). Cette molécule est
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d’ores et déja approuvée aux Etats-Unis et en Europe pour les traitements des cancers du
rein et du foie. Concernant le cancer du sein, un premier essai clinique avec le sorafenib en
monothérapie a montré des résultats décevants chez des patientes atteintes de cancers du
sein métastatiques (Moreno-Aspitia et al., 2009). Toutefois, plusieurs essais cliniques sont
en cours pour ¢tudier son effet en combinaison avec des thérapies plus classiques telles que
des anti-aromatases (letrozole, anastrozole) ou des anti-mitotiques (paclitaxel,

doxorubicine, cyclophosphamide).

Un autre inhibiteur « multi-kinases », le sunitinib (Sutent™), déja approuvé pour les
cancers du rein et les tumeurs stromales digestives, a montré des résultats prometteurs
contre le cancer du sein. Il cible les trois récepteurs du VEGF, les PDGFR a et B, c-kit, le
récepteur RET (REarranged during Transfection), FLT3 (FMS-Like Tyrosine kinase 3) et
le récepteur du CSF-1. Un essai clinique de phase II chez des patientes atteintes d’un
cancer du sein métastatique résistant aux taxanes et anthracyclines a montré un taux de
réponse de 11% au sunitinib en monothérapie. De maniére intéressante, le taux de réponse
passe a 15% si I’on considere les patientes atteintes d’un cancer dit « triple-négatif » et a
25% chez les patientes « HER-2 positives » prétraitées a I’Herceptine™ (Burstein et al.,
2008 ; Puente et al., 2010). D’autres études ont été menées plus récemment avec des
traitements combinés comme par exemple, avec le paclitaxel ou le taux de réponse est de
38,9% (Kozloff et al., 2010). Nous pouvons noter qu’un autre essai clinique avec une
combinaison sunitinib + paclitaxel + Avastin " s’est montré trop toxique pour les patientes
et a di étre stoppé, suggérant que la combinaison de deux traitements anti-angiogéniques

n’est pas réalisable avec le protocole utilisé lors de cet essai (Mayer et al., 2010).

D’autres stratégies thérapeutiques ont ¢galement ¢été développées en ciblant directement
des protéines impliquées dans les voies de signalisation sous-jacentes aux RTK. Ces
protéines sont principalement mises en jeu dans les voies des MAPK, PI3-K/Akt ou Src
qui sont les voies oncogéniques majeures activées lors du développement tumoral

(Figure 7).

v' Inhibition des voies de signalisation

La protéine mTOR (mammalian Target Of Rapamycin), sous-jacente a la voie de
signalisation PI3-K/Akt, joue un rdle central dans de nombreuses fonctions cellulaires

telles que la prolifération, la survie, la migration, 1’angiogenése ou la synthése protéique
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(Dancey, 2010). Bien qu’aucune mutation ni de surexpression de mTOR ne soit reportée,
les voies de signalisation en amont de cette protéine telles que celles de I'IGF-1, de ’EGF
ou encore du VEGF sont souvent dérégulées dans les cancers (Bjornsti & Houghton,
2004 ; Guertin & Sabatini, 2007). De plus, la rapamycine, un inhibiteur naturel de mTOR,
présente une activité anti-tumorale dans plusieurs modeles de tumeurs solides. Pour le
cancer du sein, la rapamycine inhibe la croissance dans 20 lignées de cellules cancéreuses
mammaires et augmente de maniére significative 1’efficacité de 1’Herceptine® dans les
cellules surexprimant HER-2 (Wang et al., 2007). Par conséquent, des dérivés de la
rapamycine comme le temsirolimus (Torisel®) ou I’everolimus (Afinitor™), ayant une
meilleure solubilité et stabilité, ont été développés et sont actuellement en essais cliniques
dans le cancer du sein. Pour exemple, une étude sur 270 patientes a montré que
I’everolimus augmentait I’efficacité du letrozole, un anti-aromatase, chez les patientes

atteintes d’un cancer du sein hormono-dépendant (Baselga et al., 2009).

Une autre cible intéressante est la protéine chaperonne HSP90 (Heat Shock Protein 90). En
effet, cette protéine intervient dans la maturation et la stabilisation de nombreuses
oncoprotéines, ce qui rend les cellules cancéreuses particuliérement dépendantes de sa
bonne fonctionnalité. Parmi ses protéines cibles, on retrouve des RTK (HER-2, EGFR,
PDGFR), des protéines de signalisation (p53, Src, Akt, Raf-1, IKK, /xkB Kinase), des
régulateurs du cycle cellulaire (cdk4, cdk6) ou encore des récepteurs aux stéroides
(récepteurs aux androgeénes, cestrogenes et progestérone), la plupart de ces protéines étant
mutées et/ou surexprimées dans de nombreux cancers. En tant que tel, un seul composé
inhibant HSP90 permettrait donc de court-circuiter de multiples voies de signalisation
cruciales pour les cellules cancéreuses (Li et al., 2009b). Dans ce sens, des composés
comme la tanespimycine ciblant le site de fixation de ’ATP de la protéine chaperonne
HSP90 ont été développés. Cet inhibiteur a fait I’objet d’un essai clinique chez des
patientes atteintes d’un cancer du sein HER-2+ métastatique, réfractaires a I’'Herceptine®.
Les résultats ont été encourageants puisqu’un co-traitement tanespimycine/Herceptine® a
montré une bonne activité anti-tumorale suggérant une potentialisation de 1’'Herceptine®
par I’inhibiteur de HSP90 ou un effet propre de I’inhibiteur (Modi et al., 2007). 1l serait
donc intéressant de tester D’activit¢ anti-tumorale des inhibiteurs de HSP90 en

monothérapie.

La protéine Src, non-récepteur tyrosine kinase, est également une cible de choix pour le

traitement du cancer du sein. En effet, celle-ci est impliquée dans de nombreuses voies de
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transduction conduisant a la croissance, la survie et la migration/invasion cellulaires
(Mayer & Krop, 2010). Son potentiel oncogénique est étroitement li¢ a un état phosphorylé
constitutivement actif. Par conséquent, plusieurs inhibiteurs ont ét¢ développés dont le
dasatinib (Sprycel®) et le bosutinib ciblant I’activité kinasique de Src, mais également des
autres membres de sa famille (Lyn et Fyn par exemple) et de la tyrosine kinase Ber-Abl.
Le PDGFR et c-kit sont également inhibés avec le dasatinib (Lombardo et al., 2004 ;
Schittenhelm et al., 2006). Actuellement utilisés comme traitements des leucémies, ces
deux composés sont en essais cliniques dans plusieurs autres cancers dont celui du sein. De
facon intéressante, les cancers de sous-type basal (triple-négatifs) ont été identifiés comme
les plus sensibles au dasatinib (Finn et al., 2007). Le dasatinib et le bosutinib sont
actuellement en phase I et II d’essais cliniques, en monothérapie ou en combinaison avec
différentes chimiothérapies ou hormonothérapies (anti-aromatases) (Campone et al., 2011 ;

Finn et al., 2011 ; Fornier et al., 2011 ; Mayer et al., 2011).

Enfin, la voie des MAPK est la cible de nombreuses drogues dans le cancer du sein, visant
a inhiber soit 1’ancrage membranaire de la protéine Ras (inhibiteurs de farnésyl
transférase ; tipifarnib (Zarnestra®™) et lonafarnib (Sarasar ), soit I’activité kinase de Raf
(par le sorafenib ; Nexavar®) et de MEK (par le selumetinib ; AZD6244) (Head &
Johnston, 2004 ; Wilhelm et al., 2008 ; Maurer et al., 2011). Un effet synergique anti-
tumoral a été observé pour le tipifarnib, en présence de 4-hydroxy-tamoxiféne, sur des
cellules cancéreuses de sein ER+ (Martin ef al., 2007). Des phases II d’essai clinique sont
actuellement en cours pour ces différents composés, en combinaison avec d’autres

thérapies ciblées, des chimio- ou hormonothérapies (Li et al., 2009a ; Sparano et al., 2009).

Comme nous venons de le voir, le développement de thérapies ciblées dans le cancer du
sein ne cesse de s’accroitre. La liste, non exhaustive, des molécules citées précédemment
permet d’avoir un apercu des stratégies actuelles les plus prometteuses (Figure 10).
Cependant, & I’image de I"Herceptine® pour les cancers du sein HER-2+, la plupart de ces
composés ne sont actifs que dans certains cas. De plus, les cancers du sein HER-2+ ne
représentent que 15% des cancers du sein et parmi ces 15%, on évalue a environ 30% les
patientes répondant a I’Herceptine® en premier traitement et a 15% pour celles
préalablement traitées par d’autres drogues. En effet, au cours des traitements, les cellules
cancéreuses vont mettre en place des voies d’échappement et devenir résistantes aux

drogues utilisées.
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A travers I’exemple de I’'Herceptine®, nous allons ainsi voir les mécanismes de résistance

mis en jeu par les cellules cancéreuses de sein et les stratégies thérapeutiques pour y

remédier.
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Figure 10 : Thérapies ciblées dans le cancer du sein visant les voies de signalisation des
facteurs de croissance

Sur le schéma, sont résumés les différents agents thérapeutiques actuellement en
développement clinique ou préclinique dans le cancer du sein ainsi que leurs cibles
protéiques. Aujourd’hui, seuls le trastuzumab (Herceptine®), le lapatinib (Tyverb®) et le
bevacizumab (Avastin') sont utilisés en clinique pour le traitement de cancers du sein
métastatiques (HER-2+ pour ['Herceptine® et le Tyverb®™) (Schlotter et al., 2008 ;
Normanno et al., 2009 ; Alvarez et al., 2010). PKC : Protein Kinase C,; PLC-yl :
Phospholipase C-gammal.

c. Mécanismes de résistance aux thérapies ciblées

Comme nous I’avons vu précédemment, le trastuzumab cible HER-2 au niveau de son
domaine extracellulaire pour inhiber sa dimérisation et sa signalisation sous-jacente. Ainsi,

le trastuzumab inhibe la phosphorylation de Src, laquelle régule négativement PTEN,
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inhibiteur de la voie PI3-K/Akt. Le PTEN activé est alors relocalisé a la membrane et va
affecter I’activité de la PI3-K (Nagata ef al., 2004).

Cependant, plusieurs facteurs concourent a une résistance des cellules cancéreuses de sein
vis-a-vis d’un traitement au trastuzumab. En premier lieu, il a été décrit, dans le cancer du
sein, des polymorphismes dans la séquence du gene ERBB2 conduisant a une perte de
stabilité du dimere du récepteur et a une signalisation intracellulaire altérée (Fleishman et
al., 2002). 11 a également été montré que la glycoprotéine membranaire mucineuse MUC-4,
surexprimée a la surface des cellules de lignées tumorales présentant une résistance de
novo au trastuzumab, bloquait 1’acces de la drogue a son récepteur (Nagy et al., 2005). Par
ailleurs, la protéine Src a été identifiée comme « nceud » principal de signalisation dans les
résistances au trastuzumab et fait ’objet de nombreuses études pour déterminer si son
inhibition pourrait rétablir la sensibilité au traitement dans les cellules cancéreuses de sein

(Muthuswamy, 2011 ; Zhang ef al., 2011).

Néanmoins, la résistance observée dans les tumeurs mammaires proviendrait
principalement de la coexistence d’autres récepteurs membranaires surexprimés dans les
cellules qui pourraient également activer les voies oncogéniques des MAPK, Src et
PI3-K/Akt. On peut ainsi citer les récepteurs EGFR, IGF1-R, CXCR4, c-Met et I’intégrine
B1/B4 (Lu et al., 2001 ; Moulder ef al., 2001). Cette observation est reprise dans le concept
de «co-activation des RTK », dans lequel les cellules cancéreuses activeraient
simultanément deux ou plusieurs récepteurs afin d’établir un réseau de signalisation
robuste conduisant & un maintien de leur phénotype, méme si une des voies ou un des
effecteurs est touché (Stommel et al., 2007 ; Xu & Huang, 2010). En effet, les RTK
partagent des voies de signalisation communes et il a été décrit, dans les glioblastomes par
exemple, qu’en conditions normales, le complexe Gabl (Grb2-associated-binding
protein 1) / PI3-K se fixait préférentiellement sur I’EGFR mais qu’en cas d’inhibition de
I’EGFR, ce complexe était déplacé sur c-Met pour maintenir une signalisation soutenue de
la voie PI3-K/Akt. Ainsi, les cellules cancéreuses qui co-activent ’EGFR et c-Met sont
résistantes aux monothérapies anti-EGFR (Huang ef al., 2007). Dans le cas des résistances
au trastuzumab dans le cancer du sein, cette notion illustre bien la complexité du probléme.
Une étude récente a démontré 1’existence d’un complexe hétérotrimérique entre les formes
activées des récepteurs HER-2, ErbB-3 et IGF1-R, responsable de la résistance au
trastuzumab dans différentes lignées cellulaires cancéreuses de sein (Huang et al., 2010).

L’inhibition de I’expression de ErbB-3 ou de 'IGF1-R n’altére pas I’interaction entre les
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deux RTK restants mais rend les cellules sensibles a nouveau au traitement. Cependant,
cette « re-sensibilisation » n’est pas acquise de la méme maniére : 1’inhibition de ErbB-3
diminue I’activation d’Akt mais n’altére pas la signalisation des MAPK ou de Src, alors
que le ciblage de ’IGF1-R réduit la phosphorylation des MAPK et de Src, tout en ayant un
effet mineur sur ’activité d’Akt. Un autre exemple est décrit avec le récepteur EphA2
(Ephrin type-A receptor 2), surexprimé dans les tumeurs mammaires et jouant un role dans
I’initiation tumorale et la progression métastatique (Zelinski ef al., 2001 ; Brantley-Sieders
et al., 2008 ; Vaught et al., 2008). Dans les tumeurs résistantes au trastuzumab, EphA2 est
surexprimé et activé par Src, conduisant a I’activation des voies PI3-K/Akt et MAPK.
L’inhibition d’EphA2 rétablit la sensibilit¢ des tumeurs au traitement (Zhuang et al.,
2010). Enfin, un dernier exemple concerne la coopération entre HER-2 et TrkA, le
récepteur du NGF. En effet, de nombreuses études menées au laboratoire soulignent les
effets de TrkA sur la prolifération, la survie, la migration et I’invasion des cellules
cancéreuses de sein (Descamps ef al., 2001a ; 2001b ; Lagadec et al., 2009). TrkA interagit
avec HER-2 pour activer la croissance des cellules de cancer du sein (Tagliabue et al.,
2000). Dans les cancers de la prostate, I’administration conjointe de CEP-701 (inhibiteur
de TrkA) et de pertuzumab a un effet synergique sur I’inhibition de la croissance des

cellules tumorales (Festuccia et al., 2009).

Les mécanismes de résistance aux inhibiteurs d’HER-2, en particulier le trastuzumab, sont
multiples, notamment de par ses interactions avec d’autres récepteurs tyrosine kinase. Les
stratégies thérapeutiques actuelles doivent tenir compte de ces données et cibler non plus
uniquement HER-2, mais plusieurs kinases a la fois (comme le lapatinib contre HER-2 et
EGFR) ou co-administrer le trastuzumab avec des thérapies ciblées contre d’autres
récepteurs. La compréhension des coopérations membranaires entre les récepteurs tyrosine
kinase et les voies de signalisation associées reste donc un enjeu majeur dans le but

d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques dans le cancer du sein.
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II. LE NGF ET SES RECEPTEURS

A. Le NGF et son précurseur

1. Découverte

Rita Levi-Montalcini, Viktor Hamburger et Stanley Cohen découvrirent, il y a plus de
50 ans, le premier facteur de croissance en observant qu’une tumeur de souris transplantée
dans un embryon de poulet était capable de sécréter une substance favorisant I’innervation
de la tumeur. Ils appelérent cette substance : « nerve growth factor ». Ainsi, le NGF fut
isolé en 1954 (Cohen et al., 1954), séquencé en 1971 (Angeletti & Bradshaw, 1971) et
valut, en 1986, le prix Nobel de médecine a Rita Levi-Montalcini et Stanley Cohen. Ce
n’est que 30 ans plus tard, en 1982, que la deuxiéme neurotrophine, le BDNF, fut purifiée a
partir de tissu issu du cerveau de cochon (Barde et al., 1982). Feront suite les découvertes
de la neurotrophine-3 (NT-3) par plusieurs équipes en 1990 (Hohn et al., 1990 ; Jones &
Reichardt, 1990 ; Maisonpierre et al, 1990 ; Rosenthal et al, 1990) et de la
neurotrophine-4/5 (NT-4/5) découverte consécutivement chez le xénope, le rat et ’homme

(Berkemeier et al., 1991 ; Hallbook et al., 1991 ; Ip et al., 1992).

2. Structure : du géne aux protéines

a. Les produits du gene

Issus de la duplication d’un geéne ancestral, les geénes des neurotrophines sont tres
conserves et se répartissent, respectivement, sur les chromosomes 1, 11, 12 et 19 pour les
genes du NGF, BDNF, NT-3 et NT-4/5. Leurs synthéses aboutissent a des précurseurs
protéiques de tailles voisines présentant une forte homologie de séquence et des poids

moléculaires trés proches (Tableau 3).
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Neurotrophine LO;EI;S;:;OH r :I:;l; (::)b) N° NCBI acifl:;lflsil:lés N° Uniprot
NGF 1p13,1 1052 NM_ 002506 241 P01138
BDNF 11p13 4659 NM 170735 247 P23560
NT-3 12p13 1204 NM 002527 257 P20783
NT-4/5 19q13.3 1021 NM_006179 210 P34130

Tableau 3 : Caractéristiques des neurotrophines humaines

Neurotrophines humaines et leurs localisations chromosomiques. Dans le tableau, sont
également référencées la taille de I’ARNm majoritaire avec son numéro d’accession NCBI
et la taille en acides aminés de la préproneurotrophine avec son numéro d’accession
Uniprot.

La synthése des neurotrophines se fait par le méme processus de maturation pour tous les
membres de la famille. D’abord sous la forme de préproneurotrophines immatures
d’environ 30 kDa, leur peptide signal est éliminé au niveau du réticulum endoplasmique.
Les proneurotrophines peuvent ensuite étre clivées au niveau de résidus d’acides aminés
dibasiques par des protéases intracellulaires telles que la furine ou des proconvertases
(Bresnahan et al., 1990 ; Seidah et al., 1996) ou, apres sécrétion, par des protéases
extracellulaires comme la plasmine et certaines métalloprotéases (MMP-3 et MMP-7) pour

donner les neurotrophines matures (Lee et al., 2001 ; Pang et al., 2004) (Figure 11).

69 119Y 137
N-ter PS Propeptide NGF C-ter
1 19 122 241
121
N-ter PS Propeptide BDNF C-ter
1 19 129 247
131
N-ter PS Propeptide NT-3 C-ter
1 19 139 257
76Y
N-ter PS Propeptide NT-4/5 C-ter
1 25 8l 210

Figure 11 : Représentation schématique des pro/neurotrophines

Les géenes des neurotrophines codent des préproneurotrophines possédant un peptide signal
(PS, marron), un propeptide (gris) et la protéine mature (bleu). Le peptide signal (18 a
24 aa) est clivé apres séquestration de la protéine dans le réticulum endoplasmique. La
neurotrophine mature est obtenue suite au clivage du propeptide par des enzymes
specifiques (furine, plasmine, métalloprotéases). Les motifs (Y) représentent des sites
potentiels de N-glycosylation.
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b. Organisation des pro/neurotrophines
v’ Les pro/neurotrophines en solution

Chaque monomeére de neurotrophine est constitué de 3 boucles variables (V1-V3),
4 feuillets B (B1-P4) et de 6 cystéines conservées formant un nceud de cystéines ou
« cystine knot » avec 3 ponts disulfures permettant de rigidifier la structure (McDonald et
al., 1991 ; McDonald & Hendrickson, 1993) (Figure 12A). En solution, les neurotrophines
existent sous la forme d’homodimeéres associés de fagon non covalente (Figure 12B) ou
deux protomeres sont orientés en miroir (Bradshaw ef al, 1994). En revanche, le
propeptide seul est monomérique en solution ; il apparait donc que ce sont les parties
matures des proneurotrophines qui permettent leur dimérisation (Figure 12C) (Kliemannel
et al., 2004 ; Paoletti et al., 2009 ; 2011). Les motifs structuraux des neurotrophines étant
trés conservés, elles peuvent s’hétérodimériser in vitro (Arakawa et al., 1994 ; Heymach &
Shooter, 1995). Néanmoins, ces hétérodimeres sont trés instables et les homodimeéres
respectifs sont rapidement reformés (Radziejewski & Robinson, 1993). Le rdle biologique

de ces hétérodimeres in vivo demeure, par ailleurs, trés incertain.

Figure 12 : Structure du NGF et de son précurseur

A. Monomere de NGF composé de 3 boucles variables V1 a V3 (en gris), 4 feuillets p1 a p4
(en jaune) et de 6 cystéines conservées (en violet) établissant 3 ponts disulfures (en rouge).
B. Dimére de NGF formé de 2 protomeres (un violet et un rouge) orientés en téte a téte et
de facon parallele. C. Dimere de proNGF avec le ceur formé par le dimere des parties
matures (en bleu clair) et les propeptides de chaque monomeéere de proNGF rejetés a
[’extérieur (en rouge). L’interface d’interaction entre le propeptide (en bleu foncé) et la
partie mature (en vert) permet la bonne mise en conformation du proNGF et inhibe sa
liaison a TrkA (Kliemannel et al., 2004 ; Paoletti et al., 2009 ; 2011).
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v' Importance des propeptides

Les propeptides des proneurotrophines ont un rdle primordial dans la conformation des
neurotrophines. Ainsi, le propeptide du proNGF facilite la mise en place des ponts
disulfures de la partie mature (Rattenholl ef al., 2001a ; 2001b ; Hauburger et al., 2007).
Lorsqu’il est libre, le propeptide apparait lache car aucun contact tertiaire interne ne le
stabilise, alors qu’associ¢ au NGF, il adopte une conformation tridimensionnelle plus
stable (Kliemannel et al., 2004). Les deux entités se stabilisent donc mutuellement
(Figure 12C). Cette interaction, au sein du proNGF, met en jeu les résidus W' a A* du
propeptide et le tryptophane en position 21 de la partie mature (soit en position 142 du
proNGF). Le propeptide masque ce tryptophane décrit comme étant impliqué dans
I’interaction avec TrkA, ce qui expliquerait la faible affinit¢ du proNGF pour ce récepteur
(Kliemannel et al., 2007 ; Paoletti ef al., 2009 ; 2011). Bien que les études réalisées ne
permettent pas d’expliquer pourquoi les proneurotrophines se lient avec plus d’affinité a

5NTR (p75 Neurotrophin Receptor) que les neurotrophines, I"hypothése émise suggére

p7
que le propeptide entrainerait une modification structurale de la partie mature accroissant
son affinité pour ce récepteur. Nykjaer et ses collaborateurs ont par ailleurs montré que le
proNGF se lie a p75™'™® par sa partie mature et non par son propeptide (Nykjaer et al.,

2004).

Pour les autres proneurotrophines, les propeptides présentent de fortes homologies de
séquence et par conséquent des propriétés fonctionnelles communes. Ainsi, les acides
aminés K’® a E'® du proBDNF sont essentiels a sa fixation sur la sortiline et & sa sécrétion
puisque la délétion de cette région inhibe plus de 80% de son interaction avec ce récepteur
et diminue la quantité de proBDNF sécrété (Teng et al., 2005). Une région trés homologue

a aussi été identifiée, dans le prodomaine du proNGF (N®-E”

), comme suffisante pour
permettre la sécrétion du proNGF (Suter ef al., 1991). Comme illustré dans la figure 11, le
propeptide de la NT-4/5 est beaucoup plus petit que ceux des autres proneurotrophines et
bien qu’il soit homologue, pour une bonne partie, avec la région précédemment citée, il ne
peut pas se lier a la sortiline (Chen et al., 2005b). Jusqu’a présent, aucune donnée ne
concerne la liaison du prodomaine de la proNT-3 a la sortiline. En revanche, une protéine
chimérique, avec le propeptide de la proNT-3 et la partie mature du proNGF, se comporte

comme le proNGF sauvage pour la bonne mise en conformation de la partie mature du

proNGF. Par conséquent, I’association intramoléculaire entre le propeptide et la partie
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mature peut s’établir et donc le propeptide de la proNT-3 pourrait, lui aussi, masquer son

site d’interaction avec TrkC (Hauburger ef al., 2007).

3. Les proneurotrophines, une réalité physiologique

Le fait que des cellules puissent sécréter des proneurotrophines de fagon physiologique a
longtemps ¢été¢ un sujet de débats (Willnow et al, 2008). Bien que I’existence de ces
proformes flit connue, elles étaient considérées comme inactives et ce n’est qu’au début
des années 2000 que les proneurotrophines furent « redécouvertes ». Ainsi, Lee et ses
collaborateurs montreérent que le proNGF et le proBDNF pouvaient étre sécrétés et avoir
une action pro-apoptotique sur les neurones, la ou les formes matures induisaient la survie
et la différenciation cellulaires (Lee et al., 2001). L’effet pro-apoptotique du proNGF a
ensuite été confirmé dans plusieurs modéles cellulaires (Nykjaer et al., 2004 ; Lebrun-
Julien et al., 2010 ; Wang et al., 2010). De plus, il apparait que le proNGF est la forme
majoritaire des produits du géne NGF dans de nombreux organes (Bierl ef al., 2005). Le
proNGF est ainsi sécrété, in vitro, par de nombreuses populations neuronales comme les
neurones corticaux (Bruno & Cuello, 2006), les neurones sympathiques (Hasan et al.,
2003), les cellules microgliales (Srinivasan et al., 2004) et les astrocytes (Domeniconi et
al., 2007) mais également in vivo ou il induit la mort des neurones apres 1ésion cérébrale
(Harrington et al., 2004). Le proNGF peut également engendrer une réponse biologique
dans des populations non-neuronales comme les cellules NK ou il induit I’apoptose
(Rogers et al., 2010) et les cellules de mélanome ou il favorise la migration (Truzzi et al.,

2008).

Dans des troubles neuronaux, comme la maladie d’Alzheimer (Fahnestock et al., 2001) et
I’encéphalomyé¢lopathie spongiforme (Stoica et al., 2008), I’expression du proNGF est
augmentée. Ceci suggere qu’en plus d’apparaitre comme un marqueur de ces pathologies,
le proNGF pourrait avoir un role biologique. A cet égard, le proNGF, isolé du cerveau de
malades atteints d’Alzheimer, induit la mort des cellules de phéochromocytome de rat
PC12 alors que le NGF permet leur survie et leur différenciation (Pedraza et al., 2005).
Outre ces effets sur des cellules en culture, plusieurs équipes ont montré que le proNGF est
responsable de la mort neuronale dans différents modeles d’atteintes du systéme nerveux in
vivo. Ainsi, des souris ou des rats auxquels une Iésion du systéme nerveux a été pratiquée
présentent une augmentation du proNGF sécrété qui induit la mort neuronale (Beattie et

al., 2002 ; Harrington et al., 2004 ; Volosin ef al., 2006 ; Volosin et al., 2008).
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La dichotomie des effets entre le NGF et son précurseur a été récemment illustrée par la
modulation de sous-groupes distincts d’ARNm, dans les cellules PC12 (D'Onofrio ef al.,
2011). De plus, il a été montré que le proNGF peut induire la mort de neurones malgré la
stimulation trophique du NGF, ce qui suggere que le signal des proneurotrophines peut
éventuellement outrepasser celui des neurotrophines qu’elles peuvent générer (Sobottka et
al., 2008). Par ailleurs, une étude a également montré que les voies de signalisation
induites par les proneurotrophines et par les neurotrophines matures pouvaient étre
interconnectées. En effet, un traitement simultané au proNGF et au BDNF, dans des

neurones, conduit a la mort cellulaire. Le proNGF peut se lier a p75~ '~

qui va alors
recruter la phosphatase PTEN, responsable de 1’inactivation de la voie PI3-K sous 1’axe

BDNF/TrkB (Song et al., 2010).

Dans le cas des autres proneurotrophines, le proBDNF est sécrété¢ in vitro par les
lymphocytes B (Fauchais et al., 2008) et les neurones corticaux (Teng et al., 2005) et in
vivo dans le cerveau (Pang et al., 2004 ; Yang et al., 2009). De méme que pour le proNGF,
le proBDNF induit des effets différents du BDNF mature puisqu’il régule négativement la
migration de cellules du cervelet alors que la neurotrophine mature favorise la
prolifération, la migration et la survie de ces cellules (Xu ef al., 2011b). Le proBDNF est
également capable d’induire 1’apoptose des motoneurones (Taylor et al., 2011). Enfin,
outre le proNGF et le proBDNF, la proNT-3 a également une activité biologique propre
puisqu’elle induit la mort des neurones de 1’oreille interne (Yano et al., 2009 ; Tauris ef al.,

2011).

Comme nous avons pu le voir a travers plusieurs exemples, les proneurotrophines et les
neurotrophines matures induisent des effets biologiques différents (Lu et al., 2005). Par
conséquent, le processus de clivage de ces protéines doit étre hautement régulé. Ainsi, la
conversion du proNGF en NGF, dans le milieu extracellulaire, dépend de 1’activité¢ de
plusieurs protéases exprimées par différentes populations neuronales in vitro et in vivo
(Bruno & Cuello, 2006). Dans les neurones, le ratio d’expression proBDNF/BDNF est, par
exemple, controlé par des stimuli externes qui modulent la sécrétion et I’activité des
protéases extracellulaires (Nagappan et al., 2009 ; Ding et al., 2011). La maturation du
NGF a également été décrite récemment pour étre régulée par une nouvelle enzyme, la
tryptase, dans les mastocytes (Spinnler et al., 2011). Une autre voie de contrdle est la
régulation de la biodisponibilit¢é des neurotrophines. Ainsi, la sortiline peut lier et

internaliser le proNGF et le proBDNF pour les cibler vers une voie de sécrétion (Chen et
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al., 2005b). Le trafic intracellulaire du proBDNF est ¢galement dépendant d’un complexe
trimérique proBDNF/sortiline/HAP1 (Huntingtin-associated protein-1) (Yang et al., 2011)
ainsi que de I’expression de I’ectodomaine de la sortiline, généré par un clivage par
ADAMI17, qui va inhiber le ciblage vers la voie des lysosomes et la dégradation du BDNF
(Hermey et al., 2006 ; Evans et al., 2011).

Le NGF et son précurseur exercent leurs effets via trois types de récepteurs membranaires :

le récepteur TrkA a activité tyrosine kinase, p75™ '~

, un récepteur de la famille des
récepteurs au TNF et la sortiline, un récepteur transmembranaire a domaine VpslOp

(Vacuolar protein sorting 10 protein).

B. Le récepteur TrkA

1. Découverte

Dans les années 80, la premicre protéine Trk (Tropomyosin receptor kinase) doit son nom
a la découverte d’un oncogene impliqué dans le cancer du colon ; celui-ci contient les
7 premiers des 8 exons de la tropomyosine fusionnés a une séquence codant les domaines
transmembranaire et intracellulaire d’une kinase inconnue a 1’époque (Martin-Zanca et al.,
1986). Peu apres, une deuxieme kinase hautement similaire a TrkA fut purifiée et nommée
TrkB (Klein et al., 1989). Enfin, TrkC fut identifi¢ en 1991, en méme temps que fut
attribué a chaque récepteur son ligand (Klein et al., 1991a ; 1991b ; Lamballe et al., 1991 ;
Klein et al., 1992).

2. Structure : du géne a la protéine

Le géne NTRKI humain codant le récepteur TrkA contient 17 exons et couvre environ
23 kb du chromosome 1, en région q21-q22. Ce géne est transcrit en un ARNm de 2,7 kb
(Tableau 4) (Martin-Zanca et al., 1989).
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Localisation Taille de Taille en acides
N du gé N° NCBI N° Uniprot
om du gene du gene I’ARNm (pb) aminés npro
NTRK1 1g21-g22 2663 NM_002529 790 P04629

Tableau 4 : Caractéristiques du récepteur TrkA humain

Récepteur TrkA humain et sa localisation chromosomique. Dans le tableau, sont également
référencées la taille de I’ARNm majoritaire avec son numéro d’accession NCBI et la taille
en acides aminés de la protéine avec son numéro d’accession Uniprot.

Le récepteur TrkA appartient a la superfamille des récepteurs tyrosine kinase. C’est un
récepteur transmembranaire de type I, glycosylé, de 790 acides aminés pour un poids
moléculaire de 140 kDa. Son domaine extracellulaire est reli¢ au domaine intracellulaire de

304 acides amings par une seule hélice transmembranaire (Figure 13).

ﬂntif s structuraux : \

Region riche en cystemes

Region riche en leucines

Domaine
extracellulaire

Domaine Ig-C1

Domaine Ig-C2

‘A=

Insert de specificite

Domaine tyrosine k inase

Domaine
transmembranaire

A

Modifications post-traductionnelles:

Site de N-glycosylation

Domaine
mtracelhilaire

@ Site de phosphorylation

Figure 13 : Représentation schématique du récepteur TrkA

Le récepteur TrkA se compose d’un domaine extracellulaire constitué de régions riches en
leucines encadrées par 2 régions riches en cystéines, suivies de 2 domaines de type
immunoglobuline Ig-C1 et Ig-C2 et d’un insert augmentant la spécificité par rapport a son
ligand primaire. Le domaine intracellulaire est, lui, composé d’un large domaine tyrosine
kinase responsable de la trans-autophosphorylation du récepteur et de son activation.
D’autres phosphorylations en dehors de ce domaine sont possibles et sont impliquées dans
le recrutement de partenaires protéiques et/ou dans [’internalisation du récepteur. Les
numéros des tyrosines mentionnées ici correspondent a l’isoforme TrkA-I, exprimée dans les
tissus non-neuronaux.
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v' Domaine extracellulaire

Le domaine extracellulaire de TrkA contient deux régions riches en cystéines (domaines
D1 et D3) encadrant une région riche en leucines (domaine D2), suivies, dans le domaine
juxtamembranaire, de deux domaines de type immunoglobuline C2 (Ig-C2 ; domaines
D4 et D5) et d’un insert de 6 résidus d’acides aminés (Val-Ser-Phe-Ser-Pro-Val), présent
ou non, modifiant la spécificité du récepteur pour ses ligands. Le réle du domaine D2 est
pour l’instant controversé. Il participerait a la fixation du ligand sur le récepteur, mais
seulement dans le cas de la liaison de la NT-3 (MacDonald & Meakin, 1996). Le domaine
D4 participe a I’expression et a la bonne conformation du récepteur TrkA, notamment au
niveau du deuxieéme domaine Ig-C2 (D5) (Urfer et al., 1995 ; Holden et al., 1997 ; Ultsch
et al., 1999). Ce domaine D5 joue par ailleurs un rdle important dans la liaison du NGF
(Wiesmann & de Vos, 2001). Deux régions majeures d’interaction ont été mises en
évidence grace a la cristallisation du NGF lié¢ au domaine D5 (Wiesmann ef al., 1999). Une
premicre région appelée « specificity patch » ou domaine de spécificité met en jeu les
10 derniers résidus de la partie N-terminale du NGF et constitue certainement le premier
déterminant a la spécificité de liaison. La deuxi¢me région appelée « conserved patch » ou
domaine conservé fait intervenir la partie C-terminale du domaine D5 et la partie centrale
du NGF. Les domaines Ig-C2 stabilisent également la forme monomérique du récepteur
TrkA, empéchant ainsi sa dimérisation spontanée et son activation en absence de NGF

(Arevalo et al., 2000).

La partie extracellulaire comporte également de nombreuses glycosylations qui permettent
d’adresser le récepteur TrkA a la membrane et de prévenir son activation en absence de
NGF (Watson et al., 1999). Elles semblent essentielles a la signalisation, car des récepteurs
non glycosylés peuvent former des homodimeéres mais sont incapables d’induire une
réponse cellulaire comme la différenciation des cellules neuronales (Friedman & Greene,

1999).
v' Domaine intracellulaire

Le domaine intracellulaire du récepteur TrkA présente de nombreuses tyrosines
phosphorylables. Trois résidus tyrosines Y¢’°, Y®* et Y®*, au sein du domaine tyrosine
kinase, sont responsables de la trans-autophosphorylation du récepteur. D’autres sites de

phosphorylation sont également présents dans le domaine intracellulaire : Y**°, Y**, Y"*!
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et Y’® et sont responsables du recrutement des protéines adaptatrices nécessaires a la
signalisation du récepteur. Enfin, bien que cela soit encore controversé, des résidus sérine
et thréonine intracellulaires ont également été décrits mais leur role dans D’activité du

récepteur TrkA est encore inconnu (MacPhee & Barker, 1997).

v’ Isoformes de TrkA

Deux isoformes ont été initialement identifiées et appelées TrkA-I et TrkA-II. Ces
isoformes, d’une taille respective de 790 et 796 acides aminés, ne différent que de 18 pb
suite a 1’épissage alternatif de I’exon 9 (Figure 14). En effet, TrkA-II, qui contient
I’exon 9, posséde un insert de 6 acides aminés dans son domaine extracellulaire dont la
présence n’affecte ni I’affinité du récepteur pour le NGF, ni la transduction du signal
(Barker et al., 1993). En revanche, cet insert participerait a la sélectivité de TrkA pour la
NT-3 puisque cette neurotrophine ne se lie pas sur TrkA-I (Clary & Reichardt, 1994). De
plus, ces deux isoformes ont une expression différentielle : TrkA-I est préférentiellement
exprimée dans les tissus non-neuronaux alors que TrkA-II est retrouvée dans les tissus

neuronaux et en faible quantité dans le rein et le poumon (Barker et al., 1993).

Une troisieme isoforme, TrkA-III, a ét¢ identifiée plus récemment dans les neuroblastomes
de stade précoce et le thymus et résulte de 1’épissage alternatif des exons 6, 7 et 9
(Tacconelli et al., 2004 ; 2007). Cette isoforme, dépourvue du premier domaine Ig-C2 et
d’une partie normalement N-glycosylée, est générée préférentiellement en conditions
d’hypoxie et est capable d’induire une signalisation indépendamment de la fixation du
NGF dans les cellules de neuroblastomes pour promouvoir leur potentiel tumorigene
(Tacconelli et al., 2004 ; 2005a). L’utilisation de cette isoforme TrkA-III comme marqueur
de la phase précoce des neuroblastomes est actuellement a 1’étude (Tacconelli et al.,
2005b).

Enfin, deux variants appelés TrkA-L1 et TrkA-LO présentent des modifications dans la
séquence du domaine D2 extracellulaire (Figure 14). Pour TrkA-L1, I’épissage des exons 2
et 3 conduit a ’absence d’un des trois domaines riches en leucines alors que ces derniers
sont totalement manquants dans 1’isoforme TrkA-LO, de par I’épissage supplémentaire de
I’exon 4 (Dubus et al., 2000). Ces isoformes sont retrouvées dans le thymus, les testicules,

le poumon et le rein chez le rat, mais pas dans le systéme nerveux et sont toujours
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exprimées en méme temps que 1’isoforme TrkA-I (Dubus et al., 2000). Pour I’heure, les

caractéristiques de liaison du NGF a ces isoformes ne sont pas encore connues.

v

e e

CRD LR CRD Ig-C2 M  T™M IM TK

TrkA-111

Figure 14 : Isoformes du récepteur TrkA

Les carrés représentent les 17 exons du géne NTRKI. TrkA-1I est ’isoforme la plus longue,
TrkA-I est épissée de [’exon 9 et TrkA-III est dépourvue des exons 6, 7 et 9. TrkA-LI est
epissée des exons 2 et 3 alors que les exons 2,3 et 4 sont absents de [’isoforme TrkA-L0. Les
difféerentes couleurs correspondent aux différentes parties de la protéine, codées par les
exons. Rouge : les CRD (Cystein Rich Domain) ; Bleu : LR (Leucine Rich motif) ; Vert :
domaines immunoglobuline-like (Ig-C2),; Gris : parties juxtamembranaires ; Orange :
domaine transmembranaire ; Marron : domaine tyrosine kinase (TK).

3. Signalisation du récepteur TrkA

a. Activation du récepteur

L’activation des récepteurs a activité tyrosine kinase, suite a la fixation de leur ligand, est
classiquement décrite par une dimérisation des récepteurs, initiant 1’activation du domaine
kinase et la trans-autophosphorylation de résidus tyrosine au niveau du domaine
intracellulaire (Schlessinger, 2000 ; Lemmon & Schlessinger, 2010). Néanmoins, une
é¢tude récente a montré que les récepteurs TrkA étaient présents dans les cellules,
principalement, sous forme d’homodimeéres inactifs qui sont formés dans le réticulum

endoplasmique (Shen & Maruyama, 2011). Cette observation a également été faite pour
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d’autres récepteurs comme ’EGFR et le GHR (Growth Hormone Receptor) (Gent et al.,
2002 ; Tao & Maruyama, 2008). En effet, les domaines transmembranaires de nombreux
RTK, dont TrkA, ont la capacité intrinséque de former des diméres membranaires stables
(Finger et al., 2009). Dans ce cas, le NGF n’induirait plus une homodimérisation du
récepteur, mais plutdt une rotation des domaines transmembranaires des diméres de TrkA
préformés, résultant en un réarrangement des domaines cytoplasmiques nécessaire a
’activation des récepteurs. Ce mécanisme a été décrit, entre autres, pour ’EGFR et le

GHR (Moriki et al., 2001 ; Latz et al., 2007 ; Tao & Maruyama, 2008).

Le réarrangement conformationnel des domaines cytoplasmiques entraine la trans-
autophosphorylation des récepteurs, ou chaque domaine kinase d’un monomere induit la
phosphorylation de 1’autre monomere. Les premiers résidus phosphorylés sont les tyrosines
Y67O, YO et Y a Pintérieur du domaine kinase, permettant d’augmenter 1’activité
catalytique de la tyrosine kinase (Mitra, 1991), qui va ensuite phosphoryler les tyrosines

secondaires Y*°, Y®, Y™ et Y'® (Figure 15) (Stephens ef al., 1994).
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Figure 15 : Voies de signalisation associées au récepteur TrkA

Suite a la fixation du NGF, le dimere de récepteurs TrkA est activé, permettant sa trans-
autophosphorylation au niveau des tyrosines Y’ Y°’* et Y°° du domaine kinase puis la
phosphorylation des résidus Y*°°, Y%7, Y°! et Y’*. Des protéines adaptatrices sont alors
recrutées sur ces tyrosines phosphorylées : Shc et Frs2 sur Y’ la sous-unité p85 de la
PI3-K sur Y! et la PLC-yl au niveau du résidu Y'¥. Le recrutement de NOMA-GAP est
indépendant de la phosphorylation de TrkA et le site d’interaction sur le récepteur est
encore inconnu. Les voies de signalisation sous-jacentes sont activées et vont conduire, en
fonction du type cellulaive, a la survie, la prolifération, la différenciation ou la
migration/invasion des cellules. ARMS : Ankyrin repeat-rich membrane spanning protein ;
CAMK : Calcium/calmodulin-regulated protein kinase;, C3G : Rap guanine nucleotide
exchange factor 1 ; CREB : Cyclic AMP-responsive element-binding protein ; DAG :
Diacylglycerol ; Erk : Extracellular signal-regulated kinase ; Frs2 : Fibroblast growth
factor receptor substrate 2 ; Gabl/2 : Grb2-associated-binding protein 1/2 ; Grb2 : Growth
factor receptor-bound protein 2 ; IkB : Inhibitor of kappa B ; IP3 : inositol 1,4,5-
trisphosphate ; MAPK : Mitogen-activated protein kinase ; MEF2D : Myocyte-specific
enhancer factor 2D ; MEK1/2 : MAPK kinase 1/2 ; NF-xB : Nuclear factor-kappa B ; NGF :
Nerve Growth Factor ; NOMA-GAP : Neurite outgrowth multiadaptor Rho-GTPase-
activating protein ; PI3-K : Phosphoinositide 3-kinase ; PIP, : Phosphatidylinositol 4,5-
bisphosphate ; PKC : Protein kinase C ; PLC-yl : Phospholipase C-gammal ; Rapl : Ras-
related protein 1 ; Shc : Src homology-2 containing protein ; SHP2 : Src homology-2
containing tyrosine-protein phosphatase ; Sos : Son of sevenless : TrkA : Tropomyosin-
receptor kinase A.
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b. Recrutement des “docking proteins”

Suite a la phosphorylation des différents résidus tyrosine de son domaine intracellulaire, le
récepteur TrkA va pouvoir recruter des protéines qui vont faire le lien direct ou indirect
entre le récepteur activé et les protéines effectrices a domaines SH2 (Src homology-2) ou
PTB (Phospho-tyrosine binding domain) (Segal & Greenberg, 1996) ; ce sont les « docking
proteins » ou protéines d’amarrage (Brummer et al., 2010). Quatre grandes familles de
« docking proteins » ont été définies : les protéines Gab/DOS (Daughter of sevenless), les
protéines IRS (/nsulin Receptor Substrate), les protéines Dok (Downstream of tyrosine
kinases) et Frs2 (Fibroblast growth factor receptor substrate 2). Ces protéines sont
indispensables a la signalisation des RTK, et donc de TrkA, puisqu’elles jouent le role de
plateformes d’assemblage pour 1’activation, la coordination et la régulation de cette
signalisation, et ce dans des compartiments subcellulaires spécifiques (Brummer et al.,
2010).

Les « docking proteins » sont recrutées sur les RTK via deux mécanismes essentiels :

- Interaction avec la membrane plasmique grace a une modification post-
traductionnelle ou un domaine particulier dans leur extrémité N-terminale. Cette
relocalisation membranaire se fait, soit via une myristoylation de la protéine, dans
le cas de Frs2 (Gotoh, 2008), soit par liaison a des phospholipides spécifiques
(PIP,, Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate ; PIPs, Phosphatidylinositol 3,4,5-
trisphosphate) par 1’intermédiaire de domaines PH (Pleckstrin homology), pour les
autres « docking proteins » (Wohrle et al., 2009).

- Interaction avec le RTK phosphorylé sur un ou des résidu(s) tyrosine, soit
directement par I’intermédiaire d’un domaine PTB (Frs2, IRS et Dok), soit
indirectement via une ou plusieurs protéines adaptatrices comme Grb2 (Growth
factor receptor-bound protein 2) pour les protéines Gab (Lock et al., 2000 ;
Brummer et al., 2010). Les « docking proteins » sont alors phosphorylées sur
plusieurs résidus tyrosine permettant le recrutement des protéines adaptatrices a

domaines SH2 et PTB.

Dans le cas de la signalisation induite par le récepteur TrkA, ces « docking proteins »
revétent une importance toute particuliere puisqu’elles vont réguler le choix de la
signalisation engagée mais également la durée (transitoire ou prolongée) du signal, en

fonction du compartiment subcellulaire dans lequel se fera le recrutement de ces protéines.
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Les «docking proteins » interagissent avec TrkA au niveau de la tyrosine Y*°
juxtamembranaire. Ainsi, Frs2 est capable de se lier directement au récepteur (Meakin et
al., 1999 ; Ong et al., 2000) alors que Gab1 nécessite tout d’abord I’interaction de She (Src
homology-2 containing protein) puis de Grb2 (Obermeier et al., 1993b ; Stephens et al.,
1994 ; Holgado-Madruga et al., 1997). Les voies de signalisation associées a ces protéines
seront décrites ultérieurement.

L’interaction des protéines IRS-1 et IRS-2 avec le récepteur TrkA activé a également été
décrite, dans les cellules HEK293, pour intervenir dans le recrutement de la sous-unité
régulatrice p85 de la PI3-K, de SHP-2 (SH2-containing tyrosine phosphatase) et de Grb2,
associ¢ a une activité accrue de la PI3-K (Miranda et al., 2001). Cette interaction est

490

majoritairement localisée sur la tyrosine Y, méme si une interaction résiduelle est

r ’ r ~490
observée sur un récepteur TrkA muté Y 'F,

suggérant I’implication d’autres résidus (Wolf
et al., 1995). L’interaction et I’activation (phosphorylation) d’IRS-1 est, par ailleurs,
dépendante de 1’activité kinasique de TrkA puisqu’elles sont inhibées par le K252a ou
I’expression d’un mutant dépourvu d’activité kinasique (Tapley ef al., 1992). En revanche,
dans les cellules PC12, aucune interaction entre IRS-1 et TrkA n’est observée apres
traitement au NGF (Ohmichi et al., 1993). Ces résultats suggeérent que ’interaction des
«docking proteins » sur TrkA est étroitement liée au type cellulaire. Ainsi, pour le
récepteur TrkB, un traitement au BDNF permet le recrutement d’IRS-1 et d’IRS-2 dans les
neurones primaires mais pas dans les cellules PC12 (Yamada et al., 1997).

Enfin, bien que cela n’ait pas ét¢ démontré pour TrkA, la protéine DokS5 interagit avec les
récepteurs TrkB et TrkC et joue un rdle dans 1’activation des MAPK apres stimulation par
les neurotrophines (Shi et al., 2006). Dok6 peut également étre activée par TrkC et
participe a la neuritogenese induite par la NT-3 dans les neurones corticaux de souris (Li et

al., 2010b).

Suite a I’activation du récepteur TrkA par le NGF, trois voies de signalisation principales
ont ¢été décrites, en particulier dans les cellules neuronales et les cellules de
phéochromocytome de rat PC12 : la voie des MAPK Ras/Raf, la voie PI3-K/Akt et la voie
PLC-y1 (PhosphoLipase C-yI)-PKC (Protein Kinase C) (Figure 15) (Huang & Reichardt,
2003 ; Arevalo & Wu, 2006).
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c. Voies de signalisation associees au récepteur TrkA
v’ Voies des MAPK

L’importance des « docking proteins » dans la signalisation de TrkA induite par le NGF est
particulierement bien illustrée avec I’activation des MAPK. En effet, au niveau de la
tyrosine Y*°, la protéine Shc peut se lier pour ensuite recruter la protéine Grb2 puis le
facteur Sos (Son of sevenless), facteur d’échange de GTP pour la petite protéine G Ras
(Stephens et al., 1994). Les protéines Raf-1 et B-Raf sont alors activées et vont a leur tour
induire 1’activation des MAPK, en particulier Erkl1/2 (Extracellular signal-regulated
kinase) et p38MAPK (Thomas et al., 1992 ; Troppmair et al., 1992 ; Xing et al., 1998).
Cette voie de transduction conduit a une activation transitoire des MAPK nécessaire a la
différenciation des neurones et des cellules PC12 (Marshall, 1995).

Sur le méme résidu Y*, la protéine Frs2 peut également se lier pour conduire au
recrutement d’un complexe protéique CrkL/C3G/Rapl qui aboutit, cette fois-ci, a une
activation prolongée des MAPK (York ef al., 1998 ; Wu et al., 2001 ; Hisata et al., 2007).
La formation de ce complexe est controlée par la protéine transmembranaire
ARMS/Kidins220 (Ankyrin repeat-rich membrane spanning protein), phosphorylée suite a
un traitement au NGF, et qui s’associe a TrkA via une interaction entre les domaines
transmembranaires (Kong et al., 2001 ; Arevalo et al., 2004). Cette signalisation nécessite
I’internalisation du récepteur TrkA dans les compartiments endosomaux (York et al.,
2000 ; Wu et al., 2001). Une activation d’Erk5 est aussi reportée pour cette voie, via
I’interaction de la phosphatase SHP-2 avec Frs2 et CrkL, et conduit a la survie cellulaire
(Watson et al., 2001). La phosphatase SHP-2 peut également étre recrutée sur TrkA, via
I’adaptateur NOMA-GAP (Neurite outgrowth multiadaptor RhoGTPase-activating
protein) qui se fixe sur le récepteur au niveau d’un site encore inconnu. Cette voie permet,
sous I’effet du NGF, I’activation soutenue d’Erk5, associée a une régulation négative des
protéines Cdc42 et PAK (p2I-activated kinase) conduisant a la croissance des neurites
(Rosario et al., 2007).

La phosphorylation des MAPK permet 1’activation de protéines telles que Rsk et MSK1
qui contrdlent la transcription génique. Ces deux kinases vont en effet phosphoryler et
activer CREB (Cyclic adenosine monophosphate response element-binding protein), un
facteur de transcription pouvant réguler I’expression de nombreux genes impliqués dans la

survie et la différenciation cellulaires, entre autres (Riccio et al., 1999 ; West et al., 2002).
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Ainsi, en fonction de la « docking protein » recrutée au niveau de Y*° de TrkA et de la
localisation subcellulaire du récepteur, la signalisation sous-jacente induite par [’axe
NGF/TrkA conduit a des effets biologiques distincts (Meakin et al., 1999 ; Kao et al.,
2001 ; Arevalo et al., 2006a).

v Voie PI3-K/Akt

L’activation du récepteur TrkA par le NGF conduit a I’induction de la voie de signalisation
PI3-K/Akt. En effet, le recrutement des protéines Shc, Grb2, Gabl et Ras, au niveau de
Y*°, permet ’interaction entre la PI3-K et Gabl/Ras et une activation de la PI3-K par Ras
(Holgado-Madruga et al., 1997 ; Korhonen et al., 1999). L’association entre Gabl et la
PI3-K est primordiale puisque 1’expression de Gabl mutée dans son site de liaison a la
PI3-K diminue I’effet de survie du NGF (Holgado-Madruga ef al., 1997). Dans plusieurs
populations neuronales, TrkA peut également recruter et activer la PI3-K, via la protéine
IRS-1 (Yamada et al., 1997). Enfin, le recrutement de la PI3-K sur TrkA peut aussi se faire
de maniére directe, via I’interaction de la sous-unité régulatrice p85 sur le résidu Y
(Ohmichi et al., 1992 ; Obermeier et al., 1993D).

Dans tous les cas, la PI3-K peut alors activer la protéine kinase Akt, impliquée dans de
nombreux processus biologiques (Fayard et al., 2010). Entre autres, la voie PI3-K/Akt est
décrite pour jouer un rdle important dans la survie neuronale. Les acteurs de cet effet ont
¢été identifiés. Il s’agit de la protéine Bad et des facteurs de transcription « forkhead » et
NF-kB. La phosphorylation de Bad par Akt conduit a sa phosphorylation par d’autres
kinases et a sa séquestration par les protéines 14-3-3, inhibant alors son action pro-
apoptotique (Datta ef al., 1997). De méme, le facteur de transcription « forkhead », une
fois phosphorylé par Akt, quitte le noyau et est séquestré par les protéines 14-3-3,
empéchant 1’activation de la transcription de geénes codant des protéines pro-apoptotiques
(Brunet et al., 1999 ; 2002 ; Zheng et al., 2002). Au contraire, NF-«B est transloqué dans
le noyau suite a la phosphorylation de sa sous-unité inhibitrice IxB par Akt ; il peut alors

activer la transcription de divers facteurs anti-apoptotiques (Foehr et al., 2000).

v’ Voie PLC-y1-PKC

Avant méme que le NGF ne soit identifi¢ comme le ligand de TrkA, il avait déja été
montré qu’il activait la phosphorylation de la PLC-yl (Kim et al., 1991). La liaison du

NGF sur TrkA entraine la phosphorylation de la tyrosine Y’*, a I’extrémité C-terminale du
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récepteur, qui permet le recrutement et la phosphorylation de la PLC-yl (Vetter et al.,
1991 ; Obermeier et al., 1993a ; Stephens ef al., 1994). La PLC-yl hydrolyse alors des
PIP; en IP3 (Inositol 1,4,5-trisphosphate) et en DAG (Diacylglycerol). D une part, les IP;
se lient a leurs récepteurs exprimés a la membrane du réticulum endoplasmique et
induisent le relargage des stocks calciques internes dans le cytoplasme, ce qui stimule les
isoformes de la PKC régulées par le Ca>" et active les CAMK (Ca’"/calmodulin-regulated
protein kinase). D’autre part, les DAG sont également capables d’activer des isoformes de
la PKC. Dans les PC12 stimulées par le NGF, la PKC active ensuite Raf, puis les MAPK,
ce qui aboutit a la croissance des neurites (Corbit et al., 1999).

Dans les cerveaux de patients atteints par la maladie d’Alzheimer, des taux élevés de
PLC-y1 phosphorylée sont retrouvés (Zhang et al., 1998). Plus récemment, il a été montré
que, suite a une déplétion longue en NGF, TrkA s’autophosphoryle par un mécanisme
encore inconnu mais qui conduit a la phosphorylation de la PLC-yl concomitante a
I’inactivation d’Akt et a I’agrégation de peptides AP (marqueur moléculaire d’Alzheimer)
avec le récepteur, conduisant a la mort neuronale (Matrone et al., 2009). Comme 1’absence
de signal trophique du NGF est considérée comme une des causes possibles de la maladie
d’Alzheimer (Covaceuszach et al., 2009), les auteurs proposent que la phosphorylation

anormale de la PLC-y1 via TrkA refléte un événement moléculaire majeur de la maladie.

d. Mécanismes de régulation de I’activité de TrkA
v' Recrutement de phosphatases

Dans les cellules neuronales, suite a la fixation du NGF et I’induction des voies de
signalisation associées a TrkA, le récepteur subit 1’action de différentes phosphatases qui
vont pouvoir déphosphoryler les tyrosines Y* et Y du domaine kinase et établir un
rétrocontrole négatif de son activité. Ainsi, la phosphatase SHP-1 est capable de se lier au
récepteur sur le résidu Y*° et de déphosphoryler le domaine kinase, inhibant ainsi la survie
des neurones (Marsh et al., 2003). Contrairement a la phosphatase SHP-2 qui est impliquée
dans ’activation des MAPK et I’induction de la différenciation neuronale aprées traitement
au NGF (Goldsmith & Koizumi, 1997 ; Rusanescu et al., 2005), SHP-1 semble jouer
uniquement un role de régulateur négatif de la signalisation de TrkA (Wright et al., 1997).
Dans les cellules cancéreuses de sein ou nous verrons par la suite que la signalisation de
I’axe NGF/TrkA est trés importante, I’expression du récepteur et de la protéine p53 non

mutée inhibent I’expression de SHP-1, favorisant ainsi la phosphorylation du domaine

© 2012 Tous droits réservés. http://doc.univ-%ﬁe’l fr



Theése de Cyril Corbet, Lille 1, 2012
INTRODUCTION

kinase de TrkA qui conduit a une inhibition de la prolifération dans ces cellules (Montano,
2009). Enfin, plusieurs membres de la famille des RPTP (Receptor-like protein tyrosine
phosphatase) ont également été décrits pour inhiber la phosphorylation du domaine kinase
de TrkA et la croissance des neurites induite par le NGF (Shintani et al., 2001 ; Faux et al.,
2007 ; Shintani & Noda, 2008).

Une autre protéine phosphatase, PP2A (Protein phosphatase 24), a été décrite pour jouer,
cette fois-ci, un role dans I’amplification de la réponse au NGF. En effet, les sous-unités
B’beta et B’delta de cette sérine/thréonine phosphatase permettent son interaction avec le
récepteur TrkA et la déphosphorylation de résidus sérine et thréonine du récepteur. Ceci
aboutit a une autophosphorylation soutenue de TrkA ainsi qu’a une activation prolongée
des voies des MAPK et d’Akt, induisant la différenciation neuronale (Van Kanegan &
Strack, 2009). Cette ¢étude suggere ainsi ’existence de résidus sérine et thréonine
phosphorylés qui réguleraient négativement 1’activité du récepteur, comme cela a déja pu

étre propos¢ auparavant (MacPhee & Barker, 1997 ; Van Kanegan & Strack, 2009).

v’ Clivage du récepteur TrkA

Une forme soluble du récepteur TrkA été mise en évidence dans les liquides biologiques et
les surnageants de culture. Cette forme résulte d’un clivage du récepteur, générant deux
fragments : le fragment soluble constitué de la partie extracellulaire du récepteur et un
fragment, li¢ a la membrane cellulaire, constitu¢ des domaines transmembranaire et
intracellulaire (Cabrera et al., 1996). Plusieurs tailles de fragments clivés ont été
identifiées, avec un fragment majoritaire de 41 kDa et des fragments mineurs de 38 et
40 kDa (Diaz-Rodriguez et al., 1999). Le clivage de la partie extracellulaire est induit par
le NGF lui-méme et pourrait ainsi constituer un mécanisme de régulation de 1’activation du
récepteur comme cela a été montré pour d’autres RTK (Ancot ef al., 2009). D’autre part, le
clivage du récepteur TrkA conduit a I’activation de son domaine tyrosine kinase
intrinséque et entraine 1’activation d’une signalisation intracellulaire NGF-indépendante
(Cabrera et al., 1996 ; Diaz-Rodriguez et al., 1999). Néanmoins, a I’heure actuelle, les
protéases impliquées dans ce clivage ainsi que le role fonctionnel des fragments générés

restent inconnus.
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v' Transactivation du récepteur TrkA

L’expression et l’activation de TrkA peut étre sous l’influence d’autres récepteurs
co-exprimés dans les cellules. En particulier, une activation de TrkA a été mise en
évidence, en absence de NGF, apres traitement des cellules PC12 par ’adénosine (Lee &
Chao, 2001). La cinétique d’activation du récepteur par cette voie est plus lente que
I’activation directe par le NGF. En effet, la phosphorylation de TrkA est détectée apres
90 min de traitement par I’adénosine. Aucune liaison directe de 1’adénosine sur le
récepteur TrkA n’a été mise en évidence et cette transactivation n’implique pas la
néo-synthése de NGF. Cet effet est en fait di a ’activation par I’adénosine de son
récepteur A2A couplé a une protéine Gy qui conduit a ’activation de Fyn, une kinase
appartenant a la famille de la tyrosine kinase Src. Cette kinase phosphoryle TrkA et induit
notamment 1’activation de la voie PI3-K/Akt (Lee & Chao, 2001 ; Rajagopal & Chao,
2006). Cet effet serait également dépendant du calcium puisque le pré-traitement des
cellules par des chélateurs de calcium bloque cette transactivation (Lee & Chao, 2001). De
plus, le pré-traitement des cellules par des inhibiteurs de la PI3-K entraine une inhibition
de la phosphorylation d’Akt, mais pas du récepteur TrkA montrant que ’activation de la
voie PI3-K ne participe pas directement a la transactivation de TrkA, mais en est bien une

conséquence (Lee & Chao, 2001 ; Lee et al., 2002a).

Un autre agoniste de récepteur couplé aux protéines G (RCPG), le peptide PACAP
(Pituitary adenylate cyclase activating peptide), est également capable d’induire
I’activation du récepteur TrkA et de la voie PI3-K/Akt dans les cellules PC12, avec la
méme cinétique que 1’adénosine, en mettant en jeu la tyrosine kinase Src (Lee et al.,
2002b ; Shi et al., 2010). La découverte de ce phénomene de transactivation suggere que
I’activation du récepteur TrkA, en absence de NGF, par ces peptides, pourrait participer a
leur effet neuroprotecteur, inexpliqué jusqu’alors (Lee et al., 2002b). Un traitement des
cellules PC12 par la forskoline, un activateur de 1’adénylyl cyclase entrainant une
augmentation intracellulaire d’AMP cyclique (AMPc), conduit également a une
phosphorylation du récepteur TrkA et a une activation de la voie PI3K (Piiper ef al., 2002).
Cette étude démontre que I’activation de 1’adénylyl cyclase par les RCPG couplés a des
protéines G de type Gs, comme le récepteur A2A de 1’adénosine et les récepteurs du

peptide PACAP, participent a la transactivation du récepteur TrkA.
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De plus, dans les cellules PC12 et les neurones, LRP1 (Low-density lipoprotein receptor-
related protein 1), une protéine d’endocytose, peut aussi transactiver TrkA via les kinases
de la famille de Src et induire la croissance des neurites (Shi et al., 2009). Enfin, la
transactivation du récepteur TrkA interviendrait au niveau intracellulaire, notamment sur
des récepteurs TrkA néo-formés présents au niveau de 1’appareil de Golgi, avant leur
expression a la membrane cellulaire (Rajagopal ef al., 2004).

L’ensemble de ces travaux démontre que les mécanismes de transactivation du récepteur
TrkA sont un moyen d’induire des signaux intracellulaires participant a la survie neuronale

indépendamment d’une stimulation par le NGF.

4. Internalisation du récepteur

Suite a la fixation du NGF sur TrkA, le complexe ligand/récepteur est internalisé (Eveleth
& Bradshaw, 1992 ; Loeb & Greene, 1993 ; Gargano et al., 1997 ; Zapf-Colby & Olefsky,
1998). Trois mécanismes contribuant a cette internalisation ont €té décrits jusqu’a présent :
la voie de la clathrine, la voie des cavéoles et la macropinocytose (Figure 16) (Zweifel et
al., 2005). La variété des voies permettant I’internalisation du récepteur TrkA suggere que
ces mécanismes pourraient dépendre du contexte cellulaire dans lequel le NGF active
TrkA, ou de Iamplitude du signal généré par 1’activation du récepteur (Zweifel et al.,
2005). La concentration en ligand pourrait également entrer en jeu : il a ét¢ montré pour le
récepteur EGFR que I’EGF a faibles concentrations favorise son internalisation via la voie
de la clathrine, alors que I’EGF a des concentrations plus fortes induit préférentiellement
I’internalisation via la voie des cavéoles (Aguilar & Wendland, 2005 ; Sigismund et al.,
2005). Ceci est aussi corrélé a une différence dans la signalisation sous-jacente puisque la
premiére voie favorise le recyclage membranaire de ’EGFR et sa signalisation alors que la
seconde voie conduit préférentiellement a son ubiquitination et a sa dégradation (Aguilar &

Wendland, 2005 ; Sigismund et al., 2005).
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Figure 16 : Mécanismes d’internalisation du récepteur TrkA

L’internalisation du récepteur TrkA peut avoir lieu au niveau de puits de clathrine a la
surface de la cellule, avec formation des endosomes par séparation de la membrane
cellulaire grdce a la dynamine. Le second mécanisme met en jeu une internalisation au
niveau des cavéoles pre-formées via la phosphorylation de la cavéoline-1. Enfin, le
troisieme mécanisme est la macropinocytose, mettant en jeu la formation de pseudopodes
membranaires grdce a la polymérisation de [’actine, permettant d’englober les récepteurs et
de les internaliser. Ce mécanisme est sous la dépendance d’une protéine chaperonne
appelée Pincher (Zweifel et al., 2005).

a. Voies d’internalisation de TrkA
v’ Voie de la clathrine

L’activation du récepteur TrkA conduit au recrutement de la clathrine sous la membrane
cellulaire, au niveau de zones particulieres pré-formées, appelées puits a clathrine
(Figure 16). La membrane s’invagine a cet endroit, puis des vésicules intracellulaires se
détachent de la membrane pour former des endosomes (Wiley & Burke, 2001). Le NGF
induit le recrutement de la clathrine sous la membrane des cellules PC12 et des neurones
sensitifs de rat, en favorisant la formation de complexes contenant le récepteur TrkA
activé, la chaine lourde de la clathrine et la protéine adaptatrice de la clathrine AP-2
(Beattie et al., 2000 ; Howe et al., 2001). Ce recrutement est sous le controle du résidu
phosphorylé Y*, contenu dans un motif d’endocytose Yxx¢ (ot ¢ est un acide aminé
aromatique) (de Pablo ef al., 2008). En effet, un récepteur muté sur ce site est moins

internalisé et n’est plus capable de recruter la chaine lourde de la clathrine. Les complexes

formés contiennent également des protéines activées de la voie des MAPK, en particulier
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MEK et Erk1/2 phosphorylés (Howe ef al., 2001). Enfin, I’internalisation de TrkA dépend
¢également de la déphosphorylation de la dynamine, une protéine GTPase, régulée par la
calcineurine, et qui permet la scission et la séparation des vésicules d’internalisation de la

membrane cellulaire (Zhang et al., 2000 ; Ye et al., 2003 ; Bodmer et al., 2011).

v’ Voie des cavéoles

Le récepteur TrkA est également exprimé dans des invaginations de membrane appelées
cavéoles. Ces cavéoles sont des domaines riches en cholestérol, présents de manicre
constitutive sur la membrane des cellules (Stan, 2005), et constitués de protéines
spécifiques appelées cavéolines. L’association de ces protéines avec les RTK activés
permet leur phosphorylation et le recrutement de protéines comme Csk (C-terminal Src
kinase) ou Grb7 (Growth factor receptor-bound protein 7) pour le récepteur de I’EGF, ou
IRS-1 pour le récepteur de I’insuline, qui participent a 1’internalisation de ces récepteurs de
manicre clathrine-indépendante (Pike, 2005). Les mécanismes exacts d’internalisation du
récepteur TrkA par les cavéoles ne sont pas connus, mais il est concevable que ceux-ci
aient des points communs avec ceux décrits pour les autres RTK (Figure 16). Le récepteur
TrkA phosphoryl¢ interagit directement avec les cavéolines exprimées dans la membrane
des cavéoles, en particulier la cavéoline-1 (Bilderback et al., 1999 ; Huang et al., 1999) et
celle-ci semble jouer un role dans la régulation de cette phosphorylation (Huang et al.,
1999), ainsi que dans l’activation des voies de signalisation du récepteur TrkA, en
particulier de la voie des MAPK (Peiro et al., 2000). Ainsi, ’interaction entre TrkA et la
cavéoline-1 induit une diminution de la phosphorylation du résidu Y*°, un clivage du
récepteur et D’inhibition de la mort cellulaire induite par TrkA dans des cellules

d’ostéosarcome (Jung & Kim, 2010).
v’ Macropinocytose

Une étude réalisée sur des neurones sympathiques a montré que I’internalisation du NGF
pouvait étre bloquée par un agent dépolymérisant I’actine (Reynolds & Hendry, 1999).
L’implication d’un mécanisme de macropinocytose dans l’internalisation du récepteur
TrkA a ensuite été proposée grace a des travaux réalisés dans les PC12 (Jullien et al.,
2003). Cette voie est régulée principalement par la protéine Pincher, puisque que la

surexpression de cette protéine entraine une augmentation de I’internalisation du récepteur
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TrkA au niveau de sites de macropinocytose, de maniére totalement clathrine-indépendante
(Shao et al., 2002). La protéine Rac, une Rho GTPase, est également impliquée dans ce
phénomene (Valdez et al., 2007). Cette voie joue un role majeur dans la signalisation de
I’axe NGF/TrkA puisqu’elle est impliquée dans le transport rétrograde du récepteur
conduisant a la survie neuronale (Valdez et al., 2005 ; Philippidou et al, 2011) mais

¢galement dans I’induction de 1’apoptose dans des cellules de médulloblastome (Li ef al.,

2010a).
v' Réle du domaine kinase de TrkA dans son internalisation

Le role de I’activité kinasique du récepteur TrkA dans son internalisation reste controversé
pour I’instant. L’inhibition de cette activité par des inhibiteurs pharmacologiques ou par
expression de mutants ne possédant pas de domaine tyrosine kinase intrinséque, dans les
cellules neuronales, peut conduire dans certaines études a une inhibition de I’internalisation
du récepteur TrkA (Reynolds et al., 1998 ; Ye et al., 2003 ; Heerssen et al., 2004), alors
que d’autres études, réalisées dans les mémes cellules, montrent que I’internalisation du
récepteur n’est pas affectée (Kahle et al,, 1994 ; Jullien et al., 2003). Une autre étude
suggere que D’activité kinasique de TrkA pourrait étre impliquée dans 1’adressage vers les
endosomes tardifs puis les lysosomes, puisqu’un mutant du récepteur TrkA ne possédant
pas de domaine tyrosine kinase est plutot dirigé vers des endosomes de recyclage apres
internalisation (Saxena et al., 2005). Des résultats comparables ont été¢ observés pour un
récepteur TrkB tronqué de son domaine kinase, qui suit alors préférentiellement la voie des
endosomes de recyclage (Alderson et al., 2000). Ainsi, I’activité kinasique du récepteur
TrkA ne serait pas impliquée dans les mécanismes mémes d’internalisation du récepteur
mais contribuerait a diriger préférentiellement le récepteur vers la voie des endosomes

précoces puis tardifs, par rapport a la voie des endosomes de recyclage.

b. Notion d’endosome de signalisation (« signaling endosome »)

La notion d’endosome de signalisation a été établie grace a 1’étude du transport rétrograde
du NGF et de TrkA dans les neurones. En effet, il a été décrit que le NGF était capable
d’induire la survie des neurones en favorisant I’expression de génes spécifiques dans les
corps cellulaires neuronaux. L’internalisation du NGF dans des vésicules contenant des
marqueurs caractéristiques des endosomes précoces, comme la petite protéine G Rab5 et

son effecteur EEA1 (Early endosome antigen 1) est nécessaire pour I’induction de cet effet
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(Delcroix et al., 2003). Ces endosomes jouent ainsi le réle de navettes pour transporter le
NGF lié au récepteur TrkA le long de 1’axone. Ils servent également de plateformes a partir
desquelles les signaux vont étre initiés (Figure 17) (Grimes et al., 1996 ; Delcroix et al.,
2003). En effet, I’endosome précoce permet a de trés nombreuses protéines non exprimées
a la membrane cellulaire d’accéder au récepteur TrkA. Une activation prolongée dans le
temps de la voie des MAPK semble par exemple possible uniquement a partir d’une
localisation endosomale du récepteur TrkA (York ef al., 1998). En effet, le NGF active la
petite protéine G Rapl exprimée sur les membranes endosomales, qui elle-méme induit
I’activation de Raf et de la voie de Erk1/2 (York et al., 1998 ; Wu et al., 2001). Ainsi, les
composants de la voie des MAPK Rapl, Raf, Erkl et Erk2 sont associés a 1’endosome
précoce et migrent avec lui au cours du transport rétrograde (Delcroix et al., 2003).

Dans les cellules PC12, la signalisation engagée par le NGF dépend de la localisation
subcellulaire du récepteur TrkA. En effet, lorsque le récepteur est présent a la surface
cellulaire, sa signalisation conduit & la survie des cellules alors que le récepteur présent

dans les endosomes permet d’induire la différenciation cellulaire (Zhang et al., 2000).

© 2012 Tous droits réservés. http://doc.univ-@ﬂ'e’l fr



Theése de Cyril Corbet, Lille 1, 2012

INTRODUCTION

Complexe dynéine-
I dynactine

= ( Microtubules @ +

Figure 17 : Représentation schématique d’un endosome de signalisation

L’internalisation du récepteur TrkA conduit a la formation d’endosomes précoces qui
servent de plateformes de signalisation. Les effecteurs recrutés sont la protéine adaptatrice
Shc, les petites protéines G Rapl et Rab5, la protéine EEAI, la PLC-yl, des constituants de
la voie des MAPK, notamment Raf, MEK et Erk et des constituants de la voie PI3-K/Akt. Le
récepteur TrkA interagit également avec le complexe dynéine-dynactine qui le relie au
réseau des microtubules et permet le transport rétrograde le long des axones des nerfs
(Zweifel et al., 2005).

c. Endosomes précoces : vers le recyclage ou la dégradation ?

Aprés internalisation, les RTK activés vont subir un tri au niveau des endosomes précoces
pour étre adressés soit vers les endosomes de recyclage pour retourner a la membrane
plasmique soit vers les endosomes tardifs puis les lysosomes pour étre dégradés (Wiley &
Burke, 2001 ; Jullien et al., 2002 ; Saxena et al., 2005). Ainsi, le récepteur TrkA, une fois
activé par le NGF et internalisé, peut étre dirigé vers des endosomes de recyclage, avant
d’étre réexprimé a la surface de la cellule. Ce recyclage est dépendant d’une séquence en
acides aminés spécifique (résidus 464-484) contenue dans la partie juxtamembranaire du
récepteur (Chen et al., 2005a). L’adressage vers ’'une des deux voies est également

dépendant de 1’ubiquitination du récepteur et de 1’activité du protéasome.
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En effet, I’ubiquitination du récepteur TrkA, suite a une activation par le NGF, joue un rdle
majeur dans son endocytose et son trafic intracellulaire (Acconcia et al., 2009), notamment
en ciblant le récepteur vers la voie des endosomes tardifs et des lysosomes pour permettre
sa dégradation (Geetha & Wooten, 2008). Le récepteur peut étre soit polyubiquitinylé par
des chaines d’ubiquitine liées par le résidu K, soit multimonoubiquitinylé.

La polyubiquitination de TrkA, sur le résidu K**, est régulée par TRAF6 (TNF receptor
associated factor 6), une E3 ubiquitine ligase, et est nécessaire a la fois pour I’activation
des cascades de signalisation menant a la survie et a la différenciation neuronale, mais
également a la dégradation du récepteur dans les lysosomes (Geetha et al., 2005 ; Geetha
& Wooten, 2008 ; Jadhav et al., 2008). Ce mécanisme est dépendant de la co-expression de
p75""™® bien que cela soit encore controversé. En effet, une étude a montré que I’expression
de p75"™ diminuait I’ubiquitination de TrkA et donc son internalisation (Makkerh et al.,
2005) alors qu’une autre étude a montré que cette co-expression était absolument

nécessaire pour la polyubiquitination de TrkA puisque p75~

agirait comme intermédiaire
pour le recrutement de TRAF6, via la protéine p62 (Geetha et al., 2005 ; Wooten et al.,

2005).

La monoubiquitination de TrkA est également un mécanisme complexe puisqu’elle peut
étre régulée par plusieurs enzymes. La protéine NEDD4-2 (Neural precursor cell
expressed, developmentally down-regulated 4-2) interagit avec TrkA au niveau du motif

PPXY & I’extrémité C-terminale du récepteur (contenant le résidu phosphorylable Y'*°

) et
ubiquitinyle le récepteur principalement sur le résidu K>*7 (Arevalo et al., 2006b). La
surexpression de NEDD4-2 conduit a une diminution de I’expression du récepteur TrkA et
a une inhibition de la survie neuronale (Arevalo et al., 2006b). En effet, la
monoubiquitination par NEDD4-2 favorise 1’adressage vers les lysosomes, diminuant ainsi
le recyclage a la membrane et 1I’expression du récepteur a la surface cellulaire, et ce méme
en absence d’une stimulation par le NGF (Georgieva et al., 2011 ; Yu et al., 2011). L autre
E3 ubiquitine ligase qui régule la monoubiquitination de TrkA est la protéine c-Cbl.
Comme pour NEDDA4-2, elle se fixe au récepteur phosphorylé et induit la dégradation du
récepteur dans les lysosomes (Takahashi et al., 2011). A ce jour, le site d’interaction de
c-Cbl sur TrkA n’est pas connu. Enfin, les deux enzymes NEDD4-2 et c-Cbl, en

ubiquitinylant le récepteur, régulent son trafic intracellulaire en favorisant I’adressage vers

les endosomes tardifs et les lysosomes au détriment de la voie de recyclage mais elles
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n’ont pas d’effet propre sur I’internalisation de TrkA (Arevalo et al., 2006b ; Takahashi et
al.,2011).

Le trafic intracellulaire du récepteur TrkA est également sous le contrdle de 1’activité du
protéasome. En effet, il a ét¢ montré que 1’activité protéasomale induit une
déubiquitination du récepteur permettant sa dégradation dans les lysosomes (Geetha &
Wooten, 2008). Le récepteur TrkA polyubiquitinylé interagit avec le domaine UBA
(Ubiquitin-associating domain) de la protéine p62 qui va ensuite pouvoir lier la sous-unité
Rptl du protéasome (Geetha et al., 2008 ; Wooten et al., 2008).

A T’inverse, une inhibition de 1’activité du protéasome va permettre un adressage du
récepteur vers la voie de recyclage et une augmentation du taux de récepteurs a la surface
cellulaire (Moises et al., 2009). Cet adressage est corrélé a une augmentation de
I’activation des voies Erk1/2 et PI3-K/Akt et a une croissance accrue des neurites (Song et
al., 2009). 11 a également ¢été¢ décrit que 1’inhibition du protéasome induisait une
ubiquitination de TrkA en présence de NGF, conduisant a une augmentation de
I’internalisation du récepteur et & sa concentration dans les compartiments endosomaux
(Song & Yoo, 2011).

Enfin, plusieurs protéines exprimées dans les endosomes précoces ont été décrites comme
participant activement au choix de I’adressage du récepteur vers les voies de dégradation
ou de recyclage. Ainsi, I’endophiline B1 interagit avec TrkA et la protéine EEAI,
marqueur des endosomes précoces, pour favoriser le recyclage du récepteur a la
membrane. L’inhibition de cette protéine conduit donc a un adressage préférentiel vers les
lysosomes, a une dégradation du récepteur et a une diminution de I’activation de la voie
Erk1/2 (Wan et al., 2008 ; Cheung & Ip, 2009). La protéine APPL1 (Adapter protein
containing PH domain, PTB domain and leucine zipper motif 1), interagissant avec TrkA
au niveau des endosomes précoces, permet le recrutement de GIPC1 (GAIP-interacting
protein, C-terminus 1) et ces deux proté€ines jouent un role majeur dans la transduction du
signal induit par le NGF, notamment au niveau des endosomes de signalisation (Lin ef al.,
2006 ; Varsano et al., 2006). L’activation soutenue de la signalisation dans ces structures
est également due a D'interaction entre TrkA et RabGAPS (Rab GTPase-activating
protein 5) qui va diminuer le taux de Rab5-GTP actif, condition nécessaire pour une

signalisation soutenue du NGF (Liu ef al., 2007).
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C. Les autres récepteurs du NGF et de son précurseur

1. p75N™R

a. Découverte

La protéine p75"'™" fut identifiée en 1973 comme étant le récepteur du Nerve Growth
Factor et fut donc logiquement appelé NGFR (Nerve Growth Factor Receptor) (Herrup &
Shooter, 1973). Son clonage en 1986 et des expériences de transfection ont révélé qu’il
liait le NGF avec une faible affinité (Kd=10"M), il fut alors renommé récepteur de faible
affinité au NGF, LNGFR (Low affinity NGFR) (Chao et al., 1986 ; Johnson et al., 1986 ;
Radeke et al., 1987). Avec la découverte des autres membres de la famille des
neurotrophines (BDNF, NT-3, NT-4/5), il est apparu que toutes liaient ce récepteur avec la
méme affinité dans la plupart des types cellulaires, d’ot le nom de p75"'" pour

Neurotrophin Receptor et en référence a son poids moléculaire (75 kDa) (Rodriguez-Tebar

etal., 1990 ; 1992).

b. Structure : du gene a la protéine

5NTR contient 6 exons et couvre environ

Le géne NGFR humain codant le récepteur p7
23 kb du chromosome 17 en région q21-q22. Ce géne est transcrit en un ARNm de 3,4 kb

(N° accession NCBI : NM_002507) (Tableau 5).

Localisation Taille de Taille en acides
N du gé N° NCBI N° Uniprot
om du gene du géne I’ARNm (pb) aminés apro
NGFR 17921-g22 3420 NM_002507 427 P01138

Tableau 5 : Caractéristiques du récepteur p75""™® humain

; ; NTR . L .
Gene du récepteur p75 humain et sa localisation chromosomique. Dans le tableau, sont
également référencées la taille de I’ARNm avec son numéro d’accession NCBI et la taille en
acides aminés de la protéine avec son numéro d’accession Uniprot.

Aprés le clivage de son peptide signal (28 aa), p75™'~

est un récepteur transmembranaire
de type I de 399 acides aminés répartis en un domaine extracellulaire (222 aa),

transmembranaire (19 aa) et intracellulaire (158 aa) (Figure 18).
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Figure 18 : Représentation schématique du récepteur p75™"®

4 NTR . r s . . . .
Le récepteur p75 est constitué d’un domaine extracellulaire avec 4 régions riches en

cystéines (CRD1-4) permettant la liaison du ligand, d’'un domaine transmembranaire unique
contenant une cystéine conservée impliquée dans la dimérisation du récepteur et enfin d’un
domaine intracellulaire comprenant un domaine Chopper juxtamembranaire, un domaine de
mort formé de 6 hélices a et un tripeptide SPV en C-terminal permettant la liaison de
protéines a domaines PDZ. Ce récepteur présente également plusieurs modifications post-
traductionnelles telles que des N- et O-glycosylations, une palmitoylation permettant
I’ancrage a la membrane ainsi que plusieurs phosphorylations impliquées dans le
recrutement de partenaires protéiques et dans la transduction du signal (Roux & Barker,
2002).

v' Domaines extracellulaire et transmembranaire

Le récepteur p75™ '~ posséde un site de N-glycosylation en N-terminal (position 33) et
plusieurs sites de O-glycosylation dans le domaine juxtamembranaire, faisant passer sa
masse moléculaire de 45 a 75kDa (Large er al., 1989). Ces glycosylations seraient
impliquées dans 1’adressage du récepteur a la membrane (Breuza et al., 2002) ainsi que

TR
5NIR o

dans la liaison de ses ligands (Gong ef al., 2008). Le domaine extracellulaire de p7 st
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¢galement constitué de 4 domaines riches en cystéines appelés CRD (Cystein-Rich
Domain), ce qui lui vaut d’appartenir a la superfamille des récepteurs du TNF (Aggarwal,
2003). Chacun de ces CRD, numérotés de 1 a 4 a partir de I’extrémité N-terminale,
contient 3 ponts disulfures impliqués dans la mise en conformation du récepteur et dans la

liaison aux ligands (Barker, 2007 ; 2009).

Le domaine transmembranaire consiste en une hélice transmembranaire unique de
19 acides aminés dans laquelle la cystéine C*° est hautement conservée entre les espéces.
Elle joue un rdéle primordial dans la dimérisation du récepteur, dans le changement
conformationnel induit par la liaison du ligand et par conséquent dans la transduction du

signal (Vilar et al., 2009).
v' Domaine intracellulaire

Le domaine intracellulaire de p75™'~ ne posséde pas d’activité enzymatique intrinséque et
doit donc sa signalisation a son association avec des adaptateurs cytoplasmiques qui
peuvent se fixer sur différentes régions. Parmi celles-ci, le domaine de mort (DD, Death
Domain) consiste en une structure globulaire de 80 acides aminés comprenant 6 hélices a.
Contrairement aux autres membres de la famille des récepteurs au TNF (e.g. TNFR et Fas),
il s’agit d’'un domaine de mort de type II. Bien que les hélices 2 a 6 aient une orientation

NTR
5

identique pour p7 et Fas, c’est le réarrangement de I’hélice 1 qui différe, avec un

décalage de presque 90° entre les 2 domaines de mort (Liepinsh et al., 1997). Cette
différence a d’importantes conséquences physiologiques puisque le DD de p75™'™" ne
présente pas les mémes propriétés de multimérisation que Fas et il ne fixe pas les mémes

protéines adaptatrices (Wang et al., 2001).

Une autre région du domaine intracellulaire, identifiée plus récemment, a également un
role prépondérant dans 1’action de p75™ " ~. Ce domaine de 29 acides aminés, localisé dans
la partie juxtamembranaire, est suffisant et nécessaire pour induire la mort neuronale et fut
baptis€¢ « Chopper » en référence a un célebre criminel australien. Il présente 95%
d’homologie de séquence entre I’homme, le rat et le poulet mais n’est cependant pas
conservé au sein des autres membres de la famille du TNFR. Notons que le domaine
Chopper doit rester attaché a la membrane pour exercer son effet pro-apoptotique dans les
neurones ; la forme soluble agit plutot comme un dominant négatif et est donc anti-

apoptotique (Coulson et al., 2000 ; 2004).
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Situé a Pextrémité C-terminale de p75™ ', le tripeptide Sérine-Proline-Valine (SPV), trés
conservé, est une séquence consensus de liaison aux protéines a domaines PDZ (Post-
synaptic Disc-large Zona). Ces protéines permettent I’assemblage de complexes protéiques
servant de plateforme de signalisation et pourraient également jouer un réle dans la
localisation cellulaire en interagissant directement avec les lipides membranaires (Hung &

Sheng, 2002 ; Gallardo et al., 2010).

Enfin, le domaine intracellulaire de p75" "

est sujet a des modifications post-
traductionnelles telles qu’une palmitoylation et plusieurs phosphorylations. En effet, une
palmitoylation a été reportée sur la cystéine C*” juxtamembranaire et est nécessaire au
clivage de p75"™ par la y-secrétase (Barker et al., 1994 ; Underwood et al., 2008).

NTR _ . &
, suite a

Concernant les phosphorylations, il a ét¢ montré que le domaine de mort de p75
la fixation du NGF, pouvait étre phosphorylé sur 2 résidus tyrosine, Y>*° et Y**, ce qui
aboutit a I’activation/inactivation des GTPases Ras et RhoA intervenant dans la croissance
des neurites (Blochl et al., 2004 ; Blochl & Blochl, 2007). Dans une autre étude, la méme

tyrosine Y*°° phosphorylée permet la fixation d’une E3-ubiquitine ligase c-Cbl favorisant

NTR NTR

ainsi 1’ubiquitination de p75~ " et probablement sa dégradation (Ohrt et al., 2004). p75
peut également étre phosphorylé sur la sérine S** par la PKA (c-AMP-dependent Protein
Kinase A) permettant sa relocalisation dans les radeaux lipidiques (Higuchi et al., 2003).
Enfin, une autre phosphorylation a été identifiée plus récemment sur la sérine S*'’. Ce
résidu serait phosphorylé par la PKC et permettrait de contrdler la durée du signal du
complexe p75™"*/ligand aprés le transport rétrograde dans les neurones (Butowt & von

Bartheld, 2009).

c. Différentes formes de p75"™"

Le récepteur p75™ % peut étre présent dans les cellules sous différentes formes. Celles-ci
résultent soit d’un épissage alternatif de ’ARNm, soit d’une protéolyse du récepteur et

sont présentées en figure 19.
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EPISSAGE ALTERNATIF PROTEOLYSE

M
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p75YTR tronqué p7sNTR p7SNIRCTF p7SNIRICD

Figure 19 : Différentes formes du récepteur p75™"®

La transcription du géene NGFR conduit a la forme compléte du récepteur mais aussi a une
forme tronquée résultant de [’épissage alternatif de [’exon 3. Cette forme tronquée posséde
un domaine extracellulaire trés court, composé du seul CRDI, ne pouvant plus lier les
neurotrophines. La forme compléte de p75"™ peut, elle, subir une protéolyse par une série
de deux clivages successifs. Le premier clivage par la métalloprotéase ADAMI17/TACE
libere, d’une part, un fragment soluble correspondant a la partie extracellulaire du
récepteur, le p75""™"-ECD, pouvant toujours fixer les neurotrophines. D autre part, la partie
ancrée a la membrane, le p75""™®-CTF, comprend les domaines transmembranaire et
intracellulaire et est toujours capable de recruter des partenaires protéiques. Le second
clivage par le complexe y-sécrétase a lieu dans la partie transmembranaire du fragment
CTF et libére, dans le cytoplasme, la partie intracellulaire, nommée p75""*-ICD, capable
de transloquer dans le noyau, suggérant une activité transcriptionnelle.

v’ Epissage alternatif

NTR

Un transcrit alternatif de p75~ " a été identifi¢ dans les ganglions sympathiques de poulet.

r B r NTR
Sa séquence correspond a la séquence connue de p75

excepté pour I’exon 3 qui est
délété. Ce transcrit alternatif géneére une isoforme dépourvue des CRD 2, 3 et 4 de son
ectodomaine et est incapable de fixer les neurotrophines. Des analyses par RT-PCR ont
montré que cette isoforme était exprimée également chez la souris, le rat et ’homme mais

a un niveau plus faible que la forme pleine longueur (von Schack et al., 2001). Bien que les
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domaines transmembranaire et intracellulaire de cette isoforme restent intacts et a priori

fonctionnels, la fonction biologique de ce p75™'* tronqué demeure inconnue.
v’ Protéolyse de p75""™"

Comme beaucoup d’autres protéines telles que I’APP (fS-Amyloid Precursor Protein),
Notch ou Erb-B4, le récepteur p75™ '~ est la cible de deux clivages successifs connus sous
le nom de RIP (Regulated Intramembrane Proteolysis) (Skeldal et al., 2011). Cette
protéolyse de p75™"™" consiste tout d’abord en un premier clivage par la métalloprotéase
ADAMI17/TACE qui a lieu dans la partie extracellulaire juxtamembranaire. Ce clivage
permet la libération d’un fragment soluble nommé p75™ *-ECD (ExtraCellular Domain)

5NTR composé des CRD capables de lier les

comprenant le domaine extracellulaire de p7
neurotrophines. L’autre partie du récepteur, toujours liée a la membrane, comprend les
domaines transmembranaire et intracellulaire et est appelée p75" "-CTF (C-Terminal
Fragment). Le site exact de clivage par ADAMI17 n’est pas connu, néanmoins des
expériences de mutagenese dirigée et une analyse par spectrométrie de masse ont permis

NIR . soit entre la proline 241 et la

d’identifier 2 sites potentiels dans la séquence de p75
valine 242, soit entre la thréonine 244 et I’arginine 245 (Weskamp et al., 2004 ; Zampieri
et al., 2005). De plus, la mutation de la valine 242 en asparagine permet la création d’un
site de N-glycosylation (Asn-X-Ser/Thr) et inhibe le clivage de p75~ '~ par ADAMI17,
probablement par encombrement stérique (Underwood et al., 2008). Ce premier clivage est
un pré-requis a un second clivage réalisé sur le CTF par la préséniline-1 qui fait partie du
complexe protéique y-sécrétase. Ce second clivage a lieu dans la partie transmembranaire
et libére, dans le cytoplasme, un fragment intracellulaire nommé p75" R-ICD
(IntraCellular Domain). L’association entre la préséniline-1 et I’E3 ubiquitine ligase
TRAF6 est nécessaire pour générer le fragment p75™ -ICD (Powell et al., 2009). Le site

de ce second clivage a été identifié par spectrométrie de masse et se situe entre les valines

263 et 264 juste aprés la séquence *’AAVV>® (Jung et al., 2003).

NTR

La protéolyse du récepteur p75 est considérée comme partie intégrante de sa

signalisation et est, par conséquent, un mécanisme finement régulé¢ (Nykjaer et al., 2005).

NTR o
, a été

L’implication du récepteur TrkA, dans la régulation de la protéolyse de p75
reportée par plusieurs équipes. En effet, dans les cellules de rat PC12, I’activation de TrkA
par le NGF augmenterait le clivage de p75"' " par ADAMI17 ; le fragment p75" \-CTF

serait alors transloqué dans les endosomes précoces pour y étre clivé par le complexe
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y-sécrétase (Urra et al., 2007). Dans la méme lignée cellulaire, une autre équipe a montré
que I’activation de TrkA par le NGF favorisait le clivage de p75™ '~ via la voie des MAPK.
Suite a ce clivage, p75™ ' * activerait la voie Akt et provoquerait ’arrét du cycle cellulaire
(Ceni et al., 2010). En effet, le récepteur TrkA active les MAPK qui peuvent phosphoryler

SNTR ot 4 la

ADAMI17 sur la thréonine 735 intracellulaire et conduire au clivage de p7
formation du fragment ICD. Ce mécanisme est requis pour I’activation d’Erk et d’Akt et
I’induction de la survie des cellules PC12, apres stimulation par les neurotrophines
(Kommaddi et al., 2011). Dans un autre mod¢le, la lignée HEK293, la surexpression de
TrkA augmente également le clivage de p75™'~ ; de plus, le premier clivage est inhibé par
un inhibiteur de Erk confirmant ainsi I’implication de la voie des MAPK (Kanning et al.,
2003). Il est a noter que dans cette étude, aucune des neurotrophines testées (i.e. NGF,
BDNF, NT-3, proNGF et proBDNF) n’a d’effet sur le clivage de p75""~. Dans les mémes
cellules HEK293, il a été montré que suite au premier clivage, la palmitoylation de p75™ '~
¢tait nécessaire a la translocation du fragment CTF dans les radeaux lipidiques ou a lieu le
second clivage par le complexe y-sécrétase. En revanche, dans cette étude, 1’activation de

TrkA inhibe la translocation du CTF et donc le second clivage, remettant en question le

role de TrkA dans la protéolyse de p75™'* (Underwood et al., 2008).

d. Coopération entre p75"™" et TrkA

Le récepteur TrkA a longtemps été considéré comme le récepteur de haute affinité du
NGF. Néanmoins, on sait aujourd’hui que son affinité pour ce ligand est similaire a celle
de p75"™ (Kd=10"M) lorsqu’ils sont exprimés séparément. En revanche, en cas de co-
expression, des sites de haute affinité (Kd=10""M) sont créés par changement de
conformation des domaines transmembranaires et intracellulaires des deux récepteurs
(Hempstead et al., 1991 ; Mahadeo et al., 1994 ; Esposito et al., 2001). Plusieurs études

NTR

ont montré que I’inhibition de la liaison du NGF sur p75™ " affectait ’activation de TrkA

(Barker & Shooter, 1994 ; Lachance et al., 1997). De plus, une forme mutante du NGF se

fixant uniquement sur TrkA et non sur p75™' "

est moins efficace, que le NGF non muté,
pour activer TrkA dans les cellules exprimant les deux récepteurs (Ryden et al., 1997).
C’est pourquoi, aujourd’hui, certains considérent que la perte neuronale observée chez les
souris KO (Knockout) pour p75"™® ne serait que le reflet d’une diminution d’activité des

récepteurs Trk.
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D’autre part, I’expression de p75™'* module la spécificité de TrkA pour ses ligands. En

effet, un anticorps bloquant anti-p75™ ~

augmente 1’activation de TrkA en réponse a la
NT-3, suggérant que p75" ~ diminue I’affinité de TrkA pour cette neurotrophine (Clary &
Reichardt, 1994). Cet effet a été également décrit in vivo dans des neurones sympathiques,
ot la NT-3 peut signaliser localement via les récepteurs TrkA, en absence de p75™ '~
Ainsi, la signalisation rétrograde du récepteur TrkA, dans les axones, induit une

NTR

augmentation de 1’expression de p75 et une insensibilit¢ des cellules a la NT-3

(Brennan et al., 1999 ; Kuruvilla et al., 2004).

L’ensemble de ces résultats suggére une étroite collaboration entre p75™ ~

et TrkA, ce qui
a conduit a des études sur une éventuelle interaction physique entre les deux entités. Ainsi,
plusieurs travaux ont montré par co-immunoprécipitation que p75™ '~ se liait physiquement
a TrkA et que la présence du domaine kinase de TrkA était également nécessaire a ces
interactions bien que les mécanismes impliqués ne soient pas encore élucidés (Gargano et
al., 1997 ; Bibel et al., 1999 ; Lad et al., 2003).

D’autres proposent un modéle ou p75™ '~

ne servirait qu’a présenter le dimere de NGF a
TrkA avec la formation d’un complexe tripartite p75™ /NGF/TrkA (stcechiométrie 1/2/1)
(He & Garcia, 2004 ; Barker, 2007 ; Wehrman et al., 2007). Récemment, une étude a
montré I’interaction directe entre les domaines intracellulaires des deux récepteurs et ce,
méme en absence d’une stimulation au NGF (lacaruso et al., 2011).

La formation d’hétérodiméres p75" “/TrkA impliquerait également d’autres protéines
associées. La protéine transmembranaire ARMS a été isolée par co-immunoprécipitation

avec p75NTR

et pourrait servir d’intermédiaire dans la formation de ces hétérodimeres
(Yano et al., 2001). La formation d’un complexe ternaire comprenant les récepteurs TrkA,
p75N™R et la protéine ARMS a été identifiée plus récemment avec I’interaction entre les
deux récepteurs assurée par leurs domaines transmembranaires et la liaison avec la protéine
ARMS assurée par le domaine juxtamembranaire de p75™'* (Chang et al., 2004). De plus,
ARMS est un substrat de la kinase de TrkA, suggérant que cette protéine participerait a la

signalisation intracellulaire activée par la formation des hétérodiméres TrkA/p75™ '~ (Yano

et al., 2001 ; Chang et al., 2004).

La cavéoline est une protéine-clé dans la formation des caveolae, permettant la

concentration des protéines de signalisation au niveau de ces microdomaines invaginés,

NTR
5

servant de plateformes de signalisation. Ainsi, p7 est localisé dans ces microdomaines

et interagit avec les cavéolines par ’intermédiaire de son domaine intracellulaire. Cette
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interaction entraine 1’hydrolyse des sphingolipides et la formation de céramides
(Bilderback et al., 1997). D’autre part, TrkA peut inhiber cette hydrolyse en activant la
PI3-K qui interagirait directement avec les sphingomyélinases pour les inhiber (Bilderback
et al., 2001). Les cavéolines permettraient donc de réguler ces 2 signalisations contraires
puisque, surexprimées, elles inhibent I’activation de TrkA et favorisent la synthése de

céramides par p75~ '~ (Bilderback et al., 1999).

NTR
5

L’association entre p7 et TrkA peut également étre régulée par la formation d’un

NTR

complexe entre la protéine adaptatrice p62 et la protéine TRAF6. En effet, p75" " peut

recruter la protéine p62, induisant I’activation d’une isoforme atypique de PKC encore non
identifiée et de NF-xB, en réponse au NGF (Samuels ef al., 2001). Dans les cellules PC12,
la protéine p62 forme un complexe avec TRAF6 et les récepteurs p75™ '~ et TrkA et
favorise 1’activation de NF-xB par le NGF (Wooten et al., 2001). Ce complexe joue par
ailleurs un role important dans I’internalisation du récepteur TrkA dans les endosomes

(Geetha & Wooten, 2003).

NTR
5

Le récepteur p7 peut également recruter la protéine Shc, protéine adaptatrice du

récepteur TrkA. Cette interaction va entrainer la phosphorylation de Shc, favorisant ainsi la

signalisation de TrkA (Epa et al., 2004). De méme, la protéine FAIM (Fas apoptosis

NTR

inhibitor molecule) peut interagir a la fois avec TrkA et p75 et intervient dans la

croissance des neurites via 1’activation de la voie NF-«xB et I’activation de Erk (Sole et al.,
2004).
Une derniére protéine adaptatrice impliquée dans les interactions entre p75™'~ et TrkA a

été identifiée ; il s’agit de la protéine NRH2 (Neurotrophin Receptor Homolog 2),

NTR
5

homologue de p7 (Murray et al., 2004). Cette protéine ne lie pas directement le NGF

NTR

mais lorsqu’elle est recrutée par p75" , elle peut interagir avec TrkA et contribuer a la

formation d’un site de haute affinité pour le NGF (Murray et al., 2004).

NTR
5

L’interaction entre les voies de signalisation de p7 et TrkA a également été mise en

NTR o
conduit a

évidence. Ainsi, dans les oligodendrocytes, la liaison du NGF sur p75
I’activation de la voie JNK (c-Jun N-terminal Kinase) et a la mort cellulaire mais une
co-expression de TrkA peut bloquer cet effet, conduisant a la survie neuronale (Casaccia-
Bonnefil et al., 1996 ; Yoon et al., 1998). L’inhibition des voies de 1’apoptose par
I’activation de TrkA est réalisée notamment par I’activation de Ras et de la voie de la

PI3-K conduisant a une inhibition de JNK (Yoon et al., 1998 ; Mazzoni et al., 1999) et au
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blocage de la voie des céramides, en particulier via I’activation des PKC (Bilderback et al.,
1999 ; Plo et al., 2004). De plus, la mort cellulaire induite par le complexe p75™ ' “/NRAGE
(Neurotrophin receptor-interacting MAGE homolog), en réponse au NGF, est également
bloquée par 1’expression de TrkA qui va entrer en compétition avec NRAGE pour se lier
sur p75™® (Salehi et al., 2000).

NTR o ., .
est étroitement liée au ratio

Enfin, la bidirectionnalit¢ du systéme TrkA/p75
d’expression entre les deux récepteurs. De nombreuses équipes ont ainsi montré
I’importance du ratio TrkA/.p75™'™® dans la réponse cellulaire induite par une stimulation
par le NGF (Chao & Hempstead, 1995 ; Twiss et al., 1998 ; Gatzinsky et al., 2001). De
plus, la surexpression de TrkA résulte en une augmentation de 1’expression de p75~ '~
(Hempstead et al., 1992) alors que des cellules PC12 n’exprimant pas TrkA montrent un
taux plus faible d’ARNm de p75™'™® (Loeb er al, 1991). Par ailleurs, des mutations
ponctuelles sur les sites de phosphorylation de TrkA résultent en une expression

différentielle de p75~ '~

(Rankin et al., 2005). Enfin, plus récemment, 1’activation de la
PLC-yl et des isoformes de PKC associées, sous TrkA, induit une augmentation de
’expression de p75™'® (Rankin er al., 2008). Ainsi, 1’expression des récepteurs est
hautement régulée et dans les cellules PC12 et il a été décrit que celle-ci était dépendante
des phases du cycle cellulaire ; TrkA est plus exprimé a la surface cellulaire en début de
phase G1 et lors de la mitose alors que p75™'" est principalement exprimé en fin de phase

G1 et lors des phases S et G2, conduisant a des effets biologiques différents suite a une

stimulation au NGF (Urdiales ef al., 1998).

2. La sortiline

a. Découverte

La sortiline est le récepteur commun aux proneurotrophines. Sa découverte s’est faite de
facon concomitante, a la fin des années 90, par 3 équipes a travers le monde travaillant sur
des sujets de recherche totalement différents. Ainsi, la protéine identifiée fut dénommeée,
en fonction des équipes: sortiline, NTR3 (Neurotensin receptor 3) et GP110
(Glycoprotein 110) (Lin et al., 1997 ; Petersen et al., 1997 ; Mazella et al., 1998).
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b. Structure : du géne a la protéine

Le gene de la sortiline (SORTT) est situé sur le chromosome 1, en région p13.1-p21.3. 1l
contient 20 exons qui s’étendent sur 50 kb (Tableau 6). Son transcrit est présent dans de
nombreux tissus humains tels que le cerveau, le cceur, les muscles squelettiques, les

testicules, la thyroide, le sein ou encore la moelle épiniere (Petersen et al., 1997 ; Mazella,

2001).
Localisation Taille de Taille en acides
N du gé¢ N° NCBI N° Uniprot
OMEAUENE  Qugene  ’ARNm (pb) aminés fHpro
SORT1 Ip13.1-p21.3 7018 NM_ 002959 831 Q99523

Tableau 6 : Caractéristiques de la sortiline humaine

Geéne de la sortiline humaine et sa localisation chromosomique. Dans le tableau, sont
également référencées la taille de I’ARNm avec son numéro d’accession NCBI et la taille en
acides aminés de la protéine avec son numéro d’accession Uniprot.

La sortiline fait partie de la famille des récepteurs a domaine Vpsl10p (Vacuolar protein
sorting 10 protein) qui doit son nom a une protéine de levure impliquée dans le trafic
intracellulaire entre le réseau trans-golgien et les vacuoles. Tout comme son homologue
chez la levure, la sortiline joue un role important dans 1’internalisation de ses nombreux
ligands et leur transport entre 1’appareil de Golgi, les endosomes et les lysosomes
(Hermey, 2009). Apres clivage de son peptide signal (33 aa), la sortiline est une protéine
N-glycosylée, de type I et de 798 acides aminés présentant un seul domaine
transmembranaire (23 aa), une courte partie cytosolique (53 aa) et une longue portion N-
terminale (722 aa) (Figure 20) (Munck Petersen ef al., 1999).

La sortiline est essentiellement localisée au niveau du réticulum endoplasmique et de
I’appareil de Golgi, et seulement 8 a 10% de la sortiline est exprimée a la membrane
plasmique, principalement au niveau de microdomaines riches en cholestérol (Nielsen et
al., 2001 ; Canuel et al., 2009). Ainsi, selon que la sortiline est vésiculaire ou exposée a la
membrane plasmique, la partie N-terminale est soit luminale ou extracellulaire.
L’expression de la sortiline a la surface cellulaire est, par ailleurs, régulée par la protéine
NRH2 qui va interagir avec la sortiline, via leurs domaines cytoplasmiques, et diminuer sa

dégradation par les lysosomes (Kim & Hempstead, 2009). La sortiline exposée a la surface
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cellulaire est alors capable d’interagir avec p75™ "~ pour créer des sites de liaison de haute

affinité pour les proneurotrophines.

ﬁuma e VES10F : \

Domaine f§ propeller
avec 10 helices 3

FPartie

N-terminale Module 10CC

avec 10 cysteéines conservees

\ Site de N-glycosylation /

/Parties essentielles au trafic et a \
1'internalisation :

Domaine
transmembranaire

' Motif ™Y SVL™*

At 1 | Cluster acide 324DSDED328
C-terminale C-ter

« Dileucine 13271 830

& J

Figure 20 : Représentation schématique de la sortiline

La sortiline est une glycoprotéine de type I dont le domaine VpslOp constitue la quasi-
totalite de sa partie N-terminale. Ce domaine est essentiel a la liaison des ligands. Il est
composé d’un module 10CC ou 10 cystéines conservées établissent 5 ponts disulfures, et
d’un domaine f-propeller formé de 10 hélices B. La partie cytoplasmique est trés courte et
comprend 3 séquences impliquées dans son internalisation et son trafic intracellulaire : un
motif "?YSVL’®’, un cluster acide phosphorylable ***DSDED**® et la dileucine L**°L%%’.

v' Partie N-terminale

Dans sa partie N-terminale, la sortiline contient un propeptide (44 aa) qui est clivé dans les
compartiments tardifs de ’appareil de Golgi par la furine, permettant au récepteur une fois

clivé de fixer ses ligands (Munck Petersen et al., 1999).

La sortiline contient ¢également un domaine VpslOp qui est un module d’environ
700 acides aminés. D’un point de vue structural, ce domaine renferme notamment un

module 10CC (C*%-C™) ou 10 cystéines conservées ¢tablissent des jonctions
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intramoléculaires (Westergaard et al., 2004), ainsi qu’un domaine f-propeller compos¢ de
10 hélices B. Une premicre étude a partir de protéines chimériques a montré que le module
10CC est primordial pour I’interaction de la sortiline avec ses ligands (Westergaard ef al.,
2004). Cependant, une modélisation informatique du récepteur propose que ces
interactions passent plutdt par le domaine B-propeller (Paiardini & Caputo, 2008). Cette
dernic¢re hypothese a été confortée par la résolution de la structure du domaine N-terminal
de la sortiline complexée a la neurotensine, un de ses ligands (Quistgaard et al., 2009). Les
auteurs ont ainsi montré que la neurotensine se fixait a la sortiline en rentrant a I’intérieur
du domaine B-propeller. Notons toutefois que, méme si tous les ligands entrent en
compétition pour lier la sortiline, leurs sites d’interaction au sein de ce domaine sont
différents. Aussi, leur capacité a entrer en compétition les uns avec les autres serait due a la
place restreinte a Dlintérieur du pB-propeller plutét qu’a un méme site de fixation
(Quistgaard et al., 2009). Récemment, une étude a montré 1’existence d’un épitope linéaire,
en dehors des domaines cités précédemment, permettant la liaison des proneurotrophines
(Serup Andersen et al., 2010). Enfin, des études structurales et moléculaires ont révélé que
la formation du complexe proNGF/p75™¥/sortiline était dépendante du calcium (Feng et

al., 2010).

v’ Partie cytosolique

Avec seulement 53 acides aminés, la partie cytosolique de la sortiline est trés courte. Elle
présente des motifs similaires a ceux retrouvés dans la queue cytoplasmique du récepteur
M6P (Mannose 6-phosphate), lui aussi impliqué dans le trafic intracellulaire et les
processus d’internalisation. Il s’agit de 3 motifs caractéristiques : la séquence >YSVL™?
impliquée dans I’endocytose du récepteur, un cluster acide ***DSDED®*?® potentiellement
phosphorylable par la CKII (Casein kinase II) et d’une dileucine L**’L*°, impliquée a la
fois dans I’internalisation du récepteur et dans le trafic intracellulaire de protéines

cytoplasmiques (Petersen ef al., 1997 ; Nielsen et al., 2001).

c. Coopération entre p75" '~ et la sortiline

L’identification de la sortiline a permis d’apporter des éléments de réponse quant aux

effets biologiques propres aux proneurotrophines. En effet, le proNGF stimule la mort
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cellulaire des neurones sympathiques et des oligodendrocytes via p75™ ' ® sans activer TrkA

(Lee et al., 2001). La premiére idée fut que I’activation de p75™ '~

a une différence d’affinité vis-a-vis de TrkA. En réalité, le proNGF lie TrkA et p75™'~

par le proNGF était due

avec la méme affinité (Kd~15-20 nM), suggérant que la seule liaison a p75™'~

ne pouvait
suffire. L’identification de la sortiline comme récepteur des proneurotrophines avec un Kd
d’environ 5nM a permis de résoudre cette énigme (Nykjaer et al, 2004). En effet, le
proNGF se fixe simultanément sur la sortiline par son prodomaine et sur p75™' < par
I’intermédiaire de sa partie mature, formant ainsi un complexe ternaire dont chacun des
membres est nécessaire a I’induction de I’apoptose (Nykjaer et al., 2004 ; Schweigreiter,
2006 ; Paiardini & Caputo, 2008). De méme, le proBDNF induit la mort cellulaire des
neurones sympathiques en formant ce méme complexe ternaire puisque les neurones

déficients en p75™ '}

sont résistants a 1’apoptose induite par cette proneurotrophine et que
I’utilisation d’antagonistes de la sortiline bloque également cette apoptose (Teng et al.,
2005). Les mémes résultats ont été observés pour la NT-3 avec une activation de la voie
JNK, et cette induction peut étre contrecarrée par un traitement au NGF (Yano et al.,
2009). Par ailleurs, hormis cette voie, les voies de signalisation activées par le complexe

NTR

ternaire proneurotrophine/sortiline/p75~ " restent encore inconnues.

Récemment, un nouveau complexe entre la sortiline et les récepteurs Trk a été décrit pour
intervenir dans 1’adressage de ces derniers au niveau de la synapse et pour stimuler la
survie et la différenciation neuronale suite a une stimulation par les neurotrophines
(Vaegter et al., 2011). Cette découverte laisse entrevoir 1’existence de nouveaux complexes
entre les récepteurs pour une régulation fine de la signalisation des neurotrophines et de
leurs précurseurs.

D’autre part, I’activité du proNGF est décrite comme dépendant du niveau d’expression
relative entre les récepteurs p75™ '~ et TrkA (Masoudi et al., 2009). Ainsi, de fagon

intéressante, bien que p75" '~

et la sortiline soient considérés comme les récepteurs
principaux du proNGF, une activation de la phosphorylation de TrkA et de sa signalisation
sous-jacente a été reportée par plusieurs équipes (Fahnestock et al., 2004 ; Boutilier ef al.,

2008 ; Clewes et al., 2008).
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D. NGF, proNGF et TrkA dans les cancers

Nous avons vu que I’activation de I’axe NGF/TrkA est principalement impliquée dans le
développement et le maintien du systéme nerveux central et périphérique. Cependant, un
nombre croissant de travaux montre que le NGF et TrkA sont exprimés dans des cellules
non-neuronales et peuvent avoir un effet sur le développement tumoral. C’est d’ailleurs
dans un carcinome de cdlon que le récepteur TrkA fut découvert (Martin-Zanca et al.,
1986). De méme, le NGF était décrit, avant sa découverte, comme un facteur sécrété par
les tissus en prolifération (notamment les sarcomes murins) qui permettait la croissance et
I’attraction des fibres nerveuses. Néanmoins, alors que de nombreuses études, détaillées ci-
dessous, ont démontré I’implication du NGF dans la pathologie cancéreuse, les travaux

concernant le proNGF, et les proneurotrophines en général, restent parcellaires.

1. NGF, TrKkA et cancer

a. Cancer de la thyroide

La premiére association clinique entre les récepteurs Trk et le cancer vient de la découverte
de mutations activatrices causées par des réarrangements chromosomiques ou des
mutations dans la séquence du géne NTRKI, dans les carcinomes thyroidiens papillaires et
médullaires, respectivement (Pierotti & Greco, 2006). Le géne NTRKI est fréquemment
modifi¢ dans les carcinomes thyroidiens papillaires en formant des récepteurs chimériques
constitutivement activés, composés du domaine kinase de TrkA et de séquences codées par
d’autres génes comme TPM3 (Tropomyosin-3), TPR (Translocated promoter region) et
TFG (Trk-fused gene) (Greco et al., 2010). Par exemple, I’oncogeéne Trk-T1, issu du
réarrangement entre les génes NTRK 1 et TPR, contribue a la transformation néoplasique de
I’épithélium thyroidien (Russell et al., 2000). De méme, I’oncoprotéine Trk (7PM3-
NTRKI), formée par la méme inversion (1)(q21;q22) que celle qui a permis sa découverte
dans le cancer du colon (Martin-Zanca et al., 1986), est retrouvée dans 7 a 12% des
carcinomes papillaires de la thyroide (Butti et al., 1995). Du fait de leur role majeur dans
les cancers thyroidiens, I’activation des récepteurs Trk, suite aux réarrangements géniques,
a été proposée comme marqueur moléculaire dans ces cancers (Kouniavsky & Zeiger,
2010). Le NGF, quant a lui, est décrit comme inhibant la prolifération et I’invasion d’une
lignée papillaire, en induisant I’expression du récepteur p75~ '~ (Paez Pereda et al., 2000)

alors qu’il stimule la prolifération d’une lignée médullaire (Goretzki ef al., 1987).
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En résumé, le NGF et le récepteur TrkA semblent bien impliqués dans les cancers
thyroidiens mais leurs impacts précis restent encore flous et ne permettent pas de dégager

des mécanismes d’action clairs.

b. Cancer de la prostate

NTR

Dans les cancers de la prostate, les récepteurs TrkA et p75~ = sont exprimés et induisent

des effets biologiques différents sous I’effet du NGF : TrkA est associ¢ a un effet pro-

5NTR est considéré comme un suppresseur de tumeur (Arrighi et al.,

tumoral alors que p7
2010). Ainsi, ’effet du NGF sur les cellules cancéreuses prostatiques est dépendant du
ratio d’expression TrkA/p75™'R. Au cours de la progression tumorale dans la prostate, ce
ratio augmente (Papatsoris et al., 2007), conduisant a une induction de la prolifération et de
la migration des cellules cancéreuses prostatiques (Sortino et al., 2000 ; Festuccia et al.,

2007). La ré-expression du récepteur p75~ ~

induit la mort cellulaire (Allen et al., 2005 ;
Khwaja et al., 2006) et diminue la migration de ces cellules (Nalbandian & Djakiew,
2006 ; Wynne & Djakiew, 2010). De plus, I'utilisation d’anticorps neutralisants anti-NGF
ou d’un inhibiteur de Trk diminue trés fortement la croissance tumorale et la formation de
métastases dans des modeles murins de xénogreffes (Weeraratna et al., 2001 ; Miknyoczki
et al, 2002). Enfin, les récepteurs TrkA peuvent également étre ciblés par des
endocannabinoides, diminuant la prolifération des cellules cancéreuses prostatiques (Melck

et al.,2000).

c. Cancer du pancréas

Dans les cancers pancréatiques, I’expression des ARNm de TrkA et p75™'" est
inversement corrélée. Ainsi, une expression élevée de TrkA induit une augmentation de la
prolifération cellulaire et de I’invasion périneurale des cellules cancéreuses pancréatiques
et est considérée comme un marqueur de tumorigénicit¢ dans les adénocarcinomes

SNTR ot

pancréatiques ductaux (Sakamoto et al., 2001). Au contraire, I’expression de p7
associée a un bon pronostic et une survie a long terme (Dang et al., 2006). Lorsque
I’expression des récepteurs est la méme, le NGF induit la croissance tumorale via
I’activation de la voie des MAPK, suggérant une signalisation préférentielle par le
récepteur TrkA (Zhu et al., 2001). De plus, le NGF stimule I’expression et 1’activité de la

métalloprotéase MMP-2 et augmente le potentiel pro-invasif des cellules cancéreuses

pancréatiques, via I’activation de TrkA et des MAPK (Okada et al., 2004). Comme dans le
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cancer de la prostate, 1’utilisation d’anticorps neutralisants anti-NGF ou d’un inhibiteur de
Trk diminue trés fortement la croissance tumorale et la formation de métastases dans des

modeles murins de xénogreffes (Miknyoczki et al., 2002).

d. Cancer de I’ovaire

. . NTR
Dans le cancer de I’ovaire, I’expression de p75

n’est pas modifiée alors que I’activation
du récepteur TrkA (phospho-TrkA) est corrélée avec des stades avancés de la maladie et un
mauvais pronostic (Odegaard et al., 2007). De plus, ’observation in vivo de la
co-expression du NGF, de phospho-TrkA et de molécules angiogéniques suggere un role
de I’axe NGF/TrkA dans I’angiogenése tumorale (Davidson et al., 2003). A cet égard, il a
été¢ démontré que le NGF est surexprimé dans les cellules cancéreuses par rapport aux
cellules normales dans des biopsies ovariennes. De plus, des explants de carcinomes
ovariens traités avec des doses croissantes de NGF secrétent en réponse des doses
croissantes de VEGF (Campos et al., 2007). Ainsi, dans le cancer de 1’ovaire, le NGF joue
un rbéle dans la tumorigenése en stimulant notamment I’angiogenése. L’utilisation
d’anticorps neutralisants anti-NGF diminue trés fortement la croissance tumorale et la
formation de métastases dans des modeles murins de xénogreffes (Miknyoczki et al.,
2002).

Enfin, il est établi que le NGF participe au cycle ovarien en stimulant 1’expression du
récepteur a la FSH (FSHR, Follicle-stimulating hormone receptor) et la sécrétion
d’cestrogenes ainsi qu’en réduisant I’expression de la progestérone (Salas et al., 2006).
Comme il a été montré que 1’expression de FSHR, au niveau des cellules de 1’épithélium
de surface des ovaires, peut accélérer la transformation tumorale, le NGF pourrait
également favoriser la cancérogenése ovarienne via son effet sur I’expression de FSHR

(Bose, 2005).

e. Neuroblastome

Les neuroblastomes sont des tumeurs solides communes chez 1’enfant, ils touchent des
cellules embryonnaires de la créte neurale qui constituent le systéme nerveux autonome
sympathique. Les patients atteints de neuroblastomes ont des tumeurs de bon pronostic
pouvant régresser spontanément ou des tumeurs agressives, a risque ¢levé dans lesquelles
MYCN est souvent amplifié. Dans ce cancer, les neurotrophines et leurs récepteurs ont des

roles différents (Brodeur et al., 2009).
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Le récepteur TrkA est associé a un bon pronostic et il est inversement corrélé a
I’amplification de MYCN (Nakagawara et al., 1992 ; Kogner et al., 1993 ; Nakagawara et
al., 1993). Sous I’effet du NGF, il induit la différenciation des cellules cancéreuses
(Nakagawara & Brodeur, 1997). Comme nous I’avons vu précédemment (§II.B.2),
Tacconelli et ses collaborateurs ont montré I’implication d’une nouvelle isoforme de TrkA,
TrkA-III (Tacconelli et al., 2004 ; Tacconelli et al., 2005b). Cette isoforme est générée
préférentiellement en conditions d’hypoxie (Tacconelli et al., 2005a) et est capable de
s’autoactiver et d’antagoniser les fonctions des autres isoformes de TrkA, augmentant ainsi
la tumorigenése et I’angiogenese in vivo. L’utilisation de cette isoforme TrkA-III comme
marqueur de la phase précoce des neuroblastomes est actuellement a I’étude (Tacconelli et
al., 2005b). TrkB et son ligand BDNF sont, quant a eux, surexprimés dans les
neuroblastomes a mauvais pronostic (Nakagawara et al, 1994). En définitive, les
neurotrophines interviennent dans les neuroblastomes par un jeu fin entre leurs propres
présences et I’expression des différents récepteurs Trk et de leurs isoformes conduisant a la

progression tumorale ou a la différenciation.

f. Cancer du sein

Les neurotrophines, comme nous I’avons vu précédemment (§1.B.3.d), ont une influence
sur le cancer du sein. En effet, les cellules épithéliales cancéreuses mammaires produisent
et sécretent le NGF, le BDNF et la NT-4/5 et ces facteurs induisent, via une boucle
autocrine, la prolifération et/ou la survie de ces mémes cellules (Descamps et al., 2001Db ;
Dolle et al., 2003 ; Vanhecke et al., 2011). En revanche, le NGF n’a pas d’effet sur les
cellules épithéliales normales de sein qui expriment pourtant les récepteurs TrkA et p75~ ~

(Descamps et al., 1998 ; Dolle et al., 2003).

L’utilisation d’inhibiteurs pharmacologiques, d’anticorps neutralisants et de modéles de
surexpression a permis de discriminer le role des récepteurs TrkA et p75™ ' * dans Deffet
pro-tumoral du NGF. Ainsi, TrkA, via I’activation des MAPK, PI3-K/Akt et p38 MAPK,
stimule la prolifération, la survie et la migration/invasion des cellules cancéreuses de sein
in vitro et in vivo, et augmente I’angiogenése et la formation de métastases (Descamps et
al.,2001b ; Lagadec et al., 2009). Ces effets font également intervenir les protéines Ku qui
interagissent avec TrkA et régulent la survie, pour Ku70 (Com et al., 2007), et I’invasion
cellulaire, pour Ku86 (Lagadec et al., 2010). Le ciblage de 1’axe NGF/TrkA, par
I’utilisation d’anticorps neutralisant le NGF, de siRNA anti-NGF ou de K252a, un
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inhibiteur de ’activité kinasique du récepteur, réduit la formation de tumeurs mammaires

dans un modéle de xénogreffes (Adriaenssens et al., 2008). Le récepteur p75~ '~

, quant a
lui, recrute la protéine TRADD pour stimuler NF-kB et la survie cellulaire (Descamps et
al., 2001b ; El Yazidi-Belkoura et al., 2003). La surexpression de p75™'~ augmente

également la survie des cellules cancéreuses de sein en faisant intervenir la protéine

IWAFI NTR

p2 (Verbeke et al., 2010). Un traitement par un inhibiteur spécifique de p75
(Pep5) induit I’apoptose des cellules cancéreuses de sein (Naderi & Hughes-Davies, 2009).
Le NGF produit par les cellules cancéreuses mammaires agit également de manicre
paracrine en augmentant la migration et 1’invasion des cellules endothéliales (Dolle et al.,
2005 ; Romon ef al., 2010). En effet, le NGF induit des effets pléiotropes sur ces cellules
puisqu’il augmente leur invasion, leur perméabilité et la tubulogeneése (Romon et al.,
2010). Ces effets sont corrélés a une activité accrue de la MMP-2 et de ’enzyme NOS
(Nitric Oxide Synthase) et a une augmentation de la sécrétion de VEGF par les cellules

endothéliales, en réponse au NGF. Enfin, ’invasion de ces cellules est régulée par

I’activation du récepteur TrkA et des voies PI3-K/Akt et MAPK.

D’un point de vue clinicopathologique, les quantités d’ARNm de TrkA et de p75™ '~ dans
des homogénats de résections tumorales sont corrélées a un bon pronostic (Descamps et
al., 2001a). En revanche, la forme active de TrkA (phospho-TrkA) est associ¢e a des
tumeurs agressives : elle est retrouvée plus fréquemment dans les effusions et les
récurrences locorégionales par rapport aux tumeurs primaires, suggérant un role dans la
progression tumorale (Davidson et al., 2004). Enfin, en comparaison avec 1’épithélium
normal, le NGF est surexprimé dans la quasi majorit¢ des tumeurs mammaires
(Adriaenssens et al., 2008). Une étude récente a, par ailleurs, montré que le NGF et le
récepteur TrkA (de méme que le BDNF et TrkB) étaient surexprimés dans des biopsies de
sein prélevées chez des patientes présentant une maladie de Paget au niveau du mamelon

(Qian et al., 2010).

2. ProNGF et cancer

L’implication du proNGF, et des proneurotrophines en général, dans les cancers est peu
détaillée dans la littérature. Néanmoins, certaines données existent sur leur expression et

leurs effets dans les cancers de la prostate, du pancréas, du foie et les mélanomes.
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a. Cancer de la prostate

Des études réalisées sur des cellules stromales prostatiques ont mis en évidence la présence
de formes de haut poids moléculaire, immunoréactives avec un anticorps dirigé contre le
NGF, dans le sécrétome de ces cellules alors qu’aucune bande au poids du NGF n’est
observée (Djakiew, 1992). Ces formes sont ¢galement détectées avec des anticorps dirigés
contre le propeptide du proNGF, suggérant que la forme de NGF sécrétée par les cellules
stromales prostatiques est du proNGF (Delsite & Djakiew, 1999). Par ailleurs, le milieu de
culture conditionné¢ par ces cellules favorise la migration de cellules cancéreuses
prostatiques. Cet effet est diminué par I’ajout d’anticorps bloquants dirigés contre le NGF
dans le milieu conditionné. Comme ces anticorps peuvent reconnaitre a la fois le NGF et le
proNGF, on peut penser que le proNGF sécrété par les cellules stromales prostatiques

pourrait favoriser la migration des cellules cancéreuses (Djakiew et al., 1993).

b. Cancer du pancréas

Lors de la sélection de clones exprimant stablement la séquence codante du NGF, Zhu et
ses collaborateurs ont mis en évidence deux clones surexprimant une protéine de 25 kDa
détectée, par Western-blot, avec un anticorps dirigé contre le NGF (Zhu et al., 2002). De
plus, aucune forme a 14 kDa (poids du NGF mature) n’a été observée, suggérant que la
protéine surexprimée est du proNGF. Les auteurs montrent que ces clones présentent une
prolifération et une croissance en agar mou accrues et sont plus tumorigeénes en souris
nude. Cependant, cette étude ne permet pas de dégager les effets propres au proNGF ou au
NGF. De fagon intéressante, on pourra remarquer les travaux de Mijatovic et ses
collaborateurs qui ont montré 1’implication de la sortiline dans la migration des cellules
pancréatiques cancéreuses (Mijatovic et al., 2007). L’ensemble de ces données suggere

donc une intervention potentielle des proneurotrophines dans ce cancer.

c. Cancer du foie

Lors d’une étude globale de marqueurs de la cancérogenése hépatique, Yang et ses
collaborateurs ont identifi¢ une protéine de 27 kDa dont les taux sériques augmentent au
cours du développement de la tumeur, diminuent apres son exérése puis réaugmentent lors
de la récurrence (Yang et al., 2005). Une analyse en spectrométric de masse a permis

d’identifier des peptides issus de la séquence protéique du BDNF. Néanmoins, comme le
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BDNF (14 kDa) et le proBDNF (27 kDa) peuvent générer des fragments trypsiques
communs et que la protéine identifiée migre a 27 kDa sur un gel bidimensionnel en
condition dénaturante, il apparait que la protéine d’intérét est en fait du proBDNF. Les
auteurs ont également montré que I’ARNm du pro/BDNF est surexprimé dans les biopsies
cancéreuses par rapport aux biopsies normales de foie. Toutefois, le role du proBDNF dans

ce cancer reste a évaluer.

d. Mélanome

Dans les mélanomes, le proNGF est capable d’induire trés fortement la migration cellulaire
puisque la concentration nécessaire est 20 fois plus faible que celle du NGF pour obtenir le
méme effet (Shonukan ef al., 2003 ; Truzzi et al., 2008). Par ailleurs, les auteurs ont
montré que la capacité migratoire des cellules de mélanomes était directement corrélée au
taux d’expression de la sortiline. En effet, plus le récepteur est exprimé, plus les cellules
sont capables de se déplacer. Ainsi, bien que 1’ensemble des données soit fragmentaire,
I’axe proNGF/sortiline semble augmenter 1’agressivité des cellules de mélanome en

favorisant leur migration.

3. Axe NGF/TrkA comme cible thérapeutique dans les cancers

Comme nous venons de le voir, la signalisation du NGF et de ses récepteurs joue un role
important dans le développement tumoral et est, par conséquent, la cible, depuis plusieurs

années, de nouvelles stratégies thérapeutiques anticancéreuses.

Dans le cancer de la prostate, la signalisation induite par I’axe NGF/TrkA favorise la
croissance des cellules cancéreuses (Arrighi et al., 2010). Dans ce contexte, des inhibiteurs
pharmacologiques anti-Trk, dérivés du K252a, présentent un intérét particulier. Parmi eux,
le CEP-701 (lestaurtinib) est capable d’inhiber I’invasion des cellules cancéreuses
prostatiques in vivo (Festuccia et al., 2007) et est actuellement en phase I d’essai clinique
dans ce cancer (NCT00081601). Le CEP-751, dérivé oral du CEP-701, peut ¢galement
induire 1’apoptose des cellules cancéreuses prostatiques et diminuer la formation de
métastases in vivo. Ces effets conduisent & une augmentation de la survie des animaux dans
lesquels les cellules cancéreuses prostatiques ont été injectées (George et al., 1999 ;
Weeraratna et al., 2001). Dans ce cancer, TrkA peut également coopérer avec HER-2 pour
augmenter la prolifération des cellules cancéreuses prostatiques (Festuccia et al., 2009).

Ainsi, comme nous 1’avons vu précédemment (§1.B.4.c), ’administration conjointe de
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CEP-701 et de pertuzumab (inhibiteur de HER-2) a un effet synergique sur I’inhibition de

la croissance des cellules cancéreuses prostatiques (Festuccia et al., 2009).

Dans les neuroblastomes, le CEP-701 est utilisé pour inhiber ’activité kinase du récepteur
TrkB. Il induit une diminution de la croissance des cellules cancéreuses, seul ou en
combinaison avec des rétinoides (Norris et al., 2011) ou des agents chimiothérapeutiques
(Iyer et al., 2010 ; Norris et al., 2011). Le lestaurtinib est actuellement en phase I d’essai
clinique chez des patients avec des neuroblastomes de haut grade (NCT00084422)
(Minturn et al., 2011). De méme, dans le cancer du pancréas, cet inhibiteur a montré une
efficacité anti-tumorale dans un modéle pré-clinique de xénogreffe (Miknyoczki et al.,
1999). Néanmoins, la combinaison du lestaurtinib avec la gemcitabine (agent anti-
métabolite) n’a pas montré¢ d’effet synergique entre les deux thérapies par rapport a la
chimiothérapie seule (Chan et al., 2008). D’autres inhibiteurs de TrkA, comme le
PHA-848125AC ou I’AZ-23, sont actuellement en cours d’étude pré-clinique dans des
modeles murins de xénogreffes et dans des tumeurs solides métastatiques (Thress et al.,

2009 ; Weiss et al., 2011).

Enfin, le CEP-701 peut également cibler d’autres tyrosine kinases comme FLT3 ou
JAK/STAT (Janus-Associated Kinase/Signal Transducer and Activator of Transcription)
(Shabbir & Stuart, 2010). Dans les leucémies myéloides aigués, le CEP-701 inhibe FLT3
et est actuellement en phase II d’essai clinique (NCT00079482) (Levis et al., 2011) alors
qu’il est en phase III pour le traitement des leucémies lymphoblastiques aigués, en
combinaison avec des agents chimiothérapeutiques (NCT00557193). Le CEP-701 inhibe la
voie JAK/STAT dans le cas des syndromes my¢loprolifératifs (Santos et al., 2010) ou il est
testé en phase II d’essai clinique (NCT00494585).

En dehors des stratégies visant le récepteur TrkA, d’autres approches ont été développées
pour cibler directement le ligand, le NGF. Ainsi, dans le cancer du sein, 1’utilisation
d’anticorps neutralisants anti-NGF entraine une réduction de la croissance tumorale dans
un modele murin de xénogreffes (Adriaenssens et al., 2008). Par ailleurs, dans le cancer de
la prostate, des anticorps anti-NGF peuvent inhiber la migration de deux lignées cellulaires
cancéreuses prostatiques (DU-145 et PC-3) (Warrington & Lewis, 2011). Enfin,
I’utilisation d’un anticorps monoclonal anti-NGF a montré un effet important sur
I’inhibition de la douleur associée aux métastases osseuses du cancer du sein. En effet,

pendant la progression tumorale, les cellules cancéreuses de sein sont capables de migrer et
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de métastaser au niveau des os. Ce phénomene est en général accompagné d’une douleur
accrue chez les patientes. Les fibres nerveuses qui innervent les cellules cancéreuses de
sein au niveau des os sont sous le controle, entre autres, de 1’axe NGF/TrkA (Bloom et al.,
2011). Le NGF pourrait étre sécrété a la fois par les cellules cancéreuses de sein et les
cellules du stroma associées a la tumeur pour agir ensuite sur les récepteurs TrkA exprimés
par les cellules nerveuses. Un traitement avec le Tanezumab (RN-624; Pfizer), un

NIR ot inhibant la

anticorps monoclonal bloquant la liaison du NGF sur TrkA et p75
phosphorylation de TrkA, a ainsi montré une inhibition efficace de la dissémination des
fibres nerveuses et une diminution de la douleur (Bloom et al., 2011). La douleur
neuropathique peut également étre réduite en utilisant des peptides synthétiques inhibiteurs
de TrkA (Ma et al., 2010).

Enfin, dans le cancer du sein, des études ont montré que I’axe NGF/TrkA pouvait étre ciblé
de facon indirecte. En effet, I’inhibition de I’expression de HER-2, un récepteur
surexprimé dans 20% des cancers du sein, diminue 1’effet du NGF sur la prolifération des
cellules cancéreuses (Tagliabue ef al., 2000). De méme le tamoxiféne, drogue anti-

oestrogénique couramment utilisée en thérapie du cancer du sein, inhibe I’effet mitogéne

du NGF (Chiarenza et al., 2001).

En conclusion, I’ensemble des ces données montre que la compréhension et le décryptage
de la signalisation du NGF et de ses récepteurs dans le cancer sont des enjeux majeurs dans

le but d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques anticancéreuses.
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Notre laboratoire a montré, en 1998, que le NGF est capable de stimuler la croissance des
cellules épithéliales cancéreuses mammaires alors qu’il n’a aucun effet sur les cellules
épithéliales normales qui expriment pourtant les récepteurs TrkA et p75~ '~ (Descamps et
al., 1998). L’effet mitogéne du NGF, via une boucle autocrine de stimulation, est lié a
I’activation de TrkA et des MAPK sous-jacentes (Descamps et al., 2001b ; Dolle et al.,
2003). De plus, I’inhibition du NGF par des siRNA ou des anticorps bloquants diminue la
croissance tumorale dans des modéeles précliniques de xénogreffe en souris SCID
(Adriaenssens et al., 2008). Le NGF apparait donc comme une molécule clé dans le cancer
du sein.

La phosphorylation du récepteur TrkA joue également un role important dans la
signalisation du NGF dans les cellules cancéreuses de sein. En effet, un traitement au
K252a, inhibiteur de I’activité kinasique du récepteur, diminue la prolifération, la survie et
la migration/invasion des cellules cancéreuses de sein in vitro et in vivo, de méme que
I’angiogenese et la formation de métastases (Descamps et al., 2001b ; Lagadec et al.,
2009). Des travaux ont permis d’identifier des protéines effectrices de la signalisation de
TrkA comme les voies MAPK, PI3-K/Akt et p38 MAPK. De plus, les protéines Ku
peuvent interagir avec le récepteur et réguler la survie, pour Ku70 (Com et al., 2007) et

I’invasion cellulaire, pour Ku86 (Lagadec et al., 2010).

Dans le cancer du sein, la compréhension de la signalisation engagée par I’axe NGF/TrkA
est donc une voie prometteuse dans 1’optique d’identifier de nouvelles -cibles

thérapeutiques.

Le proNGF a longtemps été considéré comme un simple précurseur protéique permettant
de générer du NGF mature aprés clivage enzymatique intracellulaire par la furine et des
proconvertases (Bresnahan et al.,, 1990 ; Seidah et al., 1996). En 2001, il a été décrit
comme une molécule biologiquement active puisqu’il peut induire la mort neuronale 1a ou
le NGF favorise la survie et la différenciation (Lee et al., 2001). Cette dichotomie dans les
effets induits par le NGF et son précurseur peut s’expliquer par le recrutement de
complexes de récepteurs différents. En effet, le NGF engage sa signalisation via la
formation d’un complexe p75™ “/TrkA alors que le proNGF nécessite la formation d’un
complexe p75"™ */sortiline. Néanmoins, plusieurs équipes ont reporté une activation de la

phosphorylation de TrkA et de sa signalisation sous-jacente par des formes mutées, non

© 2012 Tous droits réservés. http://dOC.UhiV%RE'] fr



Theése de Cyril Corbet, Lille 1, 2012
DEMARCHE EXPERIMENTALE

clivables, du proNGF, (Fahnestock et al., 2004 ; Boutilier et al., 2008 ; Clewes et al.,
2008 ; Masoudi et al., 2009).

En 2003, un article a mis en évidence, pour la premicre fois, 1’effet du proNGF dans un
contexte tumoral ; cette étude démontre une augmentation de la capacité migratoire des
cellules de mélanome sous I’effet de la proneurotrophine (Shonukan et al., 2003). Par
ailleurs, en 2005, une étude a montré que le proNGF est le produit du géne NGF
majoritairement retrouvé dans de nombreux organes (Fahnestock et al., 2001 ; Bierl ef al.,
2005). Enfin, plusieurs études ont rapporté 1’expression du proNGF et de la sortiline dans
des cellules cancéreuses (Martin et al., 2002 ; Somai et al., 2002 ; Zhu et al., 2002 ; Truzzi
et al., 2008).

Au début de ma these, I’implication du NGF dans le cancer du sein était bien établie. En
revanche, aucune donnée n’était disponible sur ’expression et les effets potentiels du

proNGF dans les cellules cancéreuses de sein.

L’objectif de mon travail de theése a donc été de déterminer le réle du proNGF dans le
cancer du sein. Dans cette optique, j’ai développé différentes approches complémentaires
me permettant d’analyser les voies de signalisation induites par la proneurotrophine :
- Clonage d’un récepteur chimérique HA-TrkA et mutagenéese dirigée du récepteur
sur ses différents sites de phosphorylation,
- Etablissement et caractérisation de lignées cancéreuses de sein surexprimant
stablement les différentes formes du récepteur TrkA,
- Etude in vitro de I’effet pro-invasif du proNGF par tests en chambres de Boyden,

- Protéomique fonctionnelle de I’interactome du récepteur TrkA.

Les résultats obtenus sont présentés dans les articles suivants :

Article 1 : Pro-nerve growth factor induces autocrine stimulation of breast cancer cell

invasion through TrkA and sortilin (J. Biol. Chem 2012 Jan 13; 287(3): 1923-31).

Article 2 : ProNGF pro-invasive effect is dependent of Src activation by EphA2 in

breast cancer cells (en préparation)
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Article 1 : Pro-nerve growth factor induces autocrine stimulation of
breast cancer cell invasion through Tropomyosin-related kinase A

(TrkA) and sortilin protein

Dans ce premier article, nous mettons en lumiére 1’implication nouvelle du proNGF dans le
cancer du sein. Nous montrons que les cellules épithéliales cancéreuses mammaires
produisent et sécretent du proNGF. De méme, le proNGF est surexprimé dans des tumeurs
mammaires malignes, en comparaison aux tumeurs bénignes et aux biopsies normales.
Enfin, nous démontrons que le proNGF induit I’invasion de la lignée cancéreuse
mammaire MDA-MB-231 via une signalisation originale, en comparaison avec le NGF,

avec ’intervention de la sortiline et de TrkA et I’activation des voies PI3-K/Akt et Src.

Cet article a été publi¢ dans la revue :

« The Journal of Biological Chemistry » (vol 287(3); p 1923-1931; 2012)

95
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Pro-nerve Growth Factor Induces Autocrine Stimulation of
Breast Cancer Cell Invasion through Tropomyosin-related
Kinase A (TrkA) and Sortilin Protein™
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The precursor of nerve growth factor (proNGF) has been
described as a biologically active polypeptide able to induce apo-
ptosis in neuronal cells, via the neurotrophin receptor p75~N '}
and the sortilin receptor. Herein, it is shown that proNGF is
produced and secreted by breast cancer cells, stimulating their
invasion. Using Western blotting and mass spectrometry,
proNGF was detected in a panel of breast cancer cells as well as
in their conditioned media. Immunohistochemical analysis
indicated an overproduction of proNGF in breast tumors, when
compared with benign and normal breast biopsies, and a rela-
tionship to lymph node invasion in ductal carcinomas. Interest-
ingly, siRNA against proNGF induced a decrease of breast can-
cer cell invasion that was restored by the addition of non-
cleavable proNGF. The activation of TrkA, Akt, and Src, but not
the MAP kinases, was observed. In addition, the proNGF inva-
sive effect was inhibited by the Trk pharmacological inhibitor
K252a, a kinase-dead TrkA, and siRNA against TrkA sortilin,
neurotensin, whereas siRNA against p75~'® and the MAP
kinase inhibitor PD98059 had no impact. These data reveal the
existence of an autocrine loop stimulated by proNGF and medi-
ated by TrkA and sortilin, with the activation of Akt and Src, for
the stimulation of breast cancer cell invasion.

Nerve growth factor (NGF),” the prototypical member of the
neurotrophin family of polypeptides, is essential for the survival
and differentiation of central and peripheral neurons, and its
role in the development and regeneration of the sympathetic
and sensory nervous systems has been extensively described
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(1). NGF binds to the tropomyosin-related kinase A (TrkA)
receptor, a tyrosine kinase receptor, and to the p75 neurotro-
phin receptor (p75~"®), a member of the tumor necrosis factor
receptor family, to induce its neurotrophic effects. NGF is syn-
thesized as a 25-kDa precursor protein, named proNGF, that
yields the mature NGF polypeptide of 13.5 kDa and an inactive
prosegment of 11.5 kDa, released from the N terminus intracel-
lularly by furin, or extracellularly by plasmin as well as by sev-
eral matrix metalloproteases (2). Importantly, proNGF can be
secreted without being processed to mature NGF and can have
its own biological effects (3). As more than just a source for
NGF, proNGF was shown to induce neuronal death by apopto-
sis where mature NGF induced survival and differentiation (4,
5). For inducing its proapoptotic effect on neurons, proNGF
forms a trimeric complex with two plasma membrane recep-
tors: p75™"® and sortilin (4). Sortilin, a 95-kDa type I receptor,
a member of the vacuolar protein sorting-associated protein
10-domain (Vps10p domain) receptors, was first identified for
its ability to bind neurotensin and was more recently shown to
bind the prosegment of proNGF (4, 6). Interestingly, although
p75™"® and sortilin are considered as the main receptors for
proNGF, activation of TrkA phosphorylation and downstream
signaling has been reported (7, 8). Thus, proNGF, in the
absence of processing, is also an active product of the NGF gene.

Aside from its neurotrophic properties, NGF has been impli-
cated in a few carcinomas and particularly in breast cancer,
where it stimulates both cell proliferation and survival through
the activation of TrkA and p75™"¥, respectively (9-12). NGF
cooperates with the tyrosine kinase receptor HER2 to activate
breast cancer cell growth (13), and the anti-estrogen drug
tamoxifen, which is widely used in breast cancer therapy, is able
to inhibit its mitogenic effect (14). In addition, repression of
SHP-1 phosphatase expression by p53 leads to TrkA tyrosine
phosphorylation (15). Given TrkA and p75™*® expression in
breast tumor cells (16—18), the demonstration that NGF is
overexpressed in the majority of human breast tumors and that
its inhibition can result in a diminished tumor growth in pre-
clinical models underscores the potential value of NGF as a
therapeutic target (19). However, despite these findings with
NGE, there has not been any study linking proNGF and breast
cancer.

In this study, it is shown for the first time that breast cancer
cells release proNGF, producing an autocrine stimulation loop
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Autocrine proNGF in Breast Cancer

mediated through TrkA plus sortilin and leading to the activa-
tion of cancer cell invasion. Thus, these data reveal a direct
involvement of proNGF in breast cancer development.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Cell Culture and Transfection with siRNA and cDNA
Constructs—Breast cancer cell lines were routinely grown as
described previously (10). For transfection with siRNA, cells
were nucleofected using the Amaxa Cell Line Nucleofector kit
V (Lonza) according the manufacturer’s recommendations,
with 1.5 ug of annealed siRNA. The siRNA sequences used
(Eurogentec) were against proNGF (siproNGF) GAAUGCUG-
AAGUUUAGUCCTT, p75N*® (siP75) AUGCCUCCUUGGC-
ACCUCCTT, and sortilin (siSORT) CUCUGCUGUUAACA-
CCACCTT and compared with control (siGFP) GAUGAACU-
UCAGGGUCAGCTT. For TrkA, a pool of three siRNA
sequences was used: GAACCUGACUGAGCUCUAC, UGGA-
GUCUCUCUCCUGGAA, and GCUGCAGUGUCAUGGG-
CAA. The decrease in targeted protein level was assessed by
immunoblotting with anti-proNGF (AB9040, Millipore), anti-
p75NT® (clone D8AS, Cell Signaling Technology), anti-TrkA
(Sc-118, Santa Cruz Biotechnology), and anti-sortilin (612101,
BD Biosciences or ANT-009 Alomone Labs, for detection of rat
sortilin in PC12 cells). Actin detection (A2066, Sigma-Aldrich)
was used for an equi-loading control.

The TrkA expression vector (pDisplay/TrkA) was prepared
by inserting TrkA cDNA from MDA-MB-231 cells (TrkA var-
iant 1: NM_001012331.1) into the pDisplay vector (Invitrogen).
The kinase-dead TrkA construct was obtained by mutating the
three tyrosines 670/674/675 of the tyrosine kinase domain. All
other constructs were generated by replacing a single tyrosine
residue with phenylalanine with the QuikChange® site-di-
rected mutagenesis kit (Stratagene). Cell transfections were
done using Amaxa (Lonza) according to the manufacturer’s
instructions. Cells were selected with 1 mg/ml G418 (Invitro-
gen), and the resistant cell populations were stored as frozen
stocks and used for all the experiments within 20 passages.
Expression of TrkA was not modified with passages as verified
by Western blot analysis.

Cell Extracts and Conditioned Medium Preparation—Sub-
confluent breast cancer cells were rinsed with PBS and lysed in
150 mm NaCl, 50 mm Tris, pH 7.5, 1% SDS, 1% Nonidet P-40,
100 um sodium orthovanadate and then boiled for 5 min at
100 °C. After centrifugation (12,000 X g, 5 min), the superna-
tant was frozen (—80 °C) until immunoblotting. For condi-
tioned medium recovery, subconfluent cells were rinsed twice
and starved for 24 h. The medium was centrifuged (200 X g, 10
min, 4 °C), and the supernatant was concentrated by Amicon
Ultra-15 with a 10-kDa cut-off according to the manufacturer’s
recommendations. The concentrated conditioned medium was
frozen at —20 °C until immunoblotting or nanoLC mass spec-
trometry analysis.

Western Blotting— After a 5-min boiling in Laemmli buffer,
proteins were submitted to SDS-PAGE and then transferred
onto a nitrocellulose membrane by electroblotting. The satura-
tion was done in TBS-Tween 0.1% containing 5% bovine serum
albumin, 3% skimmed milk (for anti-TrkA), or 0.2% casein (for
anti-sortilin) for 1 h at room temperature. Membranes were
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incubated with anti-proNGF (AB9040, Millipore), anti-NGF
(Sc-548, Santa Cruz Biotechnology) 1/1000, or anti-B-actin
antibody (A2066, Sigma-Aldrich) 1/5000 as control, in satura-
tion buffer (overnight, 4 °C). Antibodies against TrkA were
from Santa Cruz Biotechnology, and phospho-TrkA (Tyr-674/-
675), pan-Akt, phospho-Akt (Ser-473), Src, phospho-Src (Tyr-
416), Erk1/2, and phospho-Erk 1/2 (Thr-202/Tyr-204) were
from Cell Signaling. The membranes were rinsed and incu-
bated with peroxidase-conjugated anti-rabbit immunoglobulin
G antibody (711-035-152, Jackson ImmunoResearch Laborato-
ries) for 1 h at room temperature. After extensive washes, the
reaction was revealed using the SuperSignal West Pico chemi-
luminescent substrate with Amersham Biosciences Hyperfilm
ECL or with a Fuji LAS-4000 luminescent analyzer using expo-
sure times at subsaturation.

Mass Spectrometry—A nanoLC-nanoESI/SIM-MS system
was used for the detection of proNGF protein, as described
previously (19), with an ion trap mass spectrometer (LCQ Deca
XP*; Thermo Fisher) equipped with a nanoelectrospray ion
source coupled with a nano high pressure liquid chromatogra-
phy system (LC Packings, Dionex). The SIM/MS ionic signal of
proNGF was detected at a retention time of 29.43 min after
nanoLC separation. The deconvoluted mass spectrum was
depicted with the Bioworks 3.1 software (Thermo Fisher).

Immunocytochemistry—Cells were grown on rat tail collagen
I-coated Labtek dishes until 60% of confluency was reached.
After a 1 um ionomycin (or dimethyl sulfoxide (DMSO) for
control) treatment of 60 min, cells were successively rinsed with
PBS, pH 7.5, fixed for 20 min with paraformaldehyde 4%, per-
meabilized for 20 min at room temperature with PBS, pH 7.5;
0.05% saponin; 50 mM ammonium chloride and blocked for 30
min with PBS, pH 7.5; 0.05% saponin; 2% bovine serum albu-
min. Cells were then incubated for 2 h at room temperature in
the blocking solution containing 1/500 proNGF antibody
(AB9040, Millipore) or normal rabbit immunoglobulin G (AB-
105-C, R&D systems) for control, rinsed with PBS, pH 7.5, and
incubated for 1 h at 37 °C in the blocking solution containing
1/2000 Alexa Fluor 488 anti-rabbit immunoglobulin G. Slides
were mounted and observed at a 494-nm wavelength through a
fluorescence microscope (Nikon).

Immunohistochemistry—Analysis of normal and tumor
biopsies was performed using tissue arrays (Biomax and Bio-
Chain). After deparaffinization and hydration, antigens were
recovered in citrate buffer (10 mwm, pH 6) at 60 °C. Endogenous
peroxidases were quenched by submerging slides in TBS-
Tween 20, 0.1%, containing 3% H,O, (10 min, room tempera-
ture). After saturation in TBS-Tween 20 0.1% with 3% BSA (60
min, 37 °C), slides were probed with anti-proNGF antibody
(AB9040, Millipore) or with normal rabbit immunoglobulin G
(AB-105-C, R&D systems) as control at 1/200 in saturating
buffer (2 h, 37 °C). Slides were then washed and incubated with
peroxidase-conjugated anti-rabbit immunoglobulin G (711-
035-152, Jackson ImmunoResearch Laboratories) at 1/400 in
saturating buffer (2 h, 37 °C). Immunostaining was visualized
with diaminobenzidine chromogen, and slides were post-
stained with Harris hematoxylin. After mounting, photomicro-
graphs were taken.
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Cancer Cell Invasion Assay—Cells were rinsed twice and left
for 24 h in starvation medium with 0.1% fetal calf serum. Migra-
tion assays were done in 12-well Boyden microchambers (Tran-
swell®) with 8-um pore size membranes. The Transwell micro-
chambers were first coated with 100 ul of starvation medium
with 0.1% FCS plus 40 ug of rat tail collagen I for 1 hat 37 °Cin
5% CO.,. 100, 000 cells in 400 wl of starvation medium with 0.1%
FCS were loaded in the upper chamber, whereas 1.6 ml of star-
vation medium with 0.1% FCS was placed in the lower chamber.
After 20 h of incubation in the presence of proNGF (from Alo-
mone (Israel) and a generous gift from Dr. E. Schwarz, Martin-
Luther-University Halle-Wittenberg, Halle, Germany), non-
cleavable proNGF (Alomone Labs) including amino acid
substitutions or NGF (Scil Proteins GmbH), with or without
pharmacological inhibitors (K252a inhibitor of Trk kinase,
LY294002 inhibitor of PI3K, PD98059 inhibitor of MAPK,
SKI-1 inhibitor of Src, furin inhibitor I, all from Calbiochem) or
siRNA sequences, the Transwell microchambers were rinsed
with PBS, and the upper surface of the membrane was scraped
toremove cells. Neurotensin was from Sigma. The cells remain-
ing on the down side of the membrane were Hoechst-stained
and mounted on glass slides with Glycergel before counting (10
fields per membrane) through a fluorescence microscope at 352
nm. Each condition was done in triplicate. Statistics were per-
formed with one-way analysis of variance test and Bonferroni’s
post test by using GraphPad Prism 5.01 software.

RESULTS

ProNGF Is Produced and Secreted by Breast Cancer Cells—
The production of proNGF by breast cancer cells was analyzed
by immunoblotting with an anti-proNGF antibody, directed
against the prosegment, that does not recognize mature NGF.
Each tested cell line was shown to exhibit an immunoreactive
band at 25 kDa, which corresponds to the theoretical molecular
mass of proNGF (Fig. 1A4). This band decreased after cell trans-
fection with siRNA targeting proNGF, further demonstrating
that it does indeed correspond to proNGF (Fig. 1B). In addition,
proNGF was not detected in conditioned media when cells
were treated with siRNA targeting proNGF. Cellular proNGF
localization was assessed by immunocytochemistry (Fig. 1C).
ProNGF was visualized in the cytoplasm of tested cell lines,
whereas normal rabbit immunoglobulin G did not lead to any
staining. These data are in accord with our previously published
results, which showed that the same cancer cell lines express an
NGF transcript (10). Moreover, immunocytochemical observa-
tions suggested that proNGF was secreted as it was diminished
upon treatment with ionomycin, an inducer of secretion.
Importantly, Western blot analysis of conditioned medium
with anti-proNGF confirmed the presence of an immunoreac-
tive band from four cell lines (Fig. 1D). The detection of
proNGF in the conditioned media was further validated by anti-
NGF recognition of the 25-kDa band. Of note, NGF was also
detected at about 14 kDa. Finally, proNGF was detected as a
single peak after nano-liquid chromatography separation, as
shown in the corresponding mass spectrometric spectra (Fig.
1E); the deconvolution of the putative proNGF peak yielded the
precise molecular mass (24,928 Da) expected for this protein.
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Together, these data indicate that proNGF is synthesized and
secreted by breast cancer cells.

ProNGF Overexpression in Breast Tumors—The production
of proNGF by breast cancer cells was observed in tumor biop-
sies. Immunohistochemistry was performed on 521 human
breast biopsies representing 144 healthy donors, 11 patients
with benign tumors, and 366 patients with malignant tumors.
As illustrated in Fig. 24, proNGF immunoreactivity was found
in the epithelial compartment of various malignant tumors,
whereas it was poorly detected in benign tumors and normal
biopsies. ProNGF was not found in 94 of 144 healthy donors
(65%) nor in 64% of the benign tumor samples. In contrast,
proNGF was found in the majority of breast cancers (287 of 366,
78%). Thus, proNGF overproduction appears to be a general
phenomenon in a significant number of breast tumors. This is
consistent with the reported overexpression of NGF in breast
tumors (10, 19). There was no significant correlation between
the presence of proNGF and the histological grade, the tumor
value, the axillary lymph node status, the presence of metasta-
ses, the age, and the presence of estrogen or progesterone
receptors (data not shown). Nevertheless, when considering
only invasive ductal carcinomas, which represent the majority
of breast cancers, a statistically significant association (p =
0.0042) was obtained between the presence of proNGF and
lymph node invasion by breast cancer cells (Fig. 2B), suggesting
a potential link to metastasis.

ProNGF Stimulates Invasion of Breast Cancer Cells through
TrkA and Sortilin—The biological impact of proNGF on breast
cancer cell invasion was tested. As shown in Fig. 34, non-cleav-
able proNGF induced a stimulation of breast cancer cell inva-
sion. The data presented in Fig. 3 have been obtained with
proNGF from Alomone Labs. In addition, the proNGF 123 con-
struct (20) (generous gift from Dr. Kenneth Neet, Rosalind
Franklin University of Medicine and Science, Chicago, IL) was
also tested. As shown in supplemental Fig. S1, the results were
identical to what was obtained with Alomone Labs proNGF.
Non-cleavable proNGF was used here to ensure that no NGF
would be generated from proNGF, but it has been observed that
wild type proNGF also induced the same stimulation of breast
cancer cell invasion; moreover, for the same concentration,
NGF did not lead to any significant effect (data not shown).
siRNA against proNGF led to a dramatic disruption of cell inva-
sion, which was restored upon the addition of recombinant
non-cleavable proNGF, suggesting the existence of an auto-
crine loop of stimulation. p75™™ impairment by siRNA had
little effect, indicating that p75™"® was at best poorly impli-
cated in the proNGF stimulation of breast cancer cell invasion.
Interestingly, siRNA against TrkA or sortilin prevented cells
from migrating through the collagen-coated membrane of the
Transwell microchambers, in the same manner as siRNA
against proNGF did in the presence of non-cleavable proNGF.
The addition of proNGF was not able to induce cell invasion in
the absence of TrkA or sortilin, indicating that these receptors
were necessary to trigger the proNGF pro-invasive effect. In
contrast to proNGF, when epidermal growth factor was added
to sortilin- or TrkA-depleted cells, a stimulation of cell invasion
was observed (data not shown). Of note, siRNA against proNGF
induced a greater inhibition than that of TrkA, and this could be
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FIGURE 1. ProNGF production and secretion by breast cancer cells. A, Western blot analysis of proNGF production by breast cancer cell lines MCF-7, T-47D,
BT-20, and MDA-MB-231, with 50 ng of protein per lane and anti-proNGF. B, Western blot analysis of proNGF in MDA-MB-231 transfected with siRNA against
proNGF (siproNGF) or control non-targeting siRNA (siGFP), in both cell lysate and conditioned media. C, panels a-c,immunocytochemistry of proNGF in T-47D
(panel a), BT-20 (panel b), and MDA-MB-231 (panel c). Panels d and e, magnification of cellular localization in MCF-7 (panel d) and after cells were treated with 1
umionomycin (panel e). Panel f, in control, control MCF-7 cells with rabbit normal immunoglobulin G. D, Western blot analysis of conditioned medium of T-47D,
MCF-7, BT-20, and MDA-MB-231 cells, with anti-proNGF (left panel) and anti-NGF (right panel). E, mass spectrometric detection of proNGF in breast cancer cell
conditioned media. The MS spectrum of proNGF showed the three multiple charge ions (+23, +24, +25) selected for the SIM acquisition and specific
identification of proNGF. The deconvoluted mass spectrum shows the molecular mass of proNGF monomeric chain at 24,928 Da.

due to the inhibition of NGF production as NGF can also stim-
ulate breast cancer cell migration (as shown in Fig. 4). In con-
trols, Western blot analysis showed the efficiency of the siRNA
in decreasing the level of the different proteins. A Western blot
comparison of TrkA, p75NTR, and sortilin in breast cancer cells
versus PC12 cells is presented in supplemental Fig. S2.
Together, these results indicate that secreted proNGF is able to
stimulate breast cancer cell invasion through TrkA and sortilin
rather than p75™"®. Significantly, transfection of breast cancer
cells with a kinase-dead TrkA abolished the pro-invasive effect
of proNGF (Fig. 3A), and phosphorylation of TrkA and activa-
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tion of downstream signaling pathways were thus tested (Fig.
3B). ProNGF induced the activation of TrkA, with a maximum
level of TrkA phosphorylation observed after 60 min of stimu-
lation that was followed by Akt and Src activation, whereas
ERK1/2 were not stimulated. The efficacy and specificity of the
pharmacological inhibitors used are shown (Fig. 3C), and this is
consistent with the fact that pharmacological inhibitors of
TrkA, Akt, and Src abolished the proNGF-induced invasion of
breast cancer cells (Fig. 34). In contrast, the pharmacological
inhibitor of MAP kinases, PD98059, had no impact on proNGE-
induced cell invasion. The selective mutation of TrkA Tyr-490/
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FIGURE 2. Immunolocalization of proNGF in human breast biopsies. A, immunohistochemistry with anti-proNGF on normal breast biopsies (NB), benign
tumors (BT), and tubular (TC), invasive ductal (/DC) and lobular (/LC) carcinomas. As a control (CT), normal rabbitimmunoglobulin G was used on invasive ductal
carcinoma. Size bar = 200 wm. B, association of proNGF production and clinicopathological parameters in 174 invasive ductal carcinomas. ProNGF labeling
intensity was visually determined, from 0 (no staining) to 3 (intense staining), and association with various clinicopathological parameters was tested with the
X° test. For some patients, not all data could be retrieved; consequently, the total number can differ. Biopsies are clustered using histological grade (according
to Bloom and Richardson), tumor value, patient age, and axillary and lymph node status.

695/751/785 indicated that only Tyr-490 was required for the
proinvasive effect of proNGF (Fig. 3D). The addition of neuro-
tensin, which is a natural ligand of sortilin, inhibited the phos-
phorylation of TrkA and the activation of Akt induced by
proNGF as well as its proinvasive effect (Fig. 3E), suggesting
that a proNGEF/sortilin interaction is necessary for TrkA
activation.

Effect of ProNGF versus NGF on TrkA Signaling and Breast
Cancer Cell Invasion—The furin inhibitor I had no impact on
either the proinvasive effect of proNGF or the activation of
TrkA signaling (Fig. 44). These data indicate that the activation
of TrkA signaling by proNGF and the subsequent proinvasive
effect do not involve intracellular cleavage into mature NGF.
Comparison of proNGF and NGF shows that mature NGF can
also induce breast cancer cell invasion, but at much higher con-
centration (Fig. 4B). A maximum effect of proNGF was
obtained at 0.5 nM, whereas the maximum effect of NGF was
obtained with 16 nM. The proinvasive effect of NGF was inhib-
ited by siRNA against TrkA, but in contrast to what was
observed for proNGF, siRNA against sortilin or the addition of
neurotensin had no effect on NGF-mediated cell invasion (Fig.
4C). The signaling activated by NGF also involves TrkA, Akt,
and Src activation (Fig. 4D). A side-by-side comparison of the
signaling intensity, obtained on the same blot, for proNGF and
mature NGF, at concentrations stimulating breast cancer cell
invasion (i.e. 0.5 nM proNGF and 16 nm mature NGF), showed
that the activation of TrkA, Akt, and Src was stronger for
mature NGF when compared with proNGF (Fig. 4E). Neverthe-
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less, at the concentration for which proNGF is active, mature
NGF does not exhibit any activity on either cell invasion or
TrkA signaling. Together, these data show that NGF is less
potent than proNGF in inducing breast cancer cell invasion and
solely involves TrkA activation, without the participation of
sortilin.

DISCUSSION

In this study, it is shown that proNGF, which has mainly been
studied for its effects in a neuronal context, is produced and
secreted by breast cancer cells. Previous studies have reported
that cells of the central nervous system can secrete proneu-
rotrophins (21), but to our knowledge, the study reported
herein is the first demonstration that proNGF is also secreted
by tumor cells. Although the corresponding mature NGF was
previously shown to be produced by breast cancer cells (10), the
fact that proNGF can be cleaved intracellularly by prohormone
convertases and furin could have prevented the secretion of the
precursor form (22-24). Nevertheless, proNGF was found in
the conditioned medium, and siRNA inhibition resulted in a
diminished biological effect, indicating the secretion of
proNGF by breast cancer cells.

Although NGF promotes breast cancer cell survival and
growth via p75N™ and TrkA, followed by the activation of
NF-«B and MAP kinases (9, 11, 25, 26), the results shown here
indicate that proNGF activates tumor cell dissemination via
TrkA and sortilin, without involvement of p75™"%, resulting in
Akt and Src activation. P75N™® and sortilin are described as
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FIGURE 3. Effect of proNGF on invasion of breast cancer cells and associated
the siRNA against proNGF (siproNGF), p75"™® (sip75), sortilin (siSORT), TrkA (siTrkA
not with 0.5 nM recombinant human non-cleavable proNGF (N.C. proNGF) and/or

60 kDa |- ————— oAkt

signaling pathways. A, cell invasion assay on MDA-MB-231 transfected with
), control siRNA (Control), or TrkA kinase-dead versus TrkA wild type, treated or
10 nm K252a (Trk inhibitor), 15 um LY294002 (PI3 kinase inhibitor), 50 nm SKI-1

(Src inhibitor), or 10 um PD98059 (MAP kinase inhibitor). Untreated siGFP-transfected control cells represent the control 100% of invasion (white bar). The

efficiency of siRNA treatments was assessed by Western blotting. B, proNGF-indu

ced cell signaling in breast cancer cells. MDA-MB-231 cells were stimulated by

0.5 nm non-cleavable proNGF for the indicated times. C, the efficacy and specificity of pharmacological inhibitors used in cell invasion assays were tested in
Western blotting. D, cellinvasion assay on MDA-MB-231 cells transfected with mutated forms of TrkA. Tyr-490, Tyr-695, Tyr-751, and Tyr-785 were mutated, and
response to proNGF was tested. E, neurotensin effect on proNGF-induced signaling and breast cancer cell invasion. For Western blotting and cell invasion
assay, the experimental conditions were identical to what was described in A and B. For the statistics in A, D, and E, error bars represent S.D. ¥, p < 0.001 for
proNGF stimulation versus no stimulation; §, p < 0.001 for experimental versus control under proNGF stimulation; 1, p < 0.001 for experimental versus control

with no proNGF stimulation.

receptors of proNGF in the nervous system, and the molecular
and structural basis of their interaction has been described (27).
In melanoma cells, it has previously been shown that the addi-
tion of proNGF can lead to a stimulation of cell invasion
through activation of p75™"® and sortilin (28); in this model,
TrkA was not found to be necessary. However, the activation of
TrkA by proNGF has also been reported in other models (8),
with the biological activity of proNGF dependent upon relative
levels of TrkA versus p75™"® (29). Therefore, although p75~"®
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appears to be mediating proNGF invasive effects in melanoma,
in breast cancer, the present study indicates that TrkA is
involved without the participation of p75™"%, Whether or not
this is related to a different ratio of TrkA/p75™"® between mel-
anoma and breast cancer cells remains to be elucidated, but a
common feature between the two models is the necessity of
binding to sortilin. A direct interaction between TrkA and
sortilin has recently been reported (30), and such an interaction
could also occur in breast cancer cells. The fact that neuroten-
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FIGURE 4. ProNGF versus NGF effect on TrkA-mediated signaling and stimulation of breast cancer cell invasion. A, ProNGF does not require cleavage into
NGF to stimulate TrkA activation and breast cancer cell invasion. The furin inhibitor | was tested at the indicated concentration on both MDA-MB-231 cell
invasion and TrkA signaling activation as described under “Experimental Procedures.” N.C. proNGF, non-cleavable proNGF. B, dose effect of proNGF and NGF on
breast cancer cell invasion. The indicated concentrations were tested for 20 h. C, cell invasion assay on MDA-MB-231 transfected with the siRNA against p75™™®
(sip75), sortilin (siSORT), TrkA (siTrkA), control siRNA (Control), or TrkA kinase-dead versus TrkA wild type, treated or not with 0.5 nm recombinant human NGF
and/or 10 nm K252a (Trk inhibitor), 15 um LY294002 (P13 kinase inhibitor), 50 nm SKI-1 (Src inhibitor), or 10 um PD98059 (MAP kinase inhibitor). Untreated
siGFP-transfected cells represent the control 100% of invasion (white bar). D, NGF-induced cell signaling in breast cancer cells. MDA-MB-231 cells were
stimulated with 16 nm NGF for the indicated times. For statistics in A, B, and C, error bars represent S.D. *, p < 0.001 for proNGF stimulation versus no stimulation;
p < 0.001 for experimental versus control under proNGF stimulation; §, p < 0.001 for experimental versus control under proNGF stimulation; 1, p < 0.001 for
experimental versus control with no proNGF stimulation. #, p < 0.001 for proNGF versus NGF at the same concentration. E, side-by-side comparison of signaling
intensity, obtained on the same blot, for proNGF and mature NGF. Concentrations for which a stimulation of breast cancer cell invasion was obtained, i.e. 0.5
nm proNGF and 16 nm mature NGF, were used.

sin, the natural ligand of sortilin, was found to inhibit the acti-
vation of TrkA by proNGF suggests that a direct interaction of
proNGF and sortilin is necessary for the stimulation of TrkA.
Moreover, TrkA activation by proNGF has already been
observed in PC12 cells, and it requires endocytosis and intra-
cellular proteolysis of the proneurotrophin (7). In breast cancer
cells, as demonstrated with the use of non-cleavable proNGFs
and the furin inhibitor, the processing of proNGF into NGF is
not required for activation of TrkA and cell invasion. Moreover,
the activation of breast cancer cell invasion by NGF requires a
concentration 15 times higher than proNGF, emphasizing that
the generation of mature NGF cannot cause the proinvasive
effect of proNGF. Together, this indicates that TrkA is the
functional receptor for proNGF in breast cancer cells and that it

Metastasis of breast cancers is a major issue as it is directly
correlated to patient mortality (31). To date, there is no vali-
dated biomarker to predict the metastatic nature of breast
tumors, and peripheral node invasion by tumor cells remains
the criterion used in clinical practice. The observation that
proNGF is overproduced in malignant tumors makes it a poten-
tially important molecule in breast cancer development.
Importantly, the presence of proNGF was associated with
lymph node invasion in invasive ductal carcinomas, whereas
the examination of the other breast cancer types did not show
such an association. Although further investigation of large
cohorts of tumor biopsies will be needed to determine whether
proNGF has a practical value as a prognostic biomarker, the
data presented here suggest an association between proNGF

is involved in the stimulation of tumor cell invasion.
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level and node invasion/metastasis in breast cancer. This
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hypothesis is coherent with the in vitro effect of proNGF lead-
ing to the stimulation of breast cancer cell invasion. In addition,
it is also supported by the observation that proNGF induces Src
and Akt as these kinases are well known for their involvement in
cancer metastases as overexpression or higher activation of
both Src and Akt occurs frequently in metastatic cancer cells
(32, 33). The activation of Src and Akt downstream to TrkA
stimulation has been well described in other models, for
instance, in hippocampal neurons (34), and the reported
importance of Tyr-490 in activating these pathways is con-
firmed here. Thus, both in vitro and in vivo analyses reported in
the present study point to a potential role for proNGF in breast
cancer metastasis.

In conclusion, proNGF is produced in breast cancer, where it
can stimulate tumor cell invasion. ProNGF production adds to
the recently reported expression of brain-derived neurotrophic
factor (BDNF) and neurotrophin-4/5 (NT-4/5), showing that
neurotrophin family members and their receptors are generally
involved in breast cancer (35). Brain-derived neurotrophic fac-
tor and NT-4/5 exhibit a different type of activity on breast
cancer cells as they were found to stimulate tumor cell survival.
In addition, the impact of neurotrophins could go beyond the
stimulation of breast tumor cells themselves as recent studies
suggest an effect of NGF on angiogenesis (36) as well as on the
sprouting of sensory nerve fibers participating in cancer-in-
duced pain (37). In addition to other studies reporting neu-
rotrophin intervention in other pathologies, the present work
integrates with the emerging concept that proNGF is a biolog-
ically active molecule that can function outside the nervous
system. This prompts further studies to determine whether tar-
geting proNGF and its receptors may have clinical benefits in
the management of breast cancer, as well as in other
carcinomas.
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LEGEND TO SUPPLEMENTAL FIGURES

Figure S1. Effect of proNGF123 on the invasion of breast cancer cells and associated
signaling pathways. The assays were performed in the same conditions as for proNGF
(obtained from Alomone) as described in the experimental procedures. For the statistics in A,
error bars represent SD. * p<0.001 for proNGF stimulation versus no stimulation.

Figure S2. Western-blot analysis of TrkA, sortilin and p75""~ in breast cancer cell lines.

Western-blotting was performed as described in the experimental procedures. PC12 cells were
used as a positive control.
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Article 2 : ProNGF pro-invasive effect is dependent of Src activation by

EphA2 in breast cancer cells

Dans ce deuxieme article, nous démontrons que 1’interactome du récepteur TrkA dans les
cellules cancéreuses de sein MDA-MB-231 differe selon le type de ligand, proNGF ou
NGF, utilisé. Ainsi, le proNGF permet la formation d’un complexe sortiline/TrkA a
I’origine du recrutement du récepteur tyrosine kinase EphA2. Ce complexe ternaire
intervient dans 1’induction des voies de signalisation et de I’invasion cellulaire, sous 1’effet
du proNGF. Nous montrons que la phosphorylation de Src est dépendante d’EphA2 alors
que TrkA mene a I’activation de la voie PI3-K/Akt.

Cet article est en préparation pour soumission dans la revue :

« The EMBO Journal”
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FOOTNOTES

The abbreviations used are: EphA2, Ephrin-type A receptor 2; FBS: Fetal Bovine Serum;
HA: Hemagglutinin A; HER-2: Human Epidermal Growth Factor Receptor-2; IB:
Immunoblot; IP: Immunoprecipitation; NGF: Nerve Growth Factor; p75NTR: p75
Neurotrophin Receptor; TNF: Tumor Necrosis Factor; TrkA: Tropomyosin receptor

kinase A.
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ABSTRACT

Metastasis is the leading cause of mortality in patients with breast cancer. This multi-step
process is under regulation of several growth factors and their receptors which enhance, in
particular, invasive capabilities of cancer cells. Among them, Nerve Growth Factor (NGF)
and more recently its precursor (proNGF) have been shown to increase breast cancer cell
invasion through a signaling mediated by the tyrosine kinase receptor TrkA. In the present
study, we have performed a proteomic analysis to decipher signal transduction of proNGF
in basal-like MDA-MB-231 breast cancer cells overexpressing a chimeric HA-TrkA
receptor. We confirmed that proNGF-stimulated invasion was due to the activation of Akt
and Src in the established cellular model. Moreover, proNGF stimulation of breast cancer
cells induced a functional interaction between sortilin and TrkA, which in turn recruited
another tyrosine kinase receptor EphA2. SIRNA against EphA2 totally abolished the
pro-invasive effect of proNGF. Interestingly, by the use of the pharmacological inhibitor
K252a or cells expressing a kinase-deficient mutant of TrkA, we demonstrated that
proNGF-induced EphA2/TrkA association was independent of TrkA phosphorylation.
ProNGF-induced Akt phosphorylation was dependent of TrkA phosphorylation and
independent of EphA2, whereas proNGF-induced Src activation was dependent of EphA2
but not TrkA phosphorylation. In contrast, NGF-induced invasion as well as Akt and Src
activation implicated only TrkA phosphorylation, but not sortilin nor EphA2.

Altogether, our data evidenced that functional interactions between sortilin, TrkA and
EphA2 are essential for the pro-invasive effect of proNGF in breast cancer cells. This
provides a rationale to consider proNGF as well as the involved signaling pathways as

potential therapeutic targets.

© 2012 Tous droits réserveés. http//docunl\,lIJH%’l fr



Theése de Cyril Corbet, Lille 1, 2012
RESULTATS

INTRODUCTION

Breast cancer development is a multi-step process depending on primary tumor
growth but also on the ability of tumor cells to metastasize to distant organs (Weigelt et al.,
2005). Mechanisms underlying this progression are frequently regulated by several sets of
growth factors and their cognate receptors (Jechlinger et al., 2006 ; Drabsch & ten Dijke,
2011). Consequently, current strategies in the development and application of molecularly
targeted therapies for breast cancer are based on the disruption of growth factors and
receptor signaling (Alvarez et al., 2010). However, to date, major challenges make difficult
the treatment of a large number of patients (Gonzalez-Angulo et al., 2007). In particular,
the subtype of basal-like breast cancers, commonly lacking expression of estrogen and
progesterone receptors and not overexpressing HER-2, exhibit a more aggressive
phenotype and fail to respond to hormonal therapies and HER-2-targeting agents, leaving
open the necessity to discover new therapeutic targets (Fornier & Fumoleau, 2012).

Nerve Growth Factor (NGF), the prototypical member of neurotrophin family, has
been described to play a role in non-neuronal cells, in particular in several types of cancer
cells (Zhu et al., 2002 ; Adriaenssens et al., 2008 ; Warrington & Lewis, 2011). In breast
cancer cells, it exerts its biological effects in an autocrine manner (Dolle et al., 2003). It
stimulates cell proliferation, invasion and survival through two types of receptors: the
tyrosine kinase receptor TrkA and p75"™", a TNF receptor superfamily member (Descamps
et al., 2001 ; Lagadec et al., 2009). More recently, we demonstrated that the expression of
NGF precursor (proNGF) is associated with lymph node invasion in breast cancers. In the
basal-like MDA-MB-231 cells, proNGF-stimulated invasion involves both TrkA and
sortilin, a Vps10p-domain transmembrane receptor and this pro-invasive effect requires
both Akt and Src activation (Demont et al., 2012).

Ephrin type-A receptor 2 (EphA2), a 135 kDa tyrosine kinase receptor, has been
reported as an important determinant of the oncogenic and invasive capacities of breast
cancer cells (Zelinski et al., 2001 ; Brantley-Sieders et al., 2008). Indeed, EphA2
overexpression is associated with a basal-like phenotype and the aggressive behavior of the
cells (Zelinski et al., 2001 ; Hochgrafe et al., 2010). Accordingly, Foveau et al (2012) have
demonstrated that downregulation of HIC1 (Hypermethylated in cancer 1), a well known
tumor suppressor, leads to the overexpression of EphA2 in basal-like breast cancer cells. In

normal cells, EphA2 is expressed at the cell surface and binds its ligand ephrin-Al which
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is presented by neighboring cells. The ligand/receptor interaction contributes to the tissue
homeostasis (Pasquale, 2008). In cancer cells, EphA2 signaling may be defective (Vaught
et al., 2008). Indeed, ephrin-Al-independent activation of EphA2 favors cell invasion and
metastasis by MAP-kinase, RhoGTPase and Src activation (Fang et al., 2008 ; Miao et al.,
2009 ; Hiramoto-Yamaki et al., 2010). Although the ligand-independent activation of
EphA2 is not fully understood, it has been described that EphA2 is frequently
transactivated by other tyrosine kinase receptors like HER-2 (Brantley-Sieders et al.,
2008 ; Zhuang et al., 2010).

In this study, we depicted the mechanism of action of the pro-invasive effect of
proNGF in breast cancer cells by functional proteomics approaches, and we showed that

sortilin and TrkA cooperated with EphA2 to induce invasion under proNGF stimulation.
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RESULTS

Identification of EphA2 in proNGF-induced TrkA interactome

In order to decipher signaling pathways involved in proNGF-stimulated breast
cancer cell invasion, we first established HA-tagged TrkA overexpressing MDA-MB-231
cells. We confirmed that TrkA overexpression was able by itself to increase breast cancer
cell invasion as previously described (Lagadec et al., 2009). Moreover, TrkA-
overexpressing cells were still responsive to proNGF stimulation (Figure 1). Furthermore,
analyses of signaling components showed that proNGF response was dependent of TrkA
phosphorylation, P13-kinase/Akt and Src pathways as previously reported in native cells
(Demont et al., 2012) (Supplemental data, Figure S1). A proteomic study was then
performed by immunoprecipitation of HA-TrkA with an anti-HA antibody, followed by a
mass spectrometry analysis (Table I). As expected, TrkA was undoubtedly identified by
MS and MS/MS analyses with 12 different peptides sequenced. Seventeen exclusive
proteins showing a differential expression between proNGF and NGF stimulation were
identified after 5 or 30 min of proNGF treatment. We showed that sortilin, which is
involved in proNGF response (Demont et al., 2012), was identified after 5 min of proNGF.
We also identified several proteins implicated in cell migration/invasion. Among them,
EphA2 receptor is of particular interest, as it is known to be overexpressed in basal-like
breast cancer subtypes and it favors breast cancer cell invasion and metastases formation
(Zelinski et al., 2001). Moreover, we identified Src, cortactin and p130 Cas (BCAR1)
which are early effectors of EphA2 (Faoro et al., 2010). Proteins such as SHEP1
(SH2D3C), PTP-PEST (PTPN12) and RIL (PDLI4) were also found to be pulled down
with TrkA. These proteins are well known to regulate Src and/or p130 Cas-mediated
signaling pathways (Chellaiah & Schaller, 2009 ; Zhang et al., 2009 ; Roselli et al., 2010).
The other identified proteins (Laspl, SNAP23, FHL2, HAX1, adducin, MARCKS, gelsolin
and integrins a3fP;) are downstream targets of Src and p130 Cas, which are associated with
cytoskeleton remodeling and cell migration (Matsuoka et al., 2000 ; Grunewald et al.,
2006 ; Fadeel & Grzybowska, 2009 ; Kean et al., 2009 ; Mitchell et al., 2010 ; Zhang et
al., 2010).
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EphA2 is implicated in proNGF-induced invasion by functional interaction with
sortilin/TrkA complex

Given the role of EphA2 in basal-like breast cancer cell invasion, we then tried to
confirm the potential complex formation between TrkA, sortilin and EphA2 by
Immunoprecipitation and western blot analysis. Immunoprecipitations were conducted
using antibodies against HA, sortilin and EphA2 (Figure 2A, B and C, respectively). In
absence of treatment, no complex was observed between these three receptors. Upon
proNGF treatment, sortilin and EphA2 were co-immunoprecipitated with TrkA
(Figure 2A). These results were confirmed by reverse immunoprecipitation of sortilin
(Figure 2B) and EphA2 (Figure 2C). In presence of NGF, sortilin binding to TrkA was
only detected after 30 min of treatment (Figure 2A) but EphA2 binding was not observed
neither after 5 min nor 30 min of treatment. These results were confirmed by reverse
immunoprecipitation of sortilin (Figure 2B) and EphA2 (Figure 2C). Thus, NGF treatment
seemed to induce late TrkA/sortilin association but not EphA2 binding. These data suggest
that, in presence of NGF, sortilin would act as an endocytic receptor as previously
described (Vaegter et al., 2011).

Implication of EphA2 in proNGF pro-invasive effect was then assessed by Boyden
chamber assay. As shown in Figure 2D, proNGF-induced MDA-MB-231 cell invasion was
completely abolished by siRNA against TrkA or neurotensin treatment as previously
described (Demont et al., 2012). EphA2 invalidation by siEphA2 transfection also
abolished the proNGF pro-invasive effect. In contrast, NGF-induced cell invasion was only
affected by TrkA silencing but not by neurotensin treatment. Moreover, the use of SIEphA2
did not affect the NGF-induced invasion. Altogether, these results indicated that proNGF
could act through an original receptor complex involving sortilin, TrkA and EphA2 while
NGF effect would be only mediated by TrkA.

We then analyzed the impact of a sequential invalidation of each receptor in the
formation of this receptor signaling complex. TrkA expression was first silenced by siRNA
(Figure 3A). TrkA and EphA2 were co-immunoprecipitated with sortilin upon 5 min of
proNGF treatment. On the contrary, siTrkA-treated cells did not exhibit TrkA and EphA2
association with sortilin, indicating that sortilin did not form a complex with EphA2 in
absence of TrkA. Interestingly, in cells stably expressing kinase-dead TrkA where TrkA
phosphorylation was abolished (Figure 3B), proNGF still induced TrkA association with
sortilin and EphA2. These results indicated that TrkA phosphorylation was not necessary
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for the formation of TrkA/sortilin/EphA2 complex. The implication of sortilin in the
former complex was then assessed by the use of neurotensin which inhibits, by
competition, proNGF binding to sortilin (Figure 3C). In presence of neurotensin, TrkA did
not pull down neither sortilin nor EphA2. Thus, the proNGF binding to sortilin seemed to
be necessary for the formation of TrkA/sortilin/EphA2 complex. Finally, EphA2
implication in the receptor complex association was investigated by using EphA2 siRNA
(Figure 3D). Transient silencing of EphA2 completely abolished expression of this protein
and consequently no binding of EphA2 to TrkA was observed. Nevertheless, in absence of
EphA2, proNGF still induced association between TrkA and sortilin. Thus, TrkA was
associated to sortilin under proNGF treatment independently of EphAZ2.

Altogether, our results underlined that 1) TrkA, sortilin and EphA2 did not form a
pre-existing complex; 2) TrkA/EphA2 complex needed, as a prerequisite, the
proNGF/sortilin association; 3) TrkA was necessary for the formation of this receptor
complex, independently of its phosphorylation status; 4) The inhibition of EphA2 did not
alter TrkA/sortilin complex. These findings suggested that proNGF induced sortilin/TrkA

association and this former complex then recruited EphA2.

TrkA and EphA2 are differentially implicated in proNGF-induced Akt and

Src activation

We previously showed that sortilin is indispensable for the binding of proNGF in
MDA-MB-231 cells (Demont et al., 2012). Moreover, both Akt and Src are involved in the
pro-invasive effect of proNGF. To decipher the role of TrkA and EphA2 in Akt and Src
activation, we treated cells with TrkA inhibitor (K252a), siRNA anti-EphA2, LY294002
(P13-K inhibitor) or SKI-1 (Src inhibitor). As shown in Figure 4A, proNGF activated both
Akt and Src. Inhibition of TrkA phosphorylation by the use of K252a abolished Akt
activation but not Src activation. Similar results were obtained by the use of a kinase-dead
mutant of TrkA (Figure 4B). This indicated that Akt activation, but not Src activation, was
dependent of TrkA phosphorylation. Inhibition of Akt activation with LY294002 did not
modify Src phosphorylation. Similarly, inhibition of Src with SKI-1 did not affect Akt
phosphorylation. So, proNGF-activated Akt and Src were independent pathways. We then
determined the involvement of EphA2 in Akt and Src activation by transient transfection
of cells with siEphA2 (Figure 4C). EphA2 down-regulation decreased Src but not Akt
phosphorylation induced by proNGF. Collectively, we showed that proNGF activated Akt
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through TrkA phosphorylation while it activated Src by EphA2, independently of TrkA
phosphorylation.

The effects of NGF were measured in parallel for the comparison (Figure 4D, E
and F). NGF increased both Akt and Src phosphorylation, and K252a reversed this
activation (Figure 4D). This result was confirmed by the use of a kinase-dead mutant of
TrkA (Figure 4E). Src and Akt activations by NGF were not interconnected, like for
proNGF (Figure 4D). Contrary to proNGF, NGF effects on Src and Akt were independent
of EphA2 (Figure 4F). Silencing of EphA2 only reduced the basal activation of
phospho-Akt and phospho-Src, but not the phosphorylation induced by NGF. Indeed, NGF
was still able to increase Akt and Src phosphorylation even in EphA2-silenced cells. These
results indicated that Akt and Src activations were downstream TrkA in presence of NGF.

Altogether, our data demonstrated that proNGF engaged both TrkA and EphA2 to
transduce signaling while NGF signaling was exclusive to TrkA. Moreover,
proNGF-induced Src activation required both TrkA and EphA2, but was independent of
TrkA phosphorylation. In contrast, proNGF-induced Akt activation was dependent of TrkA
phosphorylation but not EphA2. On the contrary, NGF-induced Akt and Src activation
needed TrkA and its phosphorylation while EphA2 was not involved in these pathways.

DISCUSSION

During the last decade, compelling data have demonstrated that proNGF is more than just a
metabolic precursor of NGF, as it exhibits biological activity by binding simultaneously to
sortilin, via its pro-domain, and p75" '~, with its mature domain (Feng et al., 2010 ; Teng et
al., 2010). This ternary complex is implicated in the induction of neuronal apoptosis
(Nykjaer et al., 2004). However, several studies have also reported that proNGF may
activate TrkA and its downstream signaling Erk1/2 without requiring a processing into
mature NGF (Clewes et al., 2008 ; Masoudi et al., 2009) whereas a controversial study
reported that TrkA activation needs intracellular cleavage of proNGF by furin (Boutilier et
al., 2008). Nevertheless, none cellular response was clearly associated to proNGF/TrkA
axis in these studies. Recently, we described that proNGF induces breast cancer cell
invasion through TrkA activation (Demont et al., 2012). Here, we demonstrated, for the
first time, that the pro-invasive effect of proNGF was mediated through a functional
interaction between sortilin and TrkA. Indeed, proNGF first bound to sortilin which in turn

recruited TrkA. In agreement with our findings, it has been reported that the extracellular
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domains of sortilin and TrkA can interact (Vaegter et al., 2011) and that proNGF is
co-immunoprecipitated with TrkA (Fahnestock et al., 2004). Nevertheless, structural
studies are needed to determine molecular insights of this complex. Interestingly,
proNGF/sortilin/TrkA association induced TrkA phosphorylation and subsequent Akt
activation, but also a TrkA phosphorylation-independent pathway involving EphA2
recruitment and Src activation (Figure 5A). These pathways are actually specific for
proNGF signaling, since NGF induced Akt and Src activation, dependently of TrkA
phosphorylation, but without requiring either sortilin or EphA2 (Figure 5B). Altogether,
our results strengthened the fact that proNGF did not actually mimic NGF and that
proNGF could induce breast cancer cell invasion by activating specific signaling pathways.

The discovery of EphA2 implication in proNGF signaling is of particular interest,
as EphA2 is known to cooperate with other RTK such as EGFR or HER-2 (Larsen et al.,
2007 ; Brantley-Sieders et al., 2008). This ligand-independent signaling is associated to an
enhancement of metastatic growth, in particular by increasing invasive capabilities of
cancer cells (Miao et al., 2009 ; Hiramoto-Yamaki et al., 2010). However, in these studies,
EphA2 transactivation involves Akt and phosphorylation of serine 897 in the intracellular
domain of EphA2 (Miao et al., 2009). In our study, the question of EphA2 activation is
unsolved but it seems that a different mechanism is required. Indeed, Akt was not
necessary for EphA2-activated Src. Using proteomic analysis, we revealed that several
Src-associated signaling proteins like cortactin and p130 Cas were pulled-down with TrkA
upon proNGF treatment, suggesting that proNGF could activate signaling cascade
involving Src/p130 Cas/cortactin complex. This complex is well known to induce cell
invasion, in particular in the formation of specific membrane protrusions, called
invadopodia, allowing cell migration and extracellular matrix degradation (Guarino, 2010 ;
Murphy & Courtneidge, 2011). Moreover, upon EGF stimulation, EphA2 is described to
be transactivated and then to be co-localized in cortactin-rich protrusions at the leading
edge of migrating cells (Hiramoto-Yamaki et al., 2010). Therefore, EphA2 could be the
link between TrkA and Src/p130 Cas/cortactin signaling complex leading to invadopodia
formation and by the way it would act as a scaffold protein as suggested by Pasquale
(2008).

Numerous studies raise the impact of EphA2 in cancer cell behaviors and the
interest of targeting EphA2 in cancer treatment (reviewed by Tandon et al., 2011). For
instance, Brantley-Sieders et al (2011) have demonstrated that EphA2 expression in

absence of ephrin-Al is correlated to an increase of metastasis. Furthermore,
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EphA2-mediated resistance to trastuzumab in breast cancer cells is due to Src activation
(Zhuang et al., 2010). Co-activation of tyrosine kinase receptors has been described to
induce resistance to targeted therapies in several cancers including glioblastoma, breast and
lung carcinomas (Stommel et al., 2007 ; Xu & Huang, 2010 ; Yamada et al., 2010).
Consequently, co-administration of lestaurtinib (CEP-701; inhibitor of TrkA) and
pertuzumab (Omnitarg; inhibitor of HER-2) has a synergistic effect on inhibition of
prostate tumor cell growth in a preclinical mouse model (Festuccia et al., 2009). It should
be interesting to evaluate the anti-tumor efficacy of combined treatment targeting both

TrkA and EphA2 in basal-like breast cancers.

MATERIALS AND METHODS

Cell culture. MDA-MB-231 breast cancer cell line was obtained from the American Type
Culture Collection (ATCC) and cultured in Minimal Essential Medium (MEM) (Invitrogen
Corporation, Cergy-Pontoise, France) supplemented with 10% inactivated FBS (Fetal
Bovine Serum) (Lonza, Levallois-Perret, France), 2 mM L-glutamine, 1% non-essential
amino acids, 40 Ul/ml penicillin, 40 pg/ml streptomycin and 50 pg/ml gentamycin, at
37°C in 5% CO, - humidified atmosphere.

Before treatment, cells were rinsed twice, left for 24 h in culture medium with 0.1% FBS
and then treated with 0.5 nM recombinant human non cleavable proNGF (Alomone Labs,
Jerusalem, Israel) or 16 nM recombinant human beta-NGF (Scil Proteins, Halle, Germany)
at times indicated, with or without a pre-incubation for 1 h with specific pharmacological
inhibitors K252a (10 nM), LY294002 (15 uM), Src Kinase Inhibitor-1 (SKI-1; 50 nM)
(Calbiochem, Nottingham, UK). Neurotensin (1 uM) used for cell treatment was from
Sigma-Aldrich (Saint-Quentin Fallavier, France).cDNA contructs and transfection. The
HA-TrkA expression vector (pDisplay-TrkA) was prepared by inserting TrkA cDNA from
MDA-MB-231 cells (TrkA variant 1: NM_001012331.1) into the pDisplay vector
(Invitrogen) between the restriction enzyme sites Sfil and Sacll. Mutated HA-TrkA
constructs were generated by replacing tyrosine residue into phenylalanine with the
QuikChange® Site-Directed Mutagenesis kit (Agilent technologies, Massy, France) and
the following primers:

Tyr490-forward: CGA-GAA-CCC-ACA-ATT-CTT-CAG-TGA-TGC-CTG
Tyr490-reverse: CAG-GCA-TCA-CTG-AAG-AAT-TGT-GGG-TTC-TCG
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Tyr670/674/675-forward: GAT-ATC-TTC-AGC-ACC-GAC-TTT-TTC-CGT-GTG-GGA-
GGC-CG

Tyr670/674/675-reverse: CGG-CCT-CCC-ACA-CGG-AAA-AAG-TCG-GTG-CTG-
AAG-ATA-TC

Cell transfections were done using the Cell Line Nucleofector Kit V (Lonza) according to
the manufacturer's instructions. Cells were selected with 1 mg/ml G418 (Invitrogen), the
resulting G418 resistant cell populations were stored as frozen stocks and used for all the
experiments within 20 passages. Expression of TrkA was not modified with passages in
vitro or after as revealed by western blot analysis.

The siRNA sequences used (2 pg for each transfection) were against EphA2 (Invitrogen):
GCAAGGAAGUGGUACUGCUGGACUU, compared to control (siGFP)
GAUGAACUUCAGGGUCAGCTT. For TrkA, a pool of 3 siRNA sequences (Eurogentec,
Angers, France) was used: GAACCUGACUGAGCUCUAC,
UGGAGUCUCUCUCCUGGAA and GCUGCAGUGUCAUGGGCAA.

Cell extracts. Subconfluent breast cancer cells were washed twice with ice-cold PBS,
lysed and kept on ice 15 min in a buffer containing 40 mM HEPES pH 7.5, 120 mM NacCl,
1 mM EDTA, 1% Triton X-100, 0.1% SDS, 10% glycerol, 10 mM sodium pyrophosphate,
50 mM sodium fluoride, 1.5 mM sodium orthovanadate, 1 mM PMSF, supplemented with
protease inhibitor cocktail (Sigma-Aldrich). Cells were then harvested with a rubber
scraper, the lysates cleared by centrifugation (6000 x g, 10 min, 4°C), and the supernatants
were collected. Protein concentration was determined using the BCA assay (Sigma-

Aldrich) and samples were stored at -80°C until analysis.

Immunoprecipitation and western-blotting. For immunoprecipitation studies, cell
lysates (1 mg) were pre-cleared with isotypic antibody (5 pg) and protein-G agarose beads
(100 pl, 50% slurry in PBS) for 1 h at 4°C on an end-to-end roller (10 rpm). Cell lysates
were then incubated (2 h, 4°C, 10 rpm) with primary antibodies (5 pg) and the resulting
immune complexes were precipitated with protein-G agarose beads (100 ul, 50% slurry in
PBS ; 2 h, 4°C, 10 rpm) and eluted in Laemmli 2X buffer (80 ul, 7 min, 95°C). For all the
experiments, protein-G agarose beads were from Millipore (Saint Quentin en Yvelines,
France) and isotypic antibodies from R&D Systems (Lille, France).

Whole cell lysates or immunoprecipitated proteins were then separated by SDS-PAGE

under reducing conditions and transferred onto P\VVDF membranes (Immobilon, Millipore).
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The membranes were blocked with 3% skimmed milk (anti-TrkA), 0.2% casein (anti-
sortilin) or 5% bovine serum albumin (all other antibodies) in TBS-0.1% Tween 20 and
subsequently immunoblotted with primary antibody for overnight incubation at 4°C. The
membranes were probed with horseradish peroxidase-conjugated secondary antibody
(Jackson Immunoresearch, Asnieres, France) and reactive proteins were detected using
SuperSignal West Pico Substrate (Thermo Fisher Scientific, Courtaboeuf, France).
Chemiluminescence was detected with Amersham Hyperfilm ECL (GE Healthcare
Limited, Aulnay-sous-Bois, France) or with a Fuji LAS-4000 luminescent image analyzer
using exposure times at subsaturation levels. The immunoblots were quantified using
Fujifilm Multi Gauge software. The antibodies used in this study are: anti-EphA2 (clone
1E3, Abnova, Interchim, Montlucon, France), anti-sortilin (BD Biosciences, Le Pont de
Claix, France), anti-TrkA (sc-118, Santa Cruz Biotechnologies, Tebu-bio, Le Perray en
Yvelines, France), anti-actin (A2066, Sigma-Aldrich), anti-phosphotyrosine (clone PY20,
Millipore), anti-HA (Covance, Eurogentec, Angers, France), anti-phospho-Akt (Ser-473),
anti-pan-Akt, anti-phospho-Src (Tyr-416) and anti-Src (Cell Signaling Technologies,
Ozyme, Saint Quentin en Yvelines, France) for western-blot analysis and anti-HA (12CADb5,
Roche), anti-sortilin (BAF2934, R&D Systems) and anti-EphA2 (clone C-20, Santa Cruz
Biotechnologies) for immunoprecipitation.

In vitro invasion assay. Cells were rinsed twice and left for 24 h in culture medium with
0.1% FBS. Invasion assays were done in 12-well Boyden microchambers (BD
Biosciences) with 8 um pore size membranes. The Transwells were first coated with
100 pl of culture medium with 0.1% FBS plus 40 ug of rat tail collagen I (Millipore) for
1h at 37°C in 5% CO,. 100,000 cells in 400 pl culture medium with 0.1% FBS were
loaded in the upper chamber whereas 1.6 ml culture medium with 0.1% FBS was placed in
the lower chamber. Cells were treated with human cleavage-resistant proNGF (0.5 nM) or
human B-NGF (16 nM) and incubated for 20 h, with or without a pre-incubation with
specific inhibitors. Cells were then fixed in frozen methanol for 10 min. The membranes
were rinsed twice with PBS and the upper surfaces of the membranes were scrapped to
remove cells. The cells remaining on the down side of the membranes were Hoechst-
stained (1 mM; 30 min) and mounted on glass slides with glycergel before counting
(5 fields per membrane) through a fluorescence microscope (objective 40X,
Aexcitation: 345 nm, Aemission: 478 nm, microscope Eclipse Ti; Nikon, Champigny sur Marne,

France). Data are reported as mean + S.D. of three experiments done in triplicate. Statistics
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were performed with one-way ANOVA test and Bonferroni’s post-test (p<0.001) by using
GraphPad Prism 5.01 software.

In gel digestion of proteins for LC-MS/MS analysis. Gel pieces, previously colloidal
Coomassie blue-stained, were washed in water, 50% acetonitrile/water and 100%
acetonitrile. All washes were 0.1 ml for 20 min per gel band, at 20°C, performed on a
Vibrax shaking platform. The proteins were “in gel” reduced with 100 pul of 10 mM
DTT/0.1 M NH4HCOj3 per gel band on a hot block at 56°C for 1 h, and then alkylated with
100 pl of 55 mM iodoacetamide/0.1 M NH4HCO3 for 45 min at 20°C in darkness. The gel
pieces were then washed with 25 mM NH4HCO3; and 100% acetonitrile. Once colourless,
the gel pieces were dried by Speed-Vac. The gel pieces were then swelled in 25 mM
NH;HCO; containing 12.5 pg/ml of trypsin and shaked at 37°C overnight.

Nano-LC-MS/MS Q-Star analysis. For peptidic digests extracted from the 1-D gel band,
nanoLC-nanoESI-MS/MS analyses were performed on an hybrid quadrupole time-of-flight
mass spectrometer (Q-Star, Applied Biosystems, Villebon sur Yvette, France) equipped
with a nano-electrospray ion source coupled with a nano high pressure liquid
chromatography system (LC Packings Dionex, Voisins Le Bretonneux, France). Peptidic
samples resuspended in 5 pul H,O/ACN-95/5-0.1% HCOOH were injected into the mass
spectrometer using the Famos auto-sampler (LC Packings Dionex). Samples were desalted
and concentrated on a reversed-phase precolumn of 0.3 mm i.d. x 5mm (Dionex) by
solvent A (H,O/ACN-95/5-0.1% HCOOH) delivered by the Switchos pumping device (LC
Packings Dionex) at a flow rate of 10 pl/min for 3 min. Peptides were separated on a
75 um i.d. x 15 cm C18 Pepmap column (Dionex). The flow rate was set at 200 nl/min.
Peptides were eluted using a 0% to 35% linear gradient of solvent B (H,O/ACN-25/75-
0.1% HCOOH) in 80 min then a 35% to 100% linear gradient of solvent B in 10 min and
finally 100% of solvent B was maintained for 5 min. Coated electrospray needles were
obtained from New Objective. The spray voltage was 1.8 kV. The mass spectrometer was
operated in the positive ion mode. Data acquisition was performed in a data-dependent
mode consisting of, alternatively, a full-scan MS over the range m/z 300-2000, and a full-
scan MS/MS of the ion selected over the range m/z 50-2000 in an exclusion dynamic mode
(the most intense ion is selected and excluded for further selection for a duration of
30 sec). MS/MS data were acquired using a mass tolerance of 50 mmu and the collision
energy was automatically fixed by the device. For the automated database search of

fragment ion spectra, the Analyst QS software and Mascot dll script were used and final
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database searching was performed using Mascot software with the Swiss-Prot 50.8
database (366,226 sequences and 132,054,165 residues). Carbamidomethylation (cysteine),
oxidation (histidine, tryptophane and methionine) and phosphorylation (serine, threonine
and tyrosine) were determined as variable modifications. The peptide mass tolerance was
set at 50 ppm and 50 mmu for the fragment mass. One trypsin-missed cleavage was
allowed.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: ProNGF stimulated invasion of MDA-MB-231 cells overexpressing HA-TrkA.
Invasion assay was performed on native MDA-MB-231 cells (MOCK) and MDA-MB-231
cells stably overexpressing a HA-tagged TrkA receptor (TrkA +), treated or not with
0.5 nM recombinant human non cleavable proNGF (N.C. proNGF). Untreated MOCK
cells represented the control and determined 100% of invasion (white bar). For the
statistics, error bars represent S.D. *p<0.001 for proNGF stimulation versus no
stimulation; 8 p<0.001 for experimental versus control under proNGF stimulation;

{ p<0.001 for experimental versus control without any stimulation.

Figure 2: ProNGF induced TrkA association with sortilin and EphA2. A, B and C.
HA-TrkA MDA-MB-231 cells were treated with 0.5 nM N.C. proNGF or 16 nM NGF
(5 and 30 min). Sortilin, EphA2 and HA-TrkA were immunoblotted in crude lysates and
eluates of immunoprecipitations anti-HA (A), anti-sortilin (B) and anti-EphA2 (C). D.
ProNGF pro-invasive effect was dependent of EphA2. Invasion assay was performed on
HA-TrkA MDA-MB-231 cells transfected with the siRNA against TrkA (siTrkA), EphA2
(siEphA2) or control siRNA (siCTRL), or treated with 1 uM neurotensin. Cells were
treated or not with 0.5 nM N.C. proNGF or 16 nM NGF. Untreated siGFP-transfected cells
represented the control and determined 100% of invasion (white bar). For the statistics,
error bars represent SD. * p<0.001 for proNGF or NGF stimulation versus no stimulation;
8 p<0.001 for experimental versus control under proNGF stimulation. siRNA efficiency

was assessed by Western-blotting.

Figure 3: Functional association of sortilin/TrkA/EphA2 under proNGF stimulation. A.
Sortilin interacted with EphA2 via TrkA. HA-TrkA MDA-MB-231 cells were transfected
with siTrkA and then treated with N.C. proNGF. Sortilin was immunoprecipitated and
EphA2 and HA-TrkA were immunoblotted. B. TrkA phosphorylation was not necessary
for the interaction with sortilin and EphA2. MDA-MB-231 cells overexpressing HA-TrkA
or kinase-dead HA-TrkA were treated with N.C. proNGF. Sortilin and EphA2 recruitment
was determined after immunoprecipitation anti-HA. Mutagenesis efficiency was checked
with anti-phospho-tyrosine antibody. C. ProNGF binding on sortilin was necessary for
TrkA association with sortilin and EphA2. HA-TrkA MDA-MB-231 cells were treated
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with N.C. proNGF in presence or not of 1puM neurotensin. HA-TrkA was
immunoprecipitated with anti-HA antibody and sortilin and EphA2 were immunoblotted.
D. EphA2 was not required for sortilin/TrkA association. HA-TrkA MDA-MB-231 cells
were transfected with siEphA2 and then treated with N.C. proNGF (30 min).Sortilin and
EphA2 recruitment was determined after immunoprecipitation anti-HA.

Figure 4: ProNGF activated Akt and Src through TrkA and EphA2, respectively. A and D.
HA-TrkA MDA-MB-231 cells were treated with N.C. proNGF (A) or NGF (D) (30 min) in
presence or not of 10 nM K252a, 15 uM LY294002 and 50 nM SKI-1. Phosphorylation of
Akt and Src was determined by using phospho-specific antibodies. Equiloading was
checked with Akt and Src antibodies. B and E. MDA-MB-231 cells overexpressing HA-
TrkA and kinase-dead HA-TrkA were treated with N.C. proNGF (B) or NGF (E) (5 and
30 min). Phosphorylation of Akt and Src was assessed by Western-blot. C and F. Akt and
Src phosphorylation was determined in crude lysates from MDA-MB-231 cells transfected
with siEphA2 and treated 30 min with N.C. proNGF (C) or NGF (F).

Figure 5: Schematic representation of proNGF and NGF signaling leading to breast cancer
cell invasion. A. ProNGF induced sortilin/TrkA association and this former complex then
recruited EphA2. The downstream activation of Src required both TrkA and EphA2, but
was independent of TrkA phosphorylation whereas Akt activation required only TrkA and
its phosphorylation. B. NGF bound only to TrkA, leading to its phosphorylation and
subsequent Src and Akt activations.

Table I: Identification of several putative TrkA-interacting proteins under proNGF
stimulation. HA-TrkA MDA-MB-231 cells were treated or not with N.C. proNGF
(0.5 nM) and NGF (16 nM) for 5 and 30 minutes. HA-TrkA was immunoprecipitated from
cell lysates (10 mg) with an anti-HA antibody. Bound proteins were separated by
SDS-PAGE. Samples were prepared and analyzed by mass spectrometry as described in
Materials and Methods. In the table, are listed TrkA and the 17 exclusive proteins
co-immunoprecipitated with HA-TrkA under proNGF stimulation. Other information are
summarized such as Uniprot ID, the number and the sequence of the different peptides
allowing the protein identification, with the observed and theoretical m/z ratios, the delta
mass, the expected value and the Mascot score. Underlined amino-acids (C and M) are

oxidized residues.
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Figure S1: ProNGF induced invasion of HA-TrkA MDA-MB-231 cells through TrkA, Src
and Akt activation. Invasion assay was performed on HA-TrkA MDA-MB-231 cells,
treated with specific pharmacological inhibitors K252a, LY 294002 and SKI-1 in presence
of 0.5 nM recombinant human non cleavable proNGF (N.C. proNGF). Breast cancer cells
stably overexpressing mutated forms of TrkA (Y490F and kinase-dead) were also used in
these assays. Untreated cells represented the control and determined 100% of invasion
(white bar). For the statistics, error bars represent S.D. * p<0.001 for proNGF stimulation
versus no stimulation; § p<0.001 for experimental versus control under proNGF
stimulation. siRNA efficiency was assessed by Western-blotting.
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Protein name t'?;lar?;s;t Uniprot Nur;‘ber Peptide sequences m/z observed m/z. Deltamass Expected | Mascot
. ID . theoretical ppm value score
(min) peptides
High affinity nerve growth factor 30 P04629 12 |IGDFGMSR 881.4331 881.4065 30.10 0.0038 377
receptor WELGEGAFGK 1092.5195 | 1092.5240 -4.11 0.0032
NCLVGQGLVVK 1185.6105 | 1185.6540 -36.72 0.00014
DIYSTDYYR 1194.4873 |11194.5193 -26.82 0.071
ACPPEVYAIMR 1305.5678 | 1305.6209 -40.71 0.00065
WMPPESILYR 1306.5771 | 1306.6380 -46.62 0.38
FVAPDAFHFTPR 1403.7278 | 1403.6986 20.80 0.0067
WEEEGLGGVPEQK 1456.7274 | 1456.6834 30.20 0.00014
VFLAECHNLLPEQDK 1811.8261 |[1811.8876 -33.94 0.0038
EAELLTMLQHQHIVR 1816.9107 | 1816.9618 -28.13 0.00029
EAELLTMLQHQHIVR 1832.8890 | 1832.9567 -36.90 0.0048
GLEQAGWILTELEQSATVMK 2203.2601 |2203.1194 63.80 1.6e-007
GLEQAGWILTELEQSATVMK 2219.2517 | 2219.1144 61.90 5.2e-005
TVQGLSLQELVLSGNPLHCSCALR 2651.4055 | 2651.3523 20.10 0.00086
Sortilin 5 Q99523 1 IYSFGLGGR 968.5173 968.5080 9.62 0.039 31
Ephrin type-A receptor 2 30 p29317 2 FADIVSILDK 1119.6008 | 1119.6176 -14.98 0.0013 45
TVSEWLESIK 1190.5899 | 1190.6183 -23.83 0.19
Proto-oncogene tyrosine-protein 5 P12931 1 AANILVGENLVCK 1399.7604 | 1399.7493 7.92 0.00017 54
kinase Src
Src substrate cortactin 30 Q14247 2 VDQSAVGFEYQGK 1426.7274 | 1426.6729 38.20 0.0026 104
YGLFPANYVELR 1440.8043 | 1440.7401 44.50 1.3e-007
Breast cancer anti-estrogen 30 P56945 2 LVFIGDTLSR 1119.5875 |[1119.6288 -36.88 0.026 33
resistance protein 1 ATAPGPEGGGTLHPNPTDK 1815.7731 | 1815.8752 -56.20 11
Synaptosomal-associated protein 30 000161 1 ILGLAIESQDAGIK 1426.8689 | 1426.8031 46.10 2.3e-007 76
23
SH2 domain-containing protein 5 Q8N5H7 2 TEGTK 534.2602 534.2649 -8.78 0.061 52
3C LDLLER 757.4806 757.4334 62.40 0.0029
Tyrosine-protein phosphatase non 30 Q05209 1 TLLLEFQNESR 1348.6391 | 1348.6987 -44.14 0.00024 55
receptor type 12
LIM and SH3 domain protein 1 30 Q14847 1 GFSVVADTPELQR 1417.7480 | 1417.7202 19.60 5e-005 60
Four and a half LIM domains 30 Q14192 7 CSLSLVGR 890.4654 890.4644 1.17 6.4e-005 223
protein 2 YISFEER 942.4620 942.4447 18.40 0.0028
NSLVDKPFAAK 1188.6043 | 1188.6503 -38.65 0.25
CAGCTNPISGLGGTK 1491.7756 | 1491.6810 63.40 0.13
GSSWHETCFICHR 1675.6849 |1675.6984 -8.05 0.00038
DDFAYCLNCFCDLYAK 2073.8142 |2073.8271 -6.19 7.2e-005
EDQLLCTDCYSNEYSSK 2110.9031 | 2110.8459 27.10 0.13
PDZ and LIM domain protein 4 30 P50479 3 GYFFLDER 1045.4706 | 1045.4869 -15.62 0.0019 48
DFSAPLTISR 1105.5389 |1105.5768 -34.21 0.22
VKPPEGYDVVAVYPNAK 1844.8488 | 1844.9672 -64.22 19
HCLS1-associated protein X-1 30 000165 1 IFGGVLESDAR 1162.5964 | 1162.5982 -1.62 0.0078 38
Alpha-adducin 30 P35611 1 INLQGDIVDR 1141.5651 | 1141.6091 -38.55 0.00094 49
Myristoylated alanine-rich C- 30 P29966 3 LSGFSFK 784.4588 784.4119 59.70 0.02 98
kinase substrate GEPAAAAAPEAGASPVEK 1621.8007 | 1621.7947 3.67 0.15
EAPAEGEAAEPGSPTAAEGEAASAASSTSSPK 2914.3679 | 2914.2951 25.00 2.7e-007
Gelsolin 5 P06396 1 AGALNSNDAFVLK 1318.6327 |1318.6881 -42.04 0.0054 41
Integrin beta-1 30 P05556 2 IGFGSFVEK 982.5279 982.5124 15.80 1.9e-005 101
LLVFSTDAGFHFAGDGK 1780.8293 | 1780.8785 -27.62 4.2e-005
Integrin alpha-3 30 P26006 4 YLLLAGAPR 972.6132 972.5756 38.60 0.062 70
TVEDVGSPLK 1043.5802 | 1043.5499 29.00 0.013
LELLLMDNLR 1228.6267 | 1228.6849 -47.39 0.017
LELLLMDNLR 1244.6217 | 1244.6798 -46.73 0.0056
EAGNPGSLFGYSVALHR 1773.8210 | 1773.8798 -33.14 0.17
Table | Corbet et al
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Les travaux réalisés au cours de ma thése ont permis de mettre en évidence 1’intervention
du proNGF dans le cancer du sein. En particulier, nous avons montré que le proNGF est
produit et sécrété par les cellules cancéreuses de sein et qu’il induit I’invasion de ces
mémes cellules. De plus, cet effet fait intervenir une signalisation intracellulaire différente
de celle activée par le NGF qui est également capable d’induire 1’invasion cellulaire. En
effet, le proNGF nécessite la formation d’un complexe ternaire sortiline/TrkA/EphA2.
Ainsi, nous discuterons de ’expression du proNGF dans le cancer du sein et de son
implication probable dans le processus métastatique. Dans un deuxiéme temps, nous
analyserons la signalisation intracellulaire originale induite par le proNGF dans les cellules
cancéreuses mammaires. Enfin, nous traiterons de 1’impact des résultats obtenus sur les

stratégies thérapeutiques ciblant le récepteur TrkA dans les cancers.

I. LE PRONGF DANS LE CANCER DU SEIN

A. Production et sécrétion du proNGF

La sécrétion des proneurotrophines, et du proNGF en particulier, a déja été montrée dans
des cellules du systéme nerveux (Lee ef al., 2001 ; Hasan et al., 2003 ; Srinivasan et al.,
2004 ; Bruno & Cuello, 2006 ; Domeniconi et al., 2007). De fagon intéressante, la
sécrétion des proneurotrophines a aussi été reportée dans des contextes tumoraux. Ainsi, le
proBDNF est sécrété par les cellules cancéreuses lymphatiques (Fauchais et al., 2008). De
méme, le proBDNF est retrouvé de facon plus importante dans le sang de rats ayant
développé un cancer du foie (Yang et al., 2005). Dans le cancer du sein, la production et la
sécrétion du NGF a été démontrée par les travaux précédents de notre laboratoire (Dolle et
al., 2003). Néanmoins, le fait que le proNGF soit maturé par des enzymes intracellulaires
(proconvertases, furine) (Bresnahan et al., 1990 ; Seidah et al., 1996) ne nous permettait
pas de préjuger de sa propre sécrétion. Aussi, nous avons montré, par immunomarquage
avec des anticorps dirigés contre le propeptide, que I’expression du proNGF dans le
cytoplasme des cellules cancéreuses de sein est perdue lors de I’utilisation d’un inducteur
de sécrétion comme I’ionomycine. De plus, 1’analyse des milieux conditionnés par les
cellules cancéreuses, par Western blot et spectrométrie de masse, montre la présence de
proNGF.

L’ensemble de nos données indique donc, pour la premiére fois, que le proNGF est produit

et sécrété par les cellules cancéreuses mammaires.
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B. Effet pro-invasif du proNGF

De nombreuses études montrent que les proneurotrophines produites et sécrétées sont
capables d’avoir une activité biologique propre, a la fois in vitro et in vivo (Lee et al.,
2001 ; Harrington et al., 2004 ; Nykjaer et al., 2004 ; Teng et al., 2005). Nos résultats ont
également mis en évidence un role biologique pour le proNGF dans le cancer du sein. En
effet, le proNGF induit I’invasion des cellules cancéreuses in vitro. Cet effet est propre au
proNGF puisque I’utilisation de mutants non clivables de proNGF, incapables de générer
du NGF mature, de méme que 1’ajout d’un inhibiteur de furine, conduit aux mémes effets
que le proNGF non muté. Nos résultats suggérent également 1’existence d’une boucle
autocrine de stimulation, comme cela a déja ét¢ montré pour le NGF (Dolle et al., 2003),
puisque I’inhibition de 1’expression du proNGF par siRNA diminue les capacités invasives
des cellules cancéreuses de sein. Cette hypothése reste a confirmer puisque le siRNA
utilisé dans cette étude inhibe 1’expression du NGF mature qui induit également 1’invasion
cellulaire. L’utilisation d’anticorps bloquants anti-proNGF, dirigés contre le propeptide,
permettrait d’apporter la preuve de ce concept.

Nos résultats montrent que le NGF mature induit également 1’invasion cellulaire.
Néanmoins, le proNGF apparait comme un inducteur de I’invasion cellulaire plus puissant
que le NGF puisque I’effet maximal observé est obtenu avec une concentration beaucoup
plus faible (0,5 nM) que pour le NGF mature (entre 8 et 16 nM). Ces observations
apportent une preuve supplémentaire que ce n’est pas la production de NGF mature qui est
a ’origine de I’effet du proNGF. Nos données sont en accord avec les résultats obtenus
dans d’autres cancers. En effet, dans les mélanomes, le proNGF est capable d’induire la
migration cellulaire a une concentration 20 fois plus faible que le NGF (Truzzi et al.,
2008). Enfin, dans le cancer de la prostate, le proNGF a également été reporté pour avoir
un effet sur la migration/invasion cellulaire (Djakiew et al., 1993 ; Delsite & Djakiew,

1999).

Nos résultats montrent ainsi que le proNGF, en plus d’étre sécrété par les cellules
cancéreuses de sein, a une activité biologique propre puisqu’il induit 1’invasion de ces

mémes cellules.
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C. ProNGF et processus métastatique

Le cancer du sein est associé, dans 50 a 75% des cas, a I’apparition de métastases a
distance, a I’origine de la mort des patientes. Par conséquent, la compréhension des
mécanismes impliqués dans le processus métastatique de ce cancer est un enjeu majeur
(Rabbani & Mazar, 2007). Dans notre étude, 1’analyse immunohistochimique de
I’expression du proNGF dans des biopsies mammaires indique que le proNGF est
surexprimé dans les cellules cancéreuses malignes par rapport aux cellules normales et aux
pathologies bénignes. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus pour le NGF mature
(Dolle et al., 2003 ; Adriaenssens et al., 2008). De plus, une corrélation entre I’expression
du proNGF et I’invasion des ganglions lymphatiques est retrouvée dans les carcinomes
ductaux invasifs. L’ensemble de ces données semble refléter, in vivo, 1’effet pro-invasif du
proNGF observé in vitro. Ainsi, il apparait que 1’expression du proNGF est associée a la
capacité des cellules a quitter I’épithélium mammaire, en digérant la lame basale et en
envahissant le tissu conjonctif environnant.

L’ensemble des résultats obtenus souléve la question de la pertinence du proNGF en tant
que marqueur pronostique dans le cancer du sein. Le proNGF est d¢ja suggéré comme un
marqueur dans certaines pathologies. En effet, son expression est augmentée dans les
cerveaux de patients atteints de la maladie d’Alzheimer (Fahnestock et al., 2001 ; Peng et
al., 2004) et deux sous-peptides de son propeptide sont générés dans les sérums de patients
ayant une polyarthrite rhumatoide (Dicou, 2008).

Des travaux précédents de notre laboratoire ont montré que le NGF est surexprimé par les
cellules cancéreuses mammaires en comparaison aux cellules normales, indiquant qu’il
pourrait constituer un marqueur du cancer du sein (Dolle et al., 2003 ; Adriaenssens et al.,
2008). Comme dans ces travaux, nous montrons ici que le proNGF est surexprimé dans des
biopsies tumorales par rapport aux biopsies normales. En revanche, on pourra remarquer
que dans les précédents travaux du laboratoire, ’anticorps anti-NGF utilisé ne permettait
pas de distinguer le NGF par rapport au proNGF. Dans notre étude, nous avons utilisé un
anticorps dirigé contre le propeptide du proNGF permettant, de fait, d’exclure toute
immunoréactivité due au NGF. De facon intéressante, nous avons observé une corrélation
entre la métastase vers les nceuds lymphatiques et 1’expression du proNGF alors que les
travaux précédents de notre laboratoire avec un anticorps anti-NGF n’ont pas mis en

¢vidence une telle corrélation. La détection de I’expression du proNGF dans les tumeurs
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mammaires pourrait donc permettre d’évaluer le risque d’apparition de métastases

lymphatiques.

II. SIGNALISATION DU PRONGF DANS LES CELLULES DE
CANCER DU SEIN

A. Implication de la sortiline et TrkA

L’activité biologique du proNGF est associée a une signalisation induite par la formation
d’un complexe sortiline/p75~"~ (Nykjaer et al., 2004 ; Rogers et al., 2010). Ainsi, le
proNGF interagit avec la sortiline via son pro-domaine et dans le méme temps avec

75N par sa partie mature. Néanmoins, des formes mutées de proNGF, incapables de

p
générer du NGF mature, ont été décrites comme pouvant induire I’activation du récepteur
TrkA et de sa signalisation sous-jacente, comme la voie des MAPK (Clewes et al., 2008 ;
Masoudi et al., 2009). Une autre étude montre cependant qu’un clivage intracellulaire du
proNGF par la furine serait nécessaire pour générer du NGF mature qui pourrait alors
activer TrkA et sa signalisation (Boutilier et al., 2008). Par ailleurs, le proNGF a été
co-immunoprécipité avec le récepteur TrkA, dans les cellules PC12, suggérant une
éventuelle fixation du proNGF sur ce récepteur (Fahnestock et al., 2004). Enfin, une étude
récente a montré une interaction entre les domaines extracellulaires de la sortiline et des
récepteurs Trk, nécessaire pour le transport antérograde axonal des récepteurs et leur
signalisation (Vaegter et al, 2011). L’ensemble de ces données suggere donc une
signalisation possible engageant le proNGF et le récepteur TrkA mais les mécanismes
d’action mis en jeu sont trés incertains.

Dans notre étude, nous montrons que I’invasion des cellules cancéreuses de sein, induite
par le proNGF, est dépendante de I’expression de la sortiline et de TrkA, mais pas de
p75N™R Ainsi, dans ces cellules, la formation d’un complexe sortiline/p75™ '~ ne semble
pas requise pour induire la signalisation du proNGF. De fagon intéressante, le proNGF est
capable d’activer le récepteur TrkA, via la phosphorylation de son domaine kinase et du
résidu Y*°. Cette activation est absolument nécessaire pour 1’effet pro-invasif du proNGF
puisque le traitement au K252a, ou I’expression de formes mutées de TrkA, abolit
totalement cet effet. Nous montrons également, grace a 1’utilisation d’un inhibiteur de
furine et de formes non clivables de proNGF, que la phosphorylation de TrkA ne nécessite

pas de clivage intracellulaire du proNGF en NGF mature. En revanche, la liaison du
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proNGF sur la sortiline est un pré-requis pour induire cette activation puisque la
neurotensine, un autre ligand de la sortiline, ajoutée en exces, inhibe les effets du proNGF.
Ceci suggere que la neurotensine agirait soit en entrant en compétition avec le proNGF
pour se lier sur le méme épitope du domaine extracellulaire (dans le domaine p-propeller)

de la sortiline, soit en inhibant sa liaison simplement par encombrement stérique.

Des études de co-immunoprécipitation nous ont permis de mettre en évidence, pour la
premicre fois, la formation d’un complexe sortiline/TrkA, sous 1’effet du proNGF, dans les
cellules cancéreuses de sein. Ainsi, deux hypothéses sont envisageables pour cette
association : 1) le proNGF se fixe simultanément sur la sortiline et sur TrkA comme cela a
6té démontré pour le complexe sortiline/p75™'™~ (Feng et al., 2010), 2) le proNGF se fixe
sur la sortiline qui interagit alors avec TrkA pour induire un changement de conformation
et une activation de son domaine intracellulaire. En comparaison, le NGF est également
capable d’induire la formation d’un complexe sortiline/TrkA mais seulement aprés 30 min
de stimulation. De plus, ce complexe ne semble pas nécessaire pour 1’effet pro-invasif du
NGF puisque I’inhibition de I’expression de la sortiline, par siRNA, n’affecte pas cet effet.
Cette interaction pourrait plutdt intervenir lors du trafic intracellulaire du récepteur TrkA
comme cela a déja été décrit dans les neurones (Vaegter et al., 2011).

L’ensemble de nos données démontre que le proNGF induit la formation d’un complexe
original sortiline/TrkA conduisant a 1’activation du récepteur TrkA et a 1’invasion des

cellules cancéreuses de sein.

B. Recrutement spécifique d’EphA2 par le proNGF

Grace a une analyse prot¢omique de I’interactome de TrkA, nous avons identifié le
récepteur tyrosine kinase EphA2. Le recrutement de ce récepteur sur TrkA est spécifique
au proNGF et participe a I’induction de I’invasion cellulaire. Le récepteur EphA2 est
connu pour étre surexprimé dans les cancers du sein ou il favorise la croissance et la
migration/invasion des cellules in vitro et le développement tumoral in vivo (Zelinski et al.,
2001). Cette surexpression est accompagnée d’une inhibition de I’expression de son ligand,
I’éphrine-A1l. Ainsi, dans les cellules cancéreuses de sein, EphA2 est capable de coopérer
avec d’autres RTK comme ’EGFR ou HER-2 (Larsen et al., 2007 ; Brantley-Sieders ef al.,
2008). Ceci conduit a une activation d’EphA2 et de sa signalisation, indépendante de son

ligand.
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Dans notre étude, le recrutement d’EphA2 nécessite, comme pré-requis, la formation du
complexe sortiline/TrkA puisque I’inhibition d’un des récepteurs empéche 1’association du
deuxiéme avec EphA2. Nous avons également montré que la phosphorylation du récepteur
TrkA n’est pas nécessaire pour le recrutement d’EphA2. Ceci suggére que le complexe
sortiline/TrkA peut a la fois permettre une signalisation dépendante de la phosphorylation
de TrkA mais également une voie indépendante de cette phosphorylation, avec le
recrutement d’EphA2. La coopération entre les différents récepteurs nécessite cependant
des études complémentaires. Ainsi, une analyse de FRET (Fluorescence Resonance
Energy Transfer) permettrait de savoir quel récepteur (sortiline ou TrkA) interagit
physiquement avec EphA2. De plus, une étude a montré que le récepteur EphA2 pouvait
étre transactivé par ’EGFR, via la phosphorylation, par Akt, du résidu S**7 de son domaine
intracellulaire (Miao et al, 2009). Néanmoins, il semblerait que dans notre modele
cellulaire, un mécanisme différent soit mis en place car un traitement avec 1’inhibiteur de
PI3-K, le LY294002, inhibe la phosphorylation d’Akt mais n’empéche pas la
phosphorylation de Src qui est dépendante d’EphA2.

Au vu des résultats obtenus, le proNGF induit I’invasion des cellules cancéreuses de sein

par ’intermédiaire d’un complexe ternaire sortiline/TrkA/EphA2.

C. Signalisation dépendante de la phosphorylation de TrkA

Nous avons montré que, dans les cellules cancéreuses de sein, le proNGF active les voies
PI3-K/Akt et Src alors qu’il ne module pas la phosphorylation des protéines Erk1/2. De
méme, ces voies sont responsables de 1’effet pro-invasif du proNGF puisque leur inhibition
spécifique abolit I’invasion des cellules MDA-MB-231. Ces résultats sont différents de
ceux obtenus dans d’autres modeles cellulaires ou les formes non clivables du proNGF
¢étaient capables d’induire la phosphorylation de TrkA et des MAPK (Clewes et al., 2008 ;
Masoudi et al., 2009). Des travaux précédents du laboratoire ont également montré qu’un
inhibiteur de la voie des MAPK pouvait inhiber 1’invasion cellulaire induite par la
surexpression de TrkA (Lagadec et al., 2009). Il semble donc que les mécanismes mis en
jeu par le proNGF pour activer sa signalisation, dans le cancer du sein, soient différents de
ceux précédemment décrits dans la littérature. Ainsi, nous montrons que la voie PI3-K/Akt

est dépendante de la phosphorylation de TrkA alors que la phosphorylation de Src passe
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par EphA2. En comparaison, le NGF est ¢galement capable d’activer ces deux voies mais
elles sont toutes les deux en aval de la phosphorylation de TrkA.

La phosphorylation de TrkA (sur les sites Y*° et le domaine kinase) est absolument
nécessaire a ’effet pro-invasif du proNGF puisque son inhibition, par expression de
récepteurs mutés ou par traitement au K252a, abolit totalement cet effet. Ces résultats
confirment les données précédemment obtenues au laboratoire qui démontraient que
I’utilisation de K252a réduisait la croissance tumorale et la formation de métastases dans
un modele murin de xénogreffes, de méme que 1’invasion cellulaire in vitro induite par la
surexpression de TrkA (Adriaenssens et al., 2008 ; Lagadec et al., 2009). Néanmoins, au
vu des données que j’ai pu obtenir, il ne nous est pas possible de dire si ces effets étaient
dus a P’inhibition de la signalisation induite par le NGF ou par le proNGF.

La voie PI3-K/Akt, activée par le proNGF, est trés largement décrite pour intervenir dans
les processus de migration/invasion (Dillon & Muller, 2010). L’implication du résidu Y**°
de TrkA dans I’activation de cette voie a été reportée dans les neurones. En effet, comme
nous I’avons vu précédemment (§I1.B.3.c), la PI3-K peut étre activée suite a la
phosphorylation du résidu Y*°, grace au recrutement des protéines She, Grb2 et Gabl
(Holgado-Madruga et al., 1997 ; Korhonen et al., 1999). Cette voie conduit & de nombreux
effets biologiques dont la migration/invasion. Dans notre ¢tude, I’implication de la protéine
Akt est néanmoins démontrée de fagon indirecte puisque seul le LY294002, un inhibiteur
de la PI3-K, a été utilisé. Un inhibiteur spécifique d’Akt devrait par conséquent &tre ajouté
aux tests. En effet, la PI3-K est capable d’agir dans les processus de migration/invasion
sans faire intervenir Akt (Cain & Ridley, 2009). Elle peut, par exemple, réguler la
formation des protrusions membranaires en modulant I’activité des petites GTPases Rho,
Rac et Cdc42. Cependant, des travaux précédents du laboratoire ont montré que
I’inhibition spécifique d’ Akt permettait d’abolir I’effet pro-invasif di a la surexpression de
TrkA (Lagadec et al., 2009), laissant penser que 1’axe PI3-K/Akt est effectivement
impliqué dans ’effet du proNGF.

D. Signalisation indépendante de la phosphorylation de TrkA

La formation du complexe ternaire sortiline/TrkA/EphA2 dans les cellules cancéreuses
mammaires conduit a 1’activation de la voie Src. Cette signalisation est indépendante de la

phosphorylation de TrkA mais nécessite I’expression d’EphA2. Plusieurs études ont
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permis d’identifier Src comme une cible thérapeutique dans de nombreux cancers et ont
conduit au développement d’inhibiteurs de Src, comme le dasatinib et le bosutinib (voir
§I.B.4.b). Dans le cancer du sein, le sous-type « basal-like », représentant certaines
tumeurs « triple-négatives » en clinique, a été identifi¢ comme le plus sensible aux agents
ciblant Src (Finn et al., 2007). Des biomarqueurs potentiels de la sensibilité¢ au dasatinib
ont ét¢ identifiés dans le cancer du sein et sont actuellement en cours de validation. Ceci
concerne la cavéoline, EphA2, IGFBP-2, VEGFR?2 et le collagéne de type IV (Strauss et
al., 2009).

Par ailleurs, outre EphA2 et Src, I’analyse protéomique de I’interactome de TrkA a permis
d’identifier différentes protéines ayant un rdle direct ou indirect avec la signalisation
d’EphA2 et/ou de Src. En particulier, plusieurs protéines sont connues pour intervenir dans
la signalisation des RTK et pour moduler la migration/invasion cellulaire. Parmi elles, la
protéine SHEP-1 (SH2 domain-containing Eph receptor-binding protein 1) est recrutée et
phosphorylée par EphA2 (Dail et al, 2004) et peut interagir avec pl30 Cas
(p130 Crk-associated substrate). Cette interaction est nécessaire pour la phosphorylation
de p130 Cas par Src et pour I’induction de I’invasion cellulaire, via le recrutement des
protéines DOCK 180 (Dedicator of cytokinesis 180), Crk et C3G (Roselli et al., 2010). La
protéine p130 Cas est un substrat connu de la phosphatase PTP-PEST (PTPN12, Tyrosine-
protein phosphatase non-receptor type 12) qui peut réguler son activité (Garton et al.,
1996). De facon intéressante, dans les ostéoclastes, cette phosphatase peut activer Src (sur

- 41
le résidu Y*'¢

) en déphosphorylant le résidu Y’ inhibiteur, conduisant du méme coup a
une augmentation de la phosphorylation de la cortactine (Chellaiah & Schaller, 2009). De
plus, dans un carcinome pulmonaire, 1’activation constitutive d’EphA2 est corrélée a une
augmentation de la phosphorylation de Src, cortactine et p130 Cas et a une induction de
I’invasion cellulaire (Faoro et al., 2010). Ainsi, I’activation de la cortactine conduit a la
formation de structures membranaires particulieres, les invadopodes, qui permettent la
dégradation de la matrice extracellulaire et I’invasion des cellules cancéreuses (Murphy &
Courtneidge, 2011). La protéine LASP1 (LIM and SH3 domain protein I), liée au
cytosquelette d’actine, est également un substrat de Src et favorise la migration cellulaire
(Traenka et al., 2010). Les protéines HAX-1 (HCLSI-associated protein X-1) et FHL-2
(Four and a half LIM domains protein 2) peuvent interagir avec la protéine de signalisation
Grb7 qui est associée au complexe Src/FAK (Focal Adhesion Kinase) (Siamakpour-
Reihani et al., 2009 ; Siamakpour-Reihani et al., 2011). Ces deux protéines sont décrites

pour favoriser la migration/invasion cellulaire. Enfin le complexe d’intégrines a3p1 a été
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décrit pour induire la migration des cellules cancéreuses de sein MDA-MB-231 (Mitchell
etal.,2010).

En comparaison, le NGF induit également 1’activation de la protéine Src mais cette fois-ci
dépendamment de la phosphorylation de TrkA. Dans ce cas-la, le recrutement des
protéines p130 Cas, cortactine ou encore SHEP-1 n’est pas observé. Par conséquent, on
peut supposer que la protéine Src ne reconnait pas les mémes substrats selon qu’elle est
activée par TrkA ou par EphA2. Dans le cas du NGF, Src pourrait activer la protéine
STAT3 connue pour étre un effecteur de TrkA (Ng et al., 2006) et pouvant conduire
¢galement a I’invasion cellulaire (Mukhopadhyay et al., 2010).

Ainsi, le proNGF induit les voies de signalisation de la PI3-K/Akt et de Src, nécessaires, de
facon concomitante, pour 1’invasion cellulaire. Néanmoins, bien que I’expression de TrkA

soit requise pour les deux voies, sa phosphorylation régule uniquement la voie PI3-K/Akt.
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I. ROLE DU PRONGF IN VIVO DANS LE CANCER DU SEIN

Les travaux précédents du laboratoire, sur des xénogreffes de cellules cancéreuses
mammaires, en souris SCID, ont montré que I'utilisation d’anticorps ou de siRNA, ciblant
a la fois le NGF et le proNGF, conduit a la formation de tumeurs plus petites, moins
vascularisées et moins métastatiques (Adriaenssens ef al., 2008). De méme, ’utilisation de
K252a ne permet pas de discriminer les effets associés au NGF et au proNGF puisque nous
avons montré que la phosphorylation de TrkA était nécessaire dans les deux cas. Nous
pourrions envisager d’utiliser des anticorps neutralisants spécifiques du proNGF pour
¢évaluer leur effet sur le développement de xénogreftes de cellules cancéreuses mammaires
en souris SCID. De méme, nous avons montré que le proNGF est sécrété par les cellules
cancéreuses, supposant une éventuelle action paracrine sur les autres types cellulaires du
microenvironnement de la tumeur. En effet, le proNGF a ¢été décrit pour induire la survie et
la prolifération des myofibroblastes hépatiques, contrairement au NGF qui a une activité
pro-apoptotique (Kendall et al., 2009). De méme, la sous-population de macrophages M2
(pro-tumoraux) exprime la sortiline, contrairement aux macrophages M1 (anti-tumoraux)
(Tzachanis et al., 2002), supposant un éventuel réle du proNGF sécrété sur le recrutement
de ces cellules. De la méme maniere, la sortiline est surexprimée par les cellules
endothéliales circulantes (CEC) de patients présentant un cancer métastatique par rapport a
des individus sains (Smirnov et al., 2006). Ces cellules sont nécessaires pour la
néovascularisation de la tumeur ; on peut donc s’interroger sur I’éventuelle implication de
I’axe proNGF/sortiline dans le recrutement des CEC par les cellules cancéreuses de sein.
Des co-cultures de cellules cancéreuses mammaires et des différents types cellulaires
précédemment cités nous permettraient d’apporter des éléments de réponse a ces

hypotheses.

Enfin, d’un point de vue clinicopathologique, il serait intéressant d’évaluer 1’expression du
proNGF, de TrkA et d’EphA2 dans un panel de biopsies cancéreuses mammaires pour
¢établir une éventuelle corrélation entre la co-expression de ces protéines et les parametres
clinicopathologiques de la tumeur (stade, type histologique, grade, expression des
récepteurs stéroidiens, etc.). De méme, cette analyse pourrait €tre étendue aux cancers de la
prostate ou les mélanomes ou le proNGF, TrkA et EphA2 sont décrits respectivement pour
induire I’invasion (Djakiew et al., 1993 ; Delsite & Djakiew, 1999 ; Festuccia et al., 2007 ;
Truzzi et al., 2008 ; Taddei et al., 2011 ; Udayakumar et al., 2011).
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II. SIGNALISATION DU PRONGF

Plusieurs études ont montré que les effets du proNGF étaient étroitement liés au ratio
d’expression entre les récepteurs sortiline, TrkA et p75™ '~ (Clewes et al., 2008 ; Masoudi
et al., 2009). Dans notre étude, la signalisation du proNGF est régulée par la formation

d’un complexe sortiline/TrkA alors que p75™ '~

n’est pas nécessaire. Cependant, de fagon
surprenante, 1’effet du proNGF est maximal a une dose de 0,5 nM puis redevient nul a
partir de 2 nM. Cet effet-cloche pourrait s’expliquer soit par une désensibilisation du
récepteur, soit par le déplacement vers un autre complexe protéique. En effet, Boutilier et
ses collaborateurs ont montré que le proNGF non clivable se fixait sur p75™ '~ a partir de
2 nM (Boutilier et al., 2008). Ainsi, a des doses ¢élevées (> 2 nM), le proNGF favoriserait
la formation d’un complexe sortiline/p75™"'™" ne permettant pas d’induire I’invasion
cellulaire alors qu’a des doses plus faibles (< 2 nM), le complexe sortiline/TrkA serait
privilégié et ’invasion pourrait étre induite. Cette hypothése pourrait étre confirmée en
invalidant I’expression de p75"'" par siRNA dans des cellules MDA-MB-231
surexprimant TrkA et traitées ensuite avec 2 nM de proNGF non clivable. De méme, il est
possible que le proNGF, a des doses plus élevées, induise une boucle de rétrocontrole

négatif faisant intervenir p75~ "

et la phosphatase PTEN comme cela a été décrit pour le
récepteur TrkB (Song ef al, 2010). Par conséquent, les cellules cancéreuses de sein
pourraient réguler la signalisation du pro/NGF et le phénotype associé en controlant le
ratio proNGF/NGF (dépendant de I’activité des protéases et de la biodisponibilité¢ de la
proneurotrophine) mais également en modulant ’expression des différents récepteurs a la
surface cellulaire.

Les résultats de nos études ont été obtenus dans la lignée cancéreuse de sein
MDA-MB-231. Cette lignée ne surexprime pas le récepteur HER-2 qui peut coopérer a la
fois avec TrkA (Tagliabue et al., 2000) et EphA2 (Brantley-Sieders et al., 2008). Nous
pourrions envisager de déterminer les effets du proNGF sur des lignées cancéreuses de sein
surexprimant HER-2 (SKBR-3, BT-474) pour voir si la présence de ce récepteur n’affecte
pas la réponse au proNGF, en favorisant la formation de complexes HER-2/TrkA ou
HER-2/EphA2, voire un complexe ternaire HER-2/TrkA/EphA2. Ceci nous donnerait
¢galement des informations supplémentaires sur les sous-types de cancers du sein
potentiellement sensibles a des thérapies ciblant la signalisation du proNGF.

Enfin, nos résultats augurent un ¢éventuel mécanisme commun aux autres

proneurotrophines. Notre laboratoire a montré que les neurotrophines BDNF et NT-4/5,

© 2012 Tous droits réservés. http//dOCUHIV]‘lﬁQ'] fr



Theése de Cyril Corbet, Lille 1, 2012
PERSPECTIVES

sont surexprimées dans les cellules cancéreuses mammaires par rapport aux cellules
normales (Vanhecke et al., 2011). La proNT-4/5 ne se lie pas a la sortiline et, jusqu’a
présent, aucun effet propre ne lui a été attribué ce qui laisse supposer qu’elle n’a pas
d’autre effet que de générer la NT-4/5 mature. En revanche, on peut imaginer que, comme
pour le proNGF, le proBDNF puisse jouer un role dans le cancer du sein. En effet, le
proBDNF peut se lier a la sortiline (Yang et al., 2011), et le récepteur TrkB a été décrit
comme pouvant interagir avec les récepteurs EphA (Fitzgerald ef al., 2008). Ces données
supposent un éventuel effet du proBDNF sur les cellules cancéreuses de sein en utilisant
une signalisation similaire a celle du proNGF. Enfin, la proNT-3, quant a elle, peut lier la
sortiline pour induire la mort cellulaire (Yano et al., 2009 ; Tauris et al., 2011) mais a
I’heure actuelle, aucune étude n’a démontré son implication dans les cancers. Le récepteur
TrkC est décrit comme un récepteur a dépendance et sa surexpression, dans les tumeurs
mammaires, favorise le développement tumoral en activant les voies PI3-K/Akt et MAPK
(Tauszig-Delamasure et al., 2007 ; Jin et al., 2010). Des études complémentaires sont donc
nécessaires pour comprendre I’implication des autres proneurotrophines dans le cancer du

sein.
III. PRONGF ET RESISTANCES THERAPEUTIQUES ?

Dans notre étude, le proNGF active I'invasion des cellules cancéreuses de sein, en
induisant notamment la phosphorylation de TrkA. Ces données sont trés importantes d’un
point de vue clinique car nous avons vu précédemment (§11.D.3) que des stratégies
thérapeutiques ciblent cette phosphorylation. C’est le cas du lestaurtinib (CEP-701) utilisé
en clinique dans les cancers de la prostate pour inhiber I’activité pro-tumorale de TrkA.

Nos résultats suggerent que le récepteur EphA2 pourrait engager une voie de résistance,
impliquant 1’activation de Src, lors d’un traitement avec le lestaurtinib. Ainsi, a court-
terme, comme nous le voyons dans nos tests d’invasion in vitro, dés qu’un des effecteurs
des voies de signalisation induites par le proNGF est inhibé, 1’effet pro-invasif est aboli. En
revanche, a long terme, si la voie dépendante de phospho-TrkA est inhibée (avec le
lestaurtinib), la cellule cancéreuse pourrait amplifier la deuxiéme voie EphA2/Src,
indépendante de la phosphorylation de TrkA, pour rétablir le phénotype pro-tumoral. Ces
mécanismes sont fréquemment rencontrés dans les cellules cancéreuses exprimant
plusieurs RTK a la fois, pour résister aux thérapies ciblées (Stommel ef al., 2007 ; Xu &

Huang, 2010). Parmi ces mécanismes, le récepteur EphA2 a déja été décrit pour intervenir
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dans la résistance au trastuzumab (Zhuang et al., 2010). De méme, la voie Src est activée a
la fois dans les résistances de novo et acquises au trastuzumab (Zhang et al., 2011). Cette
hypothése peut étre testée en établissant des populations de cellules cancéreuses de sein
résistantes au K252a, en présence ou non d’un traitement au proNGF non clivable. Nous
pourrions ainsi regarder si la phosphorylation de Src est augmentée dans la population
résistante au K252a traitée au proNGF et étudier les capacités pro-tumorales in vivo de ces

populations.

En conclusion, I’ensemble des résultats obtenus au cours de ma thése a permis de mettre en
évidence, pour la premiére fois, I’intervention du proNGF dans le cancer du sein. Ainsi, le
proNGF est exprimé par les cellules cancéreuses de sein et il induit I’invasion de ces
mémes cellules. Par ailleurs, le proNGF étant sécrété par les cellules cancéreuses, il parait
maintenant primordial d’établir son rdle sur le microenvironnement tumoral et, de manicre
générale, sur le développement tumoral in vivo. De plus, la découverte d’un complexe
ternaire sortiline/TrkA/EphA2 remet en question la signalisation du proNGF mais aussi
celle du récepteur TrkA. En effet, jusqu’a présent, I’axe NGF/TrkA était considéré comme
jouant un role majeur dans le développement tumoral du cancer du sein. Par conséquent, de
nouvelles stratégies thérapeutiques doivent étre pensées, comme la co-administration du
lestaurtinib avec des anticorps monoclonaux anti-EphA2 ou avec le dasatinib qui inhibe a
la fois Src et EphA2. Ces combinaisons thérapeutiques pourraient avoir un intérét majeur
dans le cancer de la prostate ou le récepteur TrkA favorise le développement tumoral et est
la cible du lestaurtinib. Dans ce cancer, le proNGF est également produit et sécrété par les
cellules et de nombreuses ¢tudes ont montré le role d’EphA2 dans le développement
tumoral.

Mes travaux ouvrent ainsi de nouvelles perspectives sur la compréhension des processus
cellulaires induits par le récepteur TrkA dans le cancer du sein et dans d’autres cancers
mais laissent entrevoir ¢galement une modulation des thérapies ciblant la signalisation du

récepteur TrkA.
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