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Résumé

Le laboratoire INSERM U908 a montré que le Nerve Growth Factor (NGF) et son
précurseur, le proNGF, sont impliqués dans 1’agressivité des tumeurs mammaires via des
effets sur la croissance, 1’angiogenése ou encore la migration / invasion. Pour autant, aucune
thérapie ciblée n’a, a ce jour, été approuveée suite a des essais cliniques de traitements visant a
inhiber les effets du (pro)NGF et de leurs récepteurs dans les cancers. Ces résultats indiquent
que la phosphorylation de TrkA est nécessaire mais pas suffisante pour expliquer le(s)
mécanisme(s) par lequel(s) le NGF ou son précurseur participe(nt) au développement tumoral.
L’obtention de lignées tumorales résistantes au Lestaurtinib est un phénomene rapide, nous
avons donc émis I’hypothése que la signalisation de TrkA indépendante de sa phosphorylation
existe de facon « innée » dans les cellules tumorales. Par I’analyse protéomique, nous avons
ainsi découvert que le NGF induit le recrutement de CD44 et d’une cascade de signalisation
p115RhoGEF / RhoA et RhoC / ROCK1 (Aubert L*, Guilbert M* et al, Oncotarget, 2015 ;
*co-premier auteur). Nous avons ainsi montré que le NGF via le complexe TrkA / CD44
induit la migration et 1’invasion des cellules cancéreuses de sein in vitro, et augmente la
tumorigénicité in vivo. Quant au proNGF, j’ai pu observer qu’il induit I’internalisation de
I’EGFR par la phosphorylation du résidu Y1068. Il en résulte une diminution des effets
prolifératif et pro-invasif de ’EGF dans les cellules tumorales. Ces résultats fondamentaux
sont tout a fait intéressants, méme s’ils nécessitent leurs consolidations, et doivent permettre
de démontrer le caractére pronostique de la détection de TrkA et ses corécepteurs dans le
cancer. Ainsi nos études permettront le développement de thérapies ciblées par des firmes

pharmaceutiques.
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Abstract

The INSERM U908 unit has showed that Nerve Growth factor (NGF) and its
precursor (proNGF) are implicated in tumor agressivness via their effects on growth,
angiogenesis or migration/invasion and metastasis. Nevertheless, (pro)NGF and their
receptors targeted therapies failed to demonstrate efficiency and clinical trial are
disappointing. These results indicate that TrkA phosphorylation is not sufficient to explain
molecular mechanisms of (pro)NGF effects on tumors. Indeed, we obtained Lestaurtinib
resistant cell lines within 3 weeks of treatment which indicated that resistant mechanisms are
innate. So, by functional proteomics analyses, we described that NGF induced the formation
of TrkA / CD44 complex and then the recruitment of p115RhoGEF / RhoA / ROCK1
signaling cascade (Aubert L*, Guilbert M* et al, Oncotarget, 2015 ; *equally contributed to
this work). We showed that CD44 mediated effects participate to invasive effects of NGF in
vitro, and in vivo, we demontrated that CD44 increases NGF induced tumoriginicity. In a
second part, | observed that the proNGF regulated EGFR turn over through its
phosphorylation on Y1068. This effect on EGFR decreased proliferative and pro-invasive
effects of EGF in cancer cells. These fundamental results are interesting and need to be

consolidated to ensure development of prognosis or targeted therapies.
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1g-C1 : Immunoglobulin-like C2 type 1
1g-C2 : Immunoglobulin-like C2 type 2

IGF : Insulin Growth Factor

IGFR : Insulin Growth Factor Receptor

IxB : Inhibitor of kappa B

IxK-g : IxB Kinase Beta

IP3 : Inositol 1,4,5-trisPhosphate 3

IP3K : Inositol 1,4,5-trisPhosphate 3-Kinase
IRAK : Interleukin-1 Receptor-Associated Kinase
IRS : Insulin Receptor Substrate

-J-
JNK : c-Jun N-terminal Kinase

K-
KO : Knock Out

-l -

LDLR : Low Density Lipoprotein Receptor
LNGFR : Low affinity Nerve Growth Factor Receptor
LpL : Lipoprotein Lipase

-M-
MAPK : Mitogen-Activated Protein Kinases

MDGF-1 : Mammary-Derived Growth Factor-1
-10 -
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MDR : Multi-Drug Resistance

MEF2D : MADS box transcription Enhancer Factor 2 polypeptide D
MITF : Mlcrophthalmia-Associated Transcription Factor

MMP : Matrix MétalloProtéases

MPR : Mannose-6-Phosphate Receptors

MRIP : Myosin phosphatase—Rho-Interacting Protein

MSK1 : Mitogen and Stress-activated protein Kinase 1

MTOR : mammalian Target Of Rapamycin

Myc : Myelocytomatosis oncogene

-N-
NADE : Neurotrophin Associated cell Death Executor
NEDD : Neural precursor cell Expressed, Develpomentally Down regulated
NeuroD : Neurogenic Differentiation factor
NFxB : Nuclear Factor kappa B
NGF : Nerve Growth Factor
NGFR : Nerve Growth Factor Receptor
NK : Natural Killer
NOMA-GAP : Neurite Outgrowth MultiAdaptor RhoGAP
NRAGE : Neurotrophin Recptor Interacting MAGE homologue
NRH2 : Neurotrophin Receptor Homolog 2
NRIF : Neurotrophin Recptor Interacting Factor
NT-3 : NeuroTrophine-3
NT-4/5 : NeuroTrophine-4/5
NTR3 : NeuroTensin Receptor 3
NTRK : Neurotrophic Tyrosine Kinase Receptor
NTSR : NeuroTenSin Receptor

-P-
p115RhoGEF : p115 Rho Guanine nucleotide Exchange Factor 1
p62 : PKC-interacting protein p62
p75"TR: p75 NeuroTrophin Receptor

PACAP : Pituitary Adenylate Cyclase Activating Peptide
-11 -

© 2015 Tous droits réservés. doc.univ-lille1.fr



Theése de Matthieu Guilbert, Lille 1, 2015

ABREVIATIONS

PACSL1 : Phosphofurin Acidic Cluster Sorting protein 1

PDGFR : Platelet-Derived Growth Factor Receptor

PDZ : Post-Synaptic Disc-large Zona

P13-K : Phospholnositide 3 Kinase

PIK3CA : PhosphatidylInositol 4,5-bisphosphate 3-Kinase Catalytic subunit Alpha isoform
PIP2 : PhosphatidylInositol-4,5-diPhosphate

PKC : Protein Kinase C

PLC : PhosphoL.ipase C

-R-
Rac : Ras-related ¢3 botulinum toxin substrate
Raf : Rapidly accelerated fibrosarcoma
Rapl : Ras-related protein 1
RAP : Receptor Associated Protein
Ras : Rat sarcoma oncogene
RB1 : RetinoBlastoma-associated protein 1
RCPG : Récepteur Couplé aux Protéines G
RET : REarranged during Transfection
RhoA : Ras homolog gene family, member A
RhoC : Ras homolog gene family, member C
RIP : Regulated Intramembrane Proteolysis
RIP2 : Receptor-Interacting Protein 2
ROCK1 : RHO-associated, Coiled-coil-containing protein Kinase 1
ROS : ¢c-ROS oncogene 1
RPTP : Receptor-type Protein Tyrosine Phosphatase

Rsk : Ribosomal protein s6 kinase

-S-
SBR : Scarff-Bloom-Richardson
SCID : Severe Combined ImmunoDeficiency
Shc : Src homology 2 domain containin protein

SHP : Src-Homology 2 containing tyrosine Phosphatase

SORCS : SORitilin-related receptor CNS expressed 1
-12 -
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SorLA : SORtilin-related Receptor L(DRL class) A
SORT-1: Sortilin 1

SOS : Son Of Sevenless

SP1 : Specificity Protein 1

SPV : Serine, Proline, Valine

Tcf 12 : Transcription factor 12

TGF : Transforming Growth Factor

TGFR : Transforming Growth Factor Receptor
TNFR : Tumor Necrosis Factor Receptor
TNM : Tumor Node Metastasis

TP53 : Tumor suppressor p53

TPM3 : Tropomyosin alpha-3 chain

TPR : Translocated Promoter Region

TRADD : TNF Receptor type 1-Associated Death Domain protein
TRAF6 : TNF Receptor-Associated Factor 6
TrkA : Tropomyosin-receptor Kinase A

TrkB : Tropomyosin-receptor kinase B

TrkC : Tropomyosin-receptor kinase C

-U-
UTDL : Unité Terminale Ducto-Lobulaire

V-
VADS : Voies Aéro-Digestives Supérieures

VEGF : Vascular Endothelial Growth Factor

VEGFR : Vascular Endothelial Growth Factor Receptor
VPS26 : Vacuolar Protein Sorting 35

VPS35 : Vacuolar Protein Sorting 35

Vps10p : Vacuolar protein sorting 10 protein
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Introduction

A. Les (pro)neurotrophines et leurs récepteurs
I. Les (pro)neurotrophines

1. Découverte

En 1951, Rita Levi-Montalcini et Viktor Hamburger observent que la greffe d’un
sarcome sur un embryon de poulet s’accompagne de I’innervation du tissu tumoral par 1’héte
(Levi-Montalcini et al., 1951). Avec Stanley Cohen, ils isolent le Nerve Growth Factor
(NGF), facteur diffusible responsable de cette innervation (Cohen et al., 1954). Ce fut la
premiére neurotrophine, mais également le premier facteur de croissance identifié. Le
séquencage du NGF a ensuite été réalisé par Angeletti et Bradshaw en 1971 (Angeletti et al.,
1971). Pour I’ensemble de ces travaux, Rita Levi-Montalcini et Stanley Cohen ont été
récompenseés par le prix Nobel de médecine en 1984.

Les autres membres de la famille des neurotrophines ont été identifiés plus tard. Le
Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF) a été purifié en 1982 a partir d’extraits de
cerveaux de cochons (Barde et al., 1982). Puis, la NeuroTrophine-3 (NT-3) a été découverte
en 1990 (Hohn et al., 1990; Jones et al., 1990; Maisonpierre et al., 1990; Rosenthal et al.,
1990). Et enfin la NeuroTrophine-4/5 (NT-4/5) a été identifiée par homologie de séquence
avec le NGF en 1991 (Berkemeier et al., 1991; Hallbook et al., 1991; Ip et al., 1992).

2. Organisation

La famille des neurotrophines comprend donc 4 membres (NGF, BDNF, NT-3,
NT-4/5). Ce sont des facteurs de croissance dont les membres partagent 5 récepteurs (Figure
1). Chaque neurotrophine possede un récepteur de haute affinité: TrkA (Tropomyosin
receptor kinase A) pour le NGF, TrkB pour le BDNF et NT-4/5 et enfin TrkC pour la NT-3.
En plus de ces récepteurs, les neurotrophines se lient également a un récepteur de faible
affinité commun : p75"'® (p75 NeuroTrophin Receptor). La NT-3 peut également interagir
avec les récepteurs TrkA et TrkB avec une faible affinité. Il a en outre été montré que les
précurseurs des neutrophines, les proneurotrophines, peuvent activer les récepteurs Trk et

p75" "R par le biais d’un autre récepteur : la sortiline (Figure 1).
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Figure 1: Organisation de la famille des neurotrophines

Association entre les différentes (pro)neurotrophines et leurs récepteurs. Les (pro)neurotrophines
interagissent avec la sortiline et p75"™}, TrkA est le récepteur de haute affinité du (pro)NGF, TrkB
celui du (pro)BDNF et du (pro)NT-4/5 et TrkC celui du (pro)NT-3. Les récepteurs disposent de
différents domaines fonctionnels extracellulaires (domaine riche en cystéines (vert), riche en leucines

(rectangle rouge), 1g-C2 (violet), p-propeller (cylindre rouge)) et intracellulaires (site de

phosphorylation (rond violet), site de palmitoylation (rond orange), tyrosine kinase (orange), domaine
de mort (rouge)).

3. Structure

a. Genes
Les neurotrophines sont trés conservées au cours de 1’évolution. Issues d’un geéne
ancestral, 3 événements de duplication ont mené aux 4 genes retrouvés chez I’Homme
(Hallbook 1999). Ces génes sont répartis sur des chromosomes différents. Le gene codant le
NGF se situe sur le chromosome 1, alors que les chromosomes 11, 12 et 19 contiennent
respectivement les génes codant le BDNF, la NT-3 et la NT-4/5. Les ARN messagers
(ARNmM) transcrits sont de tailles variables et contiennent entre 1 et 3 exons. Toutes les

protéines traduites sont cependant issues d’un seul exon codant.
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N° NCBI Localisation Taille N° Uniprot Taille
NGF NM_002506 1p13,1 1052 P01138 241
BDNF NM_170735 11p13 4659 P23560 247
NT-3 NM_002527 12p13 1204 P20783 257
NT-4/5 NM_006179 19q13,3 1021 P34130 210

Tableau 1 : Les neurotrophines humaines

Les différentes neurotrophines, leurs localisations chromosomiques et la taille des ARNm
correspondants en paire de base. Le numéro d’accession NCBI correspond au transcrit majoritaire.
Le numéro d’accession Uniprot et la taille de la protéine en acide aminé correspond a la

préproneurotrophine.

b. Protéines

Les neurotrophines sont toutes synthétisées sous forme de pré-proneurotrophines
contenant un peptide signal hydrophobe, un propeptide et la neurotrophine mature (Figure
2 A). Ces précurseurs sont ensuite progressivement maturés. Le peptide signal est éliminé
dans le réticulum endoplasmique (Martoglio 2003). Puis, le propeptide peut étre clivé a
différents moments de la maturation. Si le clivage est intracellulaire, il sera effectue par des
protéases comme la furine (Bresnhahan et al., 1990) ou des pro-protéines convertases (Seidah
et al., 1996). Si le clivage est extracellulaire, ce sont certaines métalloprotéases (MMP-3 et
MMP-7) ou la plasmine qui induisent la maturation. La protéolyse est réalisée au niveau d’un

site consensus constitué d’acides aminés dibasiques : Arg-X-(Lys/Arg)-Arg.
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Figure 2 : Représentation schématique des (pro)neurotrophines

A. préproneurotrophines constituées d’un peptide signal (orange) d’un propeptide (foncé) et de la
protéine mature (clair), Y représente les sites de glycosylation. B. Dimére de proNGF constitué de 2
protomeres avec la partie mature NGF (bleu) au centre permettant ['interaction et le propeptide
(rouge) rejeté en périphérie. C. Monomére de NGF composé de 3 régions variables V1-3 (blanc) 4
feuillets f1-4 (orange) et 6 cystéines (bleu) qui forment 3 ponts disulfures (vert) (Paoletti et al., 2009;
Paoletti et al., 2011)

Tous les membres de la familles des (pro)neurotrophines adoptent une conformation
tridimensionnelle similaire (Figure 2 B). Le propeptide, lorsqu’il n’est pas encore clivé,
recouvre le dimére de neurotrophines matures, alors que seul, il ne présente aucune structure
tertiaire (Kliemannel et al., 2004). La neurotrophine mature est composée de 4 feuillets 8
(B1-B4) séparés par 3 boucles variables (V1-V3) et un nceud de cystéines formant une
structure rigide via 3 ponts disulfures (C°-C%®, C®-c'% c®.c™° pour le NGF mature)
(Figure 2 C) (McDonald et al., 1991; McDonald et al., 1993). En solution, ces protéines
forment des homodimeéres présentant une symétrie axiale. L’interaction se fait par des liaisons
non covalentes entre deux neurotrophines matures, notamment via I’interaction entre les
feuillets B1/p2 d’un premier protomere avec les feuillets p3/B4 d’un second protomeére
(Wiesmann et al., 2001). Le propeptide, quant a lui, a plusieurs roles. Le premier est de
favoriser la formation des ponts disulfures de la protéine mature (Rattenholl et al., 2001;
Rattenholl et al., 2001). 1l est également responsable du masquage d’un acide aminé essentiel
pour I’interaction neurotrophine / Trk (par exemple W?! du NGF mature) expliquant ainsi la
faible affinité des proneurotrophines envers les récepteurs Trk (Hauburger et al., 2007;
Kliemannel et al., 2007; Paoletti et al., 2009; Paoletti et al., 2011). De plus, le propeptide
semble modifier la conformation de la neurotrophine mature favorisant ainsi ’interaction du

dimére avec le récepteur p75™™* (Nykjaer et al., 2004; Pimenta et al., 2014). 1l est enfin
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directement responsable de I’interaction entre les proneurotrophines et la sortiline, grace a une
région de 27 acides aminés. 1l s’agit de la région N®°-E* pour le proNGF (Suter et al., 1991)
et de la région K"-E'® pour le proBDNF (Chen et al., 2005). Le propeptide du proNT4/5 est,
par ailleurs, plus court et dépourvu d’une partie de ce domaine d’interaction, ce qui semble
expliquer I’absence de liaison entre le proNT-4/5 et la sortiline. Enfin, concernant proNT-3,
aucune interaction directe avec la sortiline n’a encore ét¢ démontrée a ce jour. Il est possible

Nl

que linsertion de 7 acides aminés (R94 ) dans la région d’interaction décrite

précédemment modifie 1’affinité de la proneurotrophine pour ce récepteur.

4. Expression et réles physiologiques

a. Expression des différentes neurotrophines

Comme leurs noms 1’indiquent, les neurotrophines jouent un role central dans le
développement et le maintien du systeme nerveux central et périphérique (Barde 1994).
Chaque membre de la famille présente un profil d’expression particulier, supposant des roles
biologiques différents. Le patron d’expression de ces différentes neurotrophines au sein des
organes est cependant bien conservé chez les mammiféres (Yamamoto et al., 1996).

Le NGF est retrouvé dans de nombreux organes, son niveau d’expression étant corrélé
au degré d’innervation sympathique de I’organe en question (Shelton et al., 1984). En effet,
en plus des tissus neuronaux (cerveau, ganglions spinaux) le NGF est fortement exprimé dans
le cceur et la rate, deux organes fortement régulés par le systtme nerveux sympathique
(Yamamoto et al., 1996). Dans le cerveau, le NGF est néanmoins exprimé en moyenne 20
fois plus que dans les autres organes (Shelton et al., 1986). Cette expression n’est cependant
pas homogene. Peu d’ARNm sont détectés dans le cervelet alors qu’ils sont abondants dans le
tronc cérébral, 1’hippocampe, I’hypothalamus, le cortex entorhinal, le néocortex et le
prosencéphale basal (Korsching et al., 1985; Shelton et al., 1986; Whittemore et al., 1986;
Spillantini et al., 1989; Ceccatelli et al., 1991; Lauterborn et al., 1991).

Le BDNF, présente un patron d’expression assez similaire au NGF (Yamamoto et al.,
1996). En effet, il est fortement exprimé dans les mémes tissus non-neuronaux (cceur et rate).
Quelques différences ont néanmoins été décrites. Il semblerait que le BDNF soit plus présent
dans la moelle épiniére que le NGF. Il est, de maniére générale, exprimé plus largement dans
tout le systéme nerveux central (Ernfors et al., 1990; Phillips et al., 1990; Ceccatelli et al.,
1991; Friedman et al., 1991; Guthrie et al., 1991; Gall et al., 1992; Castren et al., 1995).
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Concernant la NT-3, sa localisation tissulaire est trés différente. En effet, cette
neurotrophine s’exprime préférentiellement dans les tissus non neuronaux (cceur, foie,
poumon, rein) (Maisonpierre et al., 1991; Yamamoto et al., 1996). Elle est cependant
retrouvée dans certaines zones du cerveau comme I’hippocampe (aire CA2 de la corne
d’Ammon, grains du gyrus dentaire), grain du cervelet et, dans une moindre mesure, dans la
substancia nigra, le thalamus ou encore le complexe amygdalien (Ernfors et al., 1990;
Maisonpierre et al., 1990; Ceccatelli et al., 1991; Lauterborn et al., 1994; Seroogy et al.,
1994).

Enfin, la neurotrophine NT-4/5 présente un profil d’expression encore différent. Elle
n’est quasiment pas exprimée dans le cerveau, a part durant les stades précoces du
développement. Concernant les tissus non-neuronaux, c’est la prostate qui concentre le plus
d’ARNm (Ip et al., 1992; Timmusk et al., 1993).

b. ROle des neurotrophines matures

Durant les étapes précoces du développement, la NT-3 joue un rdle fondamental dans
la bonne formation du systéme nerveux périphérique. En effet, la localisation de la NT-3 et de
son récepteur (TrkC), I'utilisation d’anticorps bloquants et des études in vitro suggérent un
effet mitogénique, migratoire et conduisant a la différenciation des cellules de la créte neurale
(Kalcheim et al., 1992; Pinco et al., 1993; Tessarollo et al., 1993; Williams et al., 1993;
Elkabes et al., 1994). A un stade plus tardif, la NT-3 est impliquée dans le développement des
ganglions spinaux en permettant la maturation des neurones sensitifs (Wright et al., 1992;
Gaese et al., 1994; Tessarollo et al., 1994; Kucera et al., 1995). Le BDNF semble également
jouer un role dans la différenciation des cellules de la créte neurale en neurones sensitifs
(Kalcheim et al., 1988; Sieber-Blum 1991). Il semblerait que le BDNF, la NT-3 et la NT-4/5,
participent également au maintien de la survie des motoneurones au cours de 1’embryogénése
(Henderson et al., 1993). Le NGF, quant a lui, est impliqué dans le développement et dans la
survie des neurones sensitifs de type nocicepteur (thermocepteurs et récepteurs polymodaux)
et des neurones sympathiques (Johnson et al., 1980; Pearson et al., 1983; Lewin et al., 1993;
Crowley et al., 1994; Lewin et al., 1994). En plus de leurs rbles respectifs dans le
développement du systéme nerveux au cours de I’embryogénése, les neurotrophines sont
essentielles chez 1’adulte. Elles sont alors impliquées dans la plasticité des cellules neuronales
(McAllister et al., 1999; Poo 2001). Par exemple, le NGF est engagé dans le maintien des
connections synaptiques entre les neurones pré-ganglionnaires et les neurones sympathiques
(Purves et al., 1976). 1l a également été démontré que le BDNF était requis pour une bonne
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transmission synaptique au sein de I’hippocampe (Korte et al., 1995). Enfin, le NGF fait le
lien entre I’inflammation et la douleur en cas de blessure. Le taux de NGF est augmenté apreés
inflammation d’un tissu, permettant la synthése de neuropeptides qui méne a une hyperalgésie

(Donnerer et al., 1992; Lewin et al., 1993; Lewin et al., 1994; Woolf et al., 1994).

c. ROle des précurseurs

Alors que les premiers effets biologiques des neurotrophines ont été décrits en 1951
(Levi-Montalcini et al., 1951), ce n’est qu’au début des années 2000 que 1’action des
proneurotrophines a été découverte. C’est I’équipe de Lee qui démontra pour la premiére fois
que celles-ci pouvaient étre sécrétées par les cellules et induire la mort des neurones (Lee et
al., 2001). La présence des proneurotrophines puis leur sécrétion ont été retrouvées dans les
cellules microgliales, les neurones corticaux et sympathiques, ou encore les astrocytes (Hasan
et al., 2003; Srinivasan et al., 2004; Bruno et al., 2006; Domeniconi et al., 2007). De plus, il
semblerait que la principale forme sécrétée par les neurones sympathiques et par les tissus
innerves cibles soit le proNGF (Bierl et al., 2005). L’importance physiologique du proNGF a,
par ailleurs, été décrite suite a I’étude des nombreuses maladies neurodégénératives. En effet,
une expression non physiologique de cette proneurotrophine est impliquée dans des maladies
telles que la maladie de Pick, Alzheimer ou encore le syndrome de Down (Fahnestock et al.,
2001; Belrose et al., 2014; lulita et al., 2014). Alors que sa forme mature induit des effets
neuroprotecteurs, le proNGF induit la mort des cellules neuronales, caractéristique de ces
pathologies. En outre, 1’effet pro-apoptotique a été démontré dans d’autres types cellulaires
comme les cellules NK (Natural Killer) et les muscles lisses (Rogers et al., 2010;
Campagnolo et al., 2014). Les effets pro-apoptotiques ont par la suite été confirmés pour les
autres proneurotrophines (Teng et al., 2005; Yano et al., 2009). Ensemble, ces résultats
démontrent que la balance mort/survie cellulaire observée durant le développement du
systéme nerveux peut étre régulée par les neurotrophines et leurs précurseurs (Teng et al.,
2010).
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Il. Les récepteurs aux (pro)neurotrophines

1. Le récepteur p75" v

a. Découverte

C’est en 1973 qu’a été découvert le premier récepteur aux neurotrophines. A cette
époque, le NGF venait juste d’étre séquencé et les autres membres de la famille n’avaient pas
encore été identifiés. 1l a donc éeté appelé NGF-Receptor (NGFR) (Herrup et al., 1973). En
1979, une étude portant sur 1’affinité du NGF envers son récepteur a mis en évidence deux
régions d’interaction, de haute (Kd=10"*M) et de basse affinité (Kd=10° M), qui s’avérérent
étre deux récepteurs distincts (Sutter et al., 1979). Le récepteur de basse affinité a été cloné
puis séquencé en 1986 (Chao et al., 1986; Johnson et al., 1986). Il prit le nom de Low affinity
Nerve Growth Factor Receptor (LNGFR). La découverte et I’étude des autres membres de la
famille des neurotrophines a cependant montré que tous les membres de cette famille étaient
capables de se fixer sur ce récepteur (Rodriguez-Tebar et al., 1990; Rodriguez-Tebar et al.,
1992; Ryden et al., 1995). La masse moléculaire de ce récepteur (glycosylations incluses)
étant de 75 kDa (Large et al., 1989), LNGFR fut alors rebaptisé p75"™'~.

b. Structure

v Geéne

NTR
5

Le récepteur p7 est codé par un geéne d’environ 23 kb situé sur la région q21-922

du chromosome 17. Ce géne, appelé NGFR en référence au premier nom du récepteur p75™'%,
code un ARN messager de 3,4 kb & partir de 6 exons. Il n’existe qu’un seul site majeur
d’initiation de la transcription (Sehgal et al., 1988). La régulation de I’expression de NGFR
est réalisée par un promoteur dépourvu de séquence consensus de type TATA ou CAAT mais
contenant une séquence riche en GC constituant un élément de réponse (ER) au facteur de
transcription SP1 (Specificity Protein 1) (Ramos et al., 2007). D’autres séquences régulatrices
ont également été identifiées. Certaines permettent la liaison avec des activateurs
transcriptionnels comme NeuroD (Neurogenic Differentiation factor) (Metsis 2001) ou
I’acide rétinoique (Metsis et al., 1992). Alors que d’autres recrutent des inhibiteurs de
transcription comme la vitamine D3 (Naveilhan et al., 1996), la testostérone (Persson et al.,
1990) ou encore le facteur de transcription Tcf 12 (Transcription factor 12) (Chiaramello et

al., 1995).
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N° NCBI Localisation Taille N° Uniprot Taille
p75" TR NM_002507 17921-g22 3420 P08138 427

Tableau 2 : Le récepteur p75" '~ humain

Le récepteur p75"™, la localisation chromosomique de son géne et la taille de I’ARNm correspondant
en paire de base. Le numéro d’accession NCBI correspond au transcrit majoritaire. Le numéro
d’accession Uniprot et la taille de la protéine en acide aminé correspondent a la forme compléte du

récepteur.

v" Protéines
L’ARNm de NGFR est ensuite traduit en une protéine de 427 acides aminés constituée
d’un peptide signal (28 acides aminés), d’un domaine extracellulaire (222 acides aminés),
d’une région transmembranaire (22 acides aminés) et d’une partie intracellulaire (155 acides

aminés) (Figure 3).

Domaine extracellulaire

La partie extracellulaire du récepteur est composée de 4 domaines riches en cysteines
(CRD - Cystein Rich Domain) caractéristiques de la famille du Tumor Necrosis Factor
Receptor (TNFR) (Aggarwal 2003). Chaque CRD possede 6 cystéines formant 3 ponts
disulfures permettant la liaison avec les ligands (Yan et al., 1991). La partie extracellulaire
présente également un site de N-glycosylation (N*%) et une région riche en O-glycosylations
(de 1'®® & G?*®) permettant notamment ’adressage du récepteur a la membrane (Breuza et al.,

2002), mais aussi son interaction avec les ligands (Gong et al., 2008).

Domaine transmembranaire

La partie transmembranaire est essentielle pour la dimérisation du récepteur. En effet,
la cystéine 257 permet d’établir un pont disulfure entre deux monomeéres, de manicre ligand-
indépendante (Vilar et al., 2009). Elle fait elle-méme partie d’une structure en hélice-a

unique, classant p75""" dans la catégorie des récepteurs transmembranaires de type I.

Domaine intracellulaire

La partie intracellulaire de p75"™" présente également certaines homologies avec les

récepteurs au TNF. En effet, 78 acides aminés (R*!°-5%

) de la partie intracellulaire forment
un domaine de mort (Death Domain, DD) (Boldin et al., 1995). Cette structure globulaire est
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constituée de 6 hélices a (DD1 a DD6) dont la conformation est cependant différente de celle
d’autres membres de la famille des TNFR comme TNFR1 ou Fas. L’orientation de la
premiére hélice a (DD1) de p75"™" est paralléle aux hélices DD5 et DD6 (domaine de mort de
sous-type II) alors que 1’hélice DD1 de Fas est perpendiculaire a ces dernieres (domaine de
mort de sous-type 1) (Liepinsh et al., 1997). Ce changement conformationnel retrouvé chez
p75"™R empéche une multimérisation via ce domaine. Ce domaine de mort de sous-type I
recrute également des protéines adaptatrices de natures différentes menant ainsi a des
signalisations différentes (Roux et al., 2002). Le recrutement de protéines adaptatrices peut
également se faire via le motif SPV (Serine, Proline, Valine) situé en région C-terminale du
récepteur. En effet, c’est un site d’interaction avec les protéines contenant un domaine PDZ
(Post-Synaptic Disc-large Zona). En plus de ces domaines, la partie intracellulaire de p75"'™"
abrite un domaine Chopper. Ce domaine, de 29 acides aminés, situé en région

juxtamembranaire du récepteur (K*"4-L3%

NTR
5

), est responsable de la majeure partie de I’activité
pro-apoptotique de p7 (Coulson et al., 2000). Cette région transmembranaire contient
également la cystéine 279 qui permet la palmitoylation du récepteur (Barker et al., 1994).
Cette modification post-traductionnelle est importante pour la signalisation induite par le

NGF car elle est engagée dans le maintien de I’interaction entre TrkA et p75™ '~

(Mirnics et
al., 2005). 1l existe d’autres modifications post-traductionnelles du domaine intracellulaire de
p75""R. La phophorylation de la sérine 304 participe par exemple & la relocalisation du
récepteur dans les radeaux lipidiques aprés stimulation par le ligand (Higuchi et al., 2003).
Plus récemment, la phosphorylation de la sérine 277 a été décrite comme étant importante
dans le rétrocontrole du récepteur (Butowt et al., 2009). Il a également été montré que la
phosphorylation des tyrosines 336 et 368 permet la régulation de I’activité de Ras et de RhoA
(Ras homolog gene family, member A) (Blochl et al., 2004). Enfin, la phospho-tyrosine 336
est également responsable du recrutement de c-Cbl (cell-Casitas B-lineage Lymphoma), une

ubiquitine-ligase menant a la dégradation du récepteur (Ohrt et al., 2004).

Autres formes de p75" ™R

Outre la forme compléte de p75"'" décrite précédemment, il existe des formes
tronquées, soit issues d’un épissage alternatif, soit issues d’une protéolyse du récepteur
(Figure 3).

L’épissage alternatif consiste en 1’élimination de I’exon 3, ce qui entraine la delétion
des domaines riches en cysteines 2, 3 et 4 (Dechant et al., 1997; Von Schack et al., 2001).
Cette isoforme tronquée est incapable de se lier avec ses ligands. Méme si la fonction
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biologique de celle-ci reste inconnue, une inhibition de son expression, associée a un KO
(Knock Out) de la forme compléte de p75"'" entraine des malformations du systéme nerveux
de la souris plus importantes que I’inhibition de I’expression de la forme complete
uniquement.

D’autres formes, issues de clivages protéolytiques, existent. En effet, p75" '~ est un
récepteur transmembranaire pouvant subir une protéolyse de type RIP (Regulated
Intramembrane Proteolysis) permettant un clivage de la partie extracellulaire (ECD -
ExtraCellular Domain) puis un clivage de la partie intracellulaire (ICD — IntraCellular
Domain) de part et d’autre de la membrane plasmique (Brown et al., 2000; Skeldal et al.,
2011). Le premier clivage, permettant de libérer p75"""-ECD, est réalisé par
ADAML17/TACE (A Disintegrin And Metalloprotease 17 / TNF-Alpha Converting Enzyme),
une métalloprotéase de la famille des a-sécrétases. Cette premiere protéolyse semble avoir
lieu soit entre la proline 241 et la valine 242, soit entre la thréonine 244 et I’arginine 245
(Weskamp et al., 2004; Zampieri et al., 2005). Les parties transmembranaire et cytoplasmique

de p75"™ prennent alors le nom de p75™ '~

-CTF (C-Terminal Fragment). Un second clivage
vient alors séparer la partie transmembranaire de la partie cytoplasmique au niveau de la
valine 263 et de la valine 264 (Jung et al., 2003). Cette protéolyse est réalisée par un
complexe protéique Y-sécrétase dont fait partie I’enzyme préseniline-1 (Zampieri et al.,
2005). Le domaine transmembranaire joue un role central dans ce clivage. En effet, la
cystéine 257 et le motif AZ2XXXG?®, situés tous deux dans le domaine transmembranaire et
responsables de la dimérisation du récepteur, sont requis pour cette protéolyse (Sykes et al.,
2012). D’autres acteurs sont également nécessaires a la génération de p75" R-ICD. Ainsi,
TRAF6 (TNF Receptor-Associated Factor 6), une E3-Ubiquitine ligase ciblant p75™'F,
s’associe avec la préséniline-1 pour conduire au clivage de p75"""-CTF (Powell et al., 2009).
La sortiline joue également un réle dans ce phénomeéne car elle faciliterait I’internalisation de
p75" "R dans les endosomes précoces ol le clivage a lieu (Skeldal et al., 2012).

Le role des différentes formes tronquées de p75™ '~ reste mal connu. Cependant, il est
désormais admis qu’elles participent également a la signalisation du récepteur apres

stimulation par les (pro)neurotrophines.

-25-

© 2015 Tous droits réservés. doc.univ-lille1.fr



Theése de Matthieu Guilbert, Lille 1, 2015

INTRODUCTION

T N-Glycosylation

B Domaine riche en cystéines
c_ Domaine de

C 3 liaisonauligand 1 0O-Glycosylation

N-ter

® Pontdisulfure
Extracellulaire

Phosphorylation
J— . .
Cytoplasmique m Domaine chopper Palmitoylation
C-ter oY
Hélice a du Domaine de mort

Domaine de mort D) Site de liaison des protéines a
C domaine PDZ

Figure 3 : Représentation schématique de p75"'"

Le récepteur p75""" est composé d’un domaine extracellulaire qui abrite 4 régions riches en cystéines
(vert) avec plusieurs sites de glycosylation (Y), d’un domaine transmembranaire contenant la cystéine
C257 importante pour la dimérisation du récepteur, et d’une région cytoplasmique constituée d’'un
domaine chopper juxtamembranaire (orange), d’'un domaine de mort (rouge) et de plusieurs sites de

phosphorylation (violet) (Roux et al., 2002).

c. Interaction avec les ligands

5NTR est le récepteur commun & toutes les (pro)neurotrophines. L’interaction des

NTR
5

p7
proneurotrophines avec p7 se fait via la partie mature de celles-ci (Feng et al., 2010), le
prodomaine n’interagissant pas directement avec le récepteur (Nykjaer et al., 2004).
Néanmoins, les proneurotrophines peuvent se lier sur p75"' avec une affinité plus forte que
les formes matures (Lee et al., 2001). Ceci peut s’expliquer par le changement
conformationnel induit par le propeptide sur la partie mature augmentant I’affinité de celle-cCi

5NTR Que ce soit sous la forme de son précurseur ou sous sa forme mature, la

pour p7
neurotrophine interagit avec les régions riches en cystéines de p75"'™" via ses boucles
variables. Bien que les séquences différent selon les neurotrophines, ce sont les boucles V1
(résidus 23 a 35) et/ou V3 (résidus 93 a 98) qui sont responsables de 1’interaction (Shamovsky
et al., 1999). Ainsi, pour le NGF, ce sont les lysines 32, 34 (V1) et 95 (V3) qui jouent un rdle
clé dans I’interaction. Le BDNF, quant a lui, interagit uniquement via sa boucle V3 (lysine 95

et 96, arginine 97) alors que, concernant les neurotrophines NT-3 et NT4/5, c’est via la boucle
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V1 que I’interaction se réalise (arginine 31 et histidine 33 pour NT-3, arginine 34 et 36 pour
NT-4/5). La reconnaissance du ligand par p75"'" se fait par les 4 domaines riches en
cystéines (CRD). Plus précisément, c’est la région comprise entre la cysteine 39 et 1’alanine
96 de p75""™} (CRD 2 et 3) qui apparait comme centrale dans Iinteraction (Baldwin et al.,
1995; Shamovsky et al., 1999). La glycosylation du récepteur est également essentielle a
I’interaction avec le ligand (Aurikko et al., 2005). Cette étude, en accord avec des travaux
plus récents (Vilar et al., 2009), montre par ailleurs que le récepteur est déja sous forme de
dimére avant la fixation du ligand. La fixation de ce dernier entrainerait uniquement un
changement conformationnel du dimére permettant ainsi le recrutement des protéines

adaptatrices et donc la signalisation intracellulaire.

d. Voies de signalisation induites

NTR ’ . . . N
57" est un récepteur dont I’activation peut mener, selon le contexte cellulaire, a

p7
I’apoptose ou la croissance cellulaire (Figure 4). Ne disposant pas d’activité catalytique
propre, c’est le recrutement de protéines adaptatrices que déterminera le type de signalisation

induite.

v R0le pro-apoptotique
L’effet pro-apoptotique de p75"'"
adaptatrices comme TRAF2 (TNF Receptor Associated Factor 2), NRAGE (Neurotrophin

Recptor Interacting MAGE homologue), NADE (Neurotrophin Associated cell Death

est induit par le recrutement de protéines

Executor), NRIF (Neurotrophin Recptor Interacting Factor) ou encore NRH2 (Neurotrophin
Receptor Homolog 2) (Ye et al., 1999; Kimura et al., 2001; Salehi et al., 2002; Kenchappa et
al., 2006; Kim et al., 2009). Ce recrutement se fait soit au niveau du domaine Chopper, soit
sur le domaine de mort. L’apoptose induite passe par la voie mitochondriale apres activation
de Rac. Le lien entre les protéines adaptatrices et Rac n’est pas encore bien connu, cependant
I’activation de Rac par p75""™* méne & la phosphorylation de JNK (c-Jun N-terminal Kinase).
Cette kinase va a son tour phosphoryler les facteurs de transcription c-Jun et p53, mais aussi
activer certaines protéines menant a la libération du cytochrome c par la mitochondrie
comme Bim, Bad et Bax. La libération du cytochrome C provoque ensuite une cascade
apoptotique par I’activation des caspases 3, 6 et 9 (Nykjaer et al., 2005). L’activation de
p75NTR

des sphingomyelinases (Dobrowsky et al., 1994). Ces céramides peuvent, a forte

conduit également a la synthése de céramides via I’hydrolyse de sphingomyélines par
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concentration, induire la mort cellulaire (Casaccia-Bonnefil et al., 1996). De maniére
intéressante, a faible concentration, ces céramides peuvent induire des effets inverses (Wang

et al., 1999), conduisant p75" "~ & des effets sur la survie cellulaire.

v Rodle dans la survie cellulaire
p75N TR est en effet un récepteur aux effets trés différents suivant le contexte cellulaire.
Ainsi, il peut induire la survie cellulaire par les céramides, et plus généralement par
I’activation de la voie NFkB (Nuclear Factor Kappa B) (Hamanoue et al., 1999). Cette voie
peut étre activée de différentes manieres. Bien que les signalisations n’aient pas encore été
totalement elucidées, le recrutement des protéines adaptatrices FAP1 (Fas-Associated

Protein 1) et RIP2 (Receptor-Interacting Protein 2) par p75"

permet une augmentation de
I’activité transcriptionnelle de NFxB (lIrie et al., 1999; Khursigara et al., 2001). Le clivage de
p75NTR
par TRAF6 permet la libération de p75"""-ICD dans le cytoplasme (Kanning et al., 2003). Ce

complexe p75"™*-ICD / TRAF6 recrute ensuite la protéine d’échafaudage p62 (PKC-

joue également un role dans I’activation de cette voie. L’ubiquitinylation de p75™™"

interacting protein p62) qui va faire le lien entre le récepteur et la kinase PKCu (Protein
Kinase C iota). Une fois activée, la PKC va induire une cascade de signalisation passant par
IRAK (Interleukin-1 Receptor-Associated Kinase) et IkK-p (IkB Kinase Beta) qui va libérer
NFxB de IkB (Inhibitor of kappa B) et donc favoriser la transcription NFxB-dépendante de
génes impliqués dans la survie cellulaire (Wooten et al., 2001; Mamidipudi et al., 2004;
Powell et al., 2009). Le recrutement de NRH2 peut également favoriser la survie neuronale

par I’interaction avec les récepteurs de la famille des Trk.
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Extracellulaire
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Céramides

V.

Apoptose Survie

Figure 4 : Signalisation induites par p75" '~

NTR ‘méne au recrutement de protéines adaptatrices au niveau des différents

Lactivation de p75
domaines fonctionnels du récepteur. Ces protéines permettent, selon le contexte, la survie cellulaire
(vert) ou l’apoptose (rouge). NADE, Neurotrophin Receptor associating Death Effector ; Rac, Ras-
related C3 botulinum toxin ; Bim, Bcl-2-interacting mediator of cell death ; Bad, Bcl-2 antagonist of
cell death ; Bax, Bcl-2-associated x protein ; Cyt. C, Cytochrome C ; Casp, Caspase ; JNK, c-Jun N-
terminal Kinase ; c-Jun ; p53 ; p75"""-ICD, p75" *-IntraCellular Domain ; TRAF, TNF Receptor
Associated Factor ; NRIF, Neurotrophin Receptor Interacting Factor ; NRH2, Neurotrophin Receptor
Homologue 2 ; RIP2, Receptor-Interacting Protein 2 ; FAP1, Fas-Associated Protein 1; p62, PKC-
interacting protein p62 ; PKC, Protein Kinase C ; IRAK, Interleukin-1 Receptor Associated Kinase ;

IkK-4, IkB Kinase-Beta; IkB, Inhibitor of kappa B ; NFkB, Nuclear Factor kappa .
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2. Les recepteurs Tropomyosin-receptor kinases (Trk)

a. Découverte

Le premier membre de la famille des récepteurs tyrosine kinase Trk a été identifié
durant la fin des années 80 par 1I’équipe de Martin-Zanca. A 1’origine de cette découverte, le
séquencage d’une protéine oncogénique révéla que cette dernicre était le résultat d’une fusion
entre la tropomyosine et un récepteur tyrosine kinase encore non identifié (Martin-Zanca et
al., 1986). Ce récepteur a alors pris le nom de Tropomyosine receptor kinase et sa
caractérisation compléte a été publiée en 1989 (Martin-Zanca et al., 1989). Par la suite, deux
autres recepteurs présentant une forte homologie de séquence avec Trk, ont été purifiés. On
les a appelé respectivement TrkB et TrkC (Klein et al., 1989; Lamballe et al., 1991). Le lien
entre les différentes neurotrophines et ces récepteurs a été ensuite rapidement établi,
définissant ainsi TrkA comme le récepteur de haute affinité du NGF et de la NT-3 (Cordon-
Cardo et al., 1991; Klein et al., 1991), TrkB comme celui du BDNF, de la NT-3 et de la
NT-4/5 (Klein et al., 1991; Soppet et al., 1991; Klein et al., 1992), quant a TrKC il fut défini

comme le récepteur a la NT-3 exclusivement (Lamballe et al., 1991) (Figure 1).

b. Structure
v" Geénes
TrkA, TrkB et TrkC sont respectivement codés par les génes NTRK1, 2 et 3 répartis
sur les chromosomes 1, 9 et 15. Ces trois génes sont issus d’un méme géne ancestral ayant
subi deux évenements de duplication (Hallbook 1999). Ils possédent des séquences
régulatrices permettant la fixation de facteurs de transcription tels que NFkB, CREB (CAMP
Response Element Binding) ou encore le complexe AP-1. Leur transcription produit des
ARNm comportant entre 19 et 24 exons et codant pour des récepteurs d’environ 800 acides

aminés.

v Protéines

Les trois récepteurs présentent une structure conformationnelle similaire. Ce sont des
récepteurs transmembranaires de type | avec une activité tyrosine kinase intrinséque. lls
possedent tous une région extracellulaire d’environ 400 acides aminés, une seule région
transmembranaire d’une quinzaine d’acides aminés et une région cytoplasmique d’un peu
plus de 350 acides aminés. Les domaines fonctionnels étant similaires pour les trois
récepteurs, seule une description détaillée de la structure de TrkA sera réalisée ci-dessous
(Figure 5).
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Domaine extracellulaire

Aprés clivage d’un peptide signal de 32 acides aminés, la protéine mature TrkA
dispose d’une région extracellulaire de 391 acides aminés (A%'-G*"). Cette région est divisée

en un groupement de 3 domaines riches en leucines (Y*-L**

) encadrés de deux domaines
riches en cystéines (C*°-L% et V'*4-v'®") et suivis de deux domaines « Immunoglobulin-like »
Ig-C1 (P**-S?") (Immunoglobulin-like C2 type 1)et 1g-C2 (W?*-N**°) (Immunoglobulin-
like C2 type 2) (Schneider et al., 1991). Ces domaines jouent un role dans la fixation des
ligands, mais aussi dans la dimérisation des récepteurs (Arevalo et al., 2000; Wiesmann et al.,
2001). En plus de ces 5 domaines, la partie extracellulaire est fortement glycosylée (N®°, N**,
N2 N2® N2° N*?) faisant passer le récepteur de 80kDa & 140kDa, avec également
I’existence d’une forme intermédiaire partiellement glycosylée de 110kDa (Wehrman et al.,
2007). Ces N-glycosylations sont nécessaires a la localisation du récepteur a la membrane
plasmique et préviennent une éventuelle activation ligand-indépendante du récepteur (Watson
et al., 1999). Elles semblent également jouer un réle direct dans la signalisation induite par les

neurotrophines car un récepteur non glycosylé peut se dimériser sous 1’effet de son ligand

mais est incapable d’induire la réponse cellulaire attendue (Friedman et al., 1999).

Domaines transmembranaire et intracellulaire

Le domaine transmembranaire de TrkA est composé d’une seule hélice a de 16 acides
aminés (L**8-L*®). Il est suivi par une région cytoplasmique de 357 acides aminés (N***-G"®)
abritant un domaine tyrosine kinase (I°**-L""°) responsable de Dactivité catalytique du
récepteur. Ce domaine tyrosine kinase contient 3 tyrosines (Y®°, Y™ Y®7°) responsables de
la trans-autophosphorylation du récepteur (Cunningham et al., 1997). En dehors de ce
domaine, quatres autres tyrosines phosphorylables (Y*®, Y®*® Y™ Y'®) permettent la
signalisation du récepteur apres recrutement de protéines adaptatrices (Obermeier et al., 1993;
Obermeier et al., 1993).
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Figure 5 : Représentation schématique de TrkA

Le récepteur TrkA est composé d’une région extracellulaire qui comporte 2 domaines riches en
cystéines (vert), 3 domaines riches en leucines (rouge) et 2 domaines 1g-C2 (violet), et plusieurs sites
de glycosylation (Y). Il est suivi d'une région transmembranaire puis d 'une région cytoplasmique qui

comprend un domaine tyrosine kinase (orange) et plusieurs sites de phosphorylation (violet).
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v’ Isoformes
Tous les récepteurs de la famille des Trk possédent différentes isoformes issues d’épissages
alternatifs (Tableau 3).

Récepteur Isoforme N° NCBI Exons Taille N° Uniprot Taille
TrkA-I NM_001012331.1 16 2647 P04629-2 790
TrkA TrkA-ll NM_002529.3 17 2663 P04629-1 796
TrkA-111 NM_001007792.1 14 2581 P04629-4 698
TrkB-FL NM_006180.3 21 5560 Q16620-1 838
TrkB TrkB-T1 | NM_001007097.1 13 7111 Q16620-2 477
TrkB-T-shc | NM_001018066.2 14 8292 Q16620-3 537
TrkC-A NM_001012338.1 19 2860 Q16288-1 839
TrkC-B NM_001007156.1 15 3997 Q16288-2 612
Trie TrkC-C NM_002530.3 18 2818 Q16288-3 825
TrkC-D NM_001243101.1 18 2938 Q16288-4 830

Tableau 3 : Les isoformes des récepteurs Trks humains

Famille des récepteurs Trks, la localisation chromosomique de leurs génes et les tailles des ARNm
correspondants en paire de base. Le numéro d’accession NCBI correspond aux différentes isoformes
associées. Le numéro d’accession Uniprot et la taille de la protéine en acideS aminés correspondent a

chaque isoforme décrite.

Isoformes de TrkA

Considéré comme canonique, 1’isoforme TrkA-11 est codée par 17 exons donnant un
récepteur de pleine longueur (Figure 6). Cette isoforme est préférentiellement retrouvée dans
les tissus neuronaux mais également, dans une moindre mesure, dans les reins et les poumons
(Barker et al., 1993). L’isoforme TrkA-I est, quant a elle, issue d’un épissage alternatif de
I’exon 11, conduisant a la perte de 6 acides aminés. Cette séquence, retrouvée entre le
domaine 1g-C2 et le domaine transmembranaire, est appelée insert de spécificité. En effet, ces
6 acides aminés seraient impliqués dans la liaison avec NT-3 (Clary et al., 1994). TrkA-I est
exprimé préférentiellement dans les tissus non-neuronaux, supposant des réles différents de
I’isoforme TrkA-Il. L’épissage alternatif des exons 8 et 9 en plus de I’exon 11 meéne a
I’expression de I’isoforme TrkA-Ill. Cette isoforme semble étre retrouvée dans les zones

hypoxiques et participerait au développement des thymocytes (Tacconelli et al., 2007). Enfin,
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Dubus et ses collaborateurs ont décrit deux derniéres isoformes chez le rat (Dubus et al.,
2000). Elles sont retrouvées dans le thymus, les poumons, les testicules et les reins. Appelée
respectivement TrkA-LO et TrkA-L1, elles présentent une délétion compléete (pour TrkA-
LO) ou partielle (pour TrkA-L1) de la région riche en leucines. Les conséquences

fonctionnelles de cette délétion restent néanmoins mal connues.
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Figure 6 : Schéma représentatif des isoformes de TrkA

Chaque rectangle représente un exon du gene de TrkA encadré par les régions 5 et 3° UTR,
UnTranslated Region. TrkA-II est l’isoforme la plus longue, TrkA-I est dépourvu de l’exon 11 qui
correspond a l'insert de spécificité, TrkA-111 est dépourvu des exons 8, 9 (domaine 1g-C2) et 11, TrkA-
LO est dépourvu des exons 4, 5 et 6 (région riche en leucine) et TrkA-L1 est dépourvu des exons 4 et 5.
Encadré Bleu, région non traduite ; Vert, région riche en cystéines ; Rouge, région riche en leucines ;
Violet, domaine 1g-C2 ; Encadré Orange, insert de spécificité ; Noir, core protéique; Orange foncé,
domaine transmembranaire ; Bleu clair, site de liaison a la PLC-y ; Orange clair, domaine tyrosine

kinase ; Bleu foncé, queue cytoplasmique.
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Isoformes de TrkB

Les isoformes de TrkB présentent des délétions de domaines fonctionnels différents
de celle de TrkA. Ainsi, on retrouve 3 isoformes majoritaires de TrkB : TrkB-FL (TrkB-
Full Lenth), TrkB-T1 (TrkB-Trucated 1) et TrkB-T-shc (TrkB-Trucated-Src homology 2
domain containin protein) (Figure 7). Comme son nom I’indique TrkB-FL est I’isoforme de
référence, de pleine longueur. TrkB-T1 est, quant a elle, une isoforme tronquée de la quasi-
totalité de sa région cytoplasmique. Bien que retrouvée de facon prédominante dans de
nombreux organes (cerveau, cceur, poumons,...), son role n’est pas complétement élucidé
(Stoilov et al., 2002). Elle pourrait jouer le rdle de dominant négatif de TrkB-FL (Haapasalo
et al., 2001) ou induire une signalisation cellulaire différente par sa courte région
cytoplasmique (Ohira et al., 2005). Enfin, TrkB-T-shc est une isoforme qui, comme TrkB-T1,
présente un domaine cytoplasmique tronqué. Cependant, a la différence de TrkB-T1, cette
isoforme posséde encore le site de liaison & la protéine Shc (Src homology 2 domain
containing protein) conduisant probablement a wune activité biologique différente.

L’expression de cette derniére est exclusivement cérébrale (Stoilov et al., 2002).
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Figure 7 : Schéma représentatif des isoformes de TrkB

Chaque rectangle représente un exon du gene de TrkB encadré par les régions 5° et 3’ UTR,
UnTranslated Region. TrkB-FL est ['isoforme la plus longue mais dépourvue des exon 15 et 24
(complétement) et 14 et 17 (partiellement), TrkB-T1 est dépourvu des [’exons 16 a 24 (domaine
cytoplasmique), TrkB-T-shc est dépourvu des exons 15 et 16 (completement) et 14 et 17
(partiellement). Encadré Bleu, région non traduite ; Vert, région riche en cystéines ; Rouge, région
riche en leucines; Violet, domaine Ig-C2; Encadré Orange, insert de spécificité ; Noir, core
protéique; Orange foncé, domaine transmembranaire ; Bleu clair, site de liaison a la PLC-y ; Orange

clair, domaine tyrosine kinase ; Bleu foncé, queue cytoplasmique.
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Isoformes de TrkC

De la méme maniére que TrkA et TrkB, TrkC subit un épissage alternatif conduisant a
I’expression de différentes isoformes (Figure 8). La séquence de référence pour TrkC est celle
de TrkC-C. Comparée a celle-ci, TrkC-A présente une insertion de 14 acides aminés (codés
par I’exon 20) située dans le domaine tyrosine kinase (McGregor et al., 1994). Cette insertion
empéche la fixation des protéines adaptatrices shc et PLCY (Guiton et al., 1995). Concernant
I’isoforme TrkC-B, 1’épissage alternatif conduit a une large délétion de la région
cytoplasmique, emportant notamment le domaine tyrosine kinase (Shelton et al., 1995).
Celle-ci pourrait avoir, tout comme TrkB-T1, un effet dominant négatif sur TrkC-C (Palko et
al., 1999). Enfin, une derniere isoforme, TrkC-D, subit un épissage de I’exon 10 mais pas de
I’exon 20. Ainsi, tout comme TrkC-A, I’insertion de 14 acides aminés empéche la fixation de
shc et PLCY'. Cependant, la délétion de 1’exon 10 codant pour 9 acides aminés pourrait avoir
des conséquences sur la spécificité de liaison ligand/récepteur. En effet, L’exon 10 de TrkC

est trés homologue a I’insert de spécificité codé par I’exon 11 de TrkA (Shelton et al., 1995).
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Figure 8 : Schéma représentatif des isoformes de TrkC

Chaque rectangle représente un exon du gene de TrkC encadré par les régions 5 et 3° UTR,
UnTranslated Region. TrkC-A est l’isoforme la plus longue mais dépourvue des exon 14 et 15, TrkC-B
est pourvu de [’exon 15 qui contient un codon stop, TrkC-C est dépourvu des exons 14, 15 et 20, TrkC-
D est dépourvu des exons 10, 14 et 15. Encadré Bleu, région non traduite ; Vert, région riche en
cystéines ; Rouge, région riche en leucines; Violet, domaine Ig-C2; Encadré Orange, insert de
spécificité ; Noir, core protéique; Orange foncé, domaine transmembranaire ; Bleu clair, site de

liaison & la PLC-y ; Orange clair, domaine tyrosine kinase ; Bleu foncé, queue cytoplasmique.
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c. Interaction avec les ligands

v Interaction Trk/neurotrophines

C’est au début des années 90 que [l’activation des récepteurs Trks par les
neurotrophines a été démontrée. Afin de déterminer les motifs d’interaction entre les ligands
et ces récepteurs, des protéines chimériques ont été réalisées. En remplacant les différents
domaines extracellulaires d’un récepteur Trk par ceux d’un autre membre de la famille, deux
équipes différentes ont démontré simultanément I’importance du domaine 1g-C2 dans la
liaison neurotrophine/Trk (Perez et al., 1995; Urfer et al., 1995). Le domaine 1g-C1, quant a
lui, semble participer au maintien a 1’état monomérique du récepteur en 1’absence du ligand
(prévention d’une auto-activation du récepteur) (Arevalo et al., 2000). Des analyses par
cristallographie ont ensuite permis d’établir avec précision deux motifs responsables de
I’interaction entre les neurotrophines et les récepteurs Trks (Butte et al., 1998; Robinson et
al., 1999; Ultsch et al., 1999; Wiesmann et al., 1999; Wehrman et al., 2007). Le premier,
appelé « conserved patch » est un motif de 15 acides aminés situés dans la partie C-terminale
du domaine 1g-C2 des récepteurs qui interagit avec 23 acides aminés des neurotrophines
matures. Ces séquences d’interactions sont tres conservées entre les différents membres de la
famille (8 résidus sur 15 pour les récepteurs, 14 sur 23 pour les neurotrophines). Le second
motif, appelé « specificity patch », permet la spécificité de liaison d’une neurotrophine pour
son récepteur. Dans le cas du BDNF et NT-4/5, ce second motif est trés similaire (5 acides
aminés en commun sur 7) ce qui explique 1’affinité commune pour TrkB. Enfin, comme décrit
précédemment, les récepteurs disposent d’un insert de spécificité juxtamembranaire, dont
I’expression est régulée par épissage alternatif, permettant ’interaction avec NT-3 (Clary et
al., 1994; Ivanisevic et al., 2007).

L’affinité des neurotrophines pour leurs récepteurs est €galement modifiée par la

NTR NTR
5. 5

présence de p7 En effet, des études ont montré que p7 présenterait les
neurotrophines aux récepteurs Trks permettant d’augmenter 1’affinité des ligands pour ceux-Ci
(Barker 2007; Wehrman et al., 2007). En outre, il augmenterait également la spécificité
d’interaction des récepteurs Trks pour leur ligand de prédilection, en empéchant I’activation
de TrkA et TrkB par NT-3, et en limitant I’interaction de NT-4/5 avec TrkB (Benedetti et al.,

1993; Clary et al., 1994; Bibel et al., 1999; Brennan et al., 1999; Kuruvilla et al., 2004).
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v'Interaction Trk/proneurotrophines

Comme décrit précédemment, les effets biologiques des proneurotrophines n’ont été
découverts que dans les années 2000, 50 ans apres la découverte des effets des neurotrophines
matures (Lee et al., 2001). Dans cette étude, Lee et ses collaborateurs montrent que les effets
biologiques du proNGF ne passent pas par 1’activation de TrkA. Cependant, d’autres études,
réalisées plus tard, démontrent une interaction entre la proneurotrophine et ce récepteur
(Nykjaer et al., 2004), bien que 10 fois plus faible que I’interaction NGF / TrkA (Fahnestock
et al., 2004). En réalité, la capacité du proNGF a activer ou non TrkA dépend du contexte
cellulaire. Ainsi, sur des neurones de souris jeunes, le proNGF stimule la neuritogénése et la
survie cellulaire par ’activation de TrkA, alors que sur des neurones issus de souris agées,
une augmentation de I’expression de la sortiline favorise une réponse pro-apototique de la
proneurotrophine (Al-Shawi et al., 2008). Ces observations sont confortées par des travaux
réalisés sur les cellules PC12 montrant une sous-population dont le traitement au proNGF
meéne a des effets pro-apoptotiques alors que la population totale traitée présente une
augmentation de la survie cellulaire. Cette sous-population a la particularité d’avoir un ratio
d’expression p75" "~ / TrkA augmenté, soulignant ainsi I’importance du taux d’expression de

NTR
5

chaque co-récepteur (p7 , sortiline et TrkA) dans la régulation de I’activité biologique des

proneurotrophines (Masoudi et al., 2009).

d. Voies de signalisation induites

L’activation des récepteurs se fait suite a une dimérisation du récepteur induite par le
ligand. Les récepteurs seraient ensuite trans-autophosphorylés sur des résidus tyrosines
(Lemmon et al., 2010). Des travaux récents montrent cependant que le ligand n’induirait pas
la dimérisation des récepteurs mais plutdt un changement conformationnel d’homodimeres
pré-formés (Shen et al., 2011). Les premiers résidus phosphorylés sont ceux du domaine
tyrosine kinase, puis vient le tour des tyrosines de la queue cytoplasmique du récepteur, ce qui
permet, in fine, le recrutement de protéines adaptarices (Stephens et al., 1994) (Figure 5).
Dans 1’étude de I’axe NGF / TrkA, 3 grandes voies de signalisation ont été décrites : la voie
P13-K (Phospholnositide 3 Kinase), la voie des MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinases)
et la voie PLC-PKC (PhosphoLipase C — Protein Kinase C) (Figure 9). Ces signalisations

ont ensuite été extrapolées aux autres récepteurs de la famille (Chao 2003).
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v PI3-K

La voie PI3-K est essentielle a la survie cellulaire induite par les neurotrophines
(Figure 9). Elle est activée suite au recrutement de la protéine adaptatrice Shc (Src homology
2 domain containing protein) sur la tyrosine phosphorylée juxtamembranaire (Y*** pour
TrkA-I1) (Dikic et al., 1995). Shc forme alors un complexe avec Grb2, Gab1l et enfin la P13-K
(Holgado-Madruga et al., 1997; Korhonen et al., 1999). Dans d’autres types cellulaires, ce
sont les protéines adaptatrices IRS-1 (Insulin Receptor Substrate 1) et IRS-2 qui pourraient
permettre le recrutement de la PI3-K (Yamada et al., 1997). Enfin, cette derniére peut étre
recrutée directement sur une tyrosine de la queue C-terminale (Y?* pour TrkA-11) via sa sous-
unité p85 (Ohmichi et al., 1992; Obermeier et al., 1993). Aprés activation d’Akt, les
effecteurs de cette signalisation sont la proteine NFkB, dont la phosphorylation est activatrice,
et les protéines Bad et Forkhead qui, une fois phosphorylées, sont séquestrées par 14-3-3
(Datta et al., 1997; Brunet et al., 1999; Foehr et al., 2000; Zheng et al., 2002).

De maniére intéressante, la voie PI3-K peut étre également initiée suite a la
transactivation de TrkA par des RCPG (Récepteur Couplé aux Protéines G). Ainsi,
I’activation du récepteur Aa par I’adénosine conduit a 1’activation de Fyn ce qui conduit a la
phosphorylation de TrkA, de maniére complétement indépendante du NGF. Cette
phosphorylation de TrkA a pour conséquence 1’activation de la voie PI3-K / Akt décrite ci-
dessus (Lee et al., 2001; Rajagopal et al., 2006). L’adénosine peut également agir via le
récepteur PACAP (Pituitary Adenylate Cyclase Activating Peptide) pour produire les mémes
effets sur TrkA via la protéine Src (Lee et al., 2002; Shi et al., 2010). Plus généralement,
I’activation de [D’adénylyl cyclase menant a 1’augmentation d’AMPc (Adénosine
MonoPhosphate cyclique) permet ce type de transactivation (Piiper et al., 2002). Ensemble,

ces données soulignent I’importance des communications croisées entre les récepteurs.

v' MAPK

L’axe (pro)neurotrophine / Trk peut induire deux types d’activation de la voie MAPK
impliquant des protéines adaptatrices différentes (Figure 9).

Le premier type est une activation bréve, passant par la RhoGTPase Ras (Hagag et al.,
1986; Qiu et al., 1991). Tout comme ’activation de la PI13-K, Ras nécessite le recrutement de
Shc et Grb2 a partir de la phospho-tyrosine juxtamembranaire du récepteur pour induire une
cascade de signalisation. Cette cascade passe ensuite par le recrutement de SOS (Son Of
Sevenless) puis par ’activation des kinases Raf (Rapidly accelerated fibrosarcoma) (Raf-1 et
B-Raf) et des MAPK (Nimnual et al., 1998). Enfin, ce sont les kinases Rsk (Ribosomal
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protein s6 kinase) et MSK1 (Mitogen and Stress-activated protein Kinase 1) qui vont étre a
leurs tours activées et permettre la phosphorylation du facteur de transcription CREB (Xing
et al., 1996; Deak et al., 1998). Ce dernier va alors induire la transcription de géenes impliqués
dans la croissance et la différentiation cellulaire (Lonze et al., 2002). L’ensemble de cette
signalisation est régulée négativement par la Neurofibromine (qui inactive directement Ras) et
par les MAPK elles-mémes (VVogel et al., 2000). En effet, les MAPK induisent 1’activation de
GEF-SOS qui méne a la dissociation du complexe Grb2 / SOS et donc a un rétrocontréle
rapide de la voie de signalisation (Kao et al., 2001).

Le second type d’activation de la voie MAPK permet une signalisation prolongée dans
le temps. Elle nécessite 1’internalisation du récepteur par les cavéoles ou par macropinocytose
(Peiro et al., 2000; Valdez et al., 2005; Philippidou et al., 2011). Ces types d’endocytoses
sont régulés respectivement par la cavéoline et la protéine Pincher. Elles aboutissent a la
formation d’endosomes de signalisation, essentiels pour le transport rétrograde (axone vers
corps cellulaire) du complexe NGF / TrkA dans les neurones (Grimes et al., 1996). Ce
transport est requis pour induire une signalisation efficace dans les corps cellulaires
neuronaux. Ainsi, tout au long du transport rétrograde de 1’endosome de signalisation, une
plateforme de signalisation est maintenue conduisant a I’activation prolongée de la voie
MAPK (York et al., 1998; Delcroix et al., 2003). Dans ces endosomes, la protéine adaptatrice
Frs2 (FGF receptor substrate 2) reconnait la phospho-tyrosine juxtamembranaire et
recruterait CrkL (Kao et al., 2001). Le role de Frs2 est néanmoins contreversé (Wu et al.,
2001; Postigo et al., 2002) et le recrutement de CrkL pourrait passer par la proteéine ARMS
(Ankirin Repeat-rich Membrane Spaning) (Kong et al., 2001; Arevalo et al., 2004; Arevalo et
al., 2006). Quelque soit le mode de recrutement de CrkL, cette derniére va activer C3G, une
GEF qui va agir sur Rapl (Ras-related protein 1) (York et al., 1998; Birge et al., 2009). Rapl
active ensuite B-Raf pour enfin mener a la phosphorylation des MAPK. Tout comme
I’activation bréve de la voie, les MAPK vont activer Rsk et MSK1 permettant la
phosphorylation de CREB et stimuler ainsi la transcription de genes liés a la survie et la
différenciation cellulaire. De maniere intéressante, une phosphatase joue également un role
dans I’activation prolongée des MAPK. En effet, apres fixation de la protéine adaptatrice
NOMA-GAP sur le recepteur, la phosphatase SHP2 (Src-Homology 2 containing tyrosine
Phosphatase 2) est recrutée et permet une activation prolongée de la MAPK Erk5
(Extracellular-signal-regulated kinase 5) (Rosario et al., 2007). Cette activation nécessite

¢galement I’endocytose du récepteur. Elle conduit a la phosphorylation de MEF2D (MADS
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box transcription Enhancer Factor 2 polypeptide D) qui est un facteur de transcription
permettant I’expression de génes anti-apoptotiques comme Bcl-w (Pazyra-Murphy et al.,
2009).

v PLCY-PKC

L activation de la voie PLCY-PKC nécessite la phosphorylation de la tyrosine 759
(pour TrkA-11) située sur la queue cytoplasmique du récepteur (Vetter et al., 1991; Obermeier
et al., 1993; Stephens et al., 1994) (Figure 9). Cette phosphotyrosine va directement étre
reconnue par PLC-Y'1 qui va alors induire 1’hydrolyse de PIP2 (Phosphatidyl Inositol 4,5-
biPhosphate) produisant ainsi de I’IP3 (Inositol 1,4,5-triPhosphate) et du DAG
(DiAcylGlycerol). L’TP3 va se fixer sur son récepteur IP3R situé a la membrane du réticulum
endoplasmique et permettre 1’ouverture des canaux calciques. Cela va entrainer une
augmentation de la concentration en ions calciques (Ca®*) dans le cytoplasme et conduire &
I’activation des kinases PKC et CAMK (Ca?*/CALMODULIN-regulated protein Kinase). Le
DAG va, quant a lui, concentrer la PKC a la membrane plasmique pour faciliter son activation
(Singer et al., 1997; Kim et al., 2000). Une fois activée, la PKC va favoriser I’activité
transcriptionnelle de CREB a travers 1’activation de la voie des MAPK (Obermeier et al.,
1994; Corbit et al., 1999; Wooten et al., 2000). La CAMK menera aux mémes effets par une
phosphorylation directe du facteur de transcription (Curtis et al., 1999). Enfin, une autre voie
d’activation de la PKC, cette fois-ci dépendante de la phosphotyrosine juxtamembranaire, a
également été décrite. Elle met en jeu la protéine adaptatrice Frs2 qui peut recruter la protéine

Src qui va elle-méme directement phosphoryler la PKC-1 (Wooten et al., 2001).

v’ Le rétrocontble du récepteur

L'activation de TrkA est finement régulée, ce qui nécessite des mécanismes de
rétrocontréle. Pour cela, il existe 3 grands mécanismes : [I’internalisation, la
déphosphorylation et le clivage protéolytique.

L’internalisation permet, soit la dégradation du récepteur, soit son recyclage. Dans le
cas des récepteurs Trks, elle peut se faire par une endocytose dépendante de la clathrine,
dépendante de la caveoline ou encore par macropinocytose (Bilderback et al., 1999; Beattie et
al., 2000; Jullien et al., 2003). Les endosomes précoces ainsi formés peuvent suivre plusieurs
voies différentes. Soit ils sont dirigés vers une voie de recyclage, pour induire un ré-adressage

membranaire du récepteur (Chen et al., 2005). Soit ils sont dirigés vers des endosomes tardifs
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qui meneront a la dégradation du récepteur apres fusion avec des lysosomes (Takahashi et al.,
2011). Enfin, I’internalisation peut également conduire & la formation des endosomes de
signalisation décrits précédemment (Valdez et al., 2007). Le destin du récepteur tient en partie
a ’activité tyrosine kinase de ce dernier. En effet, le récepteur dépourvu de domaine tyrosine
kinase sera plutdt dirigé vers les endosomes de recyclage alors que les récepteurs possédant
une activité tyrosine kinase seront plutot redirigés vers les endosomes tardifs (Alderson et al.,
2000). Ce destin est également dépendant de la polyubiquitinylation du récepteur par TRAF6
(TNF Receptor Associated Factor 6), ou de sa monoubiquitinylation par c-Cbl ou NEDD4-2
(Neural precursor cell Expressed, Develpmentally Down regulated 4-2) (Arevalo et al., 2006;
Jadhav et al., 2008; Takahashi et al.,, 2011). Ces modifications post-traductionnelles
conduisent a la dégradation de ce dernier. Enfin, le recrutement de I’endophiline B1 au niveau
des endosomes précoces favoriserait plutdt le recyclage du récepteur (Wan et al., 2008;
Cheung et al., 2009).

La régulation de D’activit¢ des Trks se fait également par le recrutement de
phosphatases qui déphosphoryleront ces derniers. Ainsi, la protéine SHP-1 est recrutée par la
phospho-tyrosine juxtamembranaire et peut déphosphoryler les tyrosines du domaine tyrosine
kinase (Marsh et al., 2003; Montano 2009). Certains membres de la famille des RPTP
(Receptor-type Protein Tyrosine Phosphatase) ont également été décrits comme ayant des
effets similaires (Shintani et al., 2001; Faux et al., 2007; Shintani et al., 2008).

Enfin, une forme soluble de TrkA, issue d’un clivage du récepteur a été retrouvée
invitro et in vivo. Des études ont montré que le clivage est dépendant de la stimulation au
NGF et pourrait donc constituer un autre mécanisme de régulation de 1’activité du récepteur

(Cabrera et al., 1996; Ancot et al., 2009).
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Figure 9 : Signalisations induites par les récepteurs Trk, exemple de TrkA

Le récepteur TrkA est activé par la fixation du NGF ce qui permet la trans-autophoshorylation des
tyrosines Y®”°, Y¢"* et Y®”® du domaine tyrosine kinase, puis des résidus Y**°, Y®%, Y™ et Y® induisant
le recrutement de protéines adaptatrices. Shc et Frs2 se fixent sur Y*®°, p85-P13-K sur Y™, et la PLCY"
sur le résidu Y®. Les voies de signalisation activées vont conduire a la survie, la différenciation et
dans certains cas la motilité des cellules. Shc, Src homology-2 containing protein ; FRS2, Fibroblast
growth factor Receptor Substrate 2 ; Src ; PKC, Protein Kinase C ; CREB, Cyclic AMP-Responsive
Element Binding Protein ; SOS, Son Of Sevenless ; Ras ; Raf ; MAPK, Mitogen-Activated Protein
Kinase ; Rsk, Ribosomal protein s6 kinase ; MSK1, Mitogen and Stress activated protein Kinase 1 ;
NFkB, Nuclear Factor kappa B ; Neurofib ; Grb2, Growth factor receptor-bound protein 2 ; Gabl,
Grb2-associated-binding protein 1 ; PI3-K, Phospholnositide 3-Kinase ; IkB, Inhibitor of kappa B ;
Bad, Bcl2-antagonist of cell death; FRKH, Forkhead ; 14-3-3 ; PLCY; PhosphoLipase C gamma ;
DAG, DiAcylGlycerol ; PIP2, Posphatidylinositol 4,5 bisPosphate ; IP3, Inositol 1,4,5 triPhosphate ;
IP3R, Inositol 1,4,5 triPhosphate receptor ; CAMK, Calcium/Calmodulin-regulated protein kinase ;
ARMS, Ankyrin repeat-Rich Membrane Spanning protein ; Crk ; C3G, Rap guanine nucleotide
exchange factor 1 ; Rapl, Ras-related protein 1 ; NOMA, Neurite Outgrowth MultiAdaptator ; SHP2,
Src-Homology-2 containing tyrosine-protein Phosphatase ; Erk5, Extracellular signal-regulated

kinase 5 ; MEF2D, Myocyte-specific Enhancer Factor 2.
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3. Lasortiline

a. Découverte

La sortiline est un récepteur qui est commun a toutes les proneurotrophines. Elle a été
découverte simultanément par plusieurs equipes en 1997-1998 (Lin et al., 1997; Petersen et
al., 1997; Mazella et al., 1998). C’est pour cela qu’elle porte également le nom de gpl110
(glycoprotein 110) et NTR3 (NeuroTensin Receptor 3). Ainsi, la sortiline a été identifiée
alors que 1’équipe de Petersen essayait de comprendre les mécanismes moléculaires
responsables de 1’adressage des récepteurs de la famille des LDLR (Low Density Lipoprotein
Receptor). Mazella et ses collaborateurs tentaient, quant a eux, d’identifier les récepteurs de la
neurotensine lorsqu’ils ont découvert la sortiline (appelée alors NTR3) par chromatographie.
Enfin c’est en travaillant sur la régulation du taux de glucose plasmatique que le groupe de
Lin a mis en évidence une glycoprotéine de 110kDa (gpl10) qui, aprés séquengage s’est

avérée étre la sortiline.
b. Structure

v' Gene
La sortiline est codée par le gene SORT1 situé sur le chromosome 1 (p21.3-p13.1). Ce
géne est composé de 20 exons répartis sur 50 kb (Hampe et al., 2001). Ce gene est la cible de
facteurs de transcription comme MITF (MIcrophthalmia-Associated Transcription Factor) ou
encore NeuroD6 (Neurogenic Differentiation factor 6) (Li et al., 2007; Hoek et al., 2008).
Sans étre completement ubiquitaire, son ARNm est retrouvé dans de nombreux tissus tels que
le cerveau, la moelle épiniére, le coeur, les muscles striés squelettiques, la thyroide, les

testicules ou encore le sein (Mazella 2001; Somai et al., 2002).

N° NCBI Localisation Taille N° Uniprot Taille
sortiline NM_002959.4 1p21.3-p13.1 7018 Q99023 831

Tableau 4 : La sortiline humaine
La sortiline, la localisation chromosomique de son gene et la taille de I’ARNm correspondant en paire
de base. Le numéro d’accession NCBI correspond au transcrit majoritaire. Le numéro d’accession

Uniprot et la taille de la protéine en acide aminé correspondent a la forme compléte du récepteur.
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v Protéine

Une fois synthétisée, la protéine se présente sous la forme d’une pré-pro-sortiline de
832 acides aminés. Le peptide signal de 33 acides aminés est eliminé pour donner un pro-
récepteur transmembranaire de type I. Le propeptide (44 acides aminés) peut, quant a lui, étre
a son tour clivé par la furine rendant ainsi le récepteur accessible aux ligands (Munck Petersen
et al., 1999). La protéine mature, de 753 acides amines, est composée d’une grande région
extracellulaire de 678 acides aminés (S* & N°’®), d’un domaine transmembranaire de 23 acides
aminés (S°”° & V') et d’une petite région cytoplasmique de 53 acides aminés (K% & E™%
(Figure 10).

Domaine extracellulaire

La partie extracellulaire est principalement constituée de la structure VpslOp
(Vacuolar protein sorting 10 protein). Cette structure d’environ 670 acides aminés contient un
domaine p-propeller formé de 10 hélices B (S' & E>?) et d’un module de 10 cystéines
conservées appelé 10CC (R** & K°"%) formant 5 ponts disulfures (Westergaard et al., 2004;
Quistgaard et al., 2009). Cette région est également glycosylée, portant le récepteur de 95 a
100 kDa. Chez I’'Homme, seules 5 protéines possédent un domaine VpslOp. Il s’agit de
SORLA (SORtilin-related Receptor L(DRL class) A), SORCS1 (SORtilin-related receptor
CNS expressed 1), SORCS2, SORCS3 et de la sortiline. L’étude du domaine Vpsl10p
montre que les deux régions (B-propeller et 10CC) semblent étre impliquées dans la liaison de
la sortiline avec ses ligands (Westergaard et al., 2004; Paiardini et al., 2008).

Domaine transmembranaire et intracellulaire

Le domaine transmembranaire est composé d'une seule hélice hydrophobe insérant le
récepteur dans la membrane plasmique. Il est suivi par un domaine cytoplasmique court
abritant 3 motifs d’interaction différents, également retrouvé dans le récepteur CI-M6P/IGF-
2R (Cation Independant-Mannose 6-Phosphate / Insulin Growth Factor Receptor), protéine
impliquée dans la régulation du trafic intracellulaire (Puertollano et al., 2001). Le premier
motif, Y'*°SVL"®, joue un réle dans 1’endocytose du récepteur. Le second, D"’SDED"™, est
un cluster acide phosphorylable probablement impliqué dans le recyclage de ce dernier. Enfin,

L752 L753

le motif dileucine ( ) est impliqué dans la régulation du trafic intracellulaire de

protéines cytoplasmiques par la sortiline.
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Figure 10 : Repreésentation schématique de la sortiline

La sortiline est composée d 'un domaine extracellulaire qui comporte un domaine f—propeller (rouge),
un domaine riche en cystéines (vert), et plusieurs sites de glycosylation (Y). Il est suivi d’un domaine
transmembranaire, puis d’un domaine cytoplasmique qui comprend un motif d’interaction YSVL
(bleu), un motif acide DSDED (vert foncé) et un motif dileucines LL (orange).

c. Interaction avec les ligands

La sortiline possede de nombreux ligands. Parmi eux, la neurotensine, RAP (Receptor
Associated Protein), LpL (Lipoprotein Lipase), les proneurotrophines, ou encore apoA-V
(apolipoprotein A-V) (Mazella et al., 1998; Tauris et al., 1998; Nielsen et al., 1999; Nykjaer
et al., 2004; Nilsson et al., 2008).

L’interaction de la sortiline avec ses ligands dépend exclusivement du domaine
VpslOp. Afin de déterminer quelle partie du domaine (B-propeller ou 10CC) est requise pour
la fixation des ligands, une équipe a remplacé le module 10CC de la sortiline par le module
10CC de SORLA, un autre récepteur de la méme famille (Westergaard et al., 2004). Ces
travaux ont montré que la protéine chimérique n’interagissait plus avec les ligands de la
sortiline mais avec les ligands de SORLA. Le module 10CC est donc essentiel a la spécificité
de la liaison ligand-récepteur. D’autres études ont néanmoins souligné le role de la partie
B-propeller dans ces interactions. Une modélisation informatique et une comparaison avec
d’autres récepteurs possédant une partie PB-propeller similaire ont permis d’émettre

I’hypothése que les ligands se fixaient directement sur cette partie (Paiardini et al., 2008).
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Cette hypothése a été confirmé par les travaux de Quistgaard et de ses collaborateurs qui, par
cristallographie, ont montré que la neurotensine se fixait a ’intérieur du tonneau formé par
les hélices B du B-propeller (Quistgaard et al., 2009). L’étude souligne néanmoins que les
sites d’interactions sur le récepteur sont différents selon les ligands, méme si un phénomene
de compétition existe (Munck Petersen et al., 1999; Nykjaer et al., 2004). Enfin, des travaux
plus récents ont permis d’identifier une séquence linéaire de 12 acides aminés
R™IFRSSDFAKNF™ responsable de la fixation des proneurotrophines (Serup Andersen et
al., 2010).

d. Voies de signalisation induites

La sortiline pouvant interagir avec de nombreux partenaires, elle est donc impliquée
dans divers processus biologiques. Par exemple, du fait de son homologie avec les protéines
de type MPR (Mannose-6-Phosphate Receptors), elle est impliquée dans le trafic
intracellulaire. De plus, méme si elle est majoritairement retrouvée dans le réticulum
endoplasmique et I’appareil de Golgi, on en retrouve environ 10% a la membrane plasmique
(Canuel et al., 2009). Elle endosse alors le role de (co)récepteur (Nykjaer et al., 2012) (Figure
11).

v" Role dans le trafic intracellulaire

La partie cytoplasmique de la sortiline est homologue a celle de CI-M6P/IGF-2R, une
protéine connue pour reconnaitre le mannose-6-phosphate des enzymes lysosomiales et les
diriger de [D’appareil de Golgi jusqu’aux lysosomes. L’homologie est telle que le
remplacement de la partie cytoplasmique de CI-M6P/IGF-2R par celle de la sortiline n’altére
pas la fonction du CI-M6P/IGF-2R (Nielsen et al., 2001). Ceci implique que la partie
cytoplasmique de la sortiline est capable de recruter des protéines adaptatrices similaires au
récepteur CI-M6P/IGF-2R.

La régulation du transport antérograde (appareil de Golgi vers endosomes) par la
sortiline se fait donc apres recrutement de GGA2 (Gogli-localizing Gamma-adaptin ear factor
homology domain, ADP-ribosylation factor-binding protein 2) sur le motif YSVL et LL du
récepteur (Nielsen et al., 2001). GGA2 permet ainsi 1’ancrage au cytosquelette et participe a
la reconnaissance des cargos trans-golgiens (Lohi et al., 2002). Plus récemment, il a été décrit
gue le complexe AP-1 (Adaptator Protein 1) joue également un rdle dans ce transport en se
fixant sur une séquence de 10 acides aminés (V'*>-A’™) contenant le motif acide DSDED
(Canuel et al., 2008).
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La régulation du transport rétrograde (endosomes vers appareil de Golgi) est assurée
apres recrutement de rétromeres par la sortiline. Ainsi, les protéines VPS (Vacuolar Protein
Sorting) 26 et 35 interagissent avec le motif YSVL de la sortiline entrainant le transport des
protéines des endosomes vers I’appareil de Golgi (Canuel et al., 2008). Le motif DSDED
semblerait également jouer un role dans ce transport en permettant I’interaction avec la
protéine PACS1 (Phosphofurin Acidic Cluster Sorting protein 1) conduisant au recyclage du
récepteur (Willnow et al., 2008).

Enfin, la sortiline peut également internaliser ses ligands extracellulaires (comme la
neurotensine) via un mécanisme d’endocytose dépendant de la clathrine. Cette derniére serait
recrutée par la sortiline avec comme intermédiaire la protéine adaptatrice AP2 (Adaptator
Protein 2) (Morinville et al., 2004; Nielsen et al., 2007; Willnow et al., 2008).

v Rdle pro-apoptotique
En plus de son role dans le trafic intracellulaire, la sortiline est nécessaire a I’apoptose
des cellules neuronales induite par les proneurotrophines. En effet, la sortiline agit comme un

NTR
5

co-récepteur de p7 (Nykjaer et al., 2004). Sous I’effet de la proneurotrophine, un

complexe ternaire se forme, le prodomaine de cette derniere se fixant sur la sortiline et la

partie mature sur p75" "

. La signalisation alors induite passe par I’activation de la protéine
JNK et des caspases 3 et 6 (Volosin et al., 2006). D’autres études soulignent le fait que, tout
comme p75"", la sortiline peut étre clivée par ADAM17/TACE et le complexe y-sécrétase,
supposant ainsi que le domaine intracellulaire de la sortiline peut étre transloqué dans le
noyau pour y induire une signalisation particuliere. Enfin, NRH2, largement impliqué dans la
signalisation pro-apoptotique de p75"'", est également engagé dans la formation de ce

complexe ternaire proneurotrophine / sortiline / p75N™®

puisqu’il induit la relocalisation de la
sortiline & la membrane. De plus, cette protéine favorise directement 1’interaction des co-

récepteurs en se liant physiquement avec ceux-ci (Kim et al., 2009).

v Roéle dans la migration cellulaire
Dans les cellules non neuronales, la sortiline peut favoriser la migration cellulaire. En
effet, aprés stimulation par la neurotensine de cellules microgliales, il a été démontré que les
voies PI3-K et MAPK sont activées, conduisant a une réorganisation de ’actine F et la
projection de filopodes nécessaires a la migration cellulaire (Martin et al., 2003; Martin et al.,
2005). Cet effet peut, par ailleurs, étre inhibé par le propeptide de la sortiline, connu pour

interagir avec la forme mature du récepteur et empécher ses interactions avec les ligands. Ce
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phénomene, associé a 1’absence de NTSR1 et NTSR2 dans les cellules microgliales souligne

donc I’importance de la sortiline dans cette migration induite par la neurotensine.

he
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Figure 11 : Signalisations induites par la sortiline

La sortiline est responsable du trafic entre I’appareil de Golgi et les endosomes. Elle peut également
induire une signalisation dépendante des proneurotrophines a travers le recrutement de protéines
adaptatrices. Elle participe aussi a [’internalisation des récepteurs et dans certains cas, a leur
recyclage / adressage membranaire. Les voies de signalisation activées peuvent conduire a [’apoptose
ou a la survie, suivant le contexte cellulaire. AP2, Adaptator Protein 2 ; PI3-K, Phospholnositide 3-
Kinase ; MAPK, Mitogen-Activated Protein Kinase ; JNK, c-Jun N-terminal Kinase ; Casp, Caspase
2 ; GGA2, AP1, Adaptator Protein 1 ; VPS, Vacuolar Protein Sorting ; PACS1, Phosphofurin Acidic
Cluster Sorting protein 1, NRH2, Neurotrophin Receptor Homologue 2.

4. Interaction entre les récepteurs
La signalisation des neurotrophines et de leurs précurseurs est non seulement
dépendante de Dexpression des trois récepteurs (p75" ', Trk, sortiline) mais elle est

également dépendante des interactions entre ceux-ci (Figure 12).
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a. Interaction Trk/p75"™®

Bien que présentant les mémes ligands (les neurotrophines), les récepteurs Trks semblent
induire une signalisation antagoniste (survie cellulaire) a celle induite par p75"'" (apoptose).
Cependant, 1’expression de ces récepteurs n’est pas systématiquement anti-corrélée, posant
donc la question des signalisations induites en cas de co-expression de ces récepteurs. Bien
que considéré comme un récepteur de haute affinité, le récepteur TrkA fixe de la méme
maniére le NGF que p75""" (Kd =~ 10 M) lorsque ces deux récepteurs ne sont pas exprimés
simultanément dans la cellule. Cette affinité de TrkA pour le NGF est cependant augmentée
lorsque p75"™" est co-exprimé dans la cellule (Kd =~ 10™ M) (Hempstead et al., 1991;
5NTR

Mahadeo et al., 1994). De plus, la présence de p7
liaison TrkA / NGF tout en inhibant I’interaction entre TrkA et NT-3 (Clary et al., 1994). Par

permet d’augmenter la spécificité de la

ailleurs, la stimulation au NGF des neurones sympathiques entraine une augmentation de
I’expression de p75"'", favorisant ainsi la signalisation du NGF aux dépends de NT-3
(Brennan et al., 1999; Kuruvilla et al., 2004). Ensemble, ces résultats montrent que la

NTR
5

coopération de p7 avec TrkA permet la création d’un site de haute affinité au NGF

potentialisant ainsi les effets de ce dernier. Alors que les interactions entre TrkA et p75"'™"
sont dependantes des régions intracellulaire et transmembranaire (Esposito et al., 2001), les
interactions entre la neurotrophine et ses récepteurs semblent également jouer un réle dans
cette coopération (Barker et al., 1994; Lachance et al., 1997). En effet, I’inhibition de la
liaison NGF / p75"™® aboutit 4 une diminution de I’affinité entre le NGF et TrkA (Ryden et
al.,, 1997). Ces résultats, suggérant une interaction directe entre les deux récepteurs sous
I’effet du NGF, sont en adéquation avec les co-immunoprécipitations des récepteurs réalisées
(Huber et al., 1995; Gargano et al., 1997; Bibel et al., 1999; Lad et al., 2003). D’autres études
ont, par la suite, confirmé 1’interaction directe entre les deux récepteurs. La steechiométrie du
complexe NGF / p75"™R / TrkA serait de 4:2:2, c'est-a-dire que 2 diméres de NGF formés au
préalable vont interagir avec deux molécules de p75™™® et deux de TrkA (Covaceuszach et al.,
2015). Outre le fait que p75""" augmente 1’affinité et la spécificité de liaison NGF / TrkA,
certaines études tendent a déemontrer que les voies de signalisations induites par le complexe
seraient différentes des signalisations NGF / TrkA ou NGF / p75"™® précédemment décrites
(Chao 2003; Barker 2007). Par exemple, dans les oligodendrocytes, en ’absence de TrkA, le
NGF permet I’activation de la voie JNK via p75"'" (Casaccia-Bonnefil et al., 1996).
Cependant, I’expression de TrkA dans ces cellules modifie les effets biologiques du NGF

(Yoon et al., 1998). En effet, I’activation de TrkA favorise une signalisation stimulant la
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survie cellulaire (PKC, P13-K, MAPK) mais inhibe également la voie JNK activée par p75"'"
(Mazzoni et al., 1999; Bilderback et al., 2001; Plo et al., 2004) (Figure 12). D’autres études
ont montré que certaines protéines, communes aux signalisations des deux récepteurs,
permettent une signalisation renforcée lorsque le complexe NGF / p75™"™R / TrkA se forme. La
cavéoline, par exemple, est nécessaire pour I’internalisation de TrkA aprés stimulation au
NGF. Elle participe également a la formation des céramides dans le cadre de la signalisation
NGF / p75""R (Bilderback et al., 1997). Lorsqu’un complexe NGF / p75N"/ TrkA se forme,
la cavéoline bloque la phosphorylation de TrkA, inhibant ainsi une partie de sa signalisation
(Bilderback et al., 1999). Comme cette signalisation, et notamment 1’activation de la voie
P13-K, peut conduire a I’inhibition de la production de céramides, la cavéoline potentialise la
production de ces derniers conduisant a des effets pro-apoptotiques (Bilderback et al., 2001)
(Figure 12).

b. Interaction p75" "/sortiline

NTR
5

Alors que I’interaction entre p7 et Trk concerne les signalisations induites par les

5NTR et la sortiline se sont révélées essentielles a la

neurotrophines, les interactions entre p7
signalisation induite par leurs précurseurs. La mise en évidence du role de la sortiline dans les
effets biologiques induits par les proneurotrophines a permis de répondre a de nombreuses
interrogations. En effet, les proneurotrophines ont largement été décrites comme ayant des
effets pro-apoptotiques (Lee et al., 2001). Ces effets sont la conséquence de 1’activation de
p75" "R (Beattie et al., 2002). Cela suggére donc que les proneurotrophines se lient
préférentiellement & p75"'". Cependant, des études d’affinités ont montré que le proNGF,
précurseur du NGF, posséde la méme affinité pour p75™ " et TrkA (Kd =~ 15.10° M) (Nykjaer
et al., 2004). En réalité, I’affinité du proNGF pour p75™ " résulte de I’interaction entre p75™
et la sortiline. En effet, la présence de la sortiline permet la formation d’un site de haute
affinité favorisant la fixation du proNGF sur p75N™® (Kd = 1,6.10™° M) (Feng et al., 2010).
Le prodomaine du proNGF se fixe alors sur la sortiline (probablement le motif 10CC), et la

partie mature sur p75" ' "

(séquence juxtamembranaire de 23 acides aminés) conduisant a une
signalisation pro-apoptotique (Skeldal et al., 2012). La formation de ce complexe a également
été décrite pour le proBDNF et le proNT-3 et conduit aux mémes effets (Teng et al., 2005;
Yano et al., 2009). En dehors de son rdle pour I’affinit¢ proneurotrophines / p75™'F,
I’implication directe de la sortiline dans la signalisation pro-apoptotique reste mal connue
(Kim et al., 2009; Skeldal et al., 2011). Il semblerait néanmoins que la sortiline favorise le
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clivage de p75""" et donc la production de p75""*~ICD menant & la mort cellulaire (Skeldal
etal., 2012).

c. Interaction Trk/sortiline

Plus récemment c’est 1’interaction entre la sortiline et TrkA qui a été décrite. En utilisant
du proNGF non clivable, et donc incapable de genérer du NGF mature, certains travaux ont
montré que le proNGF peut induire la phosphorylation TrkA et activer la voie des MAPK
(Clewes et al., 2008; Armugam et al., 2012). En accord avec ces résultats, des expériences
d’immunoprécipitations ont permis d’identifier I’interaction entre le proNGF et TrkA
(Fahnestock et al., 2004). Le role de la sortiline dans cette signalisation n’est pas clair. Il
semblerait qu’elle interagisse avec les récepteurs Trk pour les conduire a la membrane
plasmique. Ces interactions, dépendantes des domaines extracellulaires des deux récepteurs,
permettrait également une fixation des proneurotrophines, formant ainsi un complexe ternaire
(Vaegter et al., 2011). Notre laboratoire a, par ailleurs, décrit une signalisation du proNGF
dans les cellules cancéreuses de sein capable de stimuler I’invasion cellulaire par la
coopération entre la sortiline et TrkA en activant les voies P13-K / Akt et Src (Demont et al.,
2012). Cette étude a également montré que cette signalisation est complétement indépendante
de p75"™". Ensemble, ces résultats suggérent fortement une signalisation initiée par un

complexe proNGF / sortiline / TrkA.
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La coopération entre TrkA et p75"™® permet la formation d’un site de haute affinité pour le NGF. Ces
coopérations peuvent induire, suivant le contexte cellulaire, la mort ou la survie cellulaire. p75"™
peut également coopérer avec la sortiline suite & une stimulation par les proneurotrophines, pour
induire une signalisation pro-apoptotique. La coopération de TrkA avec la sortiline sous [’effet du

proNGF peut induire la motilité des cellules cancéreuses (Lu et al., 2005).

I11.  (pro)NGF et cancers

Les facteurs de croissance et leurs récepteurs sont largement impliqués dans la
carcinogénese (Weinstein 1987; Hanahan et al., 2000; Hanahan et al.,, 2011). Les
neurotrophines ainsi que leurs récepteurs n’échappent pas a cette régle. L’histoire méme de
I’identification du NGF et de son récepteur TrkA est associ¢e au cancer. En effet, ce sont des
travaux sur les facteurs neurotrophiques sécretés par un sarcome chez le poulet qui ont permis
la caractérisation de la neurotrophine (Levi-Montalcini et al., 1951). Son récepteur, quant a
lui, a été identifié a partir d’une protéine chimérique oncogénique extraite d’un cancer
colorectal (Martin-Zanca et al., 1986). Bien qu’encore mal compris, le rble des

neurotrophines dans la carcinogénése est décrit dans un nombre croissant de cancers.
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1. Neurotrophines, Trks et cancers

a. Cancer colorectal

C’est en 1986 que TrkA a été pour la premiére fois identifié, sous la forme d’une protéine
chimérique, extraite de cellules de cancer colorectal. Cette fusion associait le géne de la
tropomyosine (TPM3) au domaine kinase de TrkA (Martin-Zanca et al., 1986). Elle résulte
d’un réarrangement intrachromosomal (1q22-23) (Creancier et al., 2015). La transfection de
cette protéine de fusion dans les cellules NIH/3T3 (fibroblastes immortalisés de souris) avait
permis la transformation de ces dernieres, les rendant ainsi tumorales. Méme si la fréquence
de ce réarrangement est assez rare (1 cas sur 70), une approche thérapeutique ciblant ’activité

tyrosine kinase de TrkA semble étre prometteuse (Ardini et al., 2014).

b. Cancer de la thyroide

Le r6le neurotrophines / recepteurs dans le cancer de la thyroide est assez similaire a celui
joué dans le cancer colorectal. En effet, dans les carcinomes thyroidiens papillaires, le géne
codant TrkA (NTRKI1) est fréquemment réarrangé avec d’autres geénes pour coder des
protéines chimériques oncogéniques (Pierotti et al., 2006). Ces protéines sont constituées du
domaine intracellulaire de TrkA fusionné avec différentes protéines permettant une activation
constitutive du domaine tyrosine kinase du récepteur. Parmi ces chimeres, la fusion NTRK1
avec TPR (Translocated Promoter Region) génére 1’oncogeéne Trk-T1 qui contribue a la
transformation de 1’épithélium thyroidien (Russell et al., 2000). La fusion NTRK1/TPM3
permet, quant a elle, la génération de Trk, une protéine oncogénique retrouvée dans environ
10% des carcinomes papillaires de la thyroide (Butti et al., 1995). Ces réarrangements
semblent étre d’ailleurs de bons marqueurs moléculaires de ces cancers (Kouniavsky et al.,
2010). De maniére intéressante, dans ce contexte, le NGF semble réduire la capacité de

NTR (Paez

prolifération et d’invasion des cellules cancéreuses en favorisant I’expression de p75
Pereda et al., 2000). Dans les carcinomes thyroidiens médullaires, ce sont des mutations de
NTRK1 et non des translocations qui sont fréquemment retrouvées (Pierotti et al., 2006). Par
ailleurs, le NGF stimule la prolifération de ces cellules cancéreuses (Goretzki et al., 1987).
Ceci souligne qu’au sein d’un méme organe, le réle oncogénique des neurotrophines peut étre

trés différent.
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c. Cancer du poumon

Dans les adénocarcinomes pulmonaires, c’est également la fusion du gene NTRK1 avec
d’autres protéines qui a été décrite. En effet, La fusion du géne MRIP (Myosin phosphatase—
Rho-Interacting Protein) et NTRK1 forme la protéine chimérique appelé RIP-TRKA
(Vaishnavi et al., 2013). Cette protéine, lorsqu’elle est exprimée dans des lignées cancéreuses
in vitro, stimule la prolifération cellulaire. Une autre fusion a également été décrite. 11 s’agit
de la fusion de NTRK1 avec CD74. Ce gene code pour la chaine invariante du complexe
majeur d’histocompatibilité de classe II. La protéine CD74 est notamment retrouvée dans le
cancer du poumon sous la forme d’une autre protéine chimérique oncogénique CD74-ROS1
conduisant & une activation constitutive de ROS1 (Matsuura et al., 2013). La fusion avec
NTRKI1 permet donc I’activation constitutive de TrkA et présente donc également des

propriétés oncogeniques.

d. Cancer du pancréas
Dans les cancers du pancréas, de la méme maniere que dans les tissus neuronaux,

NTR meéne a des effets différents. Alors que 1’expression de

I’expression de TrkA et de p75
p75""R dans ces cancers est associée & un bon pronostique (Dang et al., 2006), un taux de
TrkA élevé est corrélé a une invasion périneurale et a une augmentation de la prolifération
cellulaire (Miknyoczki et al., 1996). TrkA est donc considéré comme un marqueur de
tumorigénicité (Sakamoto et al., 2001). A expression égale, le NGF induit une croissance
tumorale par la voie des MAPK, rappelant ainsi la signalisation décrite dans le chapitre
précédent (Figure 12) (Zhu et al., 2001). L’activation de cette voie permet notamment une
augmentation de I’expression de la métalloprotéase MMP-2 menant a un pouvoir invasif plus
conseéquent (Okada et al., 2004). Enfin, dans des modéles de xénogreffes en souris
immunodéprimées, I’inhibition de cette signalisation par un anticorps neutralisant anti-NGF
ou par un inhibiteur de TrkA (CEP-701, inhibiteur de I’activité tyrosine kinase du récepteur)
permet une forte diminution de la croissance tumorale et de la formation de métastases

(Miknyoczki et al., 2002).

e. Cancer de la prostate

Tout comme les cancers pancréatiques, TrkA et p75™'" sont retrouvés dans les cancers de
la prostate. De méme, dans ces cellules cancéreuses, TrkA induit des effets pro-tumoraux
alors que p75" " est considéré comme un suppresseur de tumeur (Arrighi et al., 2010). Au

5NTR c

cours de la progression tumorale, TrkA est de plus en plus exprimé par rapport a p7 e
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qui permet d’induire des signalisations favorisant la croissance tumorale et la migration des
cellules prostatiques (Sortino et al., 2000; Festuccia et al., 2007; Papatsoris et al., 2007).
Lorsque I’on ré-exprime fortement p75NTR dans ces cellules, on induit 1’apoptose et on
diminue la migration cellulaire (Allen et al., 2005; Khwaja et al., 2006; Nalbandian et al.,
2006; Wynne et al., 2010). C’est donc la balance entre 1’expression de TrkA et de p75™ '~ qui
détermine 1’effet du NGF dans ces cancers. In vivo, 1’utilisation de modéles murins de
xenogreffes a permis de démontrer que I’inhibition des voies induites par le NGF (anticorps
neutralisants ou petites molécules inhibitrices de 1’activité tyrosine kinase de TrkA) réduit
fortement la taille des tumeurs et leurs capacités a former des métastases (Weeraratna et al.,
2001; Miknyoczki et al., 2002). Une autre étude a enfin souligné I’effet inhibiteur des
endocannabinoides sur TrkA, ce qui permet une diminution de la croissance tumorale (Melck

et al., 2000).

f.  Neuroblastome

Dans les neuroblastomes, carcinome pédiatrique issu de cellules embryonnaires formant
le systeme nerveux sympathique, deux types de tumeurs, aux pronostics trés différents, se
dégagent. Le premier type, de bon pronostic, peut régresser spontanément. Le second, de
mauvais pronostic, est constitué de cellules agressives dans lesquelles MYCN est souvent
surexprimé. Le r6le des neurotrophines et de leurs récepteurs est ici trés différent de celui
décrit pour les cancers de la prostate et du pancréas. En effet, I’expression du récepteur TrkA
est plutdt de bon pronostique (Nakagawara et al., 1992; Kogner et al., 1993; Nakagawara et
al., 1993). Sous I’effet du NGF, celui-ci induit la différenciation des cellules cancéreuses,
diminuant de fait, leur caractére tumoral (Nakagawara et al., 1997). Par ailleurs, une isoforme
peu commune de TrkA, TrkA-I11, est également retrouvée dans ces cancers (Tacconelli et al.,
2004; Tacconelli et al., 2005). Elle est capable de s’auto-activer, favorisant alors la
tumorigénése et 1’angiogénese. Cette isoforme semble d’ailleurs étre un bon marqueur des
phases précoces de ce cancer (Tacconelli et al., 2005). De maniére intéressante, le BDNF et
son récepteur, TrkB, sont plutdt exprimé dans les neuroblastomes de mauvais pronostic,

supposant des effets biologiques différents de I’axe NGF / TrkA (Nakagawara et al., 1994).

g. Cancer de I’ovaire
Dans le cancer de I’ovaire, c’est I’activation du récepteur TrkA qui est corrélée a un
mauvais pronostic (Odegaard et al., 2007). De plus, les cellules cancéreuses expriment

davantage de NGF que les cellules saines. Une corrélation d’expression entre le NGF, TrkA et
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des molécules angiogéniques semble démontrer I'importance de I’axe NGF / TrkA dans
I’angiogénese tumorale (Davidson et al., 2003; Campos et al., 2007). Par ailleurs, le NGF
pourrait intervenir de maniere indirecte dans la carcinogénese ovarienne en participant au
cycle ovarien. En effet, la neurotrophine induit 1’expression de FSHR, stimule la sécrétion

d’cestrogeénes et inhibe I’expression de progestérone (Bose 2005; Salas et al., 2006).

h. Cancer du sein

Les neurotrophines ont également un effet sur le cancer du sein. Ainsi, NGF, BDNF et
NT-4/5 sont exprimés et sécrétés par les cellules cancéreuses mammaires et entretiennent une
boucle autocrine menant a des effets oncogeniques (prolifération, survie, invasion,
angiogenese) (Descamps et al., 2001; Dolle et al., 2003; Vanhecke et al., 2011). Par ailleurs,
ces neurotrophines ne semblent pas affecter les cellules épithéliales mammaires normales,
méme si celles-ci expriment les récepteurs TrkA et p75™ '~ (Descamps et al., 1998; Dolle et
al., 2003).

Bien que la signalisation induite par cette famille de facteur de croissance reste a éclaircir,
il semblerait que le NGF, par I’activité kinase de TrkA, soit capable d’activer la voie des
MAPKSs et de PI3-K (Descamps et al., 2001; Lagadec et al., 2009), mais aussi des voies
atypiques passant par Ku70 et Ku86 qui favorisent respectivement la survie et 1’invasion
cellulaires (Com et al., 2007; Lagadec et al., 2010). Le role de I’axe NGF / TrkA dans ces
cancers a également été démontré in vivo, par I’utilisation d’inhibiteurs de TrkA, d’anticorps
neutralisants anti-NGF ou encore par ARN interférence (Adriaenssens et al., 2008). Ainsi,
I’utilisation de ces traitements méne a une diminution de la taille de tumeurs mammaires
issues de xénogreffes en souris SCID.

Le récepteur p75" '~

semble étre également impliqué dans la signalisation pro-tumorale
initiée par les neurotrophines. Il permet le recrutement de la protéine TRADD (TNF Receptor
type 1-Associated Death Domain protein) menant ainsi a I’activation de la voie NFkB et donc
la survie cellulaire (El Yazidi-Belkoura et al., 2003). Sa surexpression permet également une
protection contre la mort cellulaire a travers 1’activité de la protéine p21"“A™ (Verbeke et al.,

2010). Au contraire, une inhibition de p75™ " entraine ’apoptose des cellules cancéreuses.

i. Cancer des voies aéro-digestives supérieures (VADS)
Bien que les mécanismes moléculaires mis en jeu ne soient pas encore compléetement
élucides, les neurotrophines semblent étre impliquées dans 1’invasion péri-neurale des cancers

épidermoides oraux (Kolokythas et al., 2010). L’invasion péri-neurale est un mecanisme de

-57-

© 2015 Tous droits réservés. doc.univ-lille1.fr



Theése de Matthieu Guilbert, Lille 1, 2015

INTRODUCTION

dissémination des cellules cancéreuses (Marchesi et al., 2010). Ainsi, dans les cancers des
VADS, I’invasion péri-neurale notamment induite par le NGF est corrélée a un mauvais
pronostic (Shen et al., 2014; Yu et al., 2014). De plus, I’utilisation d’anticorps anti-NGF pour
le traitement de tumeurs de la langue xénogreffées en souris nude montre des résultats
prometteurs. En effet, I’inhibition de NGF dans ce mod¢le permet de diminuer la prolifération
des cellules cancéreuses, d’atténuer la douleur provoquée par la tumeur mais également de
prévenir la perte de poids induite par le cancer (Ye et al., 2011).

Il est cependant important de souligner que les anticorps anti-NGF utilisés dans ces études
ne permettent pas de distinguer le NGF de son précurseur. Les corrélations et les effets
biologiques observés pourraient donc également étre dus au proNGF lui-méme.

2. proneurotrophines et cancers
Du fait de la découverte récente de 1’activité biologique initiée par les proneurotrophines
sécrétées, il n’existe que peu de travaux s’intéressant aux effets de ces derniéres dans les
cancers. Certaines études ont toutefois mis en lumiére un réle oncogénique de ces précurseurs
dans les cancers du pancréas, de la prostate, du foie, mais aussi dans les mélanomes ou, plus

récemment, dans le cancer du sein.

a. Cancer du pancréas

C’est en évaluant les effets du NGF dans les cancers pancréatiques que 1’équipe de Zhu
accumula les premiéres preuves de I’implication du proNGF dans ces cancers (Zhu et al.,
2001). En effet, en surexprimant le gene codant pour le (pro)NGF dans les cellules
cancéreuses, cette équipe isola deux clones sécrétant du proNGF. lls ont ensuite pu
déterminer que ces clones étaient plus prolifératifs, capables de croitre en agar mou mais
également plus tumorigéniques en souris nude. Néanmoins, ces travaux ne permettent pas de
distinguer clairement les effets du proNGF et de sa forme mature. Une autre étude a démontré
I’implication de la sortiline dans les capacités migratoires des cellules pancréatiques
cancéreuses (Mijatovic et al., 2007). Ensemble, ces résultats convergent vers un réle

oncogénique du précurseur du NGF dans les cancers pancréatiques.

b. Cancer de la prostate
En étudiant le sécretome de cellules prostatiques saines, Djakiew et ses collaborateurs
ont mis en évidence une protéine reconnue par un anticorps anti-NGF mais d’un poids
moléculaire trés supérieur a celui attendu pour du NGF (Djakiew 1992). Des études

supplémentaires ont révélé que la protéine sécrétée était en fait son precurseur, le proNGF
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(Delsite et al., 1999). En s’intéressant aux effets du sécrétome de ces cellules saines sur les
cellules prostatiques tumorales, les auteurs ont observé un effet pro-migratoire du milieu
conditionné, et cet effet est diminué par 1’ajout d’un anticorps neutralisant dirigé contre le
(pro)NGF (Djakiew et al., 1993). Tout comme le cancer du pancréas, les arguments tendent a
montrer un réle oncogénique du proNGF, bien qu’aucune expérience n’ait pu distinguer de

maniére formelle I’effet du NGF de celui de son précurseur.

c. Cancer du foie

C’est également une étude sans a priori qui a permis de mettre en évidence le role d’une
proneurotrophine dans la carcinogénése hépatique. En effet, I’étude des protéines sériques
révéla une augmentation du taux sérique d’une protéine de 27 kDa chez les patients atteints
d’un carcinome hépatique, diminuant en période de rémission et ré-augmentant en cas de
rechute (Yang et al., 2005). L’identification de cette protéine par spectrométric de masse
révéla qu’il s’agissait du proBDNF. En plus de la détection sérique de cette proneurotrophine,
il a été démontré une augmentation du taux d’ARNm du proBDNF dans les biopsies
cancéreuses comparé aux biopsies normales. Malgré le fait qu’il s’agisse d’un marqueur
potentiel de ce cancer, le role de cette proneurotrophine dans la carcinogénése hépatique reste

encore a démontrer.

d. Mélanome

Le mélanome fait également partie des cancers dans lesquels le réle des proneurotrophines
a été étudié. Il ainsi été montré que le proNGF était capable d’avoir des effets pro-migratoires
sur les cellules de mélanomes (Shonukan et al., 2003; Truzzi et al., 2008). Par ailleurs, ces
effets sont directement corrélés avec le taux d’expression de la sortiline dans ces cellules,
c'est-a-dire que les cellules répondent mieux a la stimulation par le proNGF si elles expriment
fortement ce récepteur. Bien que la signalisation sous-jacente ne soit pas formellement
connue, ces travaux soulignent, une fois encore, le r6le des proneurotrophines dans les

cancers.

e. Cancer du sein

Plus récemment, notre laboratoire a démontré les effets du proNGF dans le cancer du sein.
Ainsi, I’analyse du milieu conditionné par des cellules cancéreuses de sein a permis de mettre
en évidence une production et une sécrétion de proNGF, non clivé, par ces dernieres (Demont
et al., 2012). Avec I'utilisation d’un proNGF mutant non clivable le laboratoire a, par ailleurs,

montré un role pro-invasif du proNGF dans ces cellules. L’utilisation d’inhibiteurs, d’ARN
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interférents et de récepteurs mutants a conduit au décryptage de la signalisation sous-jacente
au proNGF. Alors que p75"™ ne semble pas intervenir dans la signalisation, TrkA et la
sortiline sont nécessaires pour induire I’invasion dépendante du proNGF. Cette invasion
requiert ’activation des voies Src et Akt. Enfin, des analyses immunohistochimiques ont
démontré une corrélation entre I’expression du proNGF par les cellules cancéreuses et

I’envahissement ganglionnaire.

3. Thérapies anti-cancéreuses basées sur I’axe neurotrophine/Trk

Avec le nombre croissant d’études décrivant le réle oncogénique des neurotrophines et de
leurs récepteurs, de nouvelles stratégies thérapeutiques ont été envisagées (Molloy et al.,
2011). Deux grandes approches ont ainsi été développées. La premiere consiste a cibler
directement les récepteurs, Trk, via I’utilisation d’inhibiteurs de kinase dérivés de la
staurosporine. La seconde approche consiste a inhiber ’effet de la neurotrophine par des
anticorps bloquants ou I’utilisation de peptides mimétiques antagonistes (Eibl et al., 2012;
McCarthy et al., 2014).

Parmi ces inhibiteurs, les dérivés de la staurosporine ont été testés dans le cancer de la
prostate. Ces inhibiteurs des récepteurs Trks ont d’abord montré leur efficacité in vitro ou, par
exemple, le K252a est capable d’inhiber la prolifération de lignées cancéreuses prostatiques
(Delsite et al., 1996; Sortino et al., 2000). Dans des modéles de xénogreffes murins,
I’utilisation de 2 analogues du K252a, le CEP-751 et le CEP-701 (appelé également
Lestaurtinib), a permis une diminution significative de la formation de métastases associée a
une augmentation de I’apoptose induite dans la tumeur primaire (Dionne et al., 1998; George
et al., 1999; Weeraratna et al., 2001). Le role du CEP-701 dans I’inhibition de I’invasion
cellulaire a ensuite été démontré, et des essais cliniques de phase Il sont en cours dans ce
cancer (NCT00081601). En parallele de ces travaux, d’autres études ont démontré 1’efficacité
d’anticorps bloquants dirigés contre le NGF dans I’inhibition du pouvoir invasif de lignées
prostatiques cancéreuses (Warrington et al., 2011).

Des recherches sur ce type de thérapies concernant le cancer du pancréas ont également
¢été menées. L’utilisation du CEP-701 et d’anticorps neutralisants dirigés contre le NGF sur
des xénogreffes en souris immunodéprimées a permis de démontrer une efficacité anti-
tumorale significative (Miknyoczki et al., 1999; Miknyoczki et al., 2002). Ces effets ont
également été observés dans des modeles de cancer du sein (Adriaenssens et al., 2008).

D’autres inhibiteurs ont également été testés. Ainsi, le NMS-P626, ’ARRY-470 ou

encore I’AZD7451, également des inhibiteurs de TrkA, semblent avoir des propriétés anti-
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tumorales intéressantes dans les cancers du poumon et du colon présentant un réarrangement
du gene NTRK1 (TrkA) (Vaishnavi et al., 2013; Ardini et al., 2014; Tatematsu et al., 2014).

Enfin, D’utilisation d’inhibiteurs plus spécifiques a TrkA, comme I’AZ-23, le PHA-
848125AC et le GNF-5837 ont été testés avec succes dans plusieurs modéles de tumeurs
solides, avec pour objectif de cibler plus spécifiquement la signalisation oncogénique et
préserver les cellules saines (Thress et al., 2009; Albaugh et al., 2012; Weiss et al., 2012).

L’inhibition de I’axe neurotrophine / Trk n’a pas pour unique vocation 1’élimination des
cellules cancéreuses. En effet, des études récentes ont montré 1I’implication de cet axe dans la
douleur causée par le cancer (Wang et al., 2009; Kumar et al., 2012; Lozano-Ondoua et al.,
2013; McKelvey et al., 2013), notamment dans le cadre des métastases osseuses issues d’un
cancer du sein. Ainsi, I’utilisation d’un anticorps bloquant, le MAB-911, inhibe 1’activation
de TrkA et empéche la mise en place de I’innervation tumorale. Par ailleurs, un autre
anticorps bloquant cet axe, le Tanezumab, est en phase II d’une étude clinique visant a
diminuer les douleurs osseuses de patientes atteintes d’un cancer du sein métastasé
(NCT00545129). D’autres types d’inhibiteurs, comme des peptides mimétiques antagonistes
de TrkA ou des inhibiteurs de kinases comme ARRY-470 sont également a 1’étude pour les
mémes effets (Ghilardi et al., 2010; Ma et al., 2010).

Toute ces données montrent bien 1’importance des (pro)neurotrophines et de leurs
récepteurs dans les cancers. Méme si certains traitements visant cet axe sont prometteurs, la
complexité de la signalisation dépendante de ces (pro)neurotrophines nécessite des études
approfondies. Comprendre de maniére détaillée le fonctionnement de ces facteurs de
croissance permettrait le développement de stratégies thérapeutiques plus efficaces en

prévenant notamment le risque de résistance.
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B. Modeles d’études

Le rble des neurotrophines est décrit dans un nombre croissant de cancers. Le caractere
pionnier de notre laboratoire dans les études évaluant 1’effet des neurotrophines, et plus
particulierement du NGF, dans les cancers du sein a permis le développement de nombreuses
compétences. Mes travaux sur le NGF ont donc naturellement été réalisés sur ce modele de
cancer du sein. La découverte de I’implication du proNGF dans la phosphorylation d’EGFR
nous a conduit & évaluer les effets du proNGF dans des cancers disposant déja de thérapies
anti-EGFR mais dont I’efficacité reste limitée. La forte incidence régionale des cancers des
voies aéro-digestives supérieures et le manque de recherche académique sur ces cancers ont

men¢ a I’¢élargissement des nos travaux sur ce modele de cancer épidermoide.

I. Laglande mammaire
1. Généralités

a. Anatomie

La glande mammaire est une glande exocrine retrouvée chez tous les mammifeéres.
Chez la femme, elle est responsable de la production et de la sécrétion du lait tandis que chez
I’homme elle reste immature et non fonctionnelle. Sa fonction est fortement liée aux
hormones sexuelles, son aspect morphologique évolue donc au cours du temps.

Le sein est une glande de type tubulo-alvéolaire entourée d’un tissu adipeux. Cette
glande est maintenue sur les muscles pectoraux et sur le derme par des crétes fibro-
glandulaires (crétes de Duret) et des bandes de tissu conjonctif (ligaments de Cooper) (Figure
13). La glande mammaire est un organe regroupant 10 a 20 lobes qui eux-mémes contiennent
20 a 40 lobules. Ces lobules sont des structures regroupant entre 10 et 100 acini responsables
de la production du lait. Chaque lobe dispose d’un canal galactophore, ramifié en canaux
terminaux, qui draine le lait excrété par les lobules jusqu’au mamelon. Avant d’étre éjecté par
le mamelon, une réserve se forme dans des renflements des canaux galactophores appelés
sinus lactiféres. La peau entourant le mamelon, 1’aréole, est pigmentée et contient des glandes
sébacées (glande de Morgani). Ces glandes s’hypertrophient lors de la grossesse pour former
les tubercules de Montgomery dont la sécrétion participe a la protection du mamelon et de

I’aréole durant 1’allaitement.
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Peau

Muscle petit pectoral
Tissu cellulo-adipeux

Muscle grand pectoral

Cartilage costal Canal galactophore

Ligament suspenseur

Espace intercostal

Créte de Duret

Lobe mammaire Ligament de Cooper

Figure 13 : Anatomie de la glande mammaire

Représentation schématique d’une coupe sagittale de glande mammaire. Le sein est un tissu
glandulaire de forme circulaire situé sur la face antérieure des muscles pectoraux. La glande
mammaire est constituée de 10 a 20 lobes qui regroupent eux-mémes 20 a 40 lobules. Le lait produit
est acheminé par des canaux galactophores jusqu’au mamelon. La face antérieure du sein est
constituée d’un tissu cellulo-adipeux qui présente des lamelles conjonctives appelées ligaments de
Cooper. Ces ligaments ancrent, via les crétes de Duret, la glande mammaire au derme. La face
postérieure du sein est consituée d’un autre tissu cellulo-adipeux formant le ligament suspenseur du
sein. Adapté de Medical Illustration by Patrick J. Lynch.

L’unité de production du lait est appelée Unité Terminale Ducto-Lobulaire (UTDL).
Elle est constituée d’un lobule associé a un canal terminal (inter et intralobulaire). Chaque
lobule est entouré d’un tissu conjonctif assez dense alors qu’a I’intérieur du lobule, le canal
intralobulaire repose sur un tissu conjonctif plus lache mais également plus vascularisé. Cette
UTDL est tres sensible aux variations hormonales (puberté, cycle menstruel, grossesse) et

semble étre le siege de la plupart des lésions mammaires (mastoses et cancers).
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Canal
terminal

Unité Terminale
Ducto-Lobulaire

galactophore

Figure 14 : Représentation schématique de la structure d’un lobe mammaire
Un lobe mammaire compte 20 a 40 lobules constitués de 10 a 100 alvéoles qui forment, avec les
canaux associés, les unités terminales ducto-lobulaires. Les lobes sont vascularisés et disposent de

canaux galactophores qui conduisent le lait au mamelon lors de la lactation.

Au niveau cellulaire, la glande mammaire est constituée de cellules épithéliales
cubiques sécrétrices formant le systéme alvéolo-lobulo-canalaire ( Figure 15). Autour de ce
systeme, des cellules myoépithéliales fusiformes contractiles forment une couche discontinue
responsable de 1’¢jection du lait lors de la succion. Ces deux types cellulaires sont encapsulés
dans une membrane (ou lame) basale. L’ensemble de la structure est maintenue par le tissu
palléal. Celui-ci est composé d’une matrice extracellulaire riche en fibres de collagéne, de
vaisseaux sanguins, de fibroblastes, de macrophages et d’adipocytes. Ce tissu de soutien

permet I’apport des éléments nécessaires au développement de I’épithélium mammaire.
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Cellule myoépithéliale

Lame basale

Vaisseau

\ @ sanguin

Lumiére

Fibroblaste

Macrophage

Canalicule

Adipocyte

Cellule épithéliale
cubique sécrétrice

Figure 15 : Représentation schématique d’une alvéole

Les alvéoles sont constituées d’un épithélium qui sécréte le lait dans la lumiere. Il est alors expulsé
vers les canaux terminaux par des canalicules lors de la contraction de cellules myoépithéiliales. Ces
cellules reposent sur une capsule de tissu conjonctif appelée lame basale. Le stroma entourant les
alvéoles est notamment constitué de vaisseaux sanguins, de fibroblastes, de macrophages et

d’adipocytes.

b. Développement

La glande mammaire est un organe dont la morphologie et la fonction sont
conditionnées par les hormones, les facteurs de croissance et le microenvironnement palléal
(Sternlicht 2006). Elle évolue alors de la vie feetale a la ménopause avec de grands
remaniements durant la puberté et la gestation (Musumeci et al., 2015). Ainsi, au cours de
I’embryogénese, les structures fondamentales de la glande se développent a partir d’un
bourgeon de I’ectoderme. Puis, apres une longue phase de quiescence, la glande reprend son
développement au moment de la puberté. En effet, sous stimulation par les hormones
sexuelles (cestrogénes et progestérone), I’hormone de croissance et des corticostéroides, le
tissu palléal et les canaux de la glande entrent dans une phase de croissance. Arrivé au stade
adulte, le sein arréte son développement, mais reste sous I’influence des cestrogénes et de la

progestérone en suivant le cycle menstruel. Lors d’une grossesse, la concentration en
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hormones favorisant le développement de la glande mammaire (cestrogenes, progestérone,
hormone placentaire) augmente (Macias et al., 2012). Les UTDL se développent alors
rapidement, en réduisant, de fait, le volume de tissu adipeux périphérique. Ce developpement
consiste en une différenciation des acini glandulaires associée a une croissance des canaux
galactophores. Le stroma joue un réle essentiel dans ce développement car, sous 1’effet des
cestrogenes et de la progestérone, les cellules mésenchymateuses sécretent 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)
ou encore les TGF a et p (Transforming Growth Factor). Par ce moyen, les cellules du
stroma induisent la prolifération et la différenciation des cellules épithéliales mammaires.
D’autre part, la croissance des canaux galactophores permettant d’accroitre 1’arborescence
préexistante, nécessite également I’intervention des cellules mésenchymateuses. En effet, ces
cellules vont sécréter des protéases extracellulaires, comme les métalloprotéases, qui vont
dégrader la matrice extracellulaire et favoriser la migration des cellules épithéliales (Sternlicht
2006). En fin de grossesse, les cellules épithéliales des acini se différencient, acquiérent une
polarité et deviennent fonctionnelles. Mais ce n’est qu’apres 1’accouchement et 1’élimination
du placenta que le taux sérique de progestérone diminue et celui de prolactine augmente, ce
qui permet la production de lait par ces cellules (Suzuki et al., 2000). Cet état perdurera tout
au long de la lactation. Enfin, une fois la période de lactation terminée, la glande mammaire
involue et retourne a un état basal apres une apoptose cellulaire massive (Hassiotou et al.,
2013). Enfin, durant la ménopause, le systéme alvéolo-lobulo-canalaire s’atrophie pour laisser

la place a un tissu fibro-adipeux.
2. Les cancers du sein

a. Epidémiologie et etiologie

D’aprés le dernier rapport de I’OMS (Organisation Mondiale de la Santé), les cancers
du sein représentent a eux seuls 1,67 million de nouveaux cas par an et 522 000 déces dans le
monde. lls concentrent ainsi 11,9% des nouveaux cas de cancers, et 6,4% des déces par cette
maladie (Stewart et al., 2014). Comparé au précédent rapport datant de 2008, le taux de
nouveaux cas a augmenté de 20% et le nombre de déces de 14%. Ce type de cancer représente
donc un défi majeur en termes de santé publique.

En France, on comptabilise 49 000 nouveaux cas et environ 11 000 décés par an
(Institut National du Cancer (INCa), 2013). Ces chiffres sont relativement stables depuis
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2005 (Tableau 5). En revanche, entre 1990 et 2005, on observe une augmentation importante
de I’incidence des cancers du sein en France. Cette augmentation de I’incidence peut étre
notamment expliquée par I’instauration d’une campagne de dépistage généralis¢ depuis 2004
par mammaographie pour les femmes de 50 a 74 ans. L’évolution plus modérée de la mortalité
pourrait, quant a elle, étre expliquée par ’amélioration de la prise en charge thérapeutique et
par un dépistage plus précoce de la maladie. Enfin, la stabilisation des chiffres observée apres
2005 semble étre liée a la baisse importante des traitements hormonaux de la ménopause
(Daubisse-Marliac et al., 2011).

Incidence 21 387 30 822 42 696 49 087 48 980 48 763
Mortalité 8 596 10171 11 000 11 306 11 704 11 886

Tableau 5 : Evolution de I’incidence des cancers du sein en France
Incidence, Nombre de cas de cancer du sein diagnostiqués en 1 an en France pour les années 1980,
1990, 2000, 2005, 2010, et 2012. Mortalité, nombre de déces imputables au cancer du sein.

Malgré une forte incidence, les cancers du sein ont un bon pronostic. A 1’heure
actuelle, on estime un taux de survie a 5 ans de 89% tous stades et types de cancers du sein
confondus. Il existe néanmoins une forte hétérogénéité de pronostic, allant de 98,3% de survie
a 5 ans pour un diagnostic a un stade local, a 23,3 % si le diagnostic est fait a un stade
métastatique. Il est donc important de comprendre 1’étiologie de ces cancers, afin d’assurer un
dépistage précoce notamment chez les populations a risque.

Les cancers du sein sont des maladies multifactorielles (Lacey et al., 2009). Au cours
de sa vie, 1 femme sur 8 risque d’en développer un. Comme la plupart des cancers, 1’age est
le premier facteur de risque. En effet, 80 % des cancers du sein sont diagnostiqués apres 50
ans, alors que les femmes agées de moins de 35 ans ne représentent que 10%. Le
développement d’un cancer du sein chez des personnes jeunes peut supposer des
prédispositions génétiques (mutation des genes BRCA (BReast CAncer) 1 et/ou 2) associées
a des antécédents familiaux de cancers du sein ou de I’ovaire. Ces mutations sont, par ailleurs,
souvent retrouvées chez les individus de sexe masculin développant un cancer du sein (1% de
I’ensemble des cancers du sein). D’autres facteurs de risques ont été décrits, comme
I’exposition prolongée aux cestrogeénes endogenes, les traitements hormonaux, les radiations

ionisantes, 1’alcool ou encore le surpoids (Tableau 6) (Nkondjock et al., 2005).

-67 -

© 2015 Tous droits réservés. doc.univ-lille1.fr



Theése de Matthieu Guilbert, Lille 1, 2015

INTRODUCTION

Age (> 50 ans)

Régles précoces (< 12 ans)
Ménopause tardive (> 55 ans)
Traitements hormonaux (contraceptif; ...)
Grande taille a I’age adulte

Facteurs de
Forte densité mammographique

risque

Obésité (post-ménopause) ou surpoids (aprés 18ans)
Mutations génétiques de BRCA 1/2
Antécedents familiaux
Radiations ionisantes

Alcool (1 boisson ou plus par jour)

Activité physique
Facteurs
Grossesse précoce / Multiparité

protecteurs i i
Allaitement (> 25 mois)

Tableau 6 : Facteurs augmentant ou diminuant le risque de cancer du sein.
Résumé des principaux facteurs influencant le développement tumoral mammaire (Nkondjock et al.,
2005).

b. Le développement tumoral

v' Les différentes étapes du développement tumoral

Le développement tumoral est un processus long et multi-étapes. A partir du premier
évenement, il faut compter 6 a 8 ans pour qu’une cellule génere une tumeur d’environ 1 cm?®,
Durant cette période, dite infra-clinique, la tumeur est indétectable et asymptomatique. Les
différentes altérations génétiques subies par les cellules permettent le passage d’un tissu
normal a un tissu hyperplasique puis dysplasique. Aprés I’'immortalisation puis la
transformation des cellules, le tissu devient cancéreux. Une fois cancereuse, la Iésion évolue
également au cours du temps, passant d’un stade in situ a un stade invasif, d’abord local
(ganglions lymphatiques), puis metastatique (Hahn et al., 2002).

La grande majorité des cancers du sein (plus de 95% des cas) sont des

adénocarcinomes. Ils sont donc issus de 1’épithélium glandulaire du sein, soit par la
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transformation des cellules des canaux (Carcinome Canalaire - CC), soit par celle des lobules
(Carcinome Lobulaire - CL).

L’initiation de la tumorigénése passe par des étapes pré-cancereuses. Ainsi, une cellule
altérée va proliférer anormalement pour former une hyperplasie du tissu. Il s’en suit d’une dé-
différenciation des cellules conduisant a une désorganisation de 1’architecture du tissu, c’est la
dysplasie. Cette dysplasie, non cancéreuse, méne ensuite parfois & un carcinome in situ.

Les carcinomes in situ vont se développer soit dans la lumiere des canaux pour les
CC, on parle alors de CCIS (Carcinome Canalaire In Situ), soit dans la lumiere des acini, on
parle alors de CLIS (Carcinome Lobulaire In Situ). Dans les deux cas, la lame basale n’est
pas rompue. Ces cancers sont rares (2 a 3% des cancers du sein diagnostiqués) mais de bon
pronostic.

L’étape suivante de la cancérisation est le passage d’un carcinome in Situ a un
carcinome invasif. Ces carcinomes invasifs sont plus fréquemment retrouvés lors du
diagnostic (98% des cancers du sein diagnostiqués). lls sont définis par un envahissement des
tissus environnants suite a la rupture de la lame basale. La plupart des carcinomes invasifs
(75%) sont de type canalaire (Carcinome Canalaire Infiltrant - CCI). Le Carcinome
Lobulaire Infiltrant (CLI) représente, quant a lui, 4 a 11% des cancers du sein invasifs
diagnostiqués. Enfin, il existe des formes plus rares de cancer du sein, comme les carcinomes
tubuleux, médullaires, mucineux, apocrines, cribriformes ou encore les carcinomes adénoides
kystiques (Yerushalmi et al., 2009). Enfin, les cancers invasifs peuvent donner des métastases
par dissemination & travers le réseau sanguin et lymphatique. Les premiers ganglions
lymphatiques touchés sont les ganglions axillaires puis les ganglions des chaines mammaires
internes et sub-claviculaires. L’étape suivante est le développement de tumeurs secondaires a
distance de la tumeur primaire, préférentiellement dans le foie, les poumons et les os (Weigelt
et al., 2005). Enfin, dans de rares cas (0,7 a 7% des cas), les carcinomes invasifs sont associés

a une maladie de Paget (adénocarcinome de I’aréole).

v' Les altérations génétiques

Les altérations génétiqgues menant au cancer peuvent étre regroupées en deux
catégories : I’expression anormale de proto-oncogénes et I’inactivation des génes
suppresseurs de tumeurs (Spandidos et al., 1989).

Les geénes suppresseurs de tumeurs sont des genes dont 1’inactivation favorise le
développement tumoral. Cette perte de fonction nécessite la plupart du temps une inactivation
des deux alleles du géene (Knudson 1971). Parmi les genes suppresseurs décrits dans le cancer
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du sein, on peut citer les genes impliqués dans le contréle du cycle cellulaire comme RB1
(Bosco et al., 2007), les génes impliqués dans la réparation des dommages a I’ADN comme
TP53(Hartmann et al., 1997), BRCAL (Miki et al., 1994) et BRCA2 (Wooster et al., 1995) ou
encore des geénes engagés dans I’interaction avec le microenvironnement comme CDH1 (Berx
etal., 2001).

A P’inverse des genes suppresseurs de tumeurs, les oncogenes sont des genes dont
I’activation favorise la carcinogénése. Ces sur-activations peuvent étre dépendantes d’une
augmentation d’expression du geéne sauvage, d’une mutation activatrice ou encore de
protéines de fusion. Parmi ces génes certains participent & la signalisation des facteurs de
croissance. Dans le cancer du sein, on peut par exemple citer HER2 (Slamon et al., 1987),
PIK3CA (Bachman et al., 2004) et Myc (Xu et al., 2010). Ils peuvent également étre
impliqués dans le contréle du cycle cellulaire, c’est le cas de CCND1 (Gillett et al., 1994).
D’autres favorisent I’angiogénése, comme le VEGF-C (Kinoshita et al., 2001). Les oncogénes
participent aussi a 1’inhibition de I’apoptose, c’est le cas de Bcl-2 (Silvestrini et al., 1994).
Enfin, certains oncogenes sont impliqués dans la dissémination métastatique, comme par
exemple les metalloprotéases (Pellikainen et al., 2004). De maniere intéressante, la
surexpression de certains de ces oncogénes peut avoir une origine commune, ce qui semble
étre le cas pour Myc et CDKN1A (Xu et al., 2015). Ceci souligne la nécessité de connaitre
I’ensemble des acteurs d’une signalisation oncogénique afin d’établir des stratégies

thérapeutiques efficaces.

c. Classification
L’hétérogénéité des cancers du sein nécessite une classification bien établie afin de
proposer le meilleur traitement aux patientes. Pour cela, différents outils basés sur le degré de
différenciation de la tumeur (Grade SBR - Scarff-Bloom-Richardson), I’extension
anatomique (Stade TNM - Tumor Node Metastasis) et le profil moléculaire ont été

développés.

v' Le grade SBR
Ce grade a eté établi en 1951 sur des caracteristiques histologiques des tumeurs
primaires : la différenciation glandulaire, le pléomorphisme nucléaire et I’activité mitotique
(Tableau 7) (Bloom et al., 1957). Pour chaque caractéristique, un score est établi, et c’est le
score total qui définit le grade de la tumeur et donc son pronostic. Si le score total est compris

entre 3 et 4, alors le cancer est consideré comme de bon pronostic, avec une évolution lente et
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peu de risque de propagation. Si le score de 6 ou de 7, ¢’est un pronostic intermédiaire. Enfin,
un score de 8 ou 9 signifie que la tumeur est trés peu différenciée et risque d’évoluer

rapidement sans traitement, elle est donc de mauvais pronostic.

Differenciation glandulaire Uniguement des Quelques structures Aucune structure

(présence de canaux) structures tubulaires tubulaires tubulaire

’ ) o Noyaux réguliers et | Atypies cyto-nucléaires | Noyaux pléomorphes
Pleomorphisme nucléaire . . .
monomorphes modérées avec atypies marquées

Activité mitotique
(sur 20 champs, en 0 — 1 mitose 2 a 3 mitoses 3 mitoses ou plus

périphérie de tumeur)

© 2015 Tous droits réservés.

Tableau 7 : Criteres histologiques de la classification SBR
Récapitulatif des criteres histopathologiques utilisés en clinique pour évaluer le grade Scarff-Bloom-
Richardson d’une tumeur cancéreuse mammaire avec : un Score 3-5 correspondant au Grade I, un

Score 6-7 au Grade Il et le Score 8-9 au Grade IlI.

v’ Le stade TNM

Une autre classification a été développée par Pierre Denoix entre 1943 et 1952
(Harmer 1958). Elle est basée sur la taille (Tumor) de la tumeur associée a la dissémination
ganglionnaire (Node) et métastatique (Metastasis).

Concernant la taille de la tumeur primaire, une gradation de 0 a 4 est effectuée, avec
TO équivalent a une tumeur non palpable, T1 pour une tumeur de moins de 2 cm dans sa plus
grande dimension, T2 pour celles comprises entre 2 et 5 cm, T3 pour celles de plus de 5cm.
Enfin, T4 concerne les tumeurs avec une extension directe avec la peau ou la paroi thoracique.

L’envahissement ganglionnaire est également évalué, avec NO en cas d’absence
d’envahissement ganglionnaire, N1 si présence de cellules tumorales dans 1 a 3 ganglions
axillaires et/ou si envahissement des ganglions sentinelles (chaine mammaire interne), N2 si
envahissement de 4 a 9 ganglions axillaires ou des ganglions mammaires internes
homolatéraux. Enfin, N3 si envahissement d’au moins 10 ganglions axillaires ou
envahissement des ganglions sous-claviculaires ou sus-claviculaires homolatéraux.

Enfin concernant les métastases, MO est attribué en 1’absence de métastases et M1 si
présence d’une ou plusieurs métastases.

L’ensemble de ces caractéristiques sont ensuite associées afin de déterminer un stade

qui a une valeur pronostique (Tableau 8).
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0 Tis NO MO Carcinome in situ
| T1 NO MO Tumeur < 2 cm, tumeur localisée
T0/1 N1 MO
Tumeur de 2 a5 cm et/ou atteinte
| T2 NO0/1 MO ) ) S
ganglionnaire satellite mineure
T3 NO MO
T0/1/2 N2 MO
Atteinte locale importante et/ou atteinte
i T4 NO0/1/2 MO ) ) ) )
ganglionnaire satellite majeure
ToutT N3 MO
Tumeur avancée localement et métastase
v Tout T Tout N M1 o
a distance

Tableau 8 : Classification TNM dans les cancers du sein
Récapitulatif des criteres histopathologiques utilisés en clinique pour évaluer le Stade TNM d’une
tumeur cancéreuse mammaire avec le Stade | de bon pronostic et le Stade IV de trés mauvais

pronostic.

Le stade fournit une indication sur le pronostic de la patiente, avec un trés bon pronostic pour
le stade O et un trés mauvais pronostic pour le stade 1V.

v' La classification moléculaire

Initialement, la classification moléculaire a été établie par I’expression des récepteurs
hormonaux, le récepteur HER2 et I’indice de prolifération Ki67 dans les tumeurs.
L’expression de ces marqueurs est évaluée par immunohistochimie et hybridation in situ.
Toujours utilisée en routine, elle permet, en complément des autres classifications, d’orienter
la prise en charge thérapeutique. Malgré cette classification, les réponses aux traitements
administrés restent trés hétérogéenes (Goldhirsch et al., 2011). Cette classification moléculaire
a donc été revisitée grace a des analyses du transcriptome sur un large panel de tumeurs. Ces
analyses, réalisées par des biopuces a ADN, ont permis d’identifier 5 sous-types moléculaires

différents : Luminal A, Luminal B, HER2 +, « Basal-Like » et « Normal-Like » (Perou et al.,
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2000; Sorlie et al., 2001; Sorlie et al., 2003; Sotiriou et al., 2003; Sorlie 2004; Hu et al.,
2006) (Tableau 9). Les sous-types Luminaux sont dotés des récepteurs hormonaux, le sous-
type HER2 + présente une sur-expression de ce co-récepteur. Le sous-type « Basal-like »,
quant a lui, n’exprime pas les récepteurs hormonaux et ne sur-exprime pas HER2 mais
exprime des marqueurs de cellules basales comme CK5/6. Enfin, le sous-type « Normal-like »
présente une expression d’un certain nombre de marqueurs de cellules non-épithéliales
notamment des adipocytes. Des études complémentaires ont permis de mettre en évidence
deux autres sous-types moléculaires, le sous-type « Claudin-low » et « Molecular apocrine »
(Farmer et al., 2005; Prat et al., 2010) (Tableau 9). Le sous-type « Claudin-low » est, comme
le sous-type « Basal-like » dit triple négatif (ER -, PgR -, HER2 -). Cependant, ce profil a
pour caractéristique une diminution de protéines responsables des jonctions entre les cellules
(Cadhérine-1 et Claudine), d’ou son autre nom : « Mesenchymal-like ». Le second sous-type,
« Molecular apocrine » a pour caractéristique principale une expression du récepteur aux
androgenes (Androgen Receptor).

A partir de ces catégories, des tests génomiques ont été développés pour une utilisation
en routine clinique. Deux de ces tests, Mammaprint® (Agendia, Pays-Bas) et OncotypeDX®
(Genomic Health, Etats-Unis), sont commercialisés et font 1’objet d’une analyse prospective
dans des essais clinique de phase Il (MINDACT pour Mammaprint® et TAILORX pour
OncotypeDX®) afin d’évaluer leur pouvoir pronostic (Harris et al., 2007; Cardoso et al.,
2008; Sotiriou et al., 2009; Colombo et al., 2011; Wesolowski et al., 2011; McVeigh et al.,
2014; Viale et al., 2014; Sun et al., 2015).

Récemment, des analyses approfondies menées sur plus de 2000 tumeurs ont permis
de distinguer 10 nouveaux groupes issus des sous-types précédemment décrits (Curtis et al.,
2012). Ces nouveaux groupes, présentant un pronostic différent, ont permis de mettre en
évidence de nouvelles anomalies génétiques conductrices des cancers du sein (Dawson et al.,
2013).
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Luminal A

ERa +
POR +
HER?2 -

50-60 %

Grade | ou Il

Favorable

Luminal B

ERa +/-
PgR +/-
HER2 +/-

10-20 %

Grade Il ou Il

Intermédiaire

HER2+

ERa -
POR -
HER2 +

10-20 %

Grade 111

Défavorable

Basal-Like

ERa -
POR -
HER?2 -

5-15 %

Grade 111

Tres

défavorable

Normal-Like

ERa +/-
PgR ?
HER?2 -

5-10 %

Grade |

Intermédiaire

« Molecular

apocrine »

ERa -
POR -
HER2 +/-

8-14 %

Grade Il ou 111

Intermédiaire

« Claudin-low »

ERa -
PgR -
HER?2 -

12-14 %

Cadhérine
+/- bas/-
Claudine bas/-

Grade 111

Défavorable

Tableau 9 : Classification moléculaire dans les cancers du sein

Récapitulatif des criteres moléculaires utilisés en clinique pour déterminer le sous-type moléculaire

d’un carcinome mammaire avec 7 groupes : Luminal A, Luminal B, HER2+, Basal-like, Normal-like,

Molecular apocrine et Claudin-low.

L’ensemble de ces études visant a mieux caractériser les cancers du sein ont permis

également d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques. En effet, avec le développement des

classifications moléculaires, le concept de thérapie personnalisée a émerge. Le cancer du sein

illustre particulierement bien cette situation, avec des thérapies trés différentes suivant le

sous-type de cancer a traiter.
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d. Prise en charge thérapeutique

v' Les thérapies conventionnelles
A T’heure actuelle, cinq grandes approches thérapeutiques sont a disposition des
praticiens. Il s’agit de la chirurgie, de la radiothérapie, des chimiothérapies,
I’hormonothérapie et des thérapies ciblées. Ces approches sont utilisees en combinaison, en
fonction de la tumeur (Guide ALD 30 « cancer du sein », HAS (Haute Autorité de Santé).

Carcinomes in situ

Un carcinome in situ sera traité le plus souvent par une chirurgie conservatrice
(tumorectomie) accompagnée d’une radiothérapie (50 Gy en 25 fractions de 2 Gy, 5
jours/semaine, 5semaines). Une mastectomie compléte peut étre également réalisée, suivie ou
non de I’exérése du ganglion sentinelle (et curage axillaire si le ganglion sentinelle est

envahi).

Carcinomes invasifs

Les carcinomes mammaires invasifs, hormis les tumeurs volumineuses et les cancers
du sein inflammatoires, sont également traités par une chirurgic d’emblée. Les thérapies
adjuvantes sont définies apres examen anatomopathologique des piéces opératoires
permettant de définir le grade histopronostique (SBR), le stade TNM, le niveau d’expression
des récepteurs hormonaux et de HER2.

Apres une mastectomie partielle, I’irradiation locale se fait selon le schéma indiqué
précédemment (25 x 2 Gy), elle peut étre suivie par une dose additionnelle de 10 a 16 Gy (en
1 & 2 semaines) en cas de facteurs de récidive (tumeur de haut grade, atteinte des berges,...).
En revanche, aprés une mastectomie totale, I’irradiation de la paroi thoracique n’est pas
systématique. Elle dépend des facteurs de mauvais pronostics associés (grade élevé, age
jeune, envahissement ganglionnaire,...). S’il y a envahissement axillaire, ou présence de
facteurs de mauvais pronostic, une irradiation de la région sus-claviculaire peut également
étre envisageée.

Les carcinomes invasifs peuvent également étre traités par une chimiothérapie
postopératoire. Dans ce cas, elle sera réalisée avant les seances de radiothérapie. Il existe
plusieurs protocoles de chimiothérapie, le plus souvent basés sur un schéma de 4 a 6 cures
espacées de 21 jours. Ces cures reposent généralement sur une combinaison de molécules
ciblant les cellules en prolifération comme les antimetabolites (5-Fluorouracile), les
anthracyclines (Epirubicine), les agents alkylants (Cyclophosphamide), et les taxanes
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(Taxotere). Le protocole est défini suivant les facteurs pronostiques, les facteurs prédictifs de
réponse aux traitements, et les éventuelles contre-indications. Parmi ces protocoles, on peut
citer le protocole FEC 100 (5-Fluorouracile, Epirubicine, Cyclophosphamide) administré en 6
cures si absence d’atteinte ganglionnaire, ou en 3 cures suivies de 3 cures de Taxotere dans le
cas contraire.

Concernant les cancers du sein Her2 positif, le protocole standard consiste en 3 cures
de FEC 100 suivies de 3 cures de Taxotére associé au Trastuzumab (thérapie ciblée anti-
Her2).

Dans le cadre des cancers du sein hormonosensibles, une hormonothérapie est
administrée sur 5 ans aprés les autres éventuels traitements adjuvants. Si la patiente n’est pas
ménopausée, un inhibiteur compétitif des cestrogenes (Tamoxifene) est indiqué, alors que
pour les patientes ménopausées, des inhibiteurs de 1’aromatase (responsable de la synthese

des cestrogenes) peuvent étre utilisés.

Cancer du sein métastatique

Le traitement des cancers du sein métastatiques repose sur des traitements systémiques
(chimiothérapie, hormonothérapie, thérapie ciblée). Il est défini en fonction des
caractéristiques histologiques de la tumeur primaire (Statut Her2, expression des récepteurs
hormonaux, ...), des facteurs prédictifs de réponse aux traitements et des traitements
antérieurs administrés. Des traitements locorégionaux (chirurgie, radiothérapie) peuvent étre
envisagés sur la tumeur primaire si la patiente est en rémission de sa maladie métastatique.
Enfin, un traitement local des métastases soit a visée antalgique (métastases 0sseuses), soit a
visée curative (métastases hépatiques, cérébrales ou pulmonaires) peut étre discutée dans

certaines situations.
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Figure 16 : Principe de la prise en charge thérapeutique dans le cancer du sein
Diagramme de prise en charge thérapeutique en fonction des caractéristiques histologiques de la

tumeur cancéreuse mammaire. Adapté de « Guide ALD 30 — Cancer du sein, HAS »

v" Les thérapies émergentes
Le développement des thérapies ciblées (anticorps bloquants et petites molécules
inhibitrices) a permis 1’élaboration de nouvelles stratégies thérapeutiques. Ces stratégies sont
essentiellement dirigées contre les facteurs de croissance, leurs récepteurs et leurs cascades de
signalisation (Figure 17). Les échecs thérapeutiques constatés dans les cancers du sein
semblent étre en partie imputables a la surexpression / suractivation des récepteurs aux

facteurs de croissance (Magne et al., 2010).

Ciblage des facteurs de croissance et de leurs récepteurs

Le premier récepteur ciblé dans le cancer du sein a été HER2. En effet, 10 a 20 % des
cancers du sein surexpriment ce récepteur (Tableau 9), et présentent un phénotype trés
agressif. C’est dans ce contexte que la premicre thérapie ciblée, le Trastuzumab, a été
développée et validée par la FDA (Food and Drug Administration) en 1998. Le Trastuzumab
est un anticorps monoclonal humanisé dont le mécanisme d’action n’est toujours pas
complétement élucidé (Vu et al., 2012). Méme si son efficacité est démontrée, des résistances
intrinséques ou acquises en limitent les effets (Vogel et al., 2002; Nahta et al., 2007). Dans ce
contexte, un certain nombre de nouveaux inhibiteurs de HER2 ont été développés, avec, pour
trois d’entre eux, une autorisation de la FDA pour un usage clinique : le Trastuzumab-DM1,
le Pertuzumab et le Lapatinib (Fang et al., 2011; Liedtke et al., 2012; Mohamed et al., 2013).
Le Trastuzumab-DM1 a été imaginé afin d’améliorer 1’efficacité du Trastuzumab. C’est une

chimére entre le Trastuzumab et une molécule chimiothérapeutique anti-microtubule,

-77 -

© 2015 Tous droits réservés. doc.univ-lille1.fr



Theése de Matthieu Guilbert, Lille 1, 2015

INTRODUCTION

I’Emtansine (ou DMI1). Le principe est d’associer les effets du Trastuzumab aux effets
cytotoxiques d’une chimiothérapie conventionnelle. Cette thérapie, en ciblant plus
spécifiguement les cellules cancéreuses, reduit les effets secondaires associés aux
chimiothérapies (Chari 2008; Burris et al., 2011). Depuis 2013, la FDA autorise 1’utilisation
du Trastuzumab-DM1 en seconde ligne, pour les patientes atteintes d’un cancer du sein
HER2+ métastatique en échec thérapeutique apres traitement Trastuzumab + Taxotére
(Verma et al., 2012; Welslau et al., 2014; Miranda Romero et al., 2015). Alors que le
Trastuzumab est dirigé contre le domaine extracellulaire 1V de HER2, le Pertuzumab est un
anticorps monoclonal qui reconnait le domaine extracellulaire 11 du récepteur et qui empéche
sa dimérisation (Adams et al., 2006; Harbeck et al., 2013). Il inhibe notamment
I’hétérodimérisation HER2 / HER3 qui, via la voie PI3-K / Akt, semble conduire a la
résistance au Trastuzumab. Il est donc autorisé par la FDA pour une utilisation en association
avec le Trastuzumab et le Taxotére pour les cancers du sein HER2+ métastatiques (Swain et
al., 2015). Il est également autorisé pour une utilisation neo-adjuvante dans ces cancers.
Contrairement au Trastuzumab et au Pertuzumab, le Lapatinib n’est pas un anticorps mais un
mimétique de I’ATP menant a D’inhibition de D’activité tyrosine kinase de HER2. Il a été
validé par la FDA pour un traitement adjuvant de cancers du sein HER2+ avancés en
combinaison avec le Capecitabine (antimétabolite) (Geyer et al., 2006; Cameron et al., 2008).
Des études sont également menées afin d’évaluer le bénéfice d’une association Trastuzumab /
Lapatinib dans les cancers HER2+ réfractaires au traitement Trastuzumab seul (Blackwell et
al., 2010; Baselga et al., 2012; Mates et al., 2015).

Alors que les thérapies anti-HER2 ont prouvé leur efficacité, la piste de 1’inhibition
d’EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor), membre de la méme famille et co-recepteur
d’HER?2, dans le cancer du sein a été explorée. Il s’avere que dans les cancers du sein triple
négatifs (ERa -,PgR -, HER2 non surexprimant), EGFR est davantage exprimé et activé que
dans les autres sous-types (Nielsen et al., 2004; Reis-Filho et al., 2008; Hochgrafe et al.,
2010). Sa surexpression est, par ailleurs, de mauvais pronostic dans ce sous-type moléculaire
(Viale et al., 2009; Eccles 2011). Tout comme HER2, I’inhibition peut se faire par des
anticorps monoclonaux bloguants comme le Cétuximab ou le Panitumumab, ou alors par
I’utilisation de petites molécules inhibitrices telles que le Gefitinib ou 1’Erlotinib. Cependant,
alors que ces inhibiteurs ont eté validés pour une utilisation clinique dans le traitement
d’autres cancers (poumon, colon, ...), ces derniers peinent a prouver leur efficacité dans le

cancer du sein, malgré un nombre conséquent d’études précliniques et d’essais cliniques
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précoces (Corkery et al., 2009; Carey et al., 2012; Crown et al., 2012; Duffy et al., 2012;
Baselga et al., 2013).

D’autres inhibiteurs, ciblant cette fois-ci le VEGF et son récepteur ont également été
développés pour traiter les cancers du sein triple négatifs (Linderholm et al., 2009). Parmi ces
anti-angiogéniques, 1’anticorps monoclonal humanisé anti-VEGF Bevacizumab a été autorisé
par la FDA pour le traitement des cancers non HER2+, en combinaison avec le paclitaxel,
dans le cadre d’un cancer métastatique n’ayant pas €té traité¢ par chimiothérapie au préalable
(Robert et al., 2011). Cependant, cet anti-angiogénique a une efficacité trés controversée, ce
qui a poussé la FDA a le retirer du marché en 2011 (Sasich et al., 2012). En Europe, le
Bevacizumab peut toujours étre utilisé dans le traitement de cancers du sein métastatiques.
Dans ce cadre de controverse, de nouvelles études cliniques ont démarré, afin de mieux
appréhender le rapport bénéfice / risque de cette thérapie (Shastry et al., 2013). De plus,
d’autres anticorps monoclonaux sont en cours de développement. C’est le cas du
Ramucirumab qui cible le récepteur VEGFR2. Il est actuellement en essai clinique de phase
III dans le cadre d’un co-traitement avec le Doxetaxel pour les cancers du sein métastatiques
HER2 non surexprimant (Mackey et al., 2009). L’utilisation d’inhibiteurs de kinases tels que
le Sunitinib ou le Sorafenib sont également en cours d’évaluation (Bachelot et al., 2014;
Bazzola et al., 2015). En plus de cibler VEGFR2, le Sunitinib inhibe FLT-3 (Fms-Like
Tyrosine kinase 3), RET (REarranged during Transfection) et PDGFR-f (Platelet-Derived
Growth Factor Receptor-Beta). Ce spectre large d’inhibition peut entrainer des toxicites
fortes, notamment lors d’une combinaison avec un agent chimiothérapeutique (Crown et al.,
2013). Le Sorafenib a également un spectre d’inhibition assez large. L’inhibition de
VEGFRI, 2 et 3 mise a part, il bloque ’activité kinasique de PDGFR- 8, FLT-3, Raf-1 et c-
kit. Cet inhibiteur présente donc également une toxicité importante (Chen et al., 2014), mais
un essai clinique de phase II, portant sur I’association du Sorafenib avec de la Capécitabine,
semble montrer un bénéfice intéressant pour le patient. L’utilisation de ce traitement a une
dose moins toxique dans un essai clinique de phase Ill a, par ailleurs, démarré en 2013
(Baselga et al., 2013).

Ciblage des cascades de signalisation induites

Le ciblage des facteurs de croissance et de leurs récepteurs n’est pas la seule stratégie
de thérapies ciblées actuellement developpée. En effet, I’inhibition des voies de signalisation
sous-jacentes est également envisagée. Durant le traitement des cancers HER2+ par le
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Trastuzumab, de nombreux cas de résistance sont observés. Ces résistances peuvent étre la
conséquence d’une suractivation de la voie PI3-K / Akt / mTOR (mammalian Target Of
Rapamycin) (Berns et al., 2007; Garrett et al., 2011). Par conséquent, des inhibiteurs de PI3-
K comme LY294002 ou la Wortmannine ont été étudies, cependant leur forte toxicité, leur
faible solubilité et leur instabilité ne permettent pas d’envisager une utilisation clinique
(Walker et al., 2000; Stein 2001). Plus récemment, 1’étude d’autres inhibiteurs de PI13-K tels
que GDC-0941 ou XL147 ont démontré des propriétés plus intéressantes pour des
applications médicales (Marone et al., 2008; Junttila et al., 2009; Zheng et al., 2014). Le
GSK690693, qui inhibe I’activité d’Akt, est également a 1’étude (Rhodes et al., 2008;
Engelman 2009). Enfin, plus en aval dans la signalisation, mTOR est également une cible
d’intérét. Les dérivés de la Rapamycine comme I’Evérolimus et le Temsirolimus ont été
développés pour inhiber cette protéine. lls sont par ailleurs en essai clinique de phase Il et 11l
pour une utilisation dans les cancers du sein HER2+ en combinaison avec le Trastuzumab
(Nahta et al., 2010; Lauring et al., 2013). La voie PI3-K / Akt / MTOR étant également
suractivée dans les cancers luminaux réfractaires a 1’hormonothérapie (Stemke-Hale et al.,
2008), I’utilisation de I’Evérolimus en combinaison avec un inhibiteur de I’aromatase
(Exémestane) dans les cancers ER+ résistants a été, par ailleurs, approuvée par la FDA
(Baselga et al., 2012; Lauring et al., 2013). Enfin, ces composés sont en cours d’évaluation
dans le cadre des cancers du sein triple négatifs, mais ils peinent a prouver leur efficacité
(Gonzalez-Angulo et al., 2014).

L’inhibition de ’oncopréine Src est également une stratégie intéressante dans le
traitement du cancer du sein (Hochgrafe et al., 2010; Mayer et al., 2010). Le Dasatinib et le
Bosutinib, de petites molécules inhibitrices ciblant Src mais également PDGFR et c-Kit sont
actuellement en phase I et II d’essai clinique pour le traitement des cancers du sein triple
négatifs (Finn et al., 2011; Fornier et al., 2011; Campone et al., 2012).

Une voie associée a I’activation de Src, la voie des MAPK (Ras / Raf / MEK / ERK),
est également suractivée dans les cancers du sein. Elle est impliquée dans de nombreux
processus oncogéniques comme la prolifération cellulaire, 1’angiogénése et la dissémination
métastatique (Whyte et al., 2009). De plus, I’activation de cette voie est considérée comme de
mauvais pronostic dans les cancers du sein triple négatifs (Bartholomeusz et al., 2012). C’est
dans ce cadre qu’ont été développés le Tipifarnib et le Lonafarnib (inhibiteurs de farnésyl
transférase) qui empéchent I’ancrage membranaire de Ras (Head et al., 2004), mais aussi le
Sorafenib qui inhibe Raf (Moreno-Aspitia 2010) et le Selumetinib qui inhibe MEK1/2
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(Akinleye et al., 2013). Cependant, méme si leur efficacité a été démontrée dans d’autres
cancers comme le cancer du pancréas ou le mélanome, des études supplémentaires sont
nécessaires pour évaluer leur efficacité dans les cancers du sein (Normanno et al., 2009;
Sparano et al., 2009; De Luca et al., 2012; McCubrey et al., 2012; Zardavas et al., 2013).

Trés en aval des signalisations induites par les facteurs de croissance, CDK4 et 6 sont
également des cibles envisagées. En effet, ces protéines kinases régulant la transition G1/S du
cycle cellulaire sont impliquées dans les mécanismes de résistances aux hormonothérapies
dans les cancers luminaux (Lange et al., 2011). Ainsi, le Palbociclib, petite molécule
inhibitrice de I’activité de ces deux protéines est actuellement en essai clinique de phase III
dans le cadre d’une utilisation en combinaison avec le Letrozole (anti-aromatase) pour le
traitement des cancers du sein luminaux ER+ et HER2 non surexprimant chez les patientes
ménopausées (Rocca et al., 2014).

Enfin, HSP90 (Heat Shock Protein 90), est une protéine engagée dans la maturation et
la stabilisation de nombreux oncogenes (dont HER2, EGFR, PDGFR, CDK4 et 6, Src,
Akt,...) impliqués dans le développement tumoral mammaire. Dans la perspective d’un
traitement ciblant plusieurs voies oncogeniques simultanément (Li et al., 2009), des
inhibiteurs d’HSP90 comme la Tanespimycine et I’ Alvespimycine ont été développés et sont
actuellement en phase d’essai clinique dans le traitement de divers sous-types moléculaires de

cancers du sein (Modi et al., 2011; Zagouri et al., 2013).
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Figure 17 : Les thérapies ciblées émergentes dans le cancer du sein

Illustration des principales thérapies ciblées actuellement en cours de développement préclinique ou
clinique dans les cancers du sein. Les seules molécules ayant, a ce jour, obtenues une AMM
(Autorisation de Mise sur le Marché) sont le Trastuzumab, le Lapatinib, le Pertuzumab, le
Trastuzuma-DML1 et le Bevacizumab (Normanno et al., 2009; Zardavas et al., 2013; Zardavas et al.,
2015) .

D’aprés la description ci-dessus des thérapies ciblées imaginées dans le traitement du
cancer du sein, on peut dire que la plupart des essais cliniques visent soit a fournir de
nouvelles options thérapeutiques pour les cancers triple négatifs, soit a contrecarrer les
résistances observées dans un certain nombre de cas apres 1’hormonothérapie ou les thérapies
anti-HER2. Dans ce cadre, le ciblage des facteurs de croissances et de leurs récepteurs est
donc une approche thérapeutique intéressante mais nécessite une compréhension large des
voies de signalisation, parfois atypiques, retrouvees dans les cancers. La communication
croisée entre les récepteurs est notamment un facteur trés important, qui, s’il n’est pas
suffisamment pris en compte, pourrait mettre en échec les thérapies développées a 1’heure

actuelle.
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e. Importance de CD44 dans les cancers du sein

Parmi les récepteurs bien décrits pour induire des communications croisées, on peut
citer CD44. En effet, cette glycoprotéine est non seulement le récepteur de haute affinité a
I’acide hyaluronique, mais elle est également impliquée dans de nombreuses co-activations de
récepteurs, notamment dans le cancer du sein.

CDA44 a été découvert en 1983 comme étant un récepteur participant a I’adressage des
lymphocytes (Gallatin et al., 1983). Il est codé par un geéne d’environ 50 kb situé sur le
chromosome 11 (11p13) (Tableau 10). A partir de ce gene est produit un ARNm de 20 exons
dont 10 peuvent &tre soumis a un épissage alternatif (Screaton et al., 1992). Ainsi, une grande

variété d’isoformes peut étre produite.

N° NCBI Localisation Taille N° Uniprot Taille
CD44 (pleine longueur) | NM_000610.3 11p13 5748 P16070-1 742

Tableau 10 : Le récepteur CD44 humain

Le récepteur CD44, la localisation chromosomique de son gene et la taille de ’ARNm correspondant
en paire de base. Le numéro d’accession NCBI correspond au transcrit pleine longueur. Le numéro
d’accession Uniprot et la taille de la protéine en acide aminé correspondent a la forme compléte du

récepteur, incluant la région hypervariable.

Au niveau protéique, le récepteur est constitué d’un peptide signal de 20 acides aminés
suivi d’une grande région extracellulaire de 672 acides aminés (pour la forme compléte), d’un
seul domaine transmembranaire de 21 acides aminés et d’une petite région cytoplasmique de
72 acides aminés (Figure 18). La région extracellulaire forme une structure globulaire
maintenue par 3 ponts disulfures. Elle présente de nombreux sites de glycosylation dont
certains sont localisés dans la région hypervariable du récepteur. Cette région hypervariable,
située au niveau juxtamembranaire, abrite également deux sites de liaison aux

glycosaminoglycanes.
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Figure 18 : Repreésentation schématique de CD44

Le récepteur CD44 est composé d’'une longue région extracellulaire globulaire maintenue par des
ponts disulfures (vert) avec plusieurs sites de glycosylation (Y) et comprenant ou non une région
hypervariable d’un maximum de 385 acides aminés. Cette région est suivie d'un domaine
transmembranaire et d’une région cytoplasmique constituée d’un site de [iaison aux ERM (bleu) et

d’un domaine d’interaction avec l’ankyrine (vert) (Zoller 2011).

Alors que CD44s (forme dépourvue de la région variable) est largement retrouvé dans
les cellules normales (Naor et al., 2008), les isoformes de CD44 contenant des variants
(CD44v) ne sont exprimées que dans certains types cellulaires (cellules épithéliales,
lymphocytes, ...), a des moments particuliers (développement embryonnaire, activation
lymphocytaire, ...) (Ruiz et al., 1995). L’expression différentielle des CD44v et de CD44s
souligne le réle différent de ces protéines. En ce qui concerne la partie extracellulaire de
CD44s, deux sites de liaison (acides aminés 32 a 132 et acides aminés 150 a 158) vont
favoriser une interaction avec 1’acide hyaluronique (constituant de la matrice extracellulaire),
ce qui permet de classer CD44 comme une molécule d’adhésion cellulaire (Aruffo et al.,
1990; Peach et al., 1993). Cependant, CD44 est également un régulateur de signalisation. En
effet, I’insertion de I’exon v3 va permettre I’interaction de CD44 avec FGF2 via I’ajout d’un
héparane sulfate sur le récepteur (Bennett et al., 1995). L’exon v6, quant a lui, est impliqué
dans D’interaction avec le HGF et le VEGF (Orian-Rousseau et al., 2008; Tremmel et al.,
2009). Ces interactions vont donc modifier la réponse cellulaire aux facteurs de croissance.

De plus, la diversité de ces interactions refléte la diversité des effets biologiques induits par
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CD44. Bien que CD44 n’ait pas d’activité enzymatique intrinséque, sa région intracellulaire
contient différents domaines d’interaction avec des protéines adaptatrices, permettant la
transduction de signaux (Figure 18). Ainsi, 1’ankyrine, une protéine du cytosquelette, est
recrutée par CD44 pour réguler I’adhésion et la motilité cellulaire dépendantes de 1’interaction
avec 1’acide hyaluronique (Lokeshwar et al., 1994). L’Ezrine, la Radixine et la Moesine
(ERM), également des protéines du cytosquelette, vont quant a elles, permettre 1’interaction
entre CD44 et les filaments d’actine. Ces interactions sont impliquées dans la migration, la
forme des cellules ainsi que dans I’adressage de protéines a la membrane plasmique (Fehon et
al., 2010). Les mécanismes d’adhésion et de migration sont fréquemment détournés par les
cellules cancéreuses. Ainsi, CD44 est tres impliqué dans le développement tumoral,
notamment dans le cancer du sein. Dans ce cancer, CD44 est principalement connu pour étre
un marqueur de cellules initiatrices de tumeur (Al-Hajj et al., 2003). Cependant, son role ne
se cantonne pas a celui d’un simple marqueur. En effet, CD44 semble directement engagé
dans les mécanismes métastatiques mis en place par les cellules cancéreuses de sein (Herrera-
Gayol et al., 1999; McFarlane et al., 2015). Dans ce contexte, CD44 peut induire I’invasion
cellulaire par I’activation de la voie des RhoGTPases. En effet, I’interaction entre 1’acide
hyaluronique et CD44 permet le recrutement de protéines adaptatrices comme Tiam1 (T-
lymphoma invasion and metastasis-inducing protein 1) et pl15RhoGEF qui vont induire
’activation de RhoA et mener a la survie et I’invasion cellulaire (Louderbough et al., 2011).
RhoA peut également favoriser la migration cellulaire en 1’absence d’acide hyaluronique.
Dans ce cas, RhoA, avec 1’ankyrine, permet la formation de lamellipodes (Bourguignon et al.,
1999). CD44 intervient également dans la résistance aux agents chimiothérapeutiques. En
effet, la stimulation de CD44 par ’acide hyaluronique permet 1’activation de la voie STAT3
qui conduit a I’expression du géne codant MDR1 (Multi-Drug Resistance 1), une pompe
d’efflux impliquée dans I’expulsion des xénobiotiques de la cellule. De plus, il semblerait que
CD44, via I’ankyrine, interagit directement avec MDR1 pour stimuler son activité d’efflux
des drogues (Bourguignon et al., 2008).

CD44 interagit également avec d’autres récepteurs permettant la transactivation de ces
derniers. Ainsi, dans le cancer du sein CD44 agit comme un co-récepteur de Her2. La
présence d’acide hyaluronique permet I’interaction entre CD44v3 et Her2, ce qui induit la
transactivation de ce dernier (Bourguignon et al., 2001). L’interaction impliquerait Grb2 et
menerait a la prolifération et 1’invasion cellulaire par la voie SOS / RAS / MAPK. De plus,

bien que les mécanismes soient encore méconnus, CD44 semble contribuer a la résistance au
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Trastuzumab, thérapie ciblée anti-Her2 (Boulbes et al., 2015). CD44 interagit également avec
I’EGFR, un autre récepteur de la famille ErbB (Wobus et al., 2002). Lorsque cette interaction
est induite par I’acide hyaluronique, elle favoriserait la motilité des cellules cancéreuses par
I’activation des voies PKC et Akt (Kim et al., 2008). Cependant I’interaction CD44 / EGFR
peut également étre initiée par une exposition a I’EGF pour induire des effets similaires. Dans
ce contexte, I’activation de I’EGFR par son ligand permet le clivage de CD44 par ADAM10
(Murai et al., 2006). Le clivage de CD44 induit alors la migration des cellules cancéreuses
(Okamoto et al., 1999). De plus, ’EGF permet une augmentation de 1’expression de CD44
qui, lorsqu’il est en quantité suffisante, peut stimuler la migration cellulaire indépendamment
d’EGFR et de I’EGF (Ellis et al., 2007). La signalisation alors induite nécessite la présence
d’acide hyaluronique.

Ces interactions ne se limitent pas aux membres de la famille ErbB. CD44 interagit également
avec le récepteur a I’HGF : c-Met (Matzke et al., 2007). Dans ce cas, CD44v6 fixe ’'HGF
avec c-Met et potentialise les effets de ce récepteur (Orian-Rousseau et al., 2002). En effet, la
fixation de 'HGF induit le recrutement des protéines ERM par CD44 qui permettent de
catalyser 1’activation de Ras par c-Met, en rapprochant physiquement les différents acteurs de
la voie de signalisation (Orian-Rousseau et al., 2007). Ainsi, CD44 contribue aux effets
biologiques de ’HGF passant par Ras comme la migration (dépendante de CDC42) ou la
prolifération (dépendante des MAPK) (Goyal et al., 2013). Enfin, bien que mal décrit dans le
cancer du sein, il a ét¢ démontré dans d’autres cancers que CD44v6 contribue a I’angiogénese
dépendante de ’activation de VEGFR2 par son ligand (Tremmel et al., 2009).

L’ensemble de ces travaux a mis en évidence I’importance de CD44 dans I’agressivité des
cancers du sein, que ce soit par une signalisation directe de CD44 aprés fixation de I’acide
hyaluronique, ou par une action de co-récepteur favorisant les signalisations oncogéniques

d’autres récepteurs.
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Il. Les voies aéro-digestives supérieures (VADS)

1. Geéneralités

Les voies aéro-digestives supérieures regroupent plusieurs organes importants pour les
fonctions de respiration, phonation et déglutition. Les VADS sont constitués de plusieurs
régions anatomiques distinctes. On peut ainsi schématiquement les regrouper de la maniere
suivante : fosses nasales et sinus para nasaux, cavité buccale, pharynx et larynx. D’un point de
vue anatomique, la trachée et I’cesophage supérieur font également partie des VADS mais
leurs pathologies font 1’objet de spécialités médicales différentes et ne s’intégrent donc pas
dans notre mode¢le d’étude. La totalité des voies aéro-digestives supérieures est recouverte

d’une muqueuse respiratoire de type malpighienne, pluristratifiée et non kératinisée.

FOSSES NASALES
ET
SINUS PARANASAUX

L Rhinopharynx | -
Oropharynx L pHARYNX

CAVITE BUCCALE Hypopharynx

—

Figure 19 : Régions anatomiques des voies aéro-digestives supérieures
Représentation schématique d’une coupe sagittale de la téte avec la mise en évidence des différentes
sous localisations anatomiques constituant les voies aéro-digestives supérieures. Adapté de Medical

[llustration by Patrick J. Lynch.
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a. Cavités naso-sinusiennes et rhinopharynx
Les cavités naso-sinusiennes font partie du systéme respiratoire. Les fosses nasales
sont constituées de deux cavités abritant les organes de 1’olfaction. Ces cavités ont pour role
de réchauffer, humidifier et purifier I’air inhalé avant son passage dans le larynx (Figure 19).
Les cavités sinusiennes sont regroupées en 4 paires symétriques: les sinus frontaux,
sphénoidaux, ethmoidaux et maxillaires. Le rhinopharynx, appelé également nasopharynx, se

situe a la partie supérieure du pharynx, en arriére des fosses nasales (Figure 19).

b. Larynx

Le larynx, quant a lui, est impliqué dans deux grandes fonctions : la respiration et la
phonation. 1l est constitué de trois étages definis selon le plan des cordes vocales : la sus-
glotte, la glotte (au niveau des cordes vocales) et la sous-glotte. L’étage sus-glottique se situe
en dessous de 1’os hyoide. Il est constitué des deux tiers inférieurs de 1’épiglotte qui bascule
lors de la déglutition et empéche les fausses routes. Il est aussi constitué des bandes
ventriculaires qui sont impliquées dans la phonation ainsi que dans la fermeture du larynx lors
de la déglutition. Enfin cet étage abrite les aryténoides, structures cartilagineuses jouant un
role dans la phonation. Le plan glottique est principalement constitué des cordes vocales.
Enfin, 1’étage sous-glottique commence au niveau du cartilage cricoidien (anneau non

extensible) qui se prolonge ensuite par la trachée.

A B

Epiglotte

Epiglotte

Os hyoide
Corde vocale

Membrane
hyothyroidienne

—— Bandes ventriculaires

—— Trachée
Cartilage thyroide
— Aryténoide

Membrane et muscle
crico-thyroidiens

Cartilage cricoide

Trachée

Figure 20 : Anatomie du larynx
Représentation schématique du larynx avec A. vue de face B. coupe transversale. Le larynx est
composé de 3 étages : sus-glottique, glottique et sous-glottique. 1l abrite les cordes vocales et est

engagé dans la respiration et la phonation.
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c. Cavité buccale et oropharynx

La cavité buccale a pour role principal la préparation du bol alimentaire et sa
propulsion vers 1’oropharynx. Elle est ¢également impliquée dans la phonation et la perception
du godt. Elle regroupe les lévres, les vestibules, la dentition, la langue mobile, le palais dur
(ou palais osseux), la face interne des joues et le plancher buccal. Les dents permettent la
mastication des aliments et la langue permet quant a elle, la propulsion du bol alimentaire.

Le prolongement naturel de la cavité buccale est 1’oropharynx. Cette zone s’étend du
palais mou (ou voile du palais) a 1’os hyoide et abrite notamment la base de la langue et les
amygdales palatines. Le palais mou, quant a lui, permet la fermeture de I’acces au

rhinopharynx lors de la déglutition.

Palaisdur Luette
Palaismou
Oropharynx
Amygdale

Langue

Plancher buccal
Dent

Lévre

Figure 21 : Anatomie de la cavité buccale
Représentation schématique de la cavité buccale en vue de face. Elle débouche sur ['oropharynx qui

va conduire le bol alimentaire vers I’hypopharynx et [ 'eesophage.

d. Hypopharynx
L hypopharynx se situe dans le prolongement postérieur de 1’oropharynx. Il est en forme
de « U » a concavité postérieure entourant le larynx. Les branches de ce « U » sont appelées
les sinus piriformes. L hypopharynx a essentiellement pour role I’acheminement du bol

alimentaire de 1’oropharynx vers I’cesophage.
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2. Les cancers des VADS

a. Epidémiologie et facteurs de risque

Dans le monde, on comptabilise plus de 550 000 nouveaux cas de cancers des voies
aéro-digestives supérieures par an (Jemal et al., 2011; Torre et al., 2015). Avec 54% de déces,
ces cancers sont les 6™ en termes d’incidence. L’évolution de ces chiffres au cours des
années dépend de la sous-localisation tumorale et du pays concerné (Simard et al., 2014).

En France, plus de 14 000 nouveaux cas et environ 4000 déces par ces cancers sont
recensés chaque année (Institut National du Cancer (INCa), 2012). Dans les analyses
statistiques, on sépare généralement les cancers du larynx des autres cancers des VADS
(Ievre, bouche et pharynx). Les cancers du larynx représentent 3322 nouveaux cas et 906
déces par an. Il touche plus souvent les hommes (1,4 cas / 100 000 habitants) que les femmes
(0,2 cas / 100 000 habitants). Ce taux d’incidence est en nette diminution depuis les années
1980 : -80% chez les hommes, -50% chez les femmes (Tableau 11). Les autres cancers des
VADS représentent 11 316 nouveaux cas et 3 192 décés par an. Alors qu’on observe une forte
diminution de I’incidence chez les hommes entre 1980 et 2012 (-60%), I’incidence chez les
femmes ne cesse d’augmenter (+60%) (Tableau 11). Elle reste parmi les plus importantes au
monde pour ces types de cancer. La moyenne nationale est de 16,1 cas pour 100 000 hommes
et 5,6 cas pour 100 000 femmes. De plus, la région Nord-Pas-De-Calais est particulierement
touchée. En effet, en comparaison a la moyenne nationale, la mortalité due a ces cancers dans
cette région est respectivement supérieure de 1,87 fois chez les hommes et 1,32 fois chez les

femmes. Ceci pourrait s’expliquer par les comportements a risque de la population.

Homme 11,4 7,6 41 2,7 1,7 1,4

Larynx
Femme 0,4 0,3 0,3 0,2 0,2 0,2
Lévre, Bouche, Homme 40 37,1 28,9 23,6 18,2 16,1
Pharynx Femme 3,5 4.0 4,7 5,2 55 5,6

Tableau 11 : Evolution de I’incidence des cancers VADS (Taux Standardisé Monde)
Incidence des cancers des VADS au cours des 30 derniéres années. La valeur représentée correspond
au Taux Santardise Monde (TSM) (Source InCa)

Les principaux facteurs de risque impliques dans le developpement des cancers des

VADS sont le tabac et I’alcool. La combinaison de ces deux facteurs a un effet synergique et
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augmente considérablement le risque relatif (Rothman et al., 1972; Prabhu et al., 2014). En
effet, le risque relatif d’un grand fumeur ne consommant pas d’alcool est 2,33 fois plus
important qu’une personne non fumeuse et ne consommant pas d’alcool. Les grands
consommateurs d’alcool, quant a eux, ont un risque relatif 2,43 fois supérieur. Lorsque ces
deux comportements sont associés, le risque relatif augmente de 15,5 fois par rapport & une
population non fumeuse et non buveuse. Ce risque varie suivant le siege du cancer étudié.
Ainsi, toujours par rapport a une population non consommatrice, les grands fumeurs et grands
buveurs d’alcool ont 21,2 fois plus de risque de développer un cancer de I’oropharynx, 35,6
fois plus de risque pour le pharynx et 34,6 fois plus pour le larynx (Zeka et al., 2003).

Le réle du tabac dans la carcinogénése est connu depuis longtemps. Parmi les
mécanismes mis en jeu, on peut citer la brGlure chronique. En effet, méme si la température
décroit trés rapidement, la fumée est issue d’une combustion du tabac a plus de 850°C. Cela
constitue une agression physique chronique de 1’épithélium respiratoire forgant son
renouvellement. Cette fumée contient également un certain nombre agents carcinogénes
pouvant affecter les différents organes respiratoires jusqu’au poumon. De plus, une partie de
ces carcinogenes se retrouve solubilisée dans la salive. Ces agents, comme les hydrocarbures
aromatiques polycycliques et les nitrosamines, sont oxydés par le cytochrome P450 puis
rendus hydrophiles par différentes enzymes comme la glutathion-S-transférase pour permettre
leur élimination (Landi 2000; Jalas et al., 2005). Cependant, lorsque ces enzymes sont
saturées, les molécules oxydées deviennent trés toxiques pour les cellules et causent des
dommages a I’ADN conduisant a une dysplasie puis une cancérisation de 1’épithélium
respiratoire (Guengerich et al., 1998). Le tabagisme passif associé au développement de
cancers des VADS a également été étudié. 1l semblerait que ce type de tabagisme augmente le
risque de développer des cancers du larynx et, dans une moindre mesure, du pharynx mais
n’augmenterait pas le risque de développer des cancers de la cavité buccale (Lee et al., 2008).

Les mécanismes de cancérogénese liés a la consommation d’alcool sont moins connus.
En effet, 1’alcool (éthanol) n’est pas directement carcinogene. Il peut cependant irriter les
mugqueuses, forcant, tout comme les brdlures, le renouvellement de 1’épithélium (Seitz et al.,
2001). L’alcool contribue également a la dégradation de 1’état général de I’individu,
notamment par une baisse de la fonction hépatique et par des carences nutritionnelles. Il peut
également perturber différentes voies de signalisation des cellules épithéliales par la

production d’espéces réactives d’oxygene (Liu et al., 2015). Enfin, I’éthanol étant un solvant
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organique, il peut potentialiser les effets carcinogénes du tabac en augmentant la pénétration
des composés toxiques tabagiques dans les tissus en contact (Feller et al., 2013).

Les Papilloma Virus Humains (HPV) de sérotype 16 ou 18 sont également des
facteurs de risque des cancers VADS. En effet, ils semblent étre responsables du
développement d’une partie des carcinomes oropharyngés (Clump et al., 2015). Ces virus
expriment deux oncogenes, les protéines E6 et E7 qui perturbent le cycle cellulaire par
I’interaction avec des protéines de type suppresseur de tumeurs (Aswini 2009). Ainsi E6
inactive p53 et empéche donc I’arrét du cycle cellulaire suite a des dommages a I’ADN. E7,
quant a lui, cible la protéine Rb pour conduire & sa dégradation, facilitant ainsi la transition
G1/S du cycle cellulaire. Ces cancers viro-induits sont de meilleurs pronostics que les cancers
liés au tabagisme et D’alcoolisme car ils répondent mieux aux chimiothérapies et
radiothérapies proposées et touchent en général une population plus jeune et en meilleur état
général (Herrero et al., 2003).

D’autres facteurs de risques exogenes sont également décrits dans la littérature. Parmi
eux, on peut citer I’exposition a ’amiante (Paget-Bailly et al., 2012), I’infection par le virus
d’Epstein Barr (Petersson 2015), la consommation de cannabis (Lopes et al., 2012) ou encore
I’exposition aux poussiéres de bois ou de cuir (Blot et al., 1997; Bonneterre et al., 2007).

Enfin, des facteurs de risque génétiques ont également été mis en évidence. En effet,
I’ethnie Han de Chine développe plus fréquemment des cancers induits par le tabac. Cette
susceptibilité est causée par un polymorphisme du géne codant le cytochrome P450 impliqué

dans les processus de détoxification (Tai et al., 2010).

b. Développement tumoral

Les cancers des VADS sont le plus souvent issus de la cancérisation de 1’épithélium
malpighien (95 % des cas). On appelle alors ces cancers des carcinomes épidermoides. Le
processus de cancérisation peut passer par une étape d’hyperplasie puis de dysplasie du tissu.
La fréquence de passage par ces étapes avant le développement propre du cancer est difficile a
évaluer. Cependant, il semblerait qu’entre 5 et 25 % des 1ésions dysplasiques donnent lieu a
une lésion cancéreuse. La Iésion cancéreuse peut présenter une histologie différente. Ainsi, les
Iésions les moins agressives sont des carcinomes bien différenciés kératinisants (ou matures).
Ils sont reconnaissables par 1’existence de ponts d’union entre les cellules. Les carcinomes
peu différencies, quant a eux, présentent un aspect similaire aux couches basales de
I’épithélium. Ces carcinomes sont beaucoup plus agressifs, avec des propriétés invasives plus
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importantes. Enfin, il existe des cancers des VADS formés de cellules tumorales
complétement indifférenciées. Il est d’ailleurs parfois difficile de prouver leur origine
histologique et peuvent étre confondus avec des lymphomes.

Dans 5% des cas, les cancers des VADS ne sont pas de type épidermoide. Suivant
I’origine tissulaire, il peut s’agir de sarcomes, lymphomes, d’adénocarcinomes ou de
meélanomes.

Ces cancers étant souvent associés a ’alcool et au tabac, le développement tumoral
peut étre multifocal, c'est-a-dire se développer plus ou moins simultanément a différents
endroits des voies aérodigestives. C’est un point qui complique la prise en charge
thérapeutique et rend le pronostic défavorable (Wynder et al., 1977).

Les altérations génétiques conduisant a la cancérisation de 1’épithélium des VADS

impliquent les genes suppresseurs de tumeur P21, P16, TP53 et le proto-oncogene CCND1.
c. Classification

v' Les différents groupes de cancers des VADS

On peut distinguer trois groupes de cancers des VADS suivant les facteurs de risque
qui leur sont associés (Tableau 12).

Le premier groupe de cancers des VADS réunit les cancers de la cavité buccale, du
pharynx et du larynx. Ces cancers sont essentiellement épidermoides et représentent la grande
majorité des cas. Ils sont associés au tabagisme et a I’alcoolisme.

Le second groupe, constitué des cancers des fosses nasales et des sinus paranasaux,
peut étre de différents types histologiques. En effet, en plus des carcinomes épidermoides, on
recense des adénocarcinomes, des carcinomes muco-épidermoides, et des carcinomes
adénoides kystiques. Le rble du tabac dans le développement de ces cancers est presque
inexistant. Cependant, 1’exposition aux poussieres de bois, aux tanins du cuir ou au nickel est
clairement corrélée a I’apparition de cette maladie.

Le dernier groupe, qui représente les cancers du nasopharynx, est principalement
constitué de carcinomes épidermoides indifférenciés. Alors que le tabac et 1’alcool ne sont pas
impliqués dans le développement de ce type de cancer, le role d’Epstein Barr Virus (EBV)
ainsi que le profil génétique de certaines ethnies (en Asie du sud-est, au Groenland et au

Maghreb) sont, en revanche, reconnus comme facteurs de risque.
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Cavité buccale 20-25%
Oropharynx Alcool et Tabac 10-15%
Carcinome épidermoide

Hypopharynx HPV 25-30%
Larynx 30-35%

Fosses nasales et sinus Adénocarcinome Poussiéere de bois ou de cuir <1%

Nasopharynx Carcinome indifférencié EBV et facteurs génétiques <1%

Tableau 12: Répartition des cancers des VADS
Récapitulatif des différentes topographies et des critéres histopathologiques associés dans les cancers
des VADS, ainsi que leurs fréquences relatives (Guide ALD 30 «cancer des voies aérodigestives

supérieures», HAS).

v’ Le stade TNM

En plus d’une classification topographique associée a un typage histologique, une
classification TNM basée, comme pour les cancers du sein, sur la taille de la tumeur primaire,
I’invasion ganglionnaire et la présence de métastases a été mise en place. Les criteres varient
selon la localisation de la tumeur évaluée.

Les tumeurs de la cavité buccale sont classées de la méme maniére que les tumeurs de
I’oropharynx. L’appréciation « T » se fait sur la taille de la tumeur et sur les éventuelles
extensions en périphérie de 1’organe, avec T1 pour une tumeur petite et localisée jusqu'a T4
pour une tumeur envahissant les tissus environnants (Tableau 13). L’envahissement
ganglionnaire est également apprécié avec une classification allant de NO a N2 (voir N3 pour
les tumeurs de I’oropharynx), avec NO pour une absence d’atteinte ganglionnaire et N2/3 pour
une forte atteinte ganglionnaire.

La classification des tumeurs de I’hypopharynx est également basée sur la taille de la
tumeur primaire mais tient également compte de 1I’envahissement hypopharyngée (T2) et de la
fixation de I’hémilarynx (T3). L’atteinte ganglionnaire est également évaluée sur une échelle

allant de NO a N3.
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Localisation | TNM Description

Tl Tumeur<2cm

- T2 2cm< Tumeur < 4cm
Cavité buccale
T3 Tumeur >4 cm

et Oropharynx
T4a  Extension osseuse, cutanée, muscles de la langue, nerf dentaire (résécable)
T4p  Envahissement de I’espace masticateur / cavum / base du crane / artére carotide
interne (non résécable)
Tl  Tumeur <2 cm ET limitée & une sous localisation hypopharyngée
T2 2 cm < Tumeur < 4 cm dans son plus grand diametre ET/OU plus d’une sous
Hypopharynx localisation, pas de fixation hémilaryngée

T3 Tumeur > 4 cm dans son plus grand diamétre ET/OU fixation de I’hémilarynx

T4 Tumeur envahissant les structures adjacentes (cartilage laryngé,...)

Tableau 13 : Classification TNM des cancers de la cavité buccale et du pharynx

Récapitulatif des critéres histopathologiques utilisés en clinique pour évaluer le Stade TNM d’une

tumeur cancéreuse de la cavité buccale et du pharynx.

La classification « T » des autres cancers des VADS ne prend pas directement en
compte le volume tumoral, mais plutdt 1’extension ou non aux tissus adjacents. L’évaluation
de I’envahissement ganglionnaire comprend également quatre niveaux allant de NO (absence

d’atteinte ganglionnaire) a N3 (forte atteinte ganglionnaire).

De maniére générale, la lymphophilie importante des tumeurs et le diagnostic souvent
tardif de celles-ci néecessitent une attention particuliére lors de I’évaluation de I’atteinte
ganglionnaire. La prise en charge thérapeutique sera alors basée sur le traitement de la tumeur
primitive mais aussi sur le traitement des aires de drainages lymphatiques. Ces aires sont
classées par groupe en fonction de leurs localisations. On distingue ainsi 6 groupes : le groupe
1 représente les aires sous-mentale (1a) et sous-maxillaire (1b), le groupe 2 représente 1’aire
jugulaire supérieure, le groupe 3 et 4 correspondent respectivement aux aires jugulaires
moyenne et inférieure, le groupe 5 a I’aire spinale et enfin le groupe 6 est attribué aux aires

ganglionnaires cervicales pré-laryngées.
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d. Importance d’EGFR dans les cancers des VADS
L’EGFR (Epidermal Growth Factor) est le membre prototypique de la famille ErbB
comprenant 4 membres : EGFR / ErbB1 / HER1, Neu / ErbB2 / HER2, ErbB3 / HER3 et
ErbB4 / HER4 (Bazley et al., 2005). 1l a été découvert en 1977 par Stanley Cohen (Carpenter

et al., 1978), 17 ans apres la découverte de son ligand.

N° NCBI Localisation Taille N° Uniprot Taille
EGFR (pleine longueur) NM_005228 7pl1-13 5616 P00533 1210

Tableau 14 : Le récepteur EGFR humain

Le récepteur EGFR, la localisation chromosomique de son gene et la taille de ’ARNm correspondant
en paire de base. Le numéro d’accession NCBI correspond au transcrit majoritaire. Le numéro
d’accession Uniprot et la taille de la protéine en acide aminé correspondent a la forme compléte du

récepteur.

L’EGEFR est codé par un ensemble de 26 exons. Son gene est situé sur le bras court du
chromosome 7 (7pl11-13) (Tableau 14). C’est un récepteur transmembranaire a activité
tyrosine kinase intrinséque. Il est composé de 4 domaines extracellulaires, 1 domaine
transmembranaire et de 3 domaines cytoplasmiques (Figure 22). La partie extracellulaire
(620 acides aminés) comprend deux domaines homologues de liaison au ligand (I et I11) et
deux autres domaines riches en cystéines (Il et V). La partie transmembranaire est constituée
d’un seul domaine (23 acides aminés). Il est suivi par un domaine juxtamembranaire
(42 acides aminés) puis d’un domaine tyrosine-kinase (268 acides aminés) et enfin d’une

queue C-terminale essentielle pour la transduction du signal (233 acides aminés).
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Figure 22 : Représentation schématique de P’EGFR

Le récepteur EGFR est composé d’une région extracellulaire subdivisée en 4 domaines (I a IV) avec
les domaines | et 11l permettant la liaison au ligand (jaune) et les domaines Il et IV comprenant des
régions riches en cystéines (vert). La partie extracellulaire est également trés glycosylée (Y). Elle est
suivie d’un domaine transmembranaire et d’une région cytoplasmique constituée de différents résidus
phosphorylables importants pour la transduction du signal (violet) et d’un domaine tyrosine kinase

(orange).

Aprés stimulation par ’EGF, ’EGFR se trans-autophosphoryle et peut activer de
nombreuses voies de signalisation (STAT, MAPK, PI3-K / Akt, PLC, ...) conduisant a des
effets biologiques tels que la prolifération, la migration, 1’invasion, la différenciation ou
encore I’angiogénése (Allison 2010). Dans des conditions physiologiques, EGFR est
nécessaire pour le développement et le fonctionnement de nombreux organes (Sibilia et al.,
1995; Hansen et al., 1997). Il est non seulement indispensable dans le développement et le
maintien des tissus épithéliaux (Luetteke et al., 1994), mais il est également important dans le
développement et le fonctionnement du cceur (Chen et al., 2000), du foie (Scheving et al.,
2002), des intestins (Bennett et al., 1989) ou encore I’homéostasie rénale (Sargent et al.,
1989). Ce récepteur est également impliqué dans diverses pathologies, notamment les cancers
(Rowinsky 2004). L’EGFR est surexprimé¢ dans 90% des carcinomes épidermoides des
VADS (Dassonville et al., 1993; Grandis et al., 1993). Cette surexpression semble étre un
évenement « conducteur » de la carcinogenése des VADS. En effet, elle est retrouvee tres tot
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dans le développement de ces cancers (Grandis et al., 1998). De plus, le niveau d’expression
d’EGFR semble étre directement corrélé avec des caractéres histo-pronostiques tels que la
taille de la tumeur (Santini et al., 1991), la survie sans rechute (Werkmeister et al., 2000),
mais aussi la résistance aux chimiothérapies et a la radiothérapie (Chen et al., 2000; Gupta et
al., 2002). Bien que les signalisations induites par EGFR dans ces cancers ne soient pas
complétement élucidées, il semblerait que la surexpression de I’EGFR soit notamment
corrélée a ’activation de STAT3. Celle-ci induirait alors un effet anti-apoptotique sur les
cellules cancéreuses (Grandis et al., 2000). Une autre étude a egalement montré une
correlation entre la surexpression de I’EGFR et I’activation de la voie des MAPKs (Albanell
et al., 2001). Cette voie conduirait a I’augmentation de la prolifération cellulaire. L’activation
de ’EGFR pourrait étre aussi impliquée dans I’induction de la voie PI13-K / Akt (Ongkeko et
al., 2005), conduisant également a la croissance tumorale. Enfin, une stimulation du récepteur
par ’EGF dans les cellules cancéreuses des VADS permet, in vitro, 1’activation de la voie
PLC favorisant la motilité cellulaire (Thomas et al., 2003). L’ensemble de ces données ont
men¢ au développement de thérapies ciblées anticancéreuses dirigées contre I’EGFR dans les
cancers VADS. Un anticorps monoclonal, le Cétuximab, a par ailleurs obtenu une autorisation
de mise sur le marché pour le traitement de ces cancers en 2006. Cet anticorps peut agir a trois
niveaux : il peut empécher la fixation du ligand sur I’EGFR, il peut induire I’internalisation du
récepteur et il peut provoquer une réponse immunitaire de type ADCC (Antibody-Dependent
Cell-mediated Cytotoxicity) (Haraldsdottir et al., 2013). Dans le premier cas, I’absence de
fixation du ligand empéche I’activation du récepteur et donc 1’induction des signalisations
oncogéniques sous-jacentes. Dans le second cas, 1’internalisation du récepteur méne soit a la
dégradation de ce dernier, soit a son recyclage mais sans son activation. Enfin, le dernier
mécanisme fait intervenir certaines cellules immunitaires (NK, macrophages, ...) qui vont
reconnaitre le complexe anticorps-antigene a la surface de la cellule cancéreuse et provoquer
une apoptose.

I1 existe néanmoins des mécanismes de résistances limitant I’efficacité de ces thérapies. Parmi
ces mécanismes, les communications croisées entre les récepteurs y tiennent une place
importante (Kalyankrishna et al., 2006). En effet, ’EGFR est capable de se dimériser avec les
autres membres de la famille ErbB contre lesquels le Cétuximab n’est pas dirigé. Ainsi, une
surexpression d’Her2 et d’Her3 a été retouvée dans les cancers des VADS résistant au
Cétuximab (Pollock et al., 2015). L’EGFR peut également se dimériser avec d’autres

récepteurs tyrosine kinase, comme IGF-1R (Barnes et al., 2007). Ces interactions menent
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également a une résistance au Cétuximab qui peut étre évitée par la combinaison d’un
traitement anti-EGFR et anti-IGF-1R (Galer et al., 2011). Bien que n’interagissant pas
directement avec I’EGFR, le récepteur a I’HGF, c-MET, est aussi impliqué dans la résistance
aux thérapies anti-EGFR. Lorsqu’il est activé, c-MET induit ’activation de signalisations
recoupant celles de ’EGFR (Knowles et al., 2009). Une augmentation d’expression de HGF
par les cellules cancéreuses permet donc de compenser ’inhibition d’EGFR par le Cétuximab
et donc d’entrainer une résistance a ce traitement (Liska et al., 2011). Enfin, une
transactivation de I’EGFR par des RCPG (Récepteurs Couplés aux Protéines G) pourrait
également favoriser les phénomenes de résistances. Ces recepteurs peuvent induire la
maturation de I’EGF et du TGF par I’activation de protéases membranaires comme les
protéines ADAMSs (Blobel 2005). Ces récepteurs peuvent également, par la voie Src, induire
directement une phosphorylation de I’EGFR de maniére ligand indépendante (Buchanan et
al., 2006). Ensemble, ces interactions non conventionnelles favoriseraient 1’induction de
signalisations pro-tumorales nécessitant alors une modification de la prise en charge

thérapeutique.

e. Prise en charge thérapeutique

v' Les thérapies conventionnelles

La prise en charge thérapeutique repose, comme pour la plupart des cancers, sur
I’exérése chirurgicale, la radiothérapie et la chimiothérapie / thérapie ciblée (Figure 23). La
démarche thérapeutique dépend des caractéristiques topologiques et histologiques de la
tumeur, ainsi que sa classification TNM. Elle dépend également de 1’état général du patient
(Guide ALD 30 «cancer des voies aérodigestives supérieures» HAS).

La chirurgie des cancers des VADS dépend de la taille et de la localisation tumorale.
Le geste chirurgical peut étre réalisé par voie externe ou par endoscopie. Cette chirurgie peut,
selon I’étendue de 1’exérése étre mutilante et nécessiter une reconstruction. Dans certains cas
(tumeurs du larynx ou de I’hypopharynx a un stade avancé) une stratégie de préservation
d’organe doit étre discutée. Cette stratégie repose sur une combinaison de radiothérapie et de
chimiothérapie plutét qu’une chirurgie d’emblée. Une chirurgie de rattrapage peut étre
envisagée en 2° intention en cas de non réponse a la radiochimiothérapie. L’exérése de la
tumeur primaire est accompagnée d’un curage ganglionnaire plus ou moins étendu (uni ou bi-

latéral, fonctionnel ou radical) selon I’organe touché par la maladie et le stade.

-99-

© 2015 Tous droits réservés. doc.univ-lille1.fr



Theése de Matthieu Guilbert, Lille 1, 2015

INTRODUCTION

Dans le cas des cancers des VADS avancés (T3 ou T4), et selon la présence ou non de
facteurs de mauvais pronostic histologiques, la chirurgie peut é&tre suivie par une
radiothérapie. En post-opératoire, I’irradiation du lit tumoral et éventuellement des aires
ganglionnaires se fait par une dose de 50 a 65 Gy a raison de 2 Gy par jour, 5 jours par
semaine pendant 5 a 6,5 semaines. Une radiothérapie en traitement principal, notamment dans
le cadre d’une stratégie de préservation de I’organe, peut étre proposée avec des doses allant
de 65 a 70 Gy fractionnés en 2 Gy par séance, 5 fois par semaine pour une durée de 6,5a 7
semaines.

Par ailleurs, une curiethérapie (ou radiothérapie endocavitaire), peut étre envisagée en
1% intention dans le cadre d’une tumeur (T1 ou T2) de la cavité buccale ou de 1’oropharynx.

La chimiothérapie, quant a elle peut étre proposée en association a la radiothérapie
dans une visée curative de la maladie. La radiochimiothérapie concomitante est une stratégie
thérapeutique s’inscrivant dans une optique de préservation de I’organe ou si¢ge la tumeur
maligne. Elle associe une irradiation de la tumeur de 70 Gy en 35 fractions de 2 Gy et un
traitement polychimiothérapeutique basé sur 1’utilisation de taxotére, cisplatine, et 5-Fu.

La chimiothérapie peut également étre proposée seule dans le cadre des tumeurs
métastatiques. Des protocoles associant du cisplatine (ou carboplatine), du 5-FU et du
Cétuximab peuvent étre aussi envisages.

En effet, une derniére approche thérapeutique consiste en ’utilisation de Cétuximab,
une thérapie ciblée dirigée contre EGFR. Ce traitement est utilisé dans les cancers
épidermoides en association avec la radiothérapie et/ou chimiothérapie. Cette association
permet une amélioration de la survie globale pour les cancers localement avancés par rapport
a une radiothérapie/chimiothérapie seule. Elle peut également étre administrée en seconde
ligne, pour le traitement de patients en récidive et/ou métastatiques en échec thérapeutique.
Cependant, I’efficacité de cette thérapie reste limitée et de nombreux mécanismes de
résistance (émergence d’un variant d’EGFR, suractivation du récepteur ligand indépendant,
...) sont observés. C’est pour cela que de nouvelles stratégies thérapeutiques doivent étre
imaginées. Certaines, plus ou moins avancées dans les phases pré-cliniques ou cliniques,

seront détaillées ci-dessous.
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Figure 23 : Principes de la prise en charge thérapeutique dans les cancers des VADS
Diagramme de prise en charge thérapeutique en fonction des caractéristiques histologiques et de la
localisation de la tumeur des VADS.

v" Les thérapies émergentes

Plusieurs stratégies thérapeutiques sont en cours d’évaluation dans le traitement des
cancers des VADS (Figure 24).

La premiére consiste a développer de nouveaux inhibiteurs dirigés contre les membres
de la famille d’EGFR. Ainsi I’é¢tude SPECTRUM a permis d’évaluer 1’effet du Panitumumab,
un autre anticorps monoclonal bloquant EGFR, en association avec une chimiothérapie
cisplatine + 5-Fu (Vermorken et al., 2013). Bien que ce traitement n’apporte pas
d’amélioration de la survie globale des patients, il permet d’améliorer la survie sans
progression et la réponse objective tumorale de ces derniers. Un autre anticorps, le
Zalutumumab est actuellement en essai clinique de phase I11 (Machiels et al., 2011). Il permet
également une amélioration de la survie sans progression comparé a des soins de support seul.
L’absence d’effet sur la survie globale peut étre imputable, comme pour le Cétuximab, a la
mise en place de mécanismes de résistance (Cohen 2014). L’utilisation de petites molécules
inhibitrices de 1’activité tyrosine kinase d’EGFR, telles que le Géfitinib et I’Erlotinib, n’ont
pas démontré d’effets bénéfiques significatifs en comparaison au traitement radio-

chimiothérapeutique standard (Argiris et al., 2013; Martins et al., 2013). Des inhibiteurs plus
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larges de la famille de ’EGFR ont également été testés et semblent plus prometteurs. Le
Lapatinib, qui inhibe a la fois EGFR et HER2 n’apporte pas de bénéfice seul mais semble
bénéfique en association avec de la radiothérapie (Harrington et al., 2009). L’Afatinib et le
Dacomitinib ciblent quant a eux EGFR, HER2 et HER4. lls sont respectivement en essai
clinique de phase Il et Il (Burtness et al., 2014; Kim et al., 2015). La diversité des récepteurs
ciblés permet de prévenir certaines résistances observées avec le Cétuximab. De plus le
Dacomitinib peut cibler ’EGFR variant III dont I’émergence est I’'un des mécanismes de
résistance fréquemment observés dans les cancers des VADS. L’activité anti-tumorale de ces
composés est intéressante (réponse objective de 11% pour le Dacomitinib).

La seconde stratégie vise a inhiber I’angiogénése notamment par le ciblage du VEGF
et de ses recepteurs. En effet, pres de 90% des cancers des VADS surexpriment des facteurs
angiogeniques (Seiwert et al., 2008). La croissance rapide de ces tumeurs crée des zones
hypoxiques ou une vascularisation est nécessaire, ce qui fait des anti-angiogéniques une
option thérapeutique intéressante. Le Bevacizumab, décrit précédemment, est un anticorps
monoclonal dirigé contre le VEGF. Il a été testé dans des essais cliniques de phase Il en
combinaison avec le Cétuximab et le cis-platine et donne des résultats assez prometteurs dans
le traitement des cancers métastatiques ou des récidives (Fury et al., 2015). Une combinaison
Bevacizumab avec du 5-Fu a également été testée mais 1’essai clinique de phase Il a
cependant été interrompu en raison d’une progression locorégionale de la maladie trop
importante (Salama et al., 2011). Plus récemment, le Vandetanib, un nouvel inhibiteur
d’activité tyrosine kinase, a été développé pour cibler le VEGFR2 mais aussi EGFR. Son
effet, particulierement intéressant pour le traitement des cancers de VADS, est actuellement
en cours d’évaluation dans un essai clinique de phase II (Limaye et al., 2013). Le Sorafenib et
le Sunitinib, deux inhibiteurs a large spectre d’action (ciblant notamment les VEGFR), sont
également a I’étude dans les cancers des VADS. Ainsi méme si le Sunitinib n’a pas eu d’effet
suffisamment convainquant (Choong et al., 2010), le Sorafénib induit des effets intéressants
(Elser et al., 2007). En effet, il permet une réponse partielle en monothérapie chez des patients
dont la maladie est en récidive ou métastatique. Enfin, deux autres inhibiteurs, le Motesanib et
le Linifanib qui ciblent a la fois les récepteurs au VEGF et au PDGF, sont actuellement en
développement préclinique (Kruser et al., 2010; Hsu et al., 2014). Leurs effets sur les cellules
cancéreuses in vitro et in vivo, semblent prometteurs, surtout en association avec la

radiothérapie.
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D’autres récepteurs tyrosines Kinases peuvent étre également ciblés pour traiter les
cancers des VADS. Ainsi, le Foretinib est un inhibiteur avec des propriétés intéressantes. En
effet, il inhibe a la fois le VEGFR2 (important pour 1’angiogénése) et c-Met, souvent impliqué
dans la prolifération des cellules cancéreuses. Un essai clinique de phase Il a démontré une
bonne tolérance de I’inhibiteur en monothérapie, mais avec des effets limités a une
stabilisation de la maladie (Seiwert et al., 2013). Une action synergique avec le Cétuximab,
ou la surexpression de c-Met fait partie des mécanismes de résistances, est en cours
d’évaluation (Xu et al., 2011). IGF-1R est également une cible de choix dans les cancers des
VADS. En effet, sa surexpression est associée a un mauvais pronostic dans ces cancers. Des
études précliniques ont, par ailleurs, démontré la bonne efficacité d’un inhibiteur de ce
récepteur, la Picropodophylline, dans les carcinomes nasopharyngés (Yin et al., 2013). Ces
résultats doivent cependant étre confirmés par des essais cliniques.

La voie PI3-K / Akt / mTOR, sous-jacente a EGFR, peut étre suractivée dans les
cancers des VADS (Simpson et al., 2015). C’est dans ce cadre que deux inhibiteurs de
MTOR, I’Evérolimus et le Temsirolimus, ont été testés (Grunwald et al., 2015; Massarelli et
al., 2015). Cependant, les résultats sont mitigés dans les cancers des VADS. Ceci est
probablement di a 1I’hétérogénéité des tumeurs traitées. Ainsi une sélection des patients avec
un cancer des VADS dont la voie PI3-K est clairement suractivée (Mutation de PTEN, de

PIK3CA,...) pourrait permettre de mieux apprécier les effets de ces inhibiteurs.
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Figure 24 : Les thérapies ciblées émergentes dans les cancers des VADS

Illustration des principales thérapies ciblées actuellement en cours de développement préclinique ou
clinique dans les cancers des VADS. La seule molécule ayant, a ce jour, obtenu une AMM
(Autorisation de Mise sur le Marché) pour le traitement de ce cancer est le Cétuximab.

En conclusion, les options de thérapies ciblées disponibles dans le traitement des
cancers des VADS restent trés limitées. Tout comme les thérapies actuellement développées
dans les cancers du sein, les thérapies ciblées émergentes dans le traitement des cancers des
VADS concernent I’inhibition des facteurs de croissance, de leurs récepteurs et des voies de
signalisation induites par ceux-ci. Une compréhension plus étendue de ces voies de
signalisation permettrait donc de prévenir les résistances mais également d’imaginer de
nouvelles options thérapeutiques.

De maniere intéressante, bien que le (pro)NGF soit retrouvé dans ces deux
localisations cancéreuses (sein et VADS), I’effet de ce facteur de croissance sur les cellules
tumorale n’est que peu connu. La compréhension de son rdle et le décryptage des voies de
signalisation induites dans les cellules cancéreuses s’inscrit donc parfaitement dans la

dynamique actuelle de développement de thérapies ciblées personnalisées.
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Démarche expérimentale

Contexte scientifique

Le développement de composés ciblant les facteurs de croissance, leurs récepteurs (récepteurs
a activité tyrosine kinase ou RTKS), ou les effecteurs de leurs signalisations constitue un axe
d’approches thérapeutiques prometteuses. Néanmoins, ces thérapies ciblées peinent a
démontrer leurs efficacités ; la plupart d’entre elles sont encore en phases précliniques ou
demeurent en phases précoces d’essais cliniques. Intrinséquement, ces nouveaux agents
thérapeutiques, du fait de leur spectre d’action réduit vis-a-vis de la nature complexe et
hétérogéne des carcinomes, se heurtent a des phénomeénes de résistance innée ou acquise.
L’activation de signaux de transduction en aval des récepteurs de facteurs de croissance sont a
I'origine de nombreux échappements des cellules cancéreuses aux thérapies (radiothérapie,
chimiothérapie) (Magne et al., 2010). Ainsi, le Trastuzumab, un anticorps monoclonal
bloquant dirigé contre le récepteur ErbB2 illustre bien cet état de fait. Son efficacité est
maintenant bien établie mais reste limitée. En effet, seuls 9% des cancers du sein sur-
expriment ErbB2 (Vogel 2010). De plus, seules 26% des patientes présentant un cancer du
sein métastatique de type ErbB2 répondent au Trastuzumab lorsqu’il est utilisé seul en
traitement de premiére ligne (Vogel et al., 2002). A ’instar des dérivés comme le Sorafenib,
I’utilisation a des doses efficaces est également limitée par leur pharmacotolérance avec des
effets secondaires qui peuvent étre déléteres (Mellor et al., 2011). Enfin, de nombreux
phénomeénes de résistance liés a la (co-)activation de voies de transduction par d’autres
facteurs de croissance et récepteurs sont décrits. Ces phénomenes sont en particulier liés a
I'existence d'un réseau de co-activation des récepteurs a activité tyrosine kinase (RTK)
«kinase networks» (Wilson et al., 2012; Gusenbauer et al., 2013). Dans ce contexte,
I'INSERM U908 a été le premier laboratoire & démontrer I’activité du Nerve Growth Factor
(NGF) dans le cancer du sein. Le NGF est le membre prototypique de la famille des
neurotrophines qui agit via les récepteurs TrkA (Tropomyosin receptor kinase A) et p75N™"
(p75 Neurotrophin Receptor). In vivo, le NGF favorise le développement tumoral dans des
modeéles précliniques de souris (Adriaenssens et al., 2008) (US patent n°7618790,
17/11/2009). Plus récemment, nos travaux ont permis de décrire que le précurseur du NGF, le
proNGF, est également exprimé, de facon spécifique, dans le cancer du sein (US patent

n°8008009, 30/08/2011). Nous avons ainsi montré que 1’expression du proNGF est corrélée a
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I’envahissement ganglionnaire. De plus, le proNGF augmente les capacités migratoire et
invasive des cellules cancéreuses de sein in vitro (Demont et al., 2012). L’action du proNGF a
été principalement décrite dans les cellules neuronales et, dans une moindre mesure, dans
certains cancers dont les cancers épidermoides des voies aérodigestives supérieures. Dans le
modele neuronal, le proNGF induit la mort des cellules nerveuses par apoptose, la ou le NGF
permet survie et différenciation. L’apoptose est due a la fixation du proNGF sur 2 sites de
liaison membranaire de haute affinité qui sont la sortiline et p75™ " (Nykijaer et al., 2004). De
facon surprenante, nous avons montré que, dans les cellules tumorales mammaires, 1’action
pro-invasive du proNGF est liée a sa fixation sur la sortiline et a ’activation de TrkA et non
celle de p75"™. Nos premiéres études sur la signalisation intracellulaire décrivent que le
proNGF induit I’activation d’Akt et de Src (Demont et al., 2012). L’ensemble de ces données
suggere que I’axe (pro)NGF / TrkA pourrait étre un élément important et insoupconné de la
progression tumorale. Il serait donc intéressant de cibler cet axe. Cependant, les études
cliniques ont montré que les traitements par un inhibiteur de TrkA (comme le Lestaurtinib)
ont une efficacité limitée. Ces résultats décevants ont été imputés au manque de spécificité de
cet inhibiteur. De nouveaux inhibiteurs plus spécifiques de TrkA ont ainsi été développés.
Nous avons, pour notre part, émis I’hypothése que I'absence d'efficacité du Lestaurtinib est

liée a I’existence de co-activation de récepteurs membranaires impliquant TrkA.

Objectif de la these

Dans ce contexte, mon projet de these a consisté en la mise en évidence des réseaux de
récepteurs induits par le NGF et le proNGF. J’ai pour cela utilisé deux modéles de cancer
épithéliaux : le cancer du sein (adénocarcinome) et les cancers des VADS (épidermoides)
pour lesquels I’expression du NGF, de son précurseur et de son récepteur TrkA ont été
rapportées. J’ai plus particulierement recherché a :

1) Décrypter les mécanismes d'action du NGF par protéomique fonctionnelle.

2) Etudier les transactivations induites par le proNGF dans les cancers.

Méthodologie

1) Décrypter les mécanismes d’action du NGF par protéomique fonctionnelle.
Dans le but de définir les intéractomes induits par le NGF, nous avons réalisé une analyse
protéomique pour identifier les protéines en complexe avec le récepteur TrkA. Pour cela, le

récepteur TrkA portant une étiquette HA a été surexprime dans les cellules cancéreuses de
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sein MDA-MB-231. Cette étiquette a permis d’augmenter I’efficacité du pull-down de TrkA
et ainsi la détection de ses partenaires. Puis nous avons validé les protéines identifiées de
facon fonctionnelle par :

- Des marquages membranaires pour suivre leur exposition a la membrane plasmique,

- La quantification des signalisations induites (phospho-protéomique et activité des

RhoGTPases),

- Laquantification des complexes par marquage PLA (Proximity Ligation Assays),

- L’étude in vitro et in vivo de I’invalidation des récepteurs impliqués.
2) Etudier les transactivations induites par le proNGF dans les cancers
Dans le but d’évaluer les transactivations de récepteurs a activité tyrosine kinase, j’ai réalisé¢
un « kinase array » qui a démontré une modulation de ’EGFR. J’ai donc cherché a valider ce
résultat par :

- L’identification du résidu tyrosine kinase impliqué sur I’EGFR,

- L’impact de la phosphorylation sur la signalisation de ’EGFR,

- L’impact de la phosphorylation sur la biologie des cellules cancéreuses.

Valorisation des résultats
Les résultats obtenus au cours de ma thése font 1’objet :

- D’un article en co-premier auteur dans la revue Oncotarget :
Aubert L*, Guilbert M*, Corbet C, Génot E, Adriaenssens E, Chassat T, Bertucci F, Daubon
T, Magné N, Le Bourhis X, Toillon RA. "NGF-induced TrkA/CD44 association is involved
in tumor aggressiveness and resistance to lestaurtinib”. Oncotarget, 6(12): 9807-9819.
*Cco-premier auteur

- D’un article en préparation :
Guilbert M., Lagadec C., Angrand PO., Volkel P., Duval J., Magné N., Le Bourhis X. and
Toillon RA."Pro-NGF down-regulates EGF signaling in cancer” (soumission prevue dans
Cancer Letters)

- D’un brevet :
Guilbert M, Aubert L, Corbet C, Toillon RA, Le Bourhis X. (2014) Utilisation conjointe
d’un inhibiteur de TrkA et d’un inhibiteur de X pour une utilisation dans le traitement de
cancers. N° de dép6t : 1000256348 (INPI)
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Résultats

I. Articlel

NGF-induced TrkA/CD44 association is involved in tumor
aggressiveness and resistance to lestaurtinib

Introduction

Notre laboratoire a montré que le NGF et son récepteur, TrkA, jouent un rbéle majeur dans le
développement tumoral mammaire. Cependant, les mécanismes sous-jacents restent mal
connus. Ce travail avait donc pour objectif de mieux comprendre la signalisation induite par
le NGF dans le cancer du sein, via une approche protéomique fonctionnelle. Cette approche a
consisté en une combinaison de deux techniques de purification (immunoprécipitation du
récepteur TrkA, et des protéines membranaires biotinylées par streptavidine pull-down)
couplées a une analyse en spectrométrie de masse. Cette analyse, effectuée sur des
MDA-MB-231 HA-TrkA traitées ou non par du NGF a permis de mettre en évidence un
interactome spécifique a I’axe NGF/TrkA.

Résultats et Conclusion

Dans cette article, nous avons démontré que le NGF induit la formation d’un complexe TrkA /
CD44. Par ailleurs, la formation de ce complexe est indépendante de la phosphorylation de
TrkA. De maniére intéressante, nous avons montré que cette coopération menait a I’activation
d’une voie signalisation paralléle aux voies Src et PI3-Kinase / Akt induites par I’activation
de TrkA. Cette signalisation, dépendante de CD44 mais indépendante de la phosphorylation
de TrkA, fait intervenir les protéines p115RhoGEF, RhoA, RhoC et ROCK1. Elle participe,
tout comme la voie Src et la voie PI3-K /Akt, a I’invasion induite par le NGF dans les cellules
cancéreuses de sein. Enfin, un modele préclinique de xénogreffe en souris SCID a permis de
démontrer que 1’effet du Lestaurtinib, inhibiteur pharmacologique de TrkA, est renforcé par
I’inhibition de I’expression de CD44. Ainsi, nos résultats démontrent I’importance de CD44
dans 1’axe NGF / TrkA et suggerent un role de ce dernier dans les mécanismes de résistance

aux thérapies dirigées contre le récepteur TrkA.

Cet Article a été publié dans Oncotarget en 2015
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ABSTRACT

There is accumulating evidence that TrkA and its ligand Nerve Growth Factor (NGF) are
involved in cancer development. Staurosporine derivatives such as K252a and lestaurtinib
have been developed to block TrkA kinase signaling, but no clinical trial has fully
demonstrated their therapeutic efficacy. Therapeutic failures are likely due to the existence of
intrinsic signaling pathways in cancer cells that impede or bypass the effects of TrkA tyrosine
kinase inhibitors. To verify this hypothesis, we combined different approaches including mass
spectrometry proteomics, co-immunoprecipitation and proximity ligation assays. We found
that NGF treatment induced CD44 binding to TrkA at the plasma membrane and subsequent
activation of the pl15RhoGEF/RhoA/ROCK1 pathway to stimulate breast cancer cell
invasion. The NGF-induced CD44 signaling was independent of TrkA kinase activity.
Moreover, both TrkA tyrosine kinase inhibition with lestaurtinib and CD44 silencing with
siRNA inhibited cell growth in vitro as well as tumor development in mouse xenograft model;
combined treatment significantly enhanced the antineoplastic effects of either treatment alone.
Altogether, our results demonstrate that NGF-induced tyrosine kinase independent TrkA
signaling through CD44 was sufficient to maintain tumor aggressiveness. Our findings
provide an alternative mechanism of cancer resistance to lestaurtinib and indicate that dual
inhibition of CD44 and TrkA tyrosine kinase activity may represent a novel therapeutic

strategy.
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Nerve growth factor (NGF), the first growth factor discovered by Stanley Cohen and Rita
Levi Montalcini (Cohen et al., 1954), functions in both normal tissues and cancers of different
origins (Adriaenssens et al., 2008). In particular, NGF is produced and released by breast
cancer and tumor-associated stromal cells. Its expression is known to drive
angiogenesis (Romon et al., 2010) and to be responsible for bone metastasis pain (Bloom et
al., 2011). TrkA, the membrane receptor tyrosine kinase (RTK) of NGF, plays an important
role in NGF-mediated biological effects. TrkA expression is associated with perineural
invasion of cancer cells (Marchesi et al., 2010). Mounting evidence suggests that NGF not
only affects tumor-associated cells but also dictates cancer cell behaviors (Dolle et al., 2003).
Interestingly, in breast cancer cells, TrkA activation is correlated with the high pro-invasive
and metastatic potential (Davidson et al., 2004; Lagadec et al., 2009; Demont et al., 2012)
that is associated with poor clinical outcomes (Mansell et al., 2009; Alexander et al., 2012).
Tyrosine kinase inhibitors derived from staurosporine (K252a, lestaurtinib) are reported to
exert antitumor effects in both in vitro and preclinical in vivo models (Weeraratna et al.,
2001). Nevertheless, TrkA kinase inhibitors failed to demonstrate therapeutic efficacy in
clinical trials (Marshall et al., 2005). The lack of objective responses to TrkA inhibitors in
clinical trials has been linked to insufficient bioavailability of the drugs (Collins et al., 2007)
and more recently, to an intrinsic resistance mechanism in cancer cells involving NF-kappa B
signaling (Holz et al., 2013). Interestingly, tyrosine kinase inhibitor effects may be also due to
interactions with other membrane receptors as exemplified by the interaction of numerous
RTKs with CD44 (Orian-Rousseau et al., 2008). CD44 is a cell surface glycoprotein encoded
by a single 20-exons gene that generates a standard form (CD44s) and more than twenty
variant isoforms (CD44v) (Ponta et al., 1998). CD44 is also known as a marker of cancer
stem cells (Lobo et al., 2007) and its expression may cause therapeutic failure in many
cancers (Zoller 2011).

In this report, we demonstrate for the first time that NGF induces TrkA/CD44 interaction
independent of TrkA phosphorylation in cancer cells. The subsequent CD44 downstream
signaling is implicated in cancer cell invasion and growth. Altogether, our findings provide an
alternative mechanism of cancer resistance to lestaurtinib and indicate that dual inhibition of

CD44 and TrkA tyrosine kinase activity may represent a novel therapeutic strategy.
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CD44 association with TrkA at the plasma membrane is enhanced by NGF

stimulation

MDA-MB-231 breast cancer cells overexpressing HA-TrkA were used to examine the
signaling pathways involved in NGF response as described previously (Demont et al., 2012).
Cells were treated with NGF for 30 min, cell lysates were then subjected to HA
immunoprecipitation (IP) or streptavidin pull-down. Eluates were resolved by SDS-PAGE
and visualized with colloidal Coomassie Blue staining (Fig. S1). Several bands of increased
intensity were detected in NGF-treated cells using IP corresponding to proteins that may be
specifically bound to TrkA. These bands were excised for identification using mass
spectrometry. Among the proteins identified, we found CD44 and several of its known
signaling partners including Ezrin, Moesin, p115RhoGEF (Rho guanine nucleotide exchange
factor 1), FAKL1 (Focal adhesion kinase 1), ARP2C (Actin-related protein 2/3 complex
subunit 2), Alpha-actinin-1, LIMAL (LIM domain and actin-binding protein 1) (Table 1). We
then performed biotin labeling and streptavidin pull-down to analyze NGF-induced potential
modifications of membrane associated proteins. Several bands of increased intensity upon
NGF stimulation were observed (Fig. S1) and processed for mass spectrometry analysis. The
following proteins were identified: RhoA (Transforming protein RhoA), RhoC (Rho-related
GTP-binding protein C), Guanine nucleotide-binding protein subunit alpha-13, Arp2 (Actin-
related protein 2), R-Ras2 (Ras-related protein 2), Basigin (CD147) and Actin 2 (Actin
cytoplasmic 2) (Table 1). There is increasing evidence that CD44 is involved in cancer
development [19], but it has not been reported to interact with TrkA or participate in its
downstream signaling. To validate the interaction between TrkA and CD44, we performed IP
and reverse IP, using HA and CD44 antibodies, respectively (Fig. 1A and B). TrkA and CD44
were co-immunoprecipitated (co-1P) in NGF-untreated control cells, and the co-1P was further
increased upon NGF treatment. We then performed a proximity ligation assay (PLA) to
determine any direct interaction between CD44 and TrkA at the plasma membrane (Fig. 1C).
In the absence of NGF, a clear PLA signal (red dots) was observed indicating that even
without stimulation TrkA binds CD44. When cells were treated with NGF for 5 min, a 3-fold
increase in the TrkA/CD44 complexes was observed at the plasma membrane. This increase
was transient as the PLA signal decreased to basal level after 30 min of NGF treatment. The
observed kinetics of CD44/TrkA association might be due to TrkA shuttling as PLA

experiments were performed without membrane permeabilization. Indeed, flow cytometry
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analysis showed that membrane TrkA was not significantly altered after 5 min of NGF
treatment, but was reduced after 30 min (about 25%), indicating that TrkA may be
internalized (Fig. 1D). Membrane CD44 was also increased (27%) after 5 min of NGF
treatment but decreased under basal levels after 30 min (-17%) (Fig. 1E). TrkA/CD44
association was also tested in cell lines from breast, prostate, colon, head and neck cancers
(Fig. S2) although total expression levels of CD44 and TrkA varied between the cell lines
(Fig. S2A). In PC3 prostate cancer cells, which express relatively high levels of both CD44
and TrkA, NGF stimulation resulted in the association of TrkA with CD44 at the plasma
membrane, as demonstrated using the PLA signal of TrkA/CD44 (Fig. S2B). Altogether,
these results indicate that NGF induces association betweenTrkA and CD44 at the plasma

membrane in cancer cells of various origins.

CD44 diversifies NGF signaling through the RhoA/RhoC/ROCK1 pathway

to stimulate cell invasion

CD44 is known to stimulate breast tumor cell invasion through the RhoA pathway
(Bourguignon et al., 2003). Interestingly, we found that p115RhoGEF co-immunoprecipitated
with TrkA in NGF-treated cells (Table 1). To confirm the downstream association of
p115RhoGEF to the TrkA/CD44 complex, we used co-IP to investigate whether they directly
interact. Indeed, antibodies against the HA tag or CD44 were able to pull down p115RhoGEF
(Fig. 2A and B). Moreover, upon NGF treatment, ROCK1 (the main target of RhoA and
RhoC) was also found to co-IP with TrkA and CD44 (Fig. 2C and D). The involvement of
p115RhoGEF and ROCK1 in NGF-induced signaling was further supported by the activation
of RhoA and RhoC, which are p115RhoGEF downstream targets (Fig. 2E). In order to
ascertain that CD44 is responsible of RhoGTPase activation, we measured RhoA and RhoC
activities after CD44 invalidation by siRNA. As shown in Fig. 2F, CD44 siRNA reduced
RhoGTPAse activities for both RhoA and RhoC. We also analyzed the invasive capacity of
breast cancer cells in vitro using a transwell system (Fig. 3A-C). We found that inhibition of
CD44 and pl115RhoGEF either through siRNA or the ROCK1 specific inhibitor Y-27632
totally abolished NGF-induced invasion Interestingly, blocking CD44 affected neither NGF-
induced TrkA phosphorylation nor the canonical TrkA pathways that signal through Akt and
Src (Fig. S3). Together, these results indicate that the TrkA/CD44 complex induced by NGF
is able to activate the RhoGTPAse signaling pathway to enhance cell invasion, independently

of TrkA canonical pathways.
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TrkA/CD44 association is independent of NGF-induced TrkA

phosphorylation

Our findings that blocking CD44 abolished NGF-induced cell invasion but did not affect
NGF-induced TrkA tyrosine kinase phosphorylation, prompted us to evaluate whether the
activation state of TrkA could affect the TrkA/CD44 association at the plasma membrane. We
performed a PLA on cells treated with TrkA tyrosine kinase inhibitor K252a or on cells
expressing TrkA kinase-dead mutant to inhibit TrkA phosphorylation (Fig. S4). A 2-fold
increase of PLA signal was observed at the plasma membrane after 5 min of treatment with
NGF, the PLA signal intensity returned to basal levels after 30 min of treatment (Fig. 4A).
Similar results were observed in both K252a-treated cells (Fig. 4B) and cells expressing TrkA
kinase-dead mutant (Fig. 4C) after 5 min of treatment with NGF. These results indicated that
the interaction between TrkA and CD44 is independent of TrkA tyrosine kinase activity.
However, after 30 min of NGF treatment, TrkA/CD44 interaction did not return to basal
levels in K252a-treated (Fig. 4B) and kinase-dead mutant (Fig. 4C) cells compared to control
(Fig. 4A). This could be due to suboptimal TrkA internalization as it has been reported that
phosphorylation of TrkA offers docking sites for cellular endocytosis machinery (Lin et al.,
2006). To verify this possibility, we performed flow cytometry analysis to evaluate the
membrane levels of TrkA (Fig. 3D). Indeed, after 30 min of NGF treatment, no diminution of
TrkA levels was observed in cells treated with K252a compared with DMSO-treated control
cells, indicating that inhibition of TrkA phosphorylation slowed TrkA internalization. We
then measured p115RhoGEF binding to TrkA and RhoGTPase activation in TrkA kinase dead
mutant cells. As shown in Fig. 4E and F, p115RhoGEF binding to TrkA was still enhanced
under NGF treatment (3.8 fold increase after 30 min of NGF treatment) (Fig. 4E). Moreover,
in TrkA kinase-dead cells, RhoA and RhoC were activated in absence of NGF treatment and
NGF further increased these activities. Together, these results indicate that TrkA/CD44
association and the subsequent RhoGTPase activation are not abolished by the inhibition of
TrkA phosphorylation. In contrast, the inhibition of TrkA phosphorylation seems to maintain
TrkA/CD44 complex.
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Combinational targeting of TrkA and CD44 exhibits enhanced anti-tumor
activity

As the formation of TrkA/CD44 complex was independent of TrkA phosphorylation, and
TrkA tyrosine inhibitor K252a allowed for sustained TrkA and CD44 association at the
plasma membrane, we wanted to know if combinational targeting of TrkA and CD44 could
more efficiently inhibit tumor cell growth. As shown in Fig. 5A and B, K252a treatment of
MDA-MB-231 cells reduced both the size and the number of colonies. Blocking CD44 by
siRNA only slightly decreased colony formation. Interestingly, combined treatment of cells
with K252a and siCD44 dramatically reduced clonogenic cell growth. We next evaluated the
efficiency of these treatments in vivo by performing tumor xenograft experiments in the SCID
mouse model. As shown in Fig. 5C and D, lestaurtinib (clinical derivative of K252a) or
siCD44 reduced tumor growth when compared to control (scramble siRNA). Combined
treatment of lestaurtinib and siCD44 resulted in a dramatic reduction of tumor burden when
compared to lestaurtinib or siCD44 treatment alone. We also confirmed the direct interaction
between TrkA and CD44 in tumor xenografts using a PLA (Fig. 5E).

DISCUSSION

In this study, we report for the first time that TrkA is associated with CD44 in cancer cells.
CD44 is the principal receptor for the large glycosaminoglycan hyaluronan. CD44 lacks
kinase activity but influences cell behaviors such as uncontrolled growth, apoptosis evasion,
angiogenesis, cell motility and invasion through various mechanisms (Louderbough et al.,
2011). CD44 directly interacts with key intracellular regulators of the actin cytoskeleton such
as ankyrin, and members of the ezrin, radixin, and moesin (ERM) protein families. CD44 can
also function as a co-receptor to modulate signaling from a diverse set of membrane receptors
including integrins, multidrug resistance complex components (MDR 1, CD147) and growth
factor receptors such as EGFR, PDGFR, FGFR, and c-Met (Zoller 2011). CD44 cooperates
with RTKs through different mechanisms. For instance, CD44 transactivates the
ErbB2/ErbB3 heterodimer by Src-mediated phosphorylation of ErbB2. CD44 can also initiate
growth factor receptor signaling by interacting with various ligands. For instance, binding of
proHBEGF to CD44v3 induces cleavage of the proform and release of HBEGF that in turn
activates ErbB4. CD44v also binds to HGF/SF and FGF and presents them to their specific
RTK (Matzke et al., 2005). A splice variant of CD44 expressed in the apical ectoderm ridge

presents FGFs to limb mesenchyme and is required for limb outgrowth (Sherman et al.,
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1998). In our cell models, because CD44 is co-immunoprecipitated with TrkA and we
observed a positive signal from the PLA, a direct association between TrkA and CD44 is
suggested. Alternatively, NGF is known to bind to heparan sulfate with low affinity (Wood et
al., 2010), it is possible that NGF serves as a bridge between TrkA and CD44. Moreover, the
formation of TrkA/CD44 complex upon NGF stimulation leads to the activation of the
canonical CD44 pathway involving p115RhoGEF, RhoA and ROCK1 (Fig. 5). TrkA and
CD44 co-expression has been already reported in neuroblastoma cells (Kramer et al., 1997)
but the authors did not examine their interaction nor the resulting intracellular signaling. TrkA
signaling has been widely described in nerve systems and similar signaling pathways have
also been found in cancer cells. Indeed, NGF binding to TrkA induces phosphorylation of
TrkA, phospho-TrkA then recruits various intracellular adaptors (e.g. Shc, Grb2, or PI3K) to
activate MAPK or PI3K, resulting in cell growth or differentiation depending on the cell type.
TrkA signaling is also modulated by several co-receptors such as p75"™ ', GPCR (G protein-
coupled receptor), and Ret-5. P75N™®
receptor of TrkA. After its binding to p75"'", NGF has an increased affinity for TrkA
(Hempstead et al., 1991). In addition, p75™ " also delays TrkA ubiquitination and sustains its

is a low affinity receptor and is the first described co-

phosphorylation (Makkerh et al., 2005). However, we have previously shown that p75™' " is
not involved in NGF-stimulated invasion of breast cancer cells (Demont et al., 2012).
Transactivation of TrkA receptors in PC12 cells and TrkB in hippocampal neurons has been
observed after treatment with adenosine or PACAP neuromodulators, both of which act
through GPCRs (Lee et al., 2002). Trk receptor transactivation by adenosine or PACAP
requires a longer time course. Furthermore, the increase in Trk activity can be inhibited by the
use of K252a, PP1 and Src family-specific inhibitors. Trk receptors also have the capacity to
activate the Ret-51 receptor tyrosine kinase in postnatal superior cervical ganglion (SCG)
neurons. Ret-51 activation does not depend on the PI3K or MAPK pathways and occurs with
a very slow kinetics, similar to GPCR activation of Trk receptors (Tsui-Pierchala et al., 2002).
Receptor tyrosine kinases are widely activated in cancers, and have been the focus of targeted
therapies for several decades. TrkA is a prototypical RTK and phospho-TrkA has been
correlated with the tumor aggressiveness in breast cancer (Davidson et al., 2004). We showed
that in breast cancer cell lines, the biological effects of TrkA are mainly supported by its
phosphorylation (Lagadec et al., 2009; Demont et al., 2012). Moreover, it has been found that
NTRK1 fusion or rearrangement that constitutively activates TrkA by phosphorylation is

oncogenic in lung tissue (Vaishnavi et al., 2013). Altogether, these data indicate the
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importance of phospho-TrkA and its canonical signaling pathways in tumor development and
suggest that tyrosine kinase inhibitors would be good candidates for cancer therapy.
Nevertheless, despite the powerful anti-tumor effect in vitro and in vivo (Festuccia et al.,
2007; Thress et al., 2009; Wang et al., 2009), therapeutic benefits of such compounds have
not been documented. In this report, we show that the NGF/TrkA axis engages CD44 as a co-
receptor to strengthen cancer cell invasion and growth. This interaction is independent of the
kinase activity of TrkA. Our findings provide a rational for the development of new
therapeutics by simultaneously blocking both the kinase dependent and independent effects of
TrkA.

METHODS

Cell culture

The MDA-MB-231 breast cancer cell line was obtained from the American Type Culture
Collection (ATCC). MDA-MB-231 overexpressing HA-TrkA or kinase-dead TrkA were
established and maintained in culture as previously described (Demont et al., 2012). Cells
were amplified and passaged no more than 25 times. Before treatment, cells were rinsed twice
with PBS, left for 24 h in culture medium supplemented with 0.1% fetal bovine serum (FBS),
then treated with recombinant human B-NGF (denoted as NGF and used at a 16 nM
concentration in all experiments) (Scil Proteins, Germany). For some experiments, cells were
pre-incubated for 1 h with the pharmacological inhibitors K252a (10 nM) or Y-27632
(10 uM) (Calbiochem, UK) before NGF treatment.

Cell extracts

Subconfluent MDA-MB-231 cells were washed twice with ice-cold PBS and lysed (buffer
consisted of 40 mM HEPES pH 7.5, 120 mM NaCl, 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, and 1 mM PMSF, supplemented with a protease inhibitor cocktail) (Sigma-
Aldrich, France). Cell lysates were then cleared by centrifugation (6,000 g, 10 min, 4°C) and
stored at -80°C until analysis. Supernatants were collected and protein concentration was

determined using the BCA assay (Sigma-Aldrich).

Immunoprecipitation
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Cell lysates were pre-cleared using matching antibody isotype and protein-G agarose beads
(50% slurry in PBS, 1 h, 4°C). Cell lysates were then incubated with primary antibodies (2 h,
4°C) and complexes were precipitated with protein-G agarose beads (50% slurry in PBS, 2 h,
4°C) and eluted in Laemmli 2X buffer. Protein-G agarose beads were obtained from Millipore
(France) and antibody isotypes from R&D Systems (France). The primary antibodies used in
this study were: anti-HA (Roche, France) and anti-CD44 (Cell Signaling Technologies,

Ozyme, France).

Cell surface biotinylation assays

Cells were starved and chilled on ice, rinsed twice with ice-cold biotinylation buffer (PBS,
1 mM CaCl,, 0.5mM MgCl,), and then incubated (30 min, 4°C) with a membrane-
impermeable EZ-Link-Sulfo-NHS-LC-biotin (1 mg/mL; Thermo Scientific, Belgium) to label
membrane proteins. Free biotin was quenched (0.1 M glycine, 30 min, 4°C) and washed twice
with ice-cold biotinylation buffer. Cells were then incubated in pre-warmed media at 37°C
with or without NGF. Cells were then incubated with 1 mM Dithiobis Succinimidyl
Propionate (Thermo Scientific) dissolved in hybridization buffer (10 mM HEPES pH 7.5,
150 mM NaCl, 0.2 mM CaCl, and 0.2 mM MgCl,) (30 min, 4°C) and then neutralized
(20 mM Tris-HCI pH 7.5 and 150 mM NacCl) (30 min, 4°C). This incubation was followed by
cell lysis and biotinylated proteins were then isolated by immobilization on streptavidin
agarose resins (Thermo Scientific) (3 h, 4°C). Beads were washed three times (lysis buffer,
4°C) and eluted in Laemmli buffer (7 min, 95°C).

Nano-LC-MS/MS Q-Star analysis

Peptidic digests were extracted from the 1-D gel band and nanoLC-nanoESI-MS/MS analyses
were performed on an hybrid quadrupole time-of-flight mass spectrometer (Q-Star, Applied
Biosystems, France) equipped with a nano-electrospray ion source coupled with a nano high
pressure liquid chromatography system (LC Packings Dionex, France) as previously
described (Toillon et al., 2007).

Western blot
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Whole cell lysates or immunoprecipitated proteins were separated by SDS-PAGE
electrophoresis and transferred to PVDF membranes (Westran® Clear Signal). The
membranes were blocked with 5% milk or bovine serum albumin (BSA) in TBS-0.1%
Tween20 (TBS-T) and subsequently immunoblotted overnight at 4°C. The membranes were
then probed with horseradish peroxidase-conjugated secondary antibodies (Jackson
Immunoresearch, Beckman Coulter, France) followed by SuperSignal West Pico Substrate
(Thermo Scientific). Chemiluminescence was detected with a Fuji LAS-4000 luminescent
image analyzer. The antibodies used in this study were as follows: anti-actin (Sigma-Aldrich),
anti-HA (Covance, Eurogentec, France), anti-pan-CD44, anti-phosphoTrkA (Tyr-674/675),
anti-p115-RhoGEF, anti-ROCK1, anti-RhoA, anti-RhoC, anti-phosphoAkt (Ser-473), and
anti-pan-Akt (Cell Signaling Technologies).

Flow cytometry analysis of plasma membrane level TrkA and CD44

Cells were washed twice with ice-cold PBS and then incubated with isotype antibody-FITC
(BD Biosciences), anti-TrkA antibody (Abcam), or anti-CD44-FITC antibody
(BD Biosciences), (1 ug in 1% SVF, 30 min, 4°C). Levels of TrkA and CD44 were analyzed
using flow cytometry and Summit 4.5 software (Beckmann Coulter, France).

In situ proximity ligation assay (PLA)

Cells (10* cells per well) were grown on acid-washed eight-well glass slides (Thermo
Scientific) in EMEM plus 10% FBS for 24 h. After treatment, paraformaldehyde-fixed cells
were incubated with 4% BSA (1 h, 20°C) followed by overnight incubation with primary
antibodies [rabbit anti-HA, 1:50, (Sigma); rabbit anti-TrkA, 1:50, (Alomone, Israel); mouse
anti-CD44, 1:200, (Cell Signaling Technology)]. PLA was performed as recommended by

manufacturer instructions.

SIRNA

The siRNA sequences used (100 pmol for each transfection) were against CD44
(GUAUGACACAUAUUGCUUC) and pl15RhoGEF (GCAGCUCUGAGAACGGCAA)
(Eurogentec, France). siCTRL (scramble siRNA) were from Life technologies. siRNA
transfection was performed using INTERFERiIn™ according to the manufacturer's

instructions (Polyplus transfection, Ozyme, France).
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RhoGTPases activation assay

Cells were washed twice with ice-cold PBS, lysed in 50 mM Tris pH 7.4, 150 mM NacCl,
5 mM MgCl,, 0.1% Triton X-100, 1 mM DTT, supplemented with protease inhibitor cocktail
(Roche). Cell lysates were prepared as described above. RhoA-GTP or RhoC-GTP levels

were quantified as described previously (Varon et al., 2006).

Cell invasion

Invasion assays were performed as previously described (Demont et al., 2012) in Boyden

microchambers (BD Biosciences) with 8 um pore size membranes.

Clonogenic cell growth

Clonogenic assays were performed as previously described (Franken et al., 2006). After
siRNA transfection, 2,000 cells were seeded in 35 mm petri dishes. Colonies were stained
with crystal violet (Toillon et al., 2007) and colonies of at least 50 cells were counted after

one week of culture.

Tumor xenograft growth in immunodeficient mice

HA-TrkA MDA-MB-231 cells (3 x 10°%) were subcutaneously injected into six-week old
female SCID mice. Two weeks after cancer cells injection, mice were randomized into
treatment groups (n=7), and were treated a total of three times at 3 day intervals. Lestaurtinib
(Calbiochem) was suspended in vehicle (40% polyethylene glycol 1000, 10% povidone C30
and 2% benzyl alcohol in distilled water) and injected intraperitoneally. CD44 siRNA
(7.5 ug/mouse) or scramble siRNA (7.5 pg/mouse) were delivered using in vivo jetPEI®
according to the manufacturer's instructions (Polyplus transfection) and injected
subcutaneously near the tumor mass. Tumor volume was determined throughout the

experiment by measuring the length (1) and width (w) and calculated as /6 x | x w x (I+w)/2.

Statistical analysis
Statistics were performed with GraphPad Prism 5.01 software. Quantitative variables were
analyzed by one-way ANOVA with Bonferroni’s post-test (p<0.001). Data from the in vivo

experiment were analyzed using the Mann-Whitney test.
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Table 1. Identification of putative CD44 signaling partners under NGF stimulation
Protein name Uniprot ID | Mass (kDa) Numb.er of Mascot Refs
peptides score
. (Zoller
CD44 antigen P16070 81 3 125 2011)
. (Martin et
Ezrin P15311 80 22 318 al., 2003)
. (Arpin et
Moesin P26038 75 9 165 al, 2011)
(Bourguign
. . onetal.,
= Rho guanine nucleotide exchange Q92888 115 11 104 2003;
w O factor 1 il
g% Guilluy et
g3 &/., 2011)
=] . . rpaia et
[« T ]
w0 §' Focal adhesion kinase 1 Q05397 125 2 40 al,, 2012)
€ S (Korobova
©
5 g etal.,
E = Actin-related protein 2/3 complex 2008;
T << 15144 4 122
g subunit 2 01> 3 8 Yokotsuka
- Z etal.,
z 2011)
Guanine nucleotide-binding (Caoetal.,
P63244 2 7
protein subunit beta-2-like 1 63 35 0 >78 2011)
(Stevenson
Alpha-actinin-1 P12814 103 20 245 etal,
2012)
. e e (Stevenson
LIM domam:)n::li:cltm binding Q9UHB6 85 3 64 etal,
P 2012)
(Bourguign
on 2008;
£ Transforming protein RhoA P61586 21 6 204 Bourguign
% onetal.,
8= 2010)
E 3 (Bourguign
23 on 2008;
S 5 ) hind; . ;
S §. Rho-related GTP-binding protein P08134 29 6 219 Bourguign
@ RhoC
= onetal.,
v 3
§ E 2010)
o £ Guanine nucleotide-binding (Kozasa et
Q.
g g protein subunit alpha-13 Q14344 44 10 133 al., 1998)
E = (Korobova
§ Actin-related protein 2 P61160 44 16 326 etal.,
(1}
= 2008)
. . (Lietal.,
Basigin P35613 42 8 182 2007)
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Ras-related protein R-Ras2 P62070 23 3 62 (Keely et
al., 1999)
(Stevenson
Actin, cytoplasmic 2 P63261 42 21 569 etal.,
2012)
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FIGURE AND TABLE LEGENDS

Figure 1. NGF induces binding of CD44 to TrkA. HA-TrkA MDA-MB-231 cells were
treated with NGF (5 and 30 min). (A) CD44 and TrkA complexes were detected by IP with
anti-HA antibody followed by immunoblotting with anti-CD44 antibody. CD44 binding to
HA-TrkA was normalized and indicated as Fold Change. CD44 binding to HA-TrkA at 0 min
was considered as 1. (B) Reverse IP with anti-CD44 antibody followed by immunoblotting
with anti-HA antibody. HA-TrkA binding to CD44 was normalized and indicated as Fold
Change. HA-TrkA binding to CD44 at 0 min was considered as 1. (C) TrkA/CD44
association was visualized by a PLA; interactions between TrkA and CD44 are shown as red
spots. Density of red spots was quantified by Image J software. TrkA/CD44 PLA density
without stimulation was considered as 1. (D and E) Flow cytometry analyses of membrane
levels of TrkA (D) and CD44 (E). Fold Changes were determined using the median value of

each histogram.

Figure 2. NGF induces association of TrkA with CD44/p115RhoGEF/RhoA/RhoC/ROCK1
and RhoGTPase activation. (A-D) NGF induces TrkA association  with
CD44/p115RhoGEF/RhoGTPases/ROCK1. HA-TrkA MDA-MB-231 cells were treated with
NGF (5 and 30 min). IPs were done with anti-HA or anti-CD44 antibodies, and
immunoblotting was used to detect the presence of p115RhoGEF (A and B) and ROCK1 (C
and D) in the eluate. (E) NGF increases RhoGTPase activity. HA-TrkA MDA-MB-231 cells
were stimulated with NGF (5 or 30 min) and GTP-bound RhoA and RhoC were determined in
cell lysates by an affinity pull-down assay with the GST-Rho binding domain followed by
immunoblotting for RhoA and RhoC. Whole cell lysate samples were immunoblotted for total
RhoA/C as a control. Figures are representative of three independent pull-down assays. (F)
CD44 invalidation inhibits RhoA and RhoC activities. HA-TrkA MDA-MB-231 cells were
transfected with siCTRL (scramble siRNA) or siCD44 stimulated with NGF (5 or 30 min) and
GTP-bound RhoA and RhoC were determined in cell lysates by an affinity pull-down assay
with the GST-Rho binding domain followed by immunoblotting for RhoA and RhoC. Whole

cell lysate samples were immunoblotted for total RhoA/C as a control.

Figure 3. CD44, p115RhoGEF and ROCK1 are involved in NGF-stimulated cell invasion.

HA-TrkA MDA-MB-231 cells were transfected with si CTRL (scramble siRNA), siCD44 or
-132 -
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sipl15RhoGEF. ROCK1 involvement in cell invasion was assessed using the Y-27632
compound. HA-TrkA MDA-MB-231 cells were treated with NGF and invading cells were
evaluated using Transwells. Data are mean + S.D. of three experiments done in triplicate and
are presented as a percentage of controls. Statistical analysis was performed with one-way
ANOVA followed by Bonferroni’s post-test. Error bars represent S.D. * p<0.001 for NGF
stimulation versus no stimulation; § p<0.001 for experimental versus control under NGF
stimulation. siRNA efficiency was assessed by immunoblot with specific antibodies against

CD44 or p115RhoGEF. B-actin was used as a loading control.

Figure 4. TrkA binds to CD44 independently of its kinase domain activity. (A-C) HA-TrkA
MDA-MB-231 cells were incubated with DMSO (A) or with K252a (B). HA-TrkA kinase-
dead MDA-MB-231 cells (C) were treated with NGF (5 or 30 min). The interactions between
TrkA and CD44 were visualized by the detection of red spots by PLA. Density of red spots
was quantified by Image J software. TrkA/CD44 PLA density without stimulation in DMSO
was considered as 1. (D) K252a impedes TrkA internalization as monitored by flow
cytometry. Results are representative of three independent experiments. (E) HA-TrkA (wild-
type) and HA-TrkA Kinase-dead expressing cells were treated with NGF (5 and 30 min). IPs
were done with anti-HA and immunoblotting was used to detect the presence of
pl15RhoGEF. P115RhoGEF binding to HA-TrkA was normalized and indicated as Fold
Change. P115RhoGEF binding to HA-TrkA at 0 min was considered as 1. (F) GTP-bound
RhoA and RhoC were determined in cell lysates by an affinity pull-down assay with the GST-
Rho binding domain followed by immunoblotting for RhoA and RhoC. Whole cell lysate

samples were immunoblotted for total RhoA/C as a control.

Figure 5. Effects of combined targeting of TrkA and CD44 on tumor cell growth. (A and B)
Effects of siCD44 and TrkA kinase inhibition by K252a on colony formation. Cells were
plated at single cell density and cultured for one week. (A) Representative pictures of forming
colonies. (B) Quantification of colony forming units (CFU). (C and E) Impact of TrkA or/and
CD44 inhibitions on tumor growth in vivo. Xenograft experiments were conducted using HA-
TrkA MDA-MB-231 cells. The tumors were allowed to develop for 14 days and the mice
were then submitted to 3 injections (every 3 days; black arrows) of either in vivo Jet PEI +
scramble siRNA (7.5 pg/mouse, Control), lestaurtinib (10 mg/kg), Jet PEI + siCD44 (7.5
png/mouse) or lestaurtinib and Jet PEI + siCD44 (7.5 pg/mouse). (C) Tumor volumes
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measured at different intervals. A Mann-Whitney test was performed between the control
group and lestaurtinib (a), the control group and siCD44 (b), the control group and lestaurtinib
+ siCD44 (c), and between the siCD44 group and lestaurtinib + siCD44 (d). * P<0.05; **
P<0.01; ns: not significant. (D) Dot plot representation of tumor volume at the end of the
experiment. (E) Brightfield PLA assays of TrkA/CD44 interaction on MDA-MB-231 tumor
xenografts. PLA assays were performed on tumor xenografts from control group. Pictures are

representative of three independent PLA assays.

Figure 6. Proposed model of lestaurtinib resistance through a phospho-TrkA-independent
pathway involving downstream CD44 signaling. Lestaurtinib inhibits the kinase activity of
TrkA and phospho-TrkA-dependent downstream signaling including Akt. However, a
phospho-TrkA-independent pathway that uses CD44 signaling may serve as an alternative
pathway to strengthen tumor aggressiveness and to escape lestaurtinib inhibition.

Table 1. Mass spectrometry identification of putative interacting partners of TrkA (HA-TrkA
IP) and plasma membrane-associated proteins (streptavidin pull-down) under NGF

stimulation was performed as described in materials and methods.
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Origin of other cancer cell lines

CAL 27, CAL 33, SQ20B and FaDu human head and neck cancer cells were obtained from
Dr S Meignan (Centre Oscar Lambret, Lille). DU 145 and PC-3 prostate cancer cells, MCF-7
and SkBr3 breast cancer cells and HT-29 colon cancer cells were acquired from American
Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, USA) and were maintained in Eagle’s
Minimal Essential Medium (EMEM; MCF-7), Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM; CAL 27, CAL 33, SQ20B and HT-29 cells), RPMI 1640 medium (DU 145, PC-3
and FaDu cells) or Mc Coy’s5A (SkBr3 cells) (Invitrogen Corporation, France) supplemented
with 10% inactivated FBS (Fetal Bovine Serum) (Hyclone, France), 2 mM L-glutamine, 1%
non-essential amino acids, 40 Ul/ml penicillin, 40 pg/ml streptomycin, 50 pug/ml gentamycin
and ZellShield™ (1X, Biovalley, France) at 37°C in 5% CO2-humidified atmosphere. All

experiments were carried out with cells of passage number less than 20.

Table identifiers and GO (Gene Ontology) annotation

The different categories of biological processes were manually associated to each protein. The
terms “metabolism™, “transport”, “cell cycle”, “apoptosis”, “migration/invasion”, “RNA
processing”, “protein processing” and “Others” were queried for the biological processes
associated to each protein. Only proteins with Mascot score > 40 and number of peptides > 1
were presented in the pie charts (Figure S1). All commons proteins shared by both conditions
(with or without NGF for a 30 min incubation period) in each purification technique were

withdrawn of Table 1 and Figure S1.
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Figure S1. Proteomic analysis of NGF/TrkA signaling. (A) Location of excised bands on
SDS-PAGE gel (Arrows). (A) Location of excised bands on SDS-PAGE gel (Arrows). HA-
TrkA MDA-MB-231 cells were biotinylated and treated or not with NGF for 30 min. HA-
TrkA immunoprecipitation or streptavidin pull-down was then performed on cell lysates
(15 mg per condition) and the eluted proteins were separated by SDS-PAGE. Differential
band cutting (indicated by arrows) was performed after Colloidal Coomassie Blue staining
and the excised bands were trypsin-digested and analyzed by mass spectrometry as described
in Materials and Methods. (B) Distributions of Gene Ontology annotations. Proteins identified
by mass spectrometry were classified according to biological process wherein they are

involved.
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Figure S2. Involvement of TrkA/CD44 association in other cancers. (A) Expression of TrkA
and CD44 receptors in several cancer cell lines. Whole cell lysates from cancer cells were
immunoblotted using CD44 and TrkA antibodies. Equal loading was checked with B-actin
antibody. (B) NGF induced direct interaction between TrkA and CD44 in PC-3 prostate
cancer cells. Cells were treated with NGF (5 and 30 min) and prepared for PLA experiment as
described in Materials and Methods. Interactions between TrkA and CD44 were detected as

red spots.
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Figure S3. Inhibition of CD44 expression does not affect NGF-induced TrkA activity and

canonical TrkA pathways. MDA-MB-231 cells overexpressing HA-TrkA were transfected
with siRNA directed against CD44 (siCD44), or control siRNA (siCTRL). Cells were then
stimulated with NGF (5 or 30 min). Phosphorylations of TrkA, Akt and Src were assessed by

using phospho-specific antibodies. Equal loading was verified with HA, Akt and Src

antibodies.
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Figure S4. Inhibition of TrkA phosphorylation. HA-TrkA MDA-MB-231 cells incubated
with DMSO or with K252a, and HA-TrkA kinase-dead MDA-MB-231 cells were treated with
NGF (5 or 30 min). TrkA phosphorylation was assessed by immunoblotting with phospho-
specific antibody. Equal loading was verified with HA antibody.
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Pro-NGF down-regulates EGF signaling in cancer

Introduction

Notre laboratoire a mis en évidence un role du proNGF dans le développement tumoral,
indépendamment de la signalisation induite par le NGF. En effet, le proNGF induit la
formation d’un complexe original, impliquant les récepteurs sortiline et TrkA. Ce complexe
favorise alors, via les voies Src et PI13-Kinase / Akt, 1’invasion des cellules cancéreuses.
L’objectif de ce travail a consisté en I’étude des interactions entre les récepteurs a activité
tyrosine kinase induites par le proNGF. Pour cela, j’ai réalisé un « kinase array » qui m’a

permis de mettre en évidence une phosphorylation du récepteur a I’EGF.

Résultats et Conclusion

Ce travail a permis de mettre en évidence qu’une stimulation des cellules cancéreuses par le
proNGF induit la phosphorylation de ’EGFR sur le résidu Tyr-1068. Cette phosphorylation
est retrouvée a la fois dans des lignées cancéreuses de sein, mais également dans des lignées
de cancers des voies aéro-digestives supérieures. Des analyses par cytométrie en flux ont
montré que la phosphorylation de la tyrosine 1068, suite a une stimulation par le proNGF,
conduit & diminution de I’expression de ’EGFR a la membrane. Cet effet du proNGF
requiert, par ailleurs, la présence de la sortiline mais pas de p75"'". De maniére intéressante,
des tests d’invasion en chambre de Boyden ont montré que le proNGF inhiberait 1’effet pro-
invasif de ’EGF et que cette inhibition passerait par la phosphorylation de la tyrosine 1068.
De plus, il semblerait que le proNGF inhibe également 1’effet de I’EGF sur la prolifération
des cellules cancéreuses. L’ensemble de ces résultats est tout a fait encourageant et permet de

questionner le manque d’effet clinique des inhibiteurs dans les tumeurs mammaires et ORL.

Ces travaux feront I’objet d’une soumission dans le journal Cancer Letters.
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ABSTRACT

Neurotrophins and their precursors exhibit increasing complexity in their biological responses
by the diversity of receptor binding. In breast cancer, we have previously showed that
proNGF induced cell growth and invasion through sortilin binding. Here, we demonstrate in
breast cancer and Head and Neck Squamous Cell Carcinoma (HNSCC) that proNGF inhibits
EGF response through phosphorylation on EGFR tyrosine 1068. Indeed, we determine that
proNGF-dependent Y1068 phosphorylation decreases EGFR expression at the cell membrane
level by flow cytometry analysis. Using Proximity Ligation Assay (PLA), we also showed
that sortilin forms a complex with EGFR. This complex is detected at the plasma membrane
and decreases under proNGF treatment. Analyzes of biological consequences of proNGF
treatment on EGF response demonstrated that proNGF impairs EGF induced invasion and
proliferation in cancer cells. These results may explain the lack of EGFR inhibitor efficiency

in breast and HNSCC cancer by downregulation of EGFR.
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INTRODUCTION

Growth factors and their receptors have been implicated in various physiological and
pathological processes. Indeed, cancer cells divert growth factor signaling to increase
proliferation, angiogenesis, and metastases. Epidermal Growth Factor (EGF) is a prototypical
growth factor implicated in tumor development. It acts through tyrosine kinase receptor
named EGF-receptor (EGFR) (Wells 1999). EGFR is showed to be implicated in Head and
Neck Squamous Cell Carcinoma (HNSCC), lung or colon carcinoma development (Ang et
al., 2002; Hirsch et al., 2003; Spano et al., 2005). So targeted therapies have been developed
and are used to block EGFR activation within the cells (Scaltriti et al., 2006). Nevertheless
these targeted therapies are limited and generally relapses occur (Kobayashi et al., 2005; Diaz
et al., 2012). Numerous explanations of these therapies failures have been suggested such as
the influence of microenvironment, tumor heterogeneity or cell plasticity (Gillies et al., 2012).
Altogether, the studies show that cancer cells integrate signal, which lead to their cell fate.
This integration could be done by transactivation processes and elucidated EGFR regulation
(Wheeler et al., 2008). Moreover EGFR receptors could physically form heterodimers with
the other EGFR family members but also interact with other receptors (Zwick et al., 1999;
Olayioye et al., 2000). Also, Festuccia et al have shown that Her2 interacts with TrkA in
prostate cancer cell (Festuccia et al., 2009). TrkA is the high affinity receptor of the Nerve
Growth Factor (NGF). NGF and its receptors are also important determinant of cancer
development (Dolle et al., 2004; Demont et al., 2012). Indeed NGF acts through a tyrosine

kinase receptor TrkA, p75""

and sortilin. These receptors are known to differently form
complex depending of the ligand and their relative expressions (Clewes et al., 2008; Masoudi
et al., 2009). So we recently demonstrated that invasive effect of NGF in cancer cells is
dependent of TrkA/CD44 complex and subsequent RhoGTPase activation (Aubert et al.,
2015). We also showed that proNGF (precursor of NGF) may act in cancer through a
sortilin/TrkA complex (Demont et al., 2012). Nevertheless, the proNGF signaling remains
unclear. So, in this study, we examined the effects of proNGF stimulation on breast cancer

cells using kinase arrays and we showed that proNGF down-regulates EGFR in cancer cells.
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ProNGF induced EGFR phosphorylation on Tyr1068

To determine whether proNGF could interact with tyrosine kinase signaling, we analyzed by
kinase arrays the activation of growth factor receptors in MDA-MB-231 breast cancer cells
(Figure 1A and B). Indeed, as we previously showed proNGF induced a slight increase of
TrkA phosphorylation. Moreover, we detected an increase of phosphorylation of EGFR,
ERBB4 and Axl while proNGF decreases phosphorylation of EphA2. Interestingly, EGFR
phosphorylation is mainly impacted by proNGF with a five-fold increase of tyrosine
phosphorylation level. So we tested the impact of proNGF on the phosphorylation of tyrosine
residues (992, 1045 and 1068) of the cytoplasmic tails of EGFR in two breast cancer cell lines
(MDA-MB-231 and Sk-Br-3) and two HNSCC (Figure 1C). Interestingly, we found that
proNGF only induces the phosphorylation of tyrosine 1068. Using Cal-27 we showed that
proNGF induced a rapid but more transient increase of the Y1068 phosphorylation as
compared to EGF (Figure 1D). Interestingly NGF does not enhance Y1068 phosphorylation.
ProNGF induced EGFR down regulation via sortilin.

Tyrosine 1068 is known to be important to EGFR internalization. So we analyzed the effect of
proNGF on EGFR expression in Cal-27. Using flow cytometry, we visualized that proNGF
decreased EGFR membrane staining (-52% after 15min of treatment) (Figure 2A and B). The
level of EGFR seems to return to the basal level after 30 min of proNGF stimulation. To
confirm the assessment of Y1068 residue on EGFR membrane regulation, we transfected
Y1068F EGFR mutant expression vector in Cal-27 HNSCC and examined EGFR amount in
flow cytometry under proNGF stimulation. As showed in figure 2C, while proNGF decreases
EGFR, no modification of EGFR amount was observed in Y1068F mutant indicating that
down-regulation of EGFR is mediated by this residue.

Moreover, we also examined the involvement of proNGF receptors in this EGFR regulation
by invalidating p75"™® and sortilin (Figure 2D). As observed, sip75"'" did not modify the
effect of proNGF on EGFR staining: proNGF still decreased EGFR staining about 47% under
proNGF. While siSortilin inhibits EGFR level decrease induced by proNGF. To confirm the
involvment of sortilin, effects of siSortilin and sip75™"* on EGFR Y1068 phosphorylation
were then assessed on western blot (Figure 2E). Thus, according to the previous result

NTR
5

siSortilin but not sip7 seems to abolish EGFR 1068 phosphorylation induced by proNGF.
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ProNGF induces Sortilin/EGFR complex in cancer cells

In order to determine interaction between sortilin and EGFR, proximity ligation assays were
performed using Cal-27 expressing wild type EGFR and Y1068F mutant EGFR (Figure 3).
We first realized PLA staining without permeabilization. As observed, a slight interaction
between sortilin and EGFR is detected in absence of stimulation. This interaction is higher in
Cal-27 EGFR Y1068F mutant than in wild type EGFR cells. In presence of proNGF, PLA
signal is increase after 5 min of treatment and then decrease in wild type cells. While in
EGFR mutant, a strong increase is observed at 5 min with proNGF and no decrease of PLA
signal is observed. These results indicated that proNGF regulates EGFR complex and Y1068F
mutation probably allows complex stabilization at the plasma membrane. To confirm this
hypothesis we then perform PLA but on permeabilized cells to detect potential complex
endocytosis in wild type EGFR cells. In this condition, PLA signal is observed at 5 min and is
maintained up to 30 min of proNGF treatement in wild type as well as in Y1068F mutant
cells. Altogether, PLA experiments suggested that proNGF induced the formation of sortilin
EGFR complex wich allows EGFR internalization and that sortilin/EGFR complex
internalization is dependent of Y1068 phosphorylation on EGFR.

ProNGF downregulates EGF biological activities in cancer cells.

To mesure the functional consequences of proNGF phosphorylation of EGFR within the cell,
we tested the effect of proNGF on EGF induced invasion and cell growth of Cal-27 cells
(Figure 4). In Figure 4A, invasive capacities of Cal-27 were measured by transwell assays. As
observed, basal invasive capacity of native Cal-27, Cal-27 wild type EGFR and Cal-27
Y1068F EGFR mutant were the same. Indeed, EGF enhanced invasion of the three cell lines
while proNGF had no effect. The invasive capacities of native Cal-27 and Cal-27 wild type
EGFR were decreased as compared to EGF alone when cells were treated by both proNGF
and EGF (mix). Interestingly, proNGF did not induced decrease of EGF responsiveness
indicating that proNGF effect on EGF induced invasion is dependent of Y1068
phosphorylation.

Moreover, we tested the impact of proNGF on EGF induced clonogenic cell growth
(Figure 4C). In clonogenic assay, Y1068F mutant cells failed to develop colony (data not
shown) indicated that Y1068 regulated Cal-27 clonogenecity. Moreover, we shown that both
EGF and proNGF induced clonogenic growth but the addition of the two growth factors had
antagonist effect by reducing colonies formation. These results indicated that proNGF alters
EGF effect and interestingly EGF seems to regulate proNGF effects too.

- 156 -

© 2015 Tous droits réservés. doc.univ-lille1.fr



Theése de Matthieu Guilbert, Lille 1, 2015

RESULTATS
DISCUSSION

In this study, we demonstrated that proNGF is able to transactivate EGFR on Tyr-1068.
Functional consequence of Y1068 phosphorylation is to down-regulate EGFR and the
inhibition of subsequent EGF biological effects in cancer cells. Interestingly, proNGF is
already known to inhibit Trk-mediated survival (Song et al., 2010). Nevertheless, mechanism
seems to be different. Indeed, proNGF effect in neuron cells is mediated by proNGF binding

to p75" "

and induction of PTEN phosphatase. Moreover PTEN acts downstream of growth
factor receptor signaling to inhibit PI3-kinase mediated survival. Wilson et al also
demonstrate that sortilin and EGFR are associated to enhance EGFR expression in cancer
exosome (Wilson et al., 2014). As we observed, the authors show that sortilin and EGFR are
in complex. Nevertheless, this complex is associated to the sorting of EGFR and exocytosis.
Sortilin involvement in endocytosis is also well documented. Indeed, sortilin acts as endocytic
receptor for numerous factor like apolipoprotein A-V or CNTF (Nilsson et al., 2008; Larsen
et al., 2010). One could exclude that proNGF binding to sortilin induced such endocytosis of
proNGF. Thus by the physical binding to EGFR, sortilin induced it endocytosis in a non-
specific manner. Indeed, EGFR endocytosis is a complex mechanism allow by a kinetic of
kinase, phosphatase and ubiquitin ligase recruitment at the phosphorylation site (Vivanco et
al., 2010). In this paper, the authors demonstrate that termination of EGFR signaling is link to
Cbl binding to EGFR controlled by PTEN phosphatase. Interestingly PTEN is link to EGFR
endocytosis and proNGF stimulation. The authors also stress the fact that regulation of such a
mechanism is responsible of EGFR inhibitor resistance in cancer cells by a tight regulation of
EGFR phosphorylation. One could exclude that under EGFR inhibitor treatment effects of
proNGF by its differential regulation of Y1068F participate at such escape mechanism.
Indeed, Wheeler et al demonstrate that Y1068 phosphorylation of EGFR is an independent
pejorative prognostic factor in HNSCC (Wheeler et al., 2012). Nevertheless, tyrosine 1068
phosphorylation mechanism is unknown. In this study, we demonstrated that proNGF induced
Y1068 phosphorylation independently of other tyrosine residues of EGFR. So it will be
interesting to test the hypothesis of proNGF induction of Y1068 phosphorylation in HNSCC.

In conclusion, our results have to be improved by exploring the signal transduction of
proNGF by sortilin. Moreover, physiological consequences on tumor have to be measured to

assess the involvement of such activation in tumors.
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Cell culture

Cal-27 and Cal-33 Head and Neck cancer cell (HNSCC) lines and Sk-Br-3 breast cancer cell
lines was cultured in Dulbecco Minimal Essential Medium (DMEM) (Invitrogen Corporation,
Cergy-Pontoise, France) supplemented with 10% inactivated FBS (Fetal Bovine Serum) (Life
technologies, Saint-Aubin, France), 1% non-essential amino acids and antibiotics.
MDA-MB-231 breast cancer cell line was cultured in Eagle’s Minimal Essential Medium
(EMEM) with the same supplemental components.

Cells was starved during 24 h in culture medium with 0.1% FBS before treatment with 0.5
nM recombinant human non cleavable proNGF (Alomone Labs, Jerusalem, Israel) or 16nM
NGF(Alomone Labs) or 2nM EGF (Biotechne, Minneapolis, USA) at times indicated, with or
without a pre-incubation for 1 h with Neurotensin (1 puM) (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin
Fallavier, France).

cDNA contructs and transfection

The EGFR-wt (pCMV-Hygro) (Sino Biological, Bejing, P.R. China) mutagenesis was
performed by replacing tyrosine 1068 residue into phenylalanine with the QuikChange® Site-
Directed Mutagenesis kit (Agilent technologies, Massy, France) by the following primers:
Forward: 5' CTCCCAGTGCCTGAATTCATAAACCAGTCCGTTC 3'

Reverse: 5 GAACGGACTGGTTTATGAATTCAGGCACTGGGAG 3

Cell electroporation were done using the Cell Line Nucleofector Kit R (Lonza) with W-001
setting. Cells were selected with 750 pg/ml Hygromycin (Invitrogen).The siRNA sequences
used (2 pg for each transfection) were against p75™'~
AUGCCUCCUUGGCACCUCC, sortilin (Eurogentec): CUCUGCUGUUAACACCACCTT

compared to control (siGFP) GAUGAACUUCAGGGUCAGCTT.

(Eurogentec, Angers, France):

Western-blotting

Subconfluent cancer cells were washed twice with ice-cold PBS, lysed and kept on ice 10 min
in the lysis buffer. Cells were then scratched with a rubber scraper and the supernatants were
collected after centrifugation (6000 x g, 10 min, 4°C). Protein concentration was determined
using the BCA assay (Sigma-Aldrich) and samples were stored at -80°C until analysis.
Protein extracts were then separated by SDS-PAGE and transferred onto nitrocellulose

membranes (Immobilon, Millipore). The membranes were blocked with 5% non-fat milk
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(anti-EGFR, anti EGFR-pY992, pY1045, pY1068), 0.2% casein (anti-sortilin) or 5% bovine
serum albumin (BSA) (anti-actin) in TBS-0.1% Tween 20. Immunoblotting with primary
antibody were under the same condition (except for anti-EGFR, anti EGFR- pY 992, pY 1045,
pY1068: 5%BSA in TBS-T), overnight at 4°C. After horseradish peroxidase-conjugated
secondary antibody (Jackson Immunoresearch, Asnieres, France) incubation for 1 hour at
room temperature, reactive proteins were detected using SuperSignal West Pico Substrate
(Thermo Fisher Scientific, Courtaboeuf, France). Signal acquisition was performed by Fuji
LAS-4000 luminescent image analyzer and quantified using Fujifilm Multi Gauge software.
The antibodies used in these studies were: anti-sortilin (BD Biosciences, Le Pont de Claix,
France), anti-actin (A2066, Sigma-Aldrich) and all other antibodies was provided by Cell

Signaling Technologies (Ozyme, Saint Quentin en Yvelines, France).

Flow cytometry analysis
After N.C. proNGF (0.5nM) treatment, cells were washed twice with ice-cold PBS. Cells

were incubated with isotype IgG goat (Biotechne), anti-EGFR antibody (Biotechne) (1 pg in
1% SVF, 30min, 4°C) and washed again twice with ice-cold PBS. After
Alexa488-conjugated secondary antibody (Jackson Immunoresearch) incubation for 30 min at
4°C, EGFR staining were analyzed using flow cytometry CyAn™ and Summit 4.5 software

(Beckmann Coulter, France).

In vitro proximity ligation assay (PLA)

Cells (20 000 / well) were grown on acid-washed eight-well glass slides (Thermo Fischer
Scientific) in DMEM-10% FBS for 24h. Cells were left for 1h in culture medium with 0.1%
FBS and then treated or not with non-cleavable proNGF (0.5 nM) for different time. After
treatment, cells were fixed with paraformaldehyde (4% in PBS) and permeabilized with PBS-
Triton X100 0,5%. Samples were incubated with BSA (4% in PBS) for 1h at room
temperature. Immuno-staining was performed overnight at 4°C with primary antibodies
diluted 1:50 (goat anti-EGFR Biotechne; mouse anti-sortilin, Biotechne) or 1:100 (rabbit anti-
EphA2, #6997 Cell Signaling Technology) in the saturation buffer. The slides were washed
twice in PBS 1X for 5 min each and incubated for 1h, at 37°C, with oligo-labeled anti-mouse
minus and anti-goat plus PLA probes (Sigma-Aldrich) diluted 1:5 in 4% BSA. The slides
were then washed twice for 5 min each with TBS-T and signals were detected by Duolink

Detection kit (Sigma-Aldrich) according to the manufacturer’s instructions. After
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counterstaining with Hoechst 33258 (Sigma-Aldrich), samples were mounted with
fluorescence mounting medium (Dako). Images were acquired using a fluorescence
microscope (100X oil immersion objective, microscope Eclipse Ti; Nikon, Champigny sur

Marne, France) and analyzed with NIS-Elements BR software (Nikon).

In vitro invasion assay

Cells were starved 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 40 pg of rat tail collagen I (Millipore)
for 1 h at 37°C in 5% CO2. 100,000 cells in 400 pl culture medium with 0.1% FBS were
loaded in the upper chamber with or without inhibitors. 1.6 ml culture medium with 0.1%
FBS was placed in the lower chamber with human N.C. proNGF (0.5 nM) or EGF (2 nM) and
incubated for 24 h. After cells fixation in frozen methanol for 10 min, the membranes were
washed twice with cold PBS and the upper surfaces of the membranes were scrapped in order
to remove cells. Then, the cells remaining on the face down were Hoechst-stained (1 mM; 30
min), mounted on glass slides with glycergel and counting (16 fields per membrane) through
a fluorescence microscope (objective 40X, microscope Eclipse Ti). Data are reported as mean
+ S.D. of three experiments done in triplicate. Statistics were performed with one-way
ANOVA test and Bonferroni’s post-test (p<0.001) by using GraphPad Prism 5.01 software.

Clonogenic assay

After 24h of starvation (1%FBS) 30 000 cells was seeded on 35mm petri dishes and treated
by EGF (2nM), proNGF (0,5nM) or both. After 3 weeks, cells was fixed by PBS-
Glutaraldehyde 1% and stained by crystal violet. Colonies was counted with ImageJ software.
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FIGURE AND TABLE LEGENDS

Figure 1. proNGF induces EGFR phosphorylation on Tyr1068. (A) MDA-MB-231 cells were
treated by 0.5 nM of proNGF for 5min. Then protein extract were prepared and tyrosine
phosphorylation of RTK were assessed by phospho-RTK array. (B) Analysis of densitometry
was performed and tyrosine phosphorylations of RTK of no treated cells were considered
as 1. (C) MDA-MB-231 cells, Sk-Br-3 cells, Cal-33 cells and Cal-27 cells were treated with
0.5nM of proNGF for the indicated times. Protein samples were examined by Western
blotting using anti-phosphoEGFR, anti-EGFR or anti-p-Actin (as loading control). (D) Cal-27
cells were treated by 2nM of EGF, 0.5nM of proNGF or 16nM of NGF for the indicated time
and protein extracts were then prepared and examinated by western blotting. Quantification

was performed and no treated cells were considered as 1.

Figure 2. proNGF induced EGFR down regulation via sortilin. (A and B) Cal-27 cells were
treated with 0.5nM of proNGF for the indicated time and membrane level of EGFR was
assessed by flow cytometry. Fold Changes were determined using the median value of each
histogram and no treated cells were considered as 100%. (C and D) Cal-27 cells were
transfected by EGFR wt plasmid, EGFR Y1068F mutant plasmid, sip75" " or siSortilin.
Then, Cal-27 cells were treated with 0.5nM of proNGF for 15 min or 30 min and membrane
level of EGFR was assessed by flow cytometry (E) Cal-27 cells were transfected by siGFP or
siSortilin and treated by 0.5 nM of proNGF for 5min or 30min. Protein samples were assessed
by western blotting using anti-phosphoEGFR, anti-EGFR or anti-f-Actin (as loading control).

Figure 3. ProNGF induces sortilin/EGFR complex in cancer cells. Cal-27 cells were
transfected by EGFR wt plasmid, EGFR Y1068F mutant plasmid and treated with 0.5nM of
proNGF for 5min, 15 min or 30 min. Then, permeabilization of cell membranes was or not
performed. sortilin/EGFR association was examinated by a proximity ligation assay and

interaction between sortilin and EGFR are visualized as red spots.
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Figure 4. ProNGF downregulates EGF biological activities in cancer cells. (A) Cal-27 wt,
transfected by EGFRwt or EGFR Y1068F mutant plasmids cells were treated with 2nM of
EGF, 0.5nM of proNGF or both. Invading cells were evaluated using Transwells assay. Fold
Changes were determined using the mean + S.D. of three experiments and no treated cells
were considered as 100%. Statistical analysis was performed with one-way ANOVA followed
by Bonferroni’s post-test. Error bars represent S.D. *** p<0.001 for growth factor stimulation
versus no stimulation; * p<0.05 for growth factor stimulation versus no stimulation; |
p<0.001 for EGF stimulation versus Mix condition. (B) Effects of EGF, proNGF or both
treatment on colony formation. Cells were plated at single cell density and cultured for three
weeks. Then, cells were stained by crystal violet and quantification of colony forming units

(CFU) was performed with imageJ software (no treated cells were considered as 1).
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Discussion & Perspectives

Mes travaux ont montré que le NGF et son précurseur induisent la formation
d’interactomes qui ne se limitent pas & leurs récepteurs canoniques (TrkA, p75" '~ et sortiline)
dans les cellules cancéreuses. Ainsi, j’ai pu démontrer que le NGF induit la formation d’un
complexe TrkA / CD44 et I’activation d’une signalisation sous-jacente indépendante de
I’activité tyrosine kinase de TrkA (Aubert et al., 2015). Cette signalisation est non seulement
a Dorigine des effets biologiques induits par le NGF (invasion, croissance cellulaire) mais
explique probablement également les mecanismes de résistance des cellules cancéreuses lors
de traitements par des inhibiteurs de TrkA comme le Lestaurtinib. De plus, j’ai mis en
évidence que le proNGF induit lui aussi un interactome complexe via un récepteur X (brevet
soumis) et la modulation de la phosphorylation de ’EGFR dans les cellules tumorales (article
en préparation). Néanmoins de nombreuses questions restent en suspens concernant la
formation, le fonctionnement et les effets biologiques des interactomes que je décris. Ces

questions sont discutées ci dessous.

|. Etude de ’interactome de TrkA induit par le NGF

1. Interaction TrkA / CD44

Nous avons dans un premier temps démontré que le NGF induit une association
fonctionnelle entre TrkA et CD44. A ce jour, cette interaction n’avait jamais été décrite dans
la littérature. Nos travaux permettent ainsi de mettre en lumicre 1’importance du complexe
TrkA / CD44 dans les cancers et posent des questions sur les mécanismes sous-jacents de
cette interaction. En effet, malgré une forte expression de CD44 et de TrkA dans les cellules
tumorales, il semblerait qu’aucune étude n’avait démontré la liaison ou I’effet biologique de
la formation d’un tel complexe. Pour autant CD44 est connu pour interagir avec de nombreux
récepteurs aux facteurs de croissance comme I’EGFR mais aussi le FGFR, c-Met, HER2,
VEGFR2, TGFR1 (Orian-Rousseau et al., 2008). Ces interactions entre CD44 et ces
différents récepteurs sont probablement a 1’origine de la diversité des effets biologiques
induits par CD44. De plus, les patrons d’expression de CD44 et de ses isoformes sont altérés

dans les cellules cancéreuses (Naor et al., 1997). Ainsi, dans les cancers, les variants de CD44
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sont surexprimés par rapport a la forme standard (qui ne posseéde pas d’exons variants). Cette
dérégulation de I’expression de CD44 et de ses isoformes dans les cancers semble cependant
bien maitrisée. Ainsi si I’on prend comme modéle les cancers du sein, les cellules cancéreuses
au phénotype luminal vont exprimer des isoformes de hauts poids moléculaires ayant inséré
plusieurs exons hypervariables, alors que les cellules cancéreuses de sein au phénotype basal,
expriment des isoformes de bas poids moléculaires, contenant 2 ou 3 exons maximum (Olsson
et al., 2011). Cette expression différentielle de la forme standard et de ses variants a de
nombreuses conséquences biologiques, notamment dans la capacité de CD44 a interagir avec
les facteurs de croissance et leurs récepteurs. Plus particulierement, il a été démontré que les
variants de CD44 contenant les régions hypervariables 3 et 6 interféerent avec les facteurs de
croissance et leurs récepteurs. En effet, I’insertion de la région v3 modifie la glycosylation de
CD44 et permet la liaison de facteurs de croissance affin a ’héparine comme le proHB-EGF
(Heparin-Binding EGF-like Growth Factor) ou I’ HGF/SF (Heparin Growth Factor /
Scatter Factor) (Bennett et al., 1995; van der Voort et al., 1999). Une fois lié a CD44v3, le
proHB-EGF est clivé par la MMP7 pour donner I’HB-EGF mature qui active HER4. Dans le
cas de ’HGF/SF, sa liaison a CD44 serait elle aussi dépendante de la glycosylation apportée
par la région hypervariable v3. Cependant d’autres mécanismes d’interaction, indépendants de
la glycosylation, font intervenir I’isoforme CD44v6 dans la signalisation HGF / c-Met (Orian-
Rousseau et al., 2002). Les interactions entre CD44 et les facteurs de croissance ne sont pas
encore pleinement décryptées. Il se pourrait que les variants de CD44 interagissent
directement avec leurs récepteurs. Afin de déterminer les mécanismes d’interaction mis en jeu
dans la formation du complexe TrkA / CD44 induit par le NGF, il serait donc intéressant de
caractériser la nature du ou des variants de CD44 impliqué(s) dans cette interaction. Pour cela,
I’invalidation spécifique de variants par des approches de SIRNA associée a 1’étude de
I’interaction TrkA / CDA44 et des effets biologiques induits par le NGF est envisagee. Une
approche différente, en cours de réalisation, consiste a transfecter dans des cellules Cos-7,
n’exprimant pas CD44, les différents variants afin d’évaluer leur capacité a se complexer avec
TrkA apres stimulation des cellules par du NGF.

L’interaction pourrait également étre le fruit de I’échafaudage entre les protéines de
signalisation et les récepteurs de facteurs de croissance. Dans notre étude, nous avons montré
que le complexe TrkA / CD44 induit le recrutement des protéines p115RhoGEF, RhoA, RhoC
et ROCK1 (Aubert et al., 2015). Ces protéines sont par ailleurs connues pour interagir avec

les composants du cytosquelette comme les protéines ERM (retrouvées dans nos
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identifications en protéomique) et participeraient a la formation de complexes de signalisation
dépendants de CD44 (Martin et al., 2003). Il est possible que dans ce cadre, p115RhoGEF
agisse en tant qu’intermédiaire dans 1’interaction TrkA / CD44. En effet, cette protéine est
capable d’interagir physiquement avec CD44 (Bourguignon et al., 2003), mais peut également
interagir avec les RTK (Schiller 2006). Afin de déterminer son role exact dans I’interaction
TrkA / CDA44, I'utilisation d’un siRNA dirigé contre pl15RhoGEF suivit de 1’évaluation de

I’interaction entre les deux co-recepteurs par Duolink ou immunoprécipitation est envisagée.

2. Signalisations induites par le complexe TrkA / CD44

La signalisation induite par le NGF dans les cellules cancéreuses de sein peut étre
regroupée en deux catégories : les signalisations dépendantes de 1’activité tyrosine kinase de
TrkA et celles qui ne le sont pas.

Nos études realisées sur les cellules MDA-MB-231 ont permis de montrer que le NGF
induisait bien la phoshorylation de Src et d’Akt et que ces voies conduisent a I’invasion
cellulaire. Pour confirmer le r6le de TrkA dans ces signalisations, nous avons soit inhibé
I’expression de TrkA par siRNA, soit inhibé son activité par traitement des cellules au K252a.
Nous avons alors démontré que I’activation des voies Src et Akt est non seulement
dépendante de la présence de TrkA mais requiert également 1’activité kinase du récepteur
(données non montrées). De plus, I’inhibition d’expression de CD44 par siRNA n’affecte pas
la phosphorylation de Src et Akt (Aubert et al., 2015), suggérant ainsi que ces signalisations
canoniques ne nécessitent pas la formation du complexe TrkA / CD44. 1l serait interessant de
déterminer comment les voies Src et Akt conduisent a 1’invasion cellulaire, en évaluant
notamment le réle de FAK qui est retouvé dans la liste des interactants de TrkA dans notre
étude (Aubert et al., 2015) et qui joue un role important dans I’invasion cellulaire (Guarino
2010).

Parallelement a cela, une voie de signalisation, cette fois-ci indépendante de I’activité
kinasique de TrkA est activée aprés stimulation au NGF. En effet, nous avons montré que le
NGF permettait 1I’induction de la voie des RhoGTPases (p115RhoGEF / RhoA et RhoC /
ROCKI1). L’¢étude de I’activité des RhoGTPases a par ailleurs montré que cette signalisation
nécessitait CD44 et que, non seulement ’activité tyrosine kinase de TrkA n’est pas requise
pour I’activation de cette voie, mais que I’utilisation d’un TrkA-KD (Kinase Dead) favorisait
cette activation. L’implication de la voie des RhoGTPases dans les mécanismes d’invasion est

bien décrite dans la littérature (Sahai et al., 2003; Tang et al., 2008). Ceci est aussi confirmé
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dans notre mode¢le car, aprés inhibition de pl115RhoGEF ou de ROCKI1, I’invasion cellulaire
dépendante du NGF est fortement diminuée. Il serait également intéressant d’étudier le rdle
des protéines ERM dans cette signalisation. En effet, I’Ezrin et la Moesin sont deux protéines
retrouvées dans I’interactome de TrkA apreés traitement au NGF. Des liens sont par ailleurs
établis entre les RhoGTPases et les protéines ERM. En effet, les RhoGTPases sont connues
pour induire la phosphorylation des ERM sur une thréonine située en C-terminal de ces
protéines (T567 pour I’Ezrin, T564 pour la Radixin et T558 pour la Moesin) (Matsui et al.,
1998). Ces phosphorylations entrainent un changement conformationnel des protéines ERM
modulant leurs interactions avec les filaments d’actine pour conduire a 1’invasion cellulaire
(Chuan et al., 2006; Tang et al., 2009). De plus, il semblerait que les ERM phosphorylés
ménent a un rétrocontrle positif de 1’activité des RhoGTPases en séquestrant RhoGDI
(Matsui et al., 1999). L’étude de ces phosphorylations sous I’effet du NGF pourrait donc
contribuer & une meilleure compréhension de la signalisation sous-jacente au complexe TrkA
| CD44. Enfin, la Basigine, protéine recrutée a la membrane plasmique sous I’effet du NGF,
pourrait également s’avérer étre un élément important de 1’axe NGF / TrkA / CD44. En effet,
cette glycoprotéine transmembranaire est étroitement liée a CD44. Elle stimule la synthése
d’acide hyaluronique, principal ligand de CD44, en favorisant 1’expression des Has
(Hyaluronan synthases) (Marieb et al., 2004). Cette production d’acide hyaluronique peut
alors induire la résistance des cellules cancéreuses aux agents chimiothérapeutiques, par
’activation de transporteurs de type ABC (ATP-binding cassette) (Misra et al., 2003). CD44
participerait également a ces mécanismes de résistance (Toole et al., 2008). Un fort taux
d’acide hyaluronique peut également, via I’activation de CD44, induire un phénoméne
d’EMT (Epithelial-Mesenchymal Transition) conduisant a un phénotype pro-invasif des
cellules cancéreuses (Zoltan-Jones et al., 2003). Dans le contexte de nos études, il est possible
d’envisager une signalisation en deux temps, comme le modele proposé par Ellis et ses
collaborateurs pour I’interaction CD44 / EGFR (Ellis et al., 2007): Le premier temps
consisterait en une activation de la Basigine par un axe NGF / TrkA / CD44 conduisant, dans
un second temps, a une signalisation pro-invasive indépendante du NGF dirigée par un axe
acide hyaluronique / CD44. 1l serait donc interessant d’évaluer le niveau d’expression des Has
apres stimulation au NGF et d’apprécier le role de 1’acide hyaluronique dans notre modele par
des traitements a la hyaluronidase. Ces études pourraient ainsi définir 1’acide hyaluronique

comme un acteur majeur de la signalisation induite par le NGF et le complexe TrkA / CD44.
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3. Applications cliniques

D’un point de vue translationnel, la diversité des voies de signalisation induites par le
NGF et conduisant & des effets pro-tumoraux suggére qu’il serait plus efficace d’inhiber les
récepteurs plutdt que de cibler directement ces voies. Dans ce cadre, la recherche des
déterminants moléculaires de I’interaction TrkA / CD44 pourrait alors définir des cibles
thérapeutiques inhibant spécifiguement la formation de ce complexe tout en évitant les
phénomenes de résistance. En effet, nous avons montré que 1’inhibition de 1’activité tyrosine
kinase de TrkA part le Lestaurtinib est insuffisante pour bloquer efficacement la signalisation
pro-tumorale induite par le NGF dans les cancers. Dans les cellules exprimant CD44, la
résistance au Lestaurtinib s’observe apres 3 semaines de culture, suggérant un mécanisme de
résistance innée. De plus, les expériences de co-inhibition de TrkA et de CD44 réalisées sur
des modeles de xénogreffes en souris SCID soutiennent le fait que CD44 est bien impliqué
dans cette résistance. Néanmoins, les modulations thérapeutiques de CD44 et de ses variants
(et notamment du variant 6 avec le Bivatuzumab) se sont avérées toxiques chez I’Homme, ce
qui a stoppé les essais cliniques de thérapies ciblées (Tijink et al., 2006). Il serait donc utile de
développer des thérapies visant a empécher I’interaction entre CD44 et ses co-recepteurs dans
les tumeurs. Dans ce cadre, une approche thérapeutique intéressante serait d’utiliser des petits
peptides interférents. Une stratégie visant a bloquer I’interaction de CD44v6 avec c-Met et
VEGFR?2 est par ailleurs déja a 1’étude (Orian-Rousseau 2010). Dans le cadre de 1’axe TrkA /
CDA44, il serait intéressant de déterminer la présence du complexe dans les tumeurs avec, par
exemple, la technique de PLA dont nous avons démontré la spécificité. Ceci dans le but
d’optimiser la réponse thérapeutique induite par ces inhibiteurs. En effet, la détermination de
ces complexes par PLA en ferait un test compagnon prédictif qui permettrait de cibler
uniquement les patients répondeurs. Nos résultats suggeérent également que I’interaction
CD44 | TrkA pourrait avoir un rble pronostique. A ce jour, la seule co-expression de CD44 et
de TrkA rapportée se trouve dans les neuroblastomes (Combaret et al., 1997), mais aucune
étude de corrélation avec le pronostic ne sous-entend d'association fonctionnelle entre ces
deux récepteurs. En effet, les études de corrélation de 1’expression de TrkA ou de CD44 avec
des critéres clinico-pathologiques dans différents cancers n’ont jusqu’a présent apporté que
des résultats contradictoires. Ainsi, notre laboratoire a montré que I’expression de TrkA serait
associée a un bon pronostic dans le cancer du sein (Descamps et al., 2001), alors que
Davidson et ses collaborateurs ont montré qu’une activation de TrkA serait de mauvais

pronostic dans le cancer de I’ovaire (Davidson et al., 2003). Pour CD44, les résultats des
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études sont tout aussi contrastés et I’interprétation est rendue plus complexe par le manque
d’informations exhaustives sur les isoformes exprimées dans les cellules tumorales. La
recherche de TrkA en complexe avec CD44 par PLA devrait donc étre plus informative car
elle renseignerait de la présence d’un complexe fonctionnel. Des résultats préliminaires de
marquages PLA obtenus par Romain Lévéque actuellement en Master 2 sur une cohorte de 38
patientes atteintes de cancer du sein tendent a prouver le caractére de mauvais pronostic de
I’association TrkA / CD44. L’étude sur une cohorte de patientes plus large va néanmoins étre

réalisée pour valider ce pouvoir prédictif.

Il. Etude des interactomes induits par le proNGF

Au debut de ma thése les travaux du laboratoire avaient mis en évidence que le proNGF
induit une signalisation via la sortiline et TrkA dans le cancer du sein (Demont et al., 2012).
Nous avons en outre caractérisé, par spectrométrie de masse, 1’interactome de TrkA induit par
le proNGF et mis en évidence I’implication d’un récepteur a activité tyrosine kinase menant a
une signalisation pro-tumorale indépendante de la phosphorylation de TrkA (données
confidentielles, brevet en cours). De maniére complémentaire, j’ai pour ma part, mis en
évidence que le proNGF induit la phosphorylation d’un autre récepteur tyrosine kinase non

décrit dans la signalisation induite par le proNGF : ’EGFR.

1. Communications croisées entre le proNGF et EGFR

Mes travaux ont pu déterminer que cette phosphorylation a lieu spécifiquement sur le
résidu Tyr-1068. Celle-ci a été retrouvée a la fois dans les cellules cancéreuses de sein
(adénocarcinome) et dans les cellules cancéreuses des voies aéro-digestives supérieures
(carcinome épidermoide) suggérant un mécanisme fortement conservé. Néanmoins, les
mécanismes de trans-phosphorylation de ce récepteur par le proNGF restent a déterminer. La
transactivation de ’EGFR est un mécanisme qui a déja été observé dans d’autres contextes.
Certains travaux ont, par exemple, démontré le réle de la PKC dans la transactivation de ce
récepteur (Stewart et al., 2005; He et al., 2008). La kinase p38 semble également pouvoir
transactiver I’EGFR, bien que les mécanismes ne soient pas pleinement connus (Cheng et al.,
2002). Dans une étude plus récente menée sur des cellules épithéliales bronchiques, il a été
décrit que Src était le médiateur responsable d’une transphosphorylation d’EGFR sur les
tyrosines 845 et 1068 (Wu et al., 2015). Notre laboratoire ayant déja décrit 1’activation de la
voie Src par le proNGF dans le cancer du sein (Demont et al., 2012), il serait intéressant
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d’étudier le role de cette kinase dans ce mécanisme de transphosphorylation par des approches
de siRNA.

La difficulté des études sur les effets du proNGF résulte dans le fait de la pluralité des
récepteurs mis en jeu. Ainsi les effets du proNGF ont le plus souvent été associés a
I’activation d’un complexe sortiline / p75™ " (Skeldal et al., 2012). Ce complexe est associé &
I’induction de la mort cellulaire. Nous avons, pour notre part, démontré qu’il existe également
la formation d’un complexe sortiline / TrkA qui est responsable d’une activité pro-tumorale
(Demont et al., 2012). Comme évoqué précédemment, le laboratoire a mis en évidence que ce
complexe, sortiline / TrkA, permet le recrutement d’un autre récepteur indépendamment de
I’activation du domaine kinase de TrkA. Ce dernier permet donc 1’échappement aux thérapies
dirigées contre TrkA par I’activation d’autres voies de signalisation oncogéniques. Dans mes

travaux, j’ai démontré que c’est par la sortiline et non pas par p75"'~

ou par TrkA que le
proNGF permet la régulation de 1’axe EGF / EGFR. Ceci souligne le rdle essentiel de la
sortiline dans les communications croisées entre les récepteurs observées apres stimulation

par le proNGF.

2. Role de la tyrosine 1068 de ’EGFR

La tyrosine 1068, dont la phosphorylation est induite par un traitment au proNGF, est
située sur la queue C-terminale du récepteur. Elle est responsable de I’induction de
nombreuses voies de signalisation différentes. En effet, une fois phosphorylée, cette tyrosine
permet le recrutement de la protéine adaptatrice Grb2 sans le concours de Shc (Batzer et al.,
1994). Cette derniere va alors pouvoir recruter la protéine SOS et activer la voie des MAPK
(Buday et al., 1993). La tyrosine 1068 phosphorylée peut également, toujours par
I’intermédiaire de Grb2, induire ’activation de la voie PI3-K / Akt via Gabl. Cependant, dans
notre modele, 1’activation des voies Akt et MAPK ne semble pas dépendante d’un axe
proNGF / sortiline / EGFR (données non montrées). Enfin, Grb2 peut recruter Cbl pour
induire ’internalisation de ’EGFR. Bien que le recrutement de Cbl reste a confirmer, dans
notre modele, le proNGF semble induire ’internalisation de ’EGFR de maniere dépendante
de la phosphorylation de cette tyrosine 1068 (Jiang et al., 2003). Des techniques
d’immunoprécipitations et ’invalidation de Cbl permettrait de confirmer, ou non, son
implication. Enfin, la phospho-tyrosine 1068 peut activer STAT3 (Coffer et al., 1995; Shao et
al., 2003), signalisation pro-tumorale centrale dans les cancers des VADS (Mali 2015).

Cependant I’activation de cette derniere ne semble possible qu’en 1’absence de Grb2 sur la
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phospho-tyrosine 1068 (Zhang et al., 2003). L’activation de cette signalisation par un axe

proNGF / sortiline / EGFR n’est donc pas une piste privilégiée.

3. Applications cliniques

La transphosphorylation de ’EGFR par le proNGF suscite un intérét clinique particulier.
En effet, la surexpression de ’EGFR est impliquée dans de nombreux cancers (Nicholson et
al., 2001). La plupart du temps, cette surexpression conduit a une activation anormale du
récepteur. Cette activation constitutive, médiée par la trans-autophosphorylation du domaine
tyrosine kinase du récepteur, rend les cellules cancéreuses dépendantes des voies de
signalisation sous-jacentes au récepteur. C’est le phénomene de dépendance oncogenique.
Basés sur ce principe, de nombreux inhibiteurs de I’activité tyrosine kinase de I’EGFR ainsi
que des anticorps neutralisants empéchant 1’activation de I’EGFR ont été développés. Ces
thérapies ciblées ont demontré une certaine efficacité thérapeutique. Néanmoins, les
résistances aux anti-EGFR sont régulierement constatées en clinique. Ces résistances sont
plus ou moins tardives. Elles peuvent résulter de 1’émergence de certains clones cellulaires
exprimant un EGFR muté insensible aux inhibiteurs ou ayant développé des mutations
activatrices secondaires dans les voies de signalisation sous-jacentes (Kobayashi et al., 2005;
Van Emburgh et al., 2014). La formation, dans la population cellulaire résistante au
traitement, d’hétérodiméres ou de complexes multimériques entre EGFR et d’autres
récepteurs permettant des transactivations croisées est également une hypothese envisagée
(Giles et al., 2013). Cette derniere option pourrait étre privilégiée dans les cancers comme les
cancers du sein ou les cancers des VADS, ou les réponses objectives a ces thérapeutiques sont
faibles. En effet, elles présument de la présence d’un mécanisme de résistance innée a ces
inhibiteurs (Baselga et al., 2005). Les résultats obtenus au cours de ma these renforcent
également cette hypothése. Ainsi, le proNGF semble induire la trans-phosphorylation de
réseaux de récepteurs a activité tyrosine kinase dont fait partie EGFR, pouvant étre a 1’origine
de résistances aux thérapies ciblées anti-EGFR. Une autre hypothese, complémentaire, serait
que la down-régulation d’EGFR par le proNGF pourrait empécher la mise en place d’une
dépendance oncogénique a ce récepteur, malgré une surexpression de la protéine. Ce
mécanisme rendrait les cellules tumorales insensibles aux thérapies ciblées anti-EGFR. Un
mécanisme similaire a, par ailleurs, été décrit concernant une résistance au Cétuximab
(anti-EGFR) impliquant 1’internalisation (et donc la désensibilisation) du récepteur via
I’ubiquitine ligase Cbl (Lu et al., 2007). Nous avons également observé qu’en retour, I’EGF

diminuerait les effets prolifératifs du proNGF. Ainsi les traitements anti-EGFR pourraient
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renforcer les effets du proNGF dans les cellules cancéreuses. Il est donc nécessaire, dans le
cadre de I’utilisation des inhibiteurs de ’EGFR, de s’assurer que le proNGF n’est pas présent
au niveau des tumeurs. Ainsi, tout comme 1’axe TrkA / CD44, la détection du proNGF dans
les tumeurs avant la mise en place d’une thérapie ciblée pourrait étre un test compagnon
prédictif de la réponse au traitement. Peu d’études ont, en effet, quantifié 1’expression du
proNGF dans les tumeurs. Dans le cancer du sein, nous avons néanmoins démontré que le
proNGF est exprimé puis sécrété par les cellules tumorales (Demont et al., 2012). D’autres
travaux ont permis d’associer 1’expression du proNGF par les cellules tumorales et
I’envahissement péri-nerveux de certains cancers comme le cancer de la prostate (Pundavela
et al., 2014). Enfin, I’expression du proNGF est probablement sous-estimée car, dans de
nombreuses pathologies telles que Alzheimer ou encore le diabéte, il a été décrit comme étant
un médiateur de I’inflammation (Ali et al., 2011; Capsoni et al., 2011). Il est donc fort
possible que le proNGF soit également exprimé dans les tumeurs ayant une forte composante
inflammatoire.

Enfin, Wheeler et ses collaborateurs ont démontré dans les cancers des VADS que la
phosphorylation de la tyrosine 1068 de I’EGFR est un facteur de mauvais pronostic
indépendant de ’activité tyrosine kinase de 'EGFR (Wheeler et al., 2012). Il est tout a fait
possible que le caractere indépendant de cette phosphorylation soit une conséquence de la
stimulation des cellules cancéreuses par le proNGF. Ainsi, le caractére péjoratif de cette
phosphorylation peut étre lié soit a la perte de la dépendance oncogénique a I’EGFR, soit a la
formation d’autres complexes responsables d’effets pro-tumoraux induits par le proNGF
comme le complexe sortiline / TrkA. 1l serait donc nécessaire de réévaluer ces études de
corrélation a la lueur de nos résultats. Pour cela il est possible de corréler la phosphorylation
de la tyrosine 1068 avec la formation du complexe sortiline / EGFR dans les tumeurs
visualisée par PLA en parallele de la détection du complexe sortiline / TrkA. Des expériences
sur des échantillons tumoraux d’une premiere cohorte de 40 patients sont actuellement en
cours pour confirmer cette hypothése.

D’autre part, il serait intéressant de rechercher les mecanismes sous-jacents de la
down-régulation croisée observée entre le proNGF et I’EGF. Des analyses protéomiques par
spectrométrie de masse aprés immunoprécipitation de ’EGFR dans des cellules cancéreuses
stimulées au proNGF sont donc envisagées afin de déterminer quels sont les interactants

responsables de ces signalisations croisées.
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Figure 25 : Schema récapilutatif des différentes interactions induites par le (pro)NGF et
leurs signalisations sous-jascentes.

Associations induites par le (pro)NGF et les signalisations sous-jascentes. Les différentes hypothéses
sont représentées en gris. Le proNGF peut induire une interaction entre la sortiline, TrkA et un autre
récepteur tyrosine kinase pour activer des cascades de signalisation pro-tumorales. Il peut également
favoriser une interaction de la sortiline avec EGFR menant a /’internalisation de ce dernier. Le NGF
induit une interaction entre TrkA et CD44. Les activations de Src et d’Akt sont dépendantes de
[activité kinase de TrkA alors que [’activation de la voie des RhoGTPases nécessite la présence de
CD44. Les récepteurs disposent de différents domaines fonctionnels extracellulaires (domaine riche
en cystéines (vert), riche en leucines (rectangle rouge), Ig-C2 (violet), f-propeller (cylindre rouge),

site d’interaction avec le ligand (jaune)), et intracellulaires (site de phosphorylation (rond violet),
domaine tyrosine kinase (orange)).
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En conclusion, I’ensemble de mes travaux souligne 1’importance des interactions
croisées entre les récepteurs. La découverte de réseaux de signalisation induits par le NGF et
par son précurseur suggére des mécanismes de résistances aux thérapies ciblées anti-
cancéreuses jusqu’a présent insoupgonnés. L’identification et le décryptage complet de ces
réseaux permettraient de développer de nouveaux tests compagnons prédictifs des réponses
aux thérapies ciblées, mais également de développer de nouvelles stratégies de co-inhibition

afin de prévenir les rechutes trop fréquemment observées dans cette maladie.
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Résumeé

Le laboratoire INSERM U908 a montré que le Nerve Growth Factor (NGF) et son
précurseur, le proNGF, sont impliqués dans 1’agressivité des tumeurs mammaires via des
effets sur la croissance, I’angiogenése ou encore la migration / invasion. Pour autant, aucune
thérapie ciblée n’a, a ce jour, été approuvée suite a des essais cliniques de traitements visant a
inhiber les effets du (pro)NGF et de leurs récepteurs dans les cancers. Ces résultats indiquent
que la phosphorylation de TrkA est nécessaire mais pas suffisante pour expliquer le(s)
mécanisme(s) par lequel(s) le NGF ou son précurseur participe(nt) au développement tumoral.
L’obtention de lignées tumorales résistantes au Lestaurtinib est un phénomene rapide, nous
avons donc émis ’hypotheése que la signalisation de TrkA indépendante de sa phosphorylation
existe de fagcon « innée » dans les cellules tumorales. Par ’analyse protéomique, nous avons
ainsi découvert que le NGF induit le recrutement de CD44 et d’une cascade de signalisation
p115RhoGEF / RhoA et RhoC / ROCK1 (Aubert L*, Guilbert M* et al, Oncotarget, 2015 ;
*co-premier auteur). Nous avons ainsi montré que le NGF via le complexe TrkA / CD44
induit la migration et ’invasion des cellules cancéreuses de sein in vitro, et augmente la
tumorigénicité in vivo. Quant au proNGF, j’ai pu observer qu’il induit I’internalisation de
I’EGFR par la phosphorylation du résidu Y1068. Il en résulte une diminution des effets
prolifératif et pro-invasif de I’EGF dans les cellules tumorales. Ces résultats fondamentaux
sont tout a fait intéressants, méme s’ils nécessitent leurs consolidations, et doivent permettre
de démontrer le caractere pronostique de la détection de TrkA et ses corécepteurs dans le
cancer. Ainsi nos études permettront le développement de thérapies ciblées par des firmes

pharmaceutiques.
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