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RESUME

Le récepteur a neurotrophine TRKC a été initialement montré comme étant un récepteur a
dépendance, puisqu’il est capable d’induire la mort cellulaire par apoptose en 1’absence de son
ligand, NT-3. Cette mort cellulaire a d’abord été décrite comme étant importante dans la
régulation de la survie neuronale, pendant la formation du systtme nerveux sympathique. Plus
tard, elle a ét€ montrée comme étant impliquée dans différents types de cancer. Précédemment au
laboratoire, il a été¢ montré que la fonction pro-apoptotique de TRKC est invalidée par une boucle
autocrine de production de NT-3, qui peut étre ciblée par un agent interférant dans une approche

thérapeutique.

Au cours de ma these, je me suis attachée a décrire TRKC dans un rdle inhabituel pour un
récepteur a tyrosine kinase, celui de suppresseur de tumeur conditionnel dans le cancer colorectal.
En effet, j’ai constaté et confirmé une perte de 1’expression de TRKC, tant au niveau ARNm que
protéique, dans le tissu tumoral par rapport au tissu normal associé. Une analyse de la méthylation
des flots CpG et des histones de la région promotrice de TRKC m’a permis de démontrer qu’une
hyperméthylation du promoteur est a 1’origine de cette perte d’expression de TRKC dans le tissu
tumoral colorectal. Exprimer TRKC de maniere ectopique dans des lignées colorectales tumorales
m’a permis de démontrer son role suppresseur de tumeur in vitro, mais aussi in vivo dans un
modele de xénogreffes chez le poulet. Cette perte d’expression de TRKC pourrait constituer une
potentielle cible thérapeutique, s’il était possible de forcer la réexpression de TRKC afin qu’il
exerce son role suppresseur de tumeur. Or, dans des lignées tumorales de colon n’exprimant plus
TRKC, j’ai pu induire sa réexpression grace a des traitements avec des inhibiteurs des DNA
Méthyl Transferases (DNMTs) et des Histone DeAcetylases (HDACs), des inhibiteurs dont

certains sont actuellement utilisés dans des essais cliniques.

Je me suis également intéressée au profil d’expression de TRKC et de son ligand NT-3
dans le cancer du rein. J’ai pu observer que selon le grade tumoral, environ 20% des patients
expriment toujours TRKC et sur-expriment NT-3 dans le tissu cancéreux par rapport au tissu
normal associé. Comme cela a €té montré dans le neuroblastome, cette boucle autocrine de
production de NT-3 pourrait €tre ciblée par des agents interférants afin de bloquer la liaison de
NT-3 avec TRKC, et induire I’apoptose des cellules cancéreuses. Ainsi, dans le cadre d’une

approche thérapeutique, au moins 20% des patients pourraient bénéficier de cette thérapie ciblée.

Enfin, j’ai pris part a un projet dont I’objectif était la caractérisation moléculaire de la
cascade de signalisation conduisant a 1’induction de 1’apoptose par TRKC. Afin d’induire la mort
cellulaire, le domaine intracellulaire de TRKC est clivé par les caspases en deux sites, ce qui
entraine la génération d’un fragment pro-apoptotique, TRKC KF (Killer Fragment). Lors d’un
crible double-hybride, COBRA1, un cofacteur de BRCAI1, a été identifié comme partenaire
potentiel de TRKC KF. Nous avons alors montré que COBRAT est requis pour la mort cellulaire




induite par TRKC, et que I’apoptose induite par TRKC est dépendante de la voie apoptotique

intrinseque.

Mots-clés : Récepteurs a dépendance, TRKC, cancer colorectal, régulation épigénétique, caspases.
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INTRODUCTION - Le cancer colorectal

INTRODUCTION

I- Le cancer colorectal

1- L’épithélium intestinal : du normal au tumoral

L’appareil digestif est un systtme majeur de 1’organisme, responsable de son apport
énergétique vital. Les aliments ingérés par la bouche transitent ensuite par 1I’cesophage vers
I’estomac, puis par I’intestin gréle (duodénum, jéjunum et iléon), le colon et enfin le rectum.
Tandis que le foie est ’organe majeur de la digestion, c’est au niveau de I’intestin gréle qu’a lieu
une absorption massive des nutriments, de I’eau et des électrolytes, tandis que la digestion se
poursuit plus lentement. C’est au niveau du cdlon que s’acheve la phase digestive, avec une
formation et un stockage des déchets, favorisés par une réabsorption maximale de I’eau et des
électrolytes. Une structure hautement organisée et complexe assure ces fonctions d’absorption, de
digestion mais aussi de sécrétion (mucus) : I’épithélium intestinal (Figure 1).

Cet épithélium est constamment exposé a des agressions dues au passage du chyme
provoquant des stress mécaniques et chimiques. Pour s’en protéger et conserver I'intégrité de ce
tissu, les cellules épithéliales ont une durée de vie limitée, cinq jours en moyenne, ce qui permet
un renouvellement régulier de I’épithélium intestinal. Un maintien de I’homéostasie de ce tissu est
essentiel pour éviter I’accumulation d’anomalies génétiques et/ou épigénétiques pouvant initier un
processus tumoral. Dans les cas de syndromes familiaux de cancer colorectal, des mutations
germinales prédisposantes peuvent rompre cet équilibre homéostatique et faciliter I’initiation et/ou

la progression d’un processus tumoral.

1.1- Organisation et homéostasie de 1’épithélium intestinal normal

1.1.1- La muqueuse intestinale : une structure complexe et ordonnée

La muqueuse intestinale est I’épithélium qui tapisse la lumiere de I'intestin gréle et du
colon. Il repose sur trois couches tissulaires superposées : la sous-muqueuse, la musculeuse et la
séreuse. C’est une muqueuse composée d’un €pithélium unistratifié s’invaginant dans la lamina
propria sous-jacente pour former les glandes de Lieberkiihn (ou cryptes intestinales), mais
s’étirant aussi dans la lumiere sous forme de protusions, les villosités intestinales. Ces villosités ne
sont pas retrouvées au niveau du colon, la muqueuse colique formant uniquement de cryptes. Un
important réseau de capillaires veineux et lymphatiques, situé dans la lamina propria et accolé a

I’épithélium villositaire, permet les échanges entre le bol alimentaire dans la lumiére intestinale et
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Figure 1: Anatomie du tube digestif humain.

A. L’intestin est divisé en deux parties, I’intestin gréle et le c6lon. Au niveau du gréle on retrouve successivement
le duodénum, le jéjunum et I’iléon. Le cdlon est également divisé en plusieurs segments, le caecum, puis les cdlons
ascendant, transverse, descendant et sigmoide.

B. Les différents niveaux de repliement de 1’intestin offrent une surface d’échange optimale.

(d’apres Encyclopedia Britanica ; Marieb 1999)
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I’organisme. Cette circulation veineuse est ensuite drainée par les veines mésentériques et le
systeme porte vers le foie (Figure 2).

D’une surface avoisinant les 200 m?, I’épithélium intestinal et colique est en continuel
renouvellement. Ainsi les cellules épithéliales exposées aux agressions mécaniques et chimiques
du contenu intestinal sont régulierement et rapidement remplacées. Ce renouvellement cellulaire
est assuré par la prolifération des cellules souches situées au fond des cryptes (Potten et al., 1997).
La découverte de marqueurs tels que Lgr5, CD133 (ou PROMI ou prominin-1) et BMI1 (B
lymphoma Mo-MLYV insertion region 1 homolog), spécifiques des cellules souches (Barker N. et
al. 2009 ; Sangiorgi & Capecchi 2008 ; Zhu et al., 2009) a permis de préciser la localisation de la
niche des cellules souches intestinales. Il a ainsi ét€ montré que les cellules souches s’intercalent
au fond des cryptes intestinales entre les cellules de Paneth (Sato et al. 2011). Ces cellules
sécrétrices (lysozyme, criptidines, défensines) semblent créer un environnement favorable au
maintien des cellules souches au niveau des cryptes intestinales. Indifférenciées, les cellules
souches perdurent tout au long de la vie de I’organisme et sont capables de produire tous les types
cellulaires intestinaux, en fonction du programme de différentiation qu’elles activent, de s’auto-

renouveler et de se régénérer suite a une agression (Leedham et al., 2005).

1.1.2- Le maintien de ’homéostasie de 1’épithélium

1.1.2.a - Cellules souches et apoptose : un équilibre

Ces cellules souches se divisent lentement pour donner des cellules progénitrices qui, elles,
se divisent rapidement (toutes les 12-16h) et forment un compartiment cellulaire dit
« d’amplification », sous le contrdle des voies de signalisation WNT et NOTCH. Ces cellules vont
ensuite migrer selon 1’axe baso-apical et se différencier simultanément en quatres types
cellulaires : les cellules absorptives, calciformes, entéro-endocrine et de Paneth. La différentiation
et I’arrét du cycle cellulaire s’operent quand les cellules passent la limite crypte/villosité pour
Iintestin gréle, ou le second tiers de la crypte colique. Les cellules absorptives (entérocytes dans
I’intestin gréle ou colonocytes dans le colon) sont majoritaires et permettent 1’absorption des
nutriments de la lumicre intestinale et leur acheminement vers les capillaires sanguins. Ces
cellules présentent une forte polarité associée a de nombreuses villosités qui augmentent
considérablement leur surface d’absorption apicale, faisant face a la lumiere intestinale : on parle
de bordure en brosse. Les cellules calciformes, plus nombreuses dans le colon, sont insérées entre
les cellules absorptives et sécrétent le mucus nécessaire au déplacement et a la diffusion du bol
alimentaire, et qui protege la muqueuse des dommages mécaniques et chimiques. Les cellules
entéro-endocrines secretent les hormones telles que la sérotonine, la substance P et la sécrétine,
permettant la régulation de la sécrétion des enzymes digestives, de la bile et des sucs excrétés vers
I’intestin par le pancréas et le foie (pour revue, Sancho et al., 2004) (Figure 3).
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Figure 3 : Organisation des cellules souches
au niveau des cryptes coliques et des
villosités intestinales.

Ces deux régions possedent un compartiment de
cellules souches a la base des cryptes. Les cellules
basales des cryptes et les cellules souches en
position +4 ont été décrites pour étre présentes
entre ou juste au dessus des cellules de Paneth. 11
est a noter que les cellules de Paneth n’existent pas
au niveau des cryptes coliques, mais des cellules
similaires ont été identifiées. Les autres lignages —
entérocytes, cellules de Paneth, cellules calciformes
et entéroendocrines — sont présentes a des taux
différents mais fixes.

(Figure adaptée de Medema & Vermeulen, 2011)
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Les cellules épithéliales différenciées vont ensuite atteindre le sommet de la villosité ou de
la crypte, ou elles seront détruites par apoptose et seront exfoliées dans la lumiere intestinale.
C’est sur ce processus que repose le maintien de I’homéostasie de 1’épithélium. En effet, le
nombre de cellules de I’épithélium intestinal doit rester constant afin d’éviter le développement
d’anomalies bénignes et I’initiation d’un processus tumoral. Le nombre de cellules produites au
niveau des cryptes est donc strictement contrebalancé par le nombre de cellules éliminées par

apoptose.

1.1.2.b — Apercu des voies de signalisation impliquées : WNT, TGFf et RAS

Pour permettre 1’homéostasie épithéliale, de nombreuses voies de signalisation sont
impliquées, comme celles de morphogenes tels que WNT ou BMP. L’environnement
mésenchymateux et les interactions avec la matrice sont également impliqués dans le maintien de
I’homéostasie (Medema & Vermeulen 2011). L’ensemble des évenements permettant le maintien
de I'intégrité des parois intestinales est particulierement complexe et difficile a appréhender dans

son ensemble avec les modeles in vitro.

La voie de signalisation WNT contr6le la formation et la maturation de 1’endoderme
embryonnaire qui formera I'intestin. Chez I’adulte, elle est essentielle a la prolifération des
cellules progénitrices de la crypte, a leur différentiation vers les différents lignages cellulaires, et a
I’agencement des cellules, de la crypte au sommet des villosités. La voie Wnt participe donc au
maintien de I’homéostasie intestinale (Gregorieff & Clevers 2005; Korinek et al. 1998) (Figure 4).

Les protéines BMPs et les membres de la voie TGFp font parties d’'une méme famille. Tres
présente au niveau de I’épithélium intestinal, la voie TGFp pourrait réguler en partie I’homéostasie
en empéchant une prolifération cellulaire aberrante et/ou en activant 1’apoptose (pour revue,
Sancho et al.,, 2004). Les BMPs, exprimées par les cellules du mésenchyme, stopperaient la
prolifération cellulaire a la frontiere entre les cryptes et les villosités, permettant ainsi la
différentiation (Medema & Vermeulen 2011).

Les protéines RAS sont tres fréquemment mutées dans les cancers colorectaux, ce qui
témoigne de leur importance dans les signalisations mise en ceuvre dans I’intestin. L’activation des
MAPKSs, effecteurs de cette voie, est uniquement détectée dans les cellules prolifératrices

indifférenciées des cryptes, dont elle pourrait controler la prolifération (Aliaga et al., 1999).

Les voies de signalisation mises en jeu dans le maintien de I’homéostasie de I’épithélium
intestinal sont bien plus nombreuses que les trois citées ci-dessus, et interconnectées entre elles,
sans oublier que le contexte cellulaire environnant peut également jouer un rdle (Guo & Wang
2009; Medema & Vermeulen 2011). C’est une dérégulation d’une ou plusieurs de ces voies qui va
rompre 1’équilibre homéostatique et conduire a la tumorigenese intestinale.
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Figure 4 : Signalisation de la voie canonique Wnt/p-caténine.

Les WNTs sont des protéines diffusibles qui activent les récepteurs Frizzled exprimés a la membrane plasmique.
Quand la voie Wnt est activée, le complexe APC séquestre la P-caténine cytoplasmique et conduite a sa
dégradation au niveau du protéasome. Lorsque les récepteurs sont activés, le complexe APC est dissocié et la 3-
caténine s’associe avec le facteur de transcription TCF/LEF dans le noyau, ou ils régulent 1’activité génique.

(Figure adaptée de Scoville, 2008)
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1.2 - La tumorigenese intestinale

En dehors de toute prédisposition génétique, le risque de développer un adénome augmente
avec 1’age. Dans les pays industrialisés, il est estimé a 7% pour une population de 45 a 65 ans, et

environ 50% au-dela. Ces adénomes n’évoluent pas forcément en cancers colorectaux.

La grande majorité des cancers colorectaux se développe a partir de la transformation de
cellules épithéliales intestinales, qui entraine la formation de foyers de cryptes aberrantes (ACF).
Les foyers de cryptes aberrantes, de formes irrégulicres, sont bordés par un épithélium altéré,
allant de I’hyperplasie a la dysplasie. Ces cryptes peuvent se transformer en adénomes (ou polypes
adénomateux qui conduisent a des saignements et des obstructions du tube digestif), 1ésions
bénignes qui peuvent évoluer en adénocarcinomes, 1é€sions malignes, qui sont des formes invasives

de tumeurs pouvant métastaser.

1.2.1- L’initiation tumorale

1.2.1.a - Le modele du haut vers le bas

Ce premier modele fut proposé par B.Volgestein, et décrit un développement tumoral du
haut de la crypte vers le bas. Les arguments en faveur du modele du haut vers le bas sont
principalement issus d’observations histo-pathologiques. En effet, ce modele provient de 1’étude
d’adénomes sporadiques précoces et a été établi apres 1’analyse du profil d’altération d’une voie
de signalisation impliquée dans les stades précoces des cancers colorectaux : la signalisation Wnt.
Un des genes impliqués dans cette voie est celui du suppresseur de tumeur APC (Adenomatous
Polyposis Coli). Aucune altération de ce gene n’a été observée dans les cellules de la crypte en
dessous de la lésion, mais plutot une augmentation de la prolifération ainsi qu’une dérégulation de
la voie Wnt au niveau de 1’épithélium de surface, au dessus de la 1ésion. L’équipe de B.Volgestein
postule alors que les cellules mutées seraient localisées a la surface de 1’épithélium colique au
niveau de la zone inter-cryptique, et la Iésion s’étendrait ensuite latéralement et vers le bas pour
former de nouvelles cryptes aberrantes (Shih et al., 2001) (Figure 5).

1.2.1.b - Le modele du bas vers le haut

Quelques années apres la publication des travaux de 1’équipe de Bert Vogelstein, le groupe
de Nicholas A. Wright proposa une autre théorie, celle du bas vers le haut (Preston et al., 2003).

Cette théorie alternative repose sur 1’étude des adénomes unicryptes, retrouvés dans le syndrome
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de polypose familiale, et qui seraient des lésions plus précoces que les adénomes sporadiques.
Ainsi, dans les cellules dysplasiques de I’adénome, la voie WNT apparait dérégulée a la base des
cryptes adjacentes mais pas dans les cellules situées a la surface de I’adénome. Dans ce modele, la
cellule mutée proliférerait et cette population clonale coloniserait ensuite toute la crypte du bas
vers le haut. La lésion pourrait alors s’étendre en créant de nouvelles cryptes aberrantes par fission
cryptique symétrique (Figure 5).

Ce modele du bas vers le haut est en accord avec I’hypothese de I’implication des cellules
souches dans le processus tumoral. En effet, les cellules souches, localisées au fond des cryptes
coliques et intestinales, par leur capacité d’auto-renouvellement et leur longue durée de vie,
apparaissent plus propices a I’initiation d’un processus tumoral que les cellules différenciées,
rapidement renouvelées. Une cellule épithéliale différenciée acquérant une mutation oncogénique
sera rapidement éliminée et ne pourra donc pas entrainer de dommages néoplasiques. En
revanche, si des mutations oncogéniques surviennent au niveau des cellules souches perdurant
dans le temps, elles peuvent le transmettre aux cellules filles. Un développement néoplasique
pourrait alors survenir et rompre 1’homéostasie de 1’épithélium intestinal, donnant lieu a la
formation d’un foyer de crypte aberrant. De cette constatation est née la théorie de 1’implication
des cellules souches dans la tumorigenese colorectale (McDonald et al. 2006).

1.2.1.c - Une coexistence des deux modeles

Ces deux modeles de tumorigenese colorectale peuvent-ils coexister ? Il semblerait que
oui. Dans les adénomes les plus avancés, il a été observé que les cellules dysplasiques de surface
pouvaient repousser progressivement les cellules épithéliales normales de la crypte, entrainant une
progression du haut vers le bas. On peut alors imaginer que I’initiation tumorale débuterait au
niveau des cellules souches, c'est-a-dire selon le modele du bas vers le haut, puis, dés que la Iésion
atteindrait un stade plus avancé, I’envahissement se poursuivrait du haut vers le bas (Preston et al.,
2003).

Bien que les cellules souches soient des candidats privilégiés comme cibles de I’initiation
tumorale du fait de leurs capacités inhérentes particulieres, on sait maintenant que n’importe
quelle cellule de I’architecture du tissu peut acquérir un programme de dé-différenciation et
d’auto-renouvellement, et ainsi devenir une cellule susceptible d’initier une tumeur (Visvader,
2011).

La séquence des événements ayant lieu au moment de I’initiation d’un adénome colorectal
est donc toujours soumise a débat. Une étude récente a montré que des les stades tres précoces, les
micro-adénomes sont déja polyclonaux. Une analyse de la phylogénie de ces tumeurs montre des
mutations hétérotypiques, témoignant d’une évolution indépendante des clones. Ainsi le processus
d’initiation tumorale semble €tre bien plus complexe que ce qui était initialement pensé, a savoir

qu’une seule cellule était a I’origine d’une tumeur (Thirlwell et al., 2010).
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Figure 5 : Modéles de I’initiation des adénomes coliques.

Deux modeles sont avancés pour expliquer I’initiation d’un adénome.

Le modele du bas vers le haut postule que la Iésion serait initiée au niveau d’une cellule souche au fond d’une
crypte. Cette cellule dysplasique proliférerait et ainsi coloniserait toute la crypte. La 1ésion s’étendrait ensuite par
fission de la crypte aberrante (Preston et al., 2003).

Le modele du haut vers le bas postule quant a lui que la Iésion serait initiée & partir d’une cellule dysplasique au
niveau de 1’épithélium de surface, et aprés avoir acquis des propriétés de cellules de cellules souches, elle
prolifererait ensuite vers le fond de la crypte, déplacant les cellules épithéliales normales et s’étendant ensuite aux
cryptes voisines (Shi et al., 2001).

(Figure adaptée de Medema & Vermeulen, 2011)
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1.2.2- La progression tumorale

1.2.2.a — De la séquence adénome-carcinome a la métastase

Un adénome est une lésion bénigne due a I’hyper-prolifération et 1’accumulation des
cellules épithéliales des cryptes de Lieberkiihn, dans et au-dessus de la muqueuse. On distingue
trois phases successives dans 1’évolution du clone néoplasique : précoce (ou léger), intermédiaire
(ou modéré) et avancé (ou sévere), en fonction des caracteres dysplasiques des 1ésions, établis
selon des criteres cellulaires et architecturaux. La classification histologique ne reconnait quant a

elle que deux stades : le bas grade et le haut grade.

Macroscopiquement un adénome peut étre sessile (plan) ou pédiculé (en forme de
champignon), et leur architecture peut étre de type villeux, tubuleux ou tubulo-villeux. Chez
I’Homme, leur taille varie de quelques millimetres a plusieurs centimetres. Le risque d’évolution
des adénomes en cancers dépend a la fois de la taille des 1ésions, de leur architecture, de leur
nombre et du degré de dysplasie épithéliale (Rubio, 2004).

La durée de la séquence adénome-carcinome est tres difficile a définir, et probablement
tres variable ; la durée moyenne est estimée entre 10 et 20 ans. Histologiquement, la majorité des
tumeurs malignes du colon dérivent d’adénomes. Mais d’autres voies de carcinogenese pourraient
exister ; il a été suggéré qu’une instabilité micro-satellitaire pourrait favoriser le développement
d’un adénocarcinome a partir d’une forme particulicre d’adénome, les adénomes dits
« festonnés », caractérisés par des glandes d’architecture dentelée ou festonnée. De plus, il existe
aussi des tumeurs malignes de novo, apparaissant sans €tre précédées par une tumeur bénigne
détectable (Mueller et al., 2002).

L’étape de transformation de I’adénome vers I’adénocarcinome se définit par 1’effraction
de la lame basale qui entoure la partie glandulaire de I’intestin, accompagnée par I’invasion de la
lamina propria. L’adénocarcinome, d’abord superficiel, envahit ensuite la musculaire, et gagne
progressivement en profondeur dans la paroi colique, vers la circulation sanguine, les chaines
lymphatiques et les organes voisins (ex : le foie) (Figure 6).

L’invasion de foyers secondaires par les cellules tumorales est responsable de plus de 90%
de la mortalité due au cancer. Les métastases sont le fruit de la propagation de cellules tumorales a
partir d’un site primaire de tumorigenese, vers des organes distants ou elles formeront un foyer
secondaire. La présence de métastases impacte séverement le pronostic de survie des patients. Le
processus par lequel les cellules tumorales quittent le foyer primaire, traversent la lame basale et
entrent dans les systémes circulatoires sanguin et/ou lymphatique, est appelé 1’« intravasation »,
favorisée par la néo-vascularisation des tumeurs (Chambers, 2002) (Figure 7).

Dans le cadre du cancer colorectal, on retrouve des métastases principalement au niveau du
foie, du fait de la physiologie du systeme porte, et des poumons. Toutefois, toutes les cellules
d’une tumeur n’ont pas la capacité de métastaser. Dans les tumeurs d’origine épithéliale, comme
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Figure 6 : La séquence Adénome-Carcinome, modele multi-étapes de la tumorigenése colorectale

Au moins quatre altérations génétiques sont depuis longtemps décrites pour étre impliquées dans le développement d’un
cancer colorectal. Les foyers de cryptes aberrantes ont des formes irrégulieres et sont bordées par un épithélium altéré,
allant de I’hyperplasie (prolifération anormalement élevée) a la dysplasie (prolifération de cellules génétiquement
transformées). Les adénomes ou polypes adénomateux sont le plus souvent bénins mais peuvent conduire a des
saignements et des obstructions du tube digestif, puis dégénérer en tumeurs malignes. Les adénomes sont classés en bas et
hauts grades, selon le caractere de dysplasie des 1ésions établi sur des criteres cellulaires et architecturaux.

(D’apres le modele de Bert Vogelstein)
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c’est le cas pour le cancer du colon, la transition épithélio-mésenchymateuse (EMT) est un
évenement crucial dans le processus métastatique (Thiery 2002; Thompson & Haviv 2011).
L’EMT serait controlée par les signalisations de WNT et du TGFf, qui sont toutes les deux
activées de maniere aberrante au cours de la progression tumorale. Une étude suggere méme qu’il
pourrait y avoir un lien direct entre ’'EMT et 1’acquisition de propriétés spécifiques des cellules
souches (Valsesia-Wittmann et al., 2004). Ainsi, les cellules subissant 'EMT pourraient étre des

précurseurs des cellules cancéreuses métastatiques, y compris les cellules souches.

1.2.2.b - La cellule souche cancéreuse

L’hypothese de la cellule souche cancéreuse est un modele qui permet d’expliquer
I’hétérogénéité qui est communément observée dans les tumeurs solides, tel que le cancer
colorectal, ou les tumeurs sont trés hétérogenes, tant au niveau génétique que cellulaire. Ce
modele propose une organisation hiérarchique des cellules de la tumeur, dans laquelle une sous-
population de cellules, avec des caractéristiques proches de celles des cellules souches, serait
responsable du maintien de la croissance tumorale (Visvader and Lindeman, 2008). Il a été
suggéré que les cellules souches cancéreuses incarneraient « la force motrice » des tumeurs, en
préservant leur capacité d’auto-renouvellement, d’expansion et de différenciation. Néanmoins, de
nombreux désaccords existent concernant 1’existence et I’importance de ces cellules souches dans
les tumeurs humaines, probablement a cause du manque de marqueur unique qui permettrait
d’identifier directement ces cellules, sans avoir besoin de procéder a des tests fonctionnels
consistant en de multiples transplantations (Medema and Vermeulen, 2011). Les cellules souches
cancéreuses (CSC) ne sont pas forcément issues de la transformation d’une cellule souche
normale, elles peuvent provenir de cellules progénitrices ou de cellules plus différenciées qui

auraient acquis la faculté de s’auto-renouveler.

Le concept des cellules souches cancéreuses a une implication clinique directe : ces
cellules ont été montrées comme ayant une résistance accrue a 1’apoptose et comme étant plus
résistantes aux chimiothérapies et radiothérapies. C’est pourquoi ces cellules, qui pourraient étre la
source de tumeurs récidivistes, sont des cibles cruciales pour le développement de nouvelles
thérapies (Todaro et al. 2010; Todaro et al. 2007).
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Figure 7 : Le processus métastatique colorectal.

La formation de métastases est un processus multi-étapes, seules les cellules tumorales capables d’accomplir ces étapes
pourront permettre le développement de macro-métastases. Au site tumoral primaire, les cellules malignes colorectales
doivent (1) se détacher de la matrice extra-cellulaire (MEC), puis apres intravasation, (2) passer dans la circulation
sanguine directement ou indirectement via les vaisseaux et ganglions lymphatiques. Ces cellules circulent et sont
arrétées dans les capillaires hépatiques (3), desquels elles doivent sortir pour initier le développement de micro-
métastases puis de macro-métastases au niveau de cet organe secondaire. Les cellules tumorales capables de traverser
les capillaires hépatiques rejoignent ensuite la circulation veineuse vers le cceur et le poumon, et peuvent ainsi
permettre la formation de métastases pulmonaires.
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2- Les mécanismes génétiques impliqués dans le cancer colorectal

Les cancers colorectaux, comme les autres cancers, dérivent de 1’altération de genes
impliqués dans des processus régulant la prolifération, la différenciation, et la mort des cellules,
mais aussi dans le maintien de I'intégrit¢é du génome. Le modele du cancer colorectal est
particulicrement intéressant car 1’analyse des tumeurs, nombreuses et accessibles, a permis
d’établir une séquence récurrente d’évenements génétiques somatiques nécessaires a la
progression tumorale. La découverte de cette séquence d’évenements somatiques a permis
d’identifier des genes essentiels au processus cancéreux : les genes suppresseurs de tumeurs et les
proto-oncogenes. Les altérations dans ces deux types de genes contribuent a donner des avantages
prolifératifs aux cellules induisant un phénotype cancéreux (Fearon & Vogelstein 1990; Gryfe
1997).

2.1 - Oncogenes, suppresseurs de tumeur et genes de stabilité du génome

2.1.1 — Les oncogenes

Les oncogenes dérivent de 1’altération de genes cellulaires : les proto-oncogenes. Une
mutation de ces proto-oncogenes peut entrainer un gain de fonction en faveur de la survie ou de la
prolifération cellulaire, constituant un avantage sélectif de croissance pour la cellule. Ces
altérations peuvent avoir pour conséquence 1’activation constitutive des proto-oncogenes, qu’on
appelle alors des oncogenes. L’activation de ces proto-oncogenes peut étre induite par des
translocations chromosomiques, des amplifications géniques, ou des mutations intra-géniques.
Une mutation activatrice somatique sur un allele d’un proto-oncogene est essentielle a 1’initiation

d’un processus tumoral.

Un des proto-oncogenes fréquemment suractivé dans les cancers colorectaux est K-ras, qui
appartient a la voie de signalisation des MAPKSs, impliquée dans la régulation de la prolifération
cellulaire. K-ras est muté dans plus de 50% des cancers colorectaux (Rajasekharan & Kennedy
2009; Volgelstein et al., 1988), et son altération entraine une sur-activation de sa signalisation,
conduisant a une prolifération anormale des cellules épithéliales de I’intestin (Schubbert et al.,
2007).
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2.1.2 — Les suppresseurs de tumeurs

On classe les genes suppresseurs de tumeurs selon deux catégories : les genes « caretaker »
(surveillant), qui maintiennent I'intégrité du génome, et les genes « gatekeeper » (gardien), qui
peuvent induire I’arrét du cycle cellulaire ou I’apoptose des cellules (Van Heemst et al., 2007).
Ainsi, contrairement aux oncogenes, les genes suppresseur de tumeurs permettent de limiter la
prolifération et la différentiation anormale des cellules. Une inactivation de ces genes constitue

donc un avantage sélectif en termes de prolifération et de survie cellulaire.

D’apres I’hypothese des « deux €venements » proposée par Knudson en 1971 (Knudson, 1971),
les deux alleles d’un gene suppresseur de tumeurs doivent étre inactivés pour permettre une
croissance tumorale, alors que les proto-oncogenes n’ont besoin que d’un événement pour altérer
leur fonction normale. Cette inactivation peut étre due a des phénomenes génétiques tels que des
mutations (faux sens et non sens), ou la perte physique d’un segment chromosomique portant un
allele (on parle de perte d’hétérozygotie (LOH, Loss Of Heterozygosity), ou due a des
phénomenes épigénétiques conduisant a une inactivation transcriptionnelle du gene par
modifications biochimiques de I’ADN (hyperméthylation du promoteur) ou des protéines histones

associées.

Cependant la théorie de Knudson n’est pas universelle, et il a depuis été mis en évidence
que pour certains genes suppresseurs de tumeurs, 1’altération d’un seul allele est suffisante pour
contribuer au processus tumoral. Dans ce cas, la quantité de protéine fonctionnelle peut étre
réduite via un effet-dose appelé haplo-insuffisance, ou son activité inhibée par un dominant
négatif produit par I’allele altéré (Berger & Pandolfi 2011; Santarosa & Ashworth 2004).

Dans tous les cas, des individus déja porteurs d’une mutation germinale sur un allele d’un

gene suppresseur de tumeur sont prédisposés a 1’apparition d’un cancer.

2.1.3 — Les genes de stabilité du génome

Les genes de stabilité permettent de préserver I'intégrité du génome ; ce sont par exemple
des genes impliqués dans le contrdle de la fidélité de réplication et la réparation de 1’ADN, ou
dans la ségrégation des chromosomes pendant la mitose. Leur altération peut générer une
instabilité du génome propice a 1’apparition de mutations sur des proto-oncogenes ou des genes
suppresseur de tumeur, et ainsi favoriser un développement tumoral. De maniere générale, la perte
des deux alleles d’un gene de stabilité du génome est requise pour qu’un effet physiologique
apparaisse. Cependant, des cas d’haplo-insuffisance ont également été relevés (Berger & Pandolfi
2011; Santarosa & Ashworth 2004).
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Dans le cadre du cancer colorectal, I’altération somatique ou germinale des genes de
stabilit¢ du génome la plus connue est celle du systeme de réparation des mésappariements,
controlé par les genes MMR (MisMatch Repair). La mutation de ces génes entraine une instabilité

du génome, notamment au niveau des microsatellites (Grady & Carethers, 2008).

2.2- Instabilité génétique

L’instabilité génétique est retrouvée dans la plupart des cancers, et en particulier dans les
cancers colorectaux. Ce processus conduit a une instabilité du génome, a I’échelle nucléotidique
en générant un nombre élevé de mutations ponctuelles non réparées, et a [’échelle
chromosomique, en générant des remaniements importants de portions chromosomiques. La perte
de la stabilit¢é du génome apparait comme un processus clé qui permettrait la création d’un

environnement génétique propice a I’altération des genes suppresseurs et des oncogenes,

phénomene entrainant la transition adénome-carcinome.

Le systeme MMR permet de réparer les erreurs introduites par les polymérases lors de la
réplication. La défaillance de ce systeme conduit a un taux élevé de mutations ponctuelles appelé
« phénotype mutator » et a une instabilité microsatellitaire (MSI, MicroSatellite Instability) due a
une extension de ces répétitions déja existantes. Le phénotype mutator entraine 1’activation
d’oncogenes et/ou I’inactivation de genes suppresseurs de tumeur. Les genes cibles altérés
possedent le plus souvent dans leur séquence codante de courtes répétitions ; c’est le cas des genes
suppresseurs de tumeurs Bax et TgfB-RII ou de 1’oncogene B-raf (Markowitz et al., 1995;
Rampino et al., 1997).

L’instabilité génétique dite chromosomique (CIN, Chromosomic INstability) est retrouvée
dans 85% des cancers colorectaux. Cette CIN peut générer des cellules avec un nombre aberrant
de chromosomes, on parle d’aneuploidie. Bien que cette observation ait été faite il y a longtemps,
il n’a pas encore été défini si elle est une cause ou une conséquence du cancer (Gordon et al.,
2012 ; Holland & Cleaveland, 2009 ; Weaver & Cleveland, 2006, 2008, 2009). Elle correspond a
une augmentation du taux d’anomalies chromosomiques, c'est-a-dire la perte ou le gain de
chromosomes entiers ou de portions chromosomiques. Ces anomalies peuvent étre structurales
(translocations, LOH) ou numériques (polyploidie, aneuploidie) (Lengauer et al., 1997). On
observe des signes d’instabilité chromosomique des la formation des adénomes précoces, qui
tendent a s’amplifier tout au long de la séquence adénome-carcinome. Ce processus favorise
I’acquisition de nouvelles altérations au niveau des oncogenes et des suppresseurs de tumeur
(Grady, 2004 ; Michor et al., 2004), qui seront ensuite sélectionnées durant I’expansion tumorale
clonale. Les mécanismes conduisant a cette instabilité chromosomique proviendraient de défauts
dans la ségrégation des chromosomes au cours de la mitose, et de dysfonctionnements du systeéme
de réparation et de vérification de I’ADN (Caldwell & Kaplan, 2009 ; Nyberg et al., 2002 ; Shiloh,
2003).
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En plus des mécanismes génétiques, un certain nombre de mécanismes €pigénétiques sont

impliqués dans le développement du cancer colorectal. Ils seront traités dans la partie suivante.
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I1- La régulation épigénétique

1- Généralité : la régulation épigénétique

Le terme «épigénétique » se réfere a tous les changements stables et héritables du
phénotype qui surviennent sans altération de la séquence nucléotidique de I’ADN sous-jacent
(Baylin, 2005; Feinberg et al., 2006; Rountree et al., 2001).

Ce terme a été introduit pour la premiere fois en 1942 par Conrad Waddington, et décrivait
les interactions causales entre les genes et leurs produits, responsables de 1’expression
phénotypique (Waddington, 1942). On a longtemps pensé que I’héritabilité de 1’information
épigénétique était limitée aux divisions cellulaires. Cependant, il est désormais évident que les
processus épigénétiques peuvent €tre transmis d’une génération d’organisme a une autre. Ce
phénomene, tout d’abord décrit chez les plantes, a ensuite été étendu a la levure, a la drosophile,
puis a la souris et enfin a ’'Homme (Tollefsbol, T., 2011). Bien que toutes les cellules d’un corps
humain possedent la méme séquence d’ ADN, elles acquierent des caractéristiques particulieres qui
lui permettent de se différencier en organes distincts et de réaliser les fonctions métaboliques qui
leur sont liées. Ceci indique que des mécanismes additionnels sont requis, indépendamment de la
séquence d’ADN. De plus, différents épigénomes pourraient étre impliqués dans les différents

stades cellulaires, et méme dans la survenue et 1’évolution des maladies.

Les signaux épigénétiques utilisent trois mécanismes distincts : la méthylation de I’ADN,
les modifications des histones, et ’ARN non-codant (Figure 8). Ces processus permettent la
transmission stable des états d’activité des genes au cours des divisions cellulaires. L’altération
des évenements épigénétiques pourrait ainsi conduire et/ou participer a la formation tumorale en
dérégulant 1’expression génique. C’est pourquoi il est désormais reconnu que les mécanismes
épigénétiques jouent un rdle crucial dans la régulation des processus cellulaires fondamentaux, et
leur dérégulation contribue aux maladies humaines, en particulier le cancer (Herceg & Vaissiere,
2011). Des études récentes ont mis en évidence que des dérégulations épigénétiques jouent un rdle
important dans de nombreux cancers, ce qui rend plus complexe encore le concept du
développement tumoral. De plus, les mécanismes épigénétiques semblent jouer un rdle clé dans
les interactions entre 1I’environnement et le génome (Herceg, 2007; Jaenisch & Bird, 2003; Shen et
al., 2002). Une exposition prolongée a des agents environnementaux, physiques, chimiques ou
infectieux, ainsi que des facteurs liés au style de vie, pourraient induire des changements

épigénétiques aberrants qui conduiraient a un développement tumoral.
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Figure 8 : Les deux voies principales de la régulation épigénétique.

La méthylation de ’ADN consiste en 1’ajout d’un groupement méthyl (CH3) sur les cytosines des ilots CpG. L’état
de méthylation de I’ADN va impacter sur la condensation ou le relachement de la chromatine, et ainsi sur
I’expression génique elle-méme.

La modification des histones consiste en une combinaison de différentes molécules qui peuvent s’attacher aux
queues histones, les protéines formant le nucléosome autour duquel s’enroule I’ADN. Ces modifications des
histones vont participer au contrdle de I’enroulement de I’ ADN autour du nucléosome.
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2- Les acteurs principaux de la régulation épigénétique

2.1- La structure chromatinienne : un role essentiel dans la régulation génique

2.1.1 - Une question de structure

A tous les niveaux, la régulation épigénétique dépend de la structure de la chromatine. La
chromatine constitue la matrice fonctionnelle au sein de laquelle les genes sont exprimés en
fonction du contexte cellulaire. La configuration de la chromatine est hautement dynamique, avec
a la fois une forme active et une autre inactive, coexistant dans le génome. La chromatine, peut se
compacter pour protéger la molécule d’ADN, mais aussi rendre possible 1’acces des facteurs et de
la machinerie de transcription, aux régions promotrices des genes (Cairns, 2009). En conséquence,
le remodelage de la chromatine est le point de départ de la régulation génique. Deux
conformations décrivent donc la structure de la chromatine : I’euchromatine et I’hétérochromatine.

La prédominance de I’une ou I’autre de ces deux formes dépend des signaux épigénétiques.

2.1.2 — Hérérochromatine & Euchromatine

L’hétérochromatine est subdivisée en hétérochromatine constitutive, qui est condensée, et
en hétérochromatine facultative, qui est une structure plus relachée. L’hétérochromatine
constitutive est localisée au niveau des centromeres et des télomeres des chromosomes, tandis que
les genes dont I’expression a été éteinte au cours du développement forment I’hétérochromatine
facultative, dispersée le long des bras chromosomiques. Récemment, cette définition a été révisée
suite a la mise en évidence de cinq formes de chromatine chez la Drosophile (Filion et al., 2010),
et chez les organismes aux génomes étendus, on trouve aussi des régions d’hétérochromatine
constitutive le long des bras chromosomiques. L’euchromatine quant a elle, est une structure non
condensée du fait d’un espacement irrégulier des nucléosomes. C’est une chromatine relativement
riche en genes et active d’un point de vue transcriptionnel (Elgin and Grewal, 2003). Cependant
ces différences entre hétéro- et eu- chromatine ne sont pas universelles. Une analyse du génome a
montré que des régions péri-centromériques sont décondensées et que des régions euchromatiques
sont compactées (Gilbert et al., 2004). Le remodelage de la chromatine est un processus
dynamique de condensation ou de relachement de la structure moléculaire, en fonction des
signaux épigénétiques, et qui va conduire respectivement a 1’extinction ou a I’activation d’un
gene. C’est pourquoi les acteurs de la modification épigénétique jouent un rdle clé dans la

régulation de I’expression génique.
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2.2 - Les modifications des histones

2.2.1 - Les histones, pieces maitresses de la structure chromatinienne

Les histones sont les protéines principales de la chromatine. Elles sont formées d’un corps
globulaire extrémement compact, composé d’hélices o assemblées en motifs hélice-boucle-hélice,
qui favorisent I’oligomérisation. Ces histones sont organisés en unité fondamentale de chromatine,
les nucléosomes, contenant 146 pb d’ADN enroulés par deux fois autour d’un octamere
regroupant deux copies de chaque protéine histone : H2A, H2B, H3 et H4 (Bhaumik et al., 2007),
ce sont les histones conventionnels, dit « de coeur ». La structure du nucléosome est relativement
bien caractérisée (Caterino and Hayes, 2007; Richmond et al., 1997; Zhou et al., 2007) ; en plus
des histones de cceur, des histones additionnels sont présents dans les cellules de mammiferes. Ces
variant d’histones different des autres par leur séquence primaire, et constituent un mécanisme de
régulation supplémentaire en remplacant les histones conventionnels, changeant ainsi les
propriétés biophysique du cceur du nucléosome (Hake and Allis, 2006; Henikoff and Ahmad,
2005; Wiedemann et al., 2010) (Figure 9).

2.2.2 - Un haut lieu des modifications épigénétiques

Les histones subissent des modifications chimiques dans leur région N-ter, appelée la
« queue histone », qui constitue le site majeur de la régulation €pigénétique pour les processus
cellulaires fondamentaux (Herceg & Hainaut, 2007). Les modifications des histones incluent
I’acétylation, la méthylation des lysines et arginines, la phosphorylation, 1’ubiquitination, la
sumoylation, la ribosylation de I’ADP, la déamination et 1’isomérisation de la proline ; ces
modifications constituent le « code histone ». Ce code pourrait étendre I’information codée par la
séquence d’ADN, afin de réguler des processus tels que la transcription, la réparation de I’ADN et
la réplication (Bhaumik et al., 2007; Kouzarides, 2007). L’acétylation des histones est largement
associée avec une conformation ouverte de la chromatine et une transcription active. Les
modifications des histones sont transmises aux cellules filles et peuvent donc étre considérées

comme un mécanisme épigénétique transmissible (Sawan et al., 2008; Vaissiere et al., 2008).

Les modifications des histones sont établies par les histones acétyl-transférases (HATS), les
histones méthyl-transférases (HMTs), et les protéines kinases, mais peuvent également E&tre
enlevées par les histones déacétylases (HDAC) et déméthylases. Ce sont les principaux
mécanismes assurant I’équilibre de la structure chromatinienne. Les marques des histones créent
ainsi une balance entre les signaux activateurs et répresseurs participant a la régulation des

processus cellulaires.
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Figure 9 : La stucture des nucléosomes, code histone, et changement de conformation de

I’ADN.

A. Chaque nucléosome est composé de huit histones, soit deux histones H2A, H2B, H3 et H4. Ils sont

associés a 146 pb d’ADN, et les nucléosomes sont reliés entre eux par un linker d’ADN et un histone H1.

B. Les modifications des histones se font sur la partie de la protéine appelée « Queue Histone ». Une
importante méthylation des queues histones va entretenir une conformation fermée, inactive de I’ADN, tandis
qu’une acétylation des histones entrainera une conformation ouverte, active de I’ADN, c'est-a-dire favorable

a la transcription génique.
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Des profils aberrants de modification des histones, de méme qu’une dérégulation de
I’activité des enzymes qui y sont associées, pourraient conduire a un développement cancéreux.
Deux mécanismes ont ét€¢ mis en évidence, qui pourraient conduire a une telle situation :
I’altération du programme d’expression des genes, incluant une régulation aberrante des
oncogenes et/ou des suppresseurs de tumeur, et a un niveau plus global, une altération de

I’intégrité du génome et/ou de la ségrégation des chromosomes (Bannister & Kouzarides, 2011).

2.3 - Les ARN non-codant

2.3.1 - Les ARNnc, de nouveaux acteurs de la régulation épigénétique

Un mécanisme épigénétique récemment découvert implique les ARNs, qui peuvent altérer
les niveaux d’expression génique de maniere héréditaire (Herceg & Paliwal, 2011). Les ARNs
non-codant (non-coding RNA, ncRNAs) sont des ARNs qui sont transcrits a partir de I’ADN mais
non traduits en protéines. Beaucoup sont fonctionnels et impliqués dans la production et la
régulation d’autres ARNs tels que les ARNm, les ARNt et les ARNr (Tollefsbol, T., 2011). Il en
existe deux types : les petits et les longs). Les petits ARNs non-codant les plus connus sont les
microARNs (microRNAs, miRNAs) et les ARNs interférants (small interfering RNAs, siRNAs),
impliqués dans la régulation d’ARNm cibles et de la chromatine. Le groupe des ARNs non-codant
inclut aussi les petits ARN nucléaires (small nuclear RNAs, snRNAs) qui jouent un rdle dans
I’épissage alternatif, et les petits ARNs nucléolaires (small nucleolar RNAs, snRNAs) qui
modifient les nucléotides des ARNr, entre autres. Bien que la plupart des ARNnc soient regroupés
sous le terme « ARN interférant » (RNA interference, RNAIi), il existe clairement différentes
manieres par lesquelles les ARNnc interagissent avec les genes pour augmenter ou diminuer leur
expression, éteindre la transcription, ou guider la méthylation (Amaral et al., 2008; Collins &
Chen, 2009; Collins & Penny, 2009). Les ARN non-codant dit long (>200 nt) sont eux aussi décrit
comme étant impliqués dans la régulation génique (Mattick, 2009). Tous ces ARNnc forment un
réseau de processus, « I’infrastructure ARN » (Collins & Penny, 2009), qui s’étend dans la cellule
a la fois spatialement, les ARNnc étant en mouvement, mais aussi temporellement car les ARNnc

régulent I’expression génique durant le cycle cellulaire (Collins & Penny, 2009).

2.3.2 - Implication des ARNnc dans les processus épigénétiques

L’implication des ARNnc dans des processus épigénétiques (Kurokawa et al., 2009), est
décrite depuis quelques temps déja pour I'inactivation du chromosome X (Chow & Heard, 2009)
et le phénomene d’empreinte génétique (Royo & Cavaillé, 2008), mais d’autres roles dans des
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mécanismes non développementaux et en cancérogenese commencent seulement a €tre mis en
évidence. En effet, les microARNs ont particulicrement été étudiés ces dernieres années, pour leur
role potentiel dans le processus de cancérogenese (Farazi et al., 2012; Kitade & Akao, 2010). Les
microARNs sont de courts mono-brins d’ARN (20-23 nt) pouvant réguler négativement
I’expression des genes (Bartel et al., 2004). Contrairement aux modifications des histones et a la
méthylation de I’ADN, D’extinction d’un gene par ARN interférence est un mécanisme post-
transcriptionnel, qui peut renforcer d’autres événements plus en amont de régulation négative, en
dégradant I’ARNm ou en inhibant la traduction. Cependant, le role des miARNs est loin d’étre
totalement €lucidé, et récemment, de nouvelles études ont montré que 1’environnement extérieur
pourrait altérer leur expression, €élargissant un peu plus le champ des investigations (Izzotti et al.,
2009; Izzoti et al., 2010; Wang et al., 2009).

2.4 - La méthylation de I’ADN

Beaucoup d’évenements cellulaires fondamentaux sont le résultat de signaux épigénétiques
dont la méthylation de I’ADN (Bird, 2002). Les changements de la méthylation de I’ADN ont été
largement étudiés, du fait de leur role dans des processus cellulaires majeurs comme le
développement embryonnaire, la transcription, la structure de la chromatine, 1’inactivation du
chromosome X, I’empreinte génétique et la stabilité chromosomique (Baylin et al., 2001;
Grgnbzk et al., 2007), et de leur association fréquente avec des maladies humaines (Zardo et al.,
2005).

2.4.1 - Les mécanismes basiques de la méthylation de I’ADN

La méthylation de I’ADN est une modification chimique résultant du transfert d’un groupe
méthyl a partir d’un substrat donneur (la S-adenosyl-L-methionine, SAM), uniquement en position
5’ des bases cytosine des conformations CpG (« p » indiquant que la cytosine et la guanine sont
liés par un pont phosphodiester) (Doerfler, 1983) (Figure 10).

La méthylation de I’ADN survenant hors des conformations CpG, tels que les séquences
CpNpG, CpA ou CpT, ont également été décrites dans le génome eucaryote (Clark et al., 1995),
en particulier dans les cellules souches embryonnaires de souris (Lister et al., 2009; Ramsahoye et
al., 2000), mais son rdle reste non-élucidé.
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Figure 10 : Le processus de méthylation de I’ADN par les DNMTs

La méthylation de I’ADN est une modification chimique résultant du transfert d’un groupe méthyl a partir
d’un substrat donneur (la S-adenosyl-L-methionine, SAM), uniquement en position 5’ des bases cytosine des
conformations CpG (« p » indiquant que la cytosine et la guanine sont li€s par un pont phosphodiester). La
méthylation de I’ ADN est assurée par les DNA-methyl-tansferases (DNMTs).
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2.4.1.a— Les DNMTs, au ceeur du processus de méthylation

La réaction de méthylation des cytosines est conduite par une classe d’enzymes appelée les
ADN méthyltransférases (DNA méthyltransferases, DNMTs), qui catalysent le transfert du groupe
méthyl de la SAM vers la cytosine. Cinq membres de la famille des DNMTs ont été identifiés
chez les mammiferes : DNMT1, DNMT2, DNMT3A, DNMT3B et DNMT3L. Cependant, il
semblerait que seules les DNMT1, 3A et 3B entrent en jeu dans la mise en place du motif global
de méthylation des cytosines. Les DNMT3 A et B sont classifiées comme des enzymes de la
méthylation de novo tandis que la DNMTT est considérée comme responsable de la méthylation
de maintenance. Il semblerait que les DNMT2 et 3L n’agissent pas en tant que cytosine
méthyltransférase. L’équipe de Goll a récemment mis en évidence que la DNMT?2 fonctionne
comme une ARN méthyltransférase (Goll et al., 2006), tandis qu’il a ét€ montré que la DNMT3L
stimule la méthylation de novo de I’ADN par la DNMT?3A et interagit avec I’histone déacétylase 1
pour réprimer la transcription (Chedin et al., 2002; Deplus et al., 2002) (Figure 11).

La DNMT1 semble étre impliquée dans la restauration du profil de méthylation parental
sur le brin fille nouvellement synthétisé, assurant ainsi le statut de méthylation des ilots CpGs a
travers les générations (Figure 12). La perte de fonction de la DNMTI1 chez la souris est
embryonnairement léthale, ce qui confirme 1’importance de cette enzyme dans le fonctionnement
cellulaire et le développement (Li et al., 1992). Une analyse structurale démontre que les
domaines C-terminaux des DNMT3a et 3L forment un complexe tétramérique (3L.-3a-3a-3L) avec
deux sites actifs (Jia et al., 2007), qui méthyle préférentiellement deux CpGs distants de 8-10 pb in
vitro. Cette périodicité de CpGs toutes les 8-10 pb est observée dans les locus d’empreinte
maternelle (Jia et al.,, 2007), mais également dans de nombreuses autres régions du génome
(Ferguson-smith & Greally, 2007; Glass et al., 2009). Cependant, ces CpGs répétés ne suffisent
pas a expliquer pourquoi la méthylation de novo cible uniquement certaines séquences spécifiques
(Glass et al., 2009). La méthylation de novo durant I’embryogenese et le développement des
cellules germinales est assurée par les DNMT3a et 3b. L’inactivation génique de 1’une ou 1’autre
conduit a des phénotypes séveres (Okano et al., 1999)(Okano et al., 1999). Les souris KO pour la
DNMT3a meurent peu de temps apres la naissance tandis que le KO DNMT3b est 1étal
embryonnairement. La DNMT3a semble étre responsable de la méthylation de séquences critiques
pour le développement tardif ou juste apres la naissance, tandis que la DNMT3b pourrait étre plus
importante dans les stades précoces du développement (Okano et al., 1999). De plus, on pense que
la DNMT3b méthyle spécialement I’ADN de régions particulieres du génome, comme il a été
montré dans des études du syndrome d’Immuno-déficience combinée (I), d’instabilité de
I'hétérochromatine para-Centromérique (C) et de dysmorphie Faciale (ICF), une maladie causée
par une mutation du gene DNMT3b (Jin et al., 2008), ou I’on observe une hypométhylation de
I’ADN au niveau des répétitions de I’ADN satellite (LINEs, SINEs, ...) et du chromosome X

inactivé.
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Figure 11 : Représentation schématique de la structure des DNMTs humaines et de la DNMT3-
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Les motifs conservés du domaine catalytique des DNMTs est indiqué en rouge. NLS, nuclear localization signal
; RFT, replication foci-targeting domain ; BAH, bromo-adjacent homology domain ; PWWP, un domaine
contenant un motif conservé proline-tryptophan- tryptophan-proline ; PHD, une région riche en cystéines
contenant un homéo-domaine atypique de plante ; aa, acides aminés.

La DNMTS3L ne possede pas le motif catalytique des méthylatransférase, elle est donc inactive.
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Figure 12 : Etablissement et transmission du profil de méthylation de ’ADN pendant la division

cellulaire.

L’addition de novo d’un groupement méthyl sur une base cytosine de I’ADN est catalysée par les DNMT3A et
DNMT?3B, et est maintenue par la DNMT Isuite a la réplication de I’ ADN.
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2.4.1.b — Une distribution qui ne doit rien au hasard

Un pré-requis a la compréhension de la méthylation de I’ADN est la connaissance de sa
distribution dans le génome. Il faut savoir que I’ensemble du génome se caractérise plutdt par une
faible composition en CpG. En effet, les especes subissant une méthylation importante de I’ADN
de leur génome ont perdu des dinucléotides CpG au cours de 1’évolution. C’est une conséquence
directe de la méthylation de ’ADN, qui entraine une augmentation des transitions C a T qui
surviennent apres la déamination des cytosines méthylées (Antequera & Bird, 1993). Les sites
CpGs ne sont pas distribués de la méme maniere tout au long du génome, et se retrouvent a une
fréquence plus élevée dans de petites régions de I’ADN appelées les ilots CpG (Bird, 1986). Si
I’on considere la prévalence des CpGs, pres de 60 % des promoteurs humains sont caractérisés par
un taux de CpG élevé (Saxonov et al., 2006). Néanmoins, la densité en CpG elle-méme
n’influence pas I’expression génique. Pres de 28 000 ilots CpGs sont dispersés dans le génome
humain et environ 20 000 d’entre eux sont associés a un géne (Huang & Esteller, 2010), ce qui
indique que la méthylation de ces régions spécifiques constitue un puissant mécanisme de
régulation génique. Habituellement, ces ilots CpG ne sont pas méthylés quand un gene est
transcriptionnellement actif, tandis qu’on observe une importante méthylation des régions
promotrices des genes dont I’expression est éteinte (ex : les genes tissu-spécifiques ou de
développement). La méthylation de I’ADN doit étre hautement contrdlée pour maintenir
I’équilibre entre la répression des éléments répétés et I'expression des genes cellulaires

fondamentaux.

Le génome des eucaryotes supérieurs contient un nombre important de séquences répétées
(Séquences Alu, LINEs et SINEs). Une inhibition stable des rétro-transposons assure la stabilité et
I'intégrité du génome (Elgin & Grewal, 2003). L’inhibition permanente de ces séquences est
principalement due a une méthylation de I’ADN. Cependant, le control épigénétique peut étre
permissif, comme c’est le cas de I’expression des genes du développement (Reik, 2007). En effet,
bien que les profils de méthylation soient largement conservés au fil des divisions cellulaires
somatiques, des modifications peuvent survenir au cours du développement et de la différentiation
cellulaire. Chez la souris, une reprogrammation épigénétique importante survient dans les cellules
germinales et chez les embryons précoces, par vagues de dé-méthylation suivies par une
reméthylation (Morgan et al., 2005). Mais apres I’implantation, une large méthylation de novo
rétablit les profils de méthylation de I’ADN, qui seront maintenus dans une large part des tissus
somatiques. En plus de ces changements globaux, les genes sont méthylés ou déméthylés de

maniere spécifique pendant la différentiation cellulaire.

La facon dont la méthylation de ’ADN contribue a I’inhibition de 1’expression génique
reste mal comprise et plusieurs hypotheses sont proposées. Tout d’abord, on a pensé que pour
certains facteurs de transcription (AP-2, c-myc, CREB/ATF et NF-kB), la méthylation de I’ADN
créait une barriere physique en empéchant I’acces aux sites de fixation des promoteurs (Zingg &
Jones, 1997), une hypothese pouvant étre valable pour certains facteurs de transcription, mais pas
pour tous. Un modele de I’'inactivation génique due a la méthylation de I’ADN est li€é aux
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domaines de liaison protéiques aux CpG méthylés (methyl-CpG binding domain proteins, MBDs).
En général, la méthylation de I’ADN est considérée comme une étape d’initiation de
I’établissement d’une conformation fermée de la chromatine. Elle est suivie par 1’association des
MBDs a la chromatine, qui vont recruter des histones déacétylases, décrites pour €tre des enzymes
induisant des modifications épigénétiques répressives. La chromatine va alors se compacter ce qui
va éteindre I’expression génique. Cependant, dans certains processus, d’autres mécanismes entrent
en jeu avant la survenue de la méthylation de I’ADN. Par exemple, chez Neurospora crassa, un
champignon filamenteux, la méthylation de I’ADN dépend de la méthylation de 1’histone 3 sur la
lysine 9 (H3K9), et seule cette modification peut déclencher une répression épigénétique (Tamaru
& Selker, 2001).

2.4.2 — Le processus de dé-méthylation

Pour comprendre comment ces profils de méthylation sont établis et maintenus, il est
nécessaire d’élucider les mécanismes de méthylation de I’ADN, mais aussi de dé-méthylation. La
dé-méthylation de I’ADN peut avoir lieu passivement, en ne méthylant pas le brin d’ADN
nouvellement synthétisé apres la réplication, ou activement par un processus indépendant de la
réplication. De nombreux éléments mettent en évidence 1’existence d'une dé-méthylation active du
génome des zygotes et des cellules germinales primaires (Hajkova et al., 2002; Mayer et al., 2000;
Morgan et al., 2005; Oswald et al., 2000), ainsi qu’une dé-méthylation active spécifique de
certains loci dans des cellules somatiques, comme par exemple les neurones (Ma et al., 2009) et
les lymphocytes T (Bruniquel & Schwartz, 2003)(Bruniquel & Schwartz, 2003). Cependant ces

mécanismes de dé-méthylation active restent mal connus.

Plusieurs mécanismes ont été proposés pour I’enleévement enzymatique du groupe 5-
méthyle des SmC, des bases SmC et des nucléotides SmC. La récente découverte d’une base
modifiée 5-hydrocymethylcytosine (ShmC), désormais considérée comme la 6™ base de I’ADN
des mammiferes (Miinzel et al., 2011), pourrait avoir d’importantes implications dans les
mécanismes de la dé-méthylation active et ouvrir de nouvelles pistes de recherche. Il a récemment
été montré chez la souris et chez I’homme que les protéines de la famille TET (Ten-Eleven-
Translocation) sont capables de catalyser la conversion de la SmC en ShmC (Ito et al., 2011).
Selon le consensus actuel, la dé-méthylation surviendrait alors par une réparation de cette ShmC
par un processus de BER (Base Excision Repair). Deux nouvelles études ont identifié de
nouveaux intermédiaires de ce processus de dé-méthylation. En effet il ét¢ démontré que les
protéines de la famille TET ont la capacité de convertir les SmC en ShmC, mais également en 5-
formylcytosine (5fC) et en 5-carboxylcytosine (5caC), in vitro (He et al., 2011; Ito et al., 2011).
De plus, la ShmC peut aussi étre oxydée en ScaC (He 2011), une base qui est spécifiquement
reconnue et excisée par une TDG (thymine DNA glycosylase), ce qui produirait une configuration
pouvant initier une BER (He et al., 2011) (Figure 13).
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Figure 13 : Modele représentant les différents mécanismes possibles de la dé-méthylation active
de ’ADN.

Récemment découvert, la 5-hydrocymethylcytosine (ShmC) est désormais considérée comme étant la 6™ base de
I’ ADN des mammiferes.

Les protéines de la famille TET ont la capacit¢ de convertir les SmC en ShmC, mais également en 5-
formylcytosine (5fC) et en 5-carboxylcytosine (5caC). De plus, la ShmC peut aussi étre oxydée en ScaC (He

2011), une base qui est spécifiquement reconnue et excisée par une TDG (thymine DNA glycosylase), ce qui
produirait une configuration pouvant initier une BER (Base Excision Repair).

Ainsi selon le consensus actuel, la dé-méthylation surviendrait par une réparation de cette ShmC par un processus
de BER.
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Le débat sur I’existence d’une dé-méthylation active de I’ADN reste vif. Il a été relancé par
la découverte de la ShmC et de son excision lors de la réparation de I’ADN, ce qui donne lieu a la
génération d’un nouveau brin non méthylé. Cependant, 1a ou certains voient une transformation
active et dirigée de la 5mC en ShmC dans le but de conduire a une dé-méthylation par réparation
de I’ADN, d’autres n’y voient qu'un phénomene dont la survenue est due au hasard (Bhutani et
al., 2011). La dé-méthylation de ’ADN est donc loin d’avoir livré tous ses mécanismes, et de

nombreuses investigations restent a mener.

3 - Les modifications épigénétiques dans les cancers colorectaux

Les mécanismes épigénétiques alterent 1I’expression des genes sans affecter leur séquence
initiale. Ces changements impliquent des modifications biochimiques de la chromatine, a savoir
une hypo- ou une hyper-méthylation de I’ADN, ainsi que des modifications biochimiques des
histones. Ces modifications ont pour conséquence un changement de conformation de la
chromatine (relaichée ou condensée), qui va modifier I’accessibilit¢ de I’ADN, et donc
I’expression des genes. En effet, en conformation «fermée » (condensée), la chromatine est
inaccessible aux facteurs de transcription, ce qui induit une répression transcriptionnelle, tandis

qu’une conformation « ouverte » (relachée) favorise la transcription.

3.1- Hyperméthylation des genes suppresseurs de tumeur

L’hyperméthylation des genes suppresseurs de tumeurs est fréquemment observée en
cancérogenese. Elle conduit a une répression de leur expression, en empéchant la fixation des
facteurs de transcription au niveau des régions promotrices. Ce phénomene peut affecter un seul
des deux alleles des genes concernés, et peut étre accompagné d’une délétion par LOH ou d’une
mutation inactivatrice du second allele, dans le cadre de la théorie des deux événements de
Knudson (Knudson, 1985). Cependant une hyperméthylation bi-allélique des certains genes
suppresseur de tumeurs a été décrite (Lusher et al., 2002; Veigl et al., 1998; Yang et al., 2001).

L hyperméthylation dans les cancers touche des genes impliqués dans diverses fonctions
cellulaires clés telles que la régulation du cycle cellulaire, la réparation de I’ADN, I’apoptose, la
différenciation ou I’angiogenese (pour revues : Esteller, 2005; Esteller & Almouzni, 2005). Parmi
les genes subissant une hypermethylation de leur promoteur dans les cancers colorectaux on
retrouve par exemple APC, impliqué dans la régulation de la voie Wnt (inhibition), ou MLHI,
responsable de la réparation des mésappariements de I’ADN.
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Les DNA Methyl Transférases (DNMTs) sont des effecteurs du processus de méthylation
de ’ADN. Une dérégulation et une augmentation de I’expression des DNMTs ont été mise en
évidence dans les cellules tumorales colorectales, ce qui conforte I’'idée d’une altération de la
machinerie de la méthylation (Marzo et al., 1999). La méthylation aberrante des genes
suppresseurs de tumeurs peut étre a la fois un processus impliqué dans I’initiation et dans la
progression tumorale (Lao and Grady, 2012). Ainsi la méthylation du promoteur de Milhl,
mentionnée plus haut, serait plutdt un phénomene initiateur (Kane et al., 1997). Des méthylations
importantes ont également été détectées dans des adénomes précoces et des adéno-carcinomes
folliculaires (Aguilera et al., 2006; Mittag et al., 2006)(Aguilera et al., 2006 ; Mittag et al., 2006),
entre autre dans les régions promotrices des genes codant pour les protéines SFRP, inhibitrices de
la voie Wnt. L’activation constitutive de cette voie qui en résulte prédisposerait a I’apparition
d’autres altérations génétiques complémentaires telles que la mutation des genes Apc ou f-
caténine (Suzuki et al., 2004). Ce phénomene d’hyperméthylation des promoteurs de genes

suppresseurs de tumeurs est ensuite retrouvé tout au long de la progression tumorale.

3.2- Hypométhylation globale du génome tumoral

L’hypométhylation globale du génome est la premiere altération épigénétique identifiée
dans les cellules cancéreuses (Feinberg and Vogelstein, 1983). En effet, alors que
I’hyperméthylation semble cibler les genes suppresseurs de tumeurs, le génome tumoral est
marqué par une hypométhylation globale, de 20 a 60% de réduction par rapport au génome normal
(Kisseljova and Kisseljov, 2005). Cette hypométhylation pourrait induire la réactivation
d’éléments transposables (tels les LINEs, Long Interspersed Nucleotide Elements), qui une fois
redevenus mobiles, pourraient inactiver des genes clés (Pavicic et al., 2012; Sunami et al., 2011),
jouant ainsi un role dans I’instabilité génomique (Karpf and Matsui, 2005; Rodriguez et al., 2006).
L’hypométhylation induirait également I’activation de genes soumis a I’empreinte parentale et de
proto-oncogeénes (Feinberg & Vogelstein, 1983), mais aussi de geénes éteints lors de la
différenciation. L’ensemble de ces mécanismes peut conférer un avantage sélectif de croissance

aux cellules tumorales (Cui et al., 2003).

Cette hypométhylation globale apparait des les stades précoces de la séquence adénome-
carcinome, et pourrait donc participer a I’initiation des cancers colorectaux (Lao and Grady,
2012). Un exemple de conséquence de ce phénomene est la perte de 1I’empreinte (Loss Of
Imprinting, LOI) du locus Igf-Il (Insulin Growth Factor): cet événement entraine une
surexpression de ce gene retrouvée dans la muqueuse colique normale de patients atteints de
cancers, impliquant une réelle prédisposition a la maladie (Cui et al., 2003; Sakatani et al., 2005).
Des souris exprimant de maniere biallélique Igf-II, par délétion hétérozygote d’un élément
méthylé répresseur de la transcription, présentent une expression deux fois plus forte que la

normale, et équivalente a celle observée chez I’homme dans les cas de LOI Ces souris
développent un phénotype de dédifférenciation de 1’épithélium intestinal normal, accompagné
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d’une augmentation de la profondeur des cryptes. De plus, ces souris, croisées avec des souris

+/min +/min

Apc T, présentent deux fois plus de 1€sions tumorales que les souris parentales Apc™ ", ce qui

confirme I’effet de la perte de I’empreinte sur la carcinogenese colorectale (Sakatani et al., 2005).

Récemment, dans le cadre d’études de la méthylation dans le cancer colorectal, des régions
méthylées de maniere différentielle ont été identifiées : les « cancer-specific differentially DNA-
Methylated Regions » ou cDMRs (Hansen et al., 2011). Les variations de méthylation au niveau
des cDMRs permettraient de distinguer le tissu normal du tissu tumoral dans de nombreux types
de tumeurs : cancer du colon, du poumon, du sein et de la thyroide. Des adénomes, que 1’on peut
considérer comme un stade de transition entre normal et tumoral, ont montré des variations
épigénétiques intermédiaires. Ces cDMRs pourraient donc constituer un nouveau marqueur de

tumorigenese (Hansen et al., 2011).
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III- TRKC, un récepteur multi-facettes

1- TRKC, un récepteur a neurotrophine

1.1 — La théorie neurotrophique

Les fonctions complexes du systeme nerveux, central et périphérique, exigent une
adaptation et une importante organisation de sa structure. La vie des neurones, leur différenciation,
le guidage axonal, leur fonction, et méme leur mort, sont minutieusement controlés et modelés par
des facteurs trophiques et des molécules de guidage, parmi lesquelles les neurotrophines jouent un

role clé.

C’est avec la découverte du NGF et de son role essentiel pour la survie neuronale et la
croissance axonale, il y a pres de 50 ans, par Viktor Hamburger, Stanley Cohen et Rita Levi-
Montalcini, qu’a débuté I’étude des neurotrophines (Levi-Mintacini & Angeletti, 1963). Ils
montrerent que la survie neuronale était affectée par la modification de la taille du tissu cible. Ce
fut la premiere démonstration du controle du nombre de neurones par la disponibilité des cibles
innervées. Ce travail, récompensé par un prix Nobel en 1986, constitue le fondement de la théorie
neurotrophique : un neurone est engagé vers une mort « par défaut » a moins qu’il atteigne sa cible
et recoive un signal de survie induit par le facteur neurotrophique exprimé par la cible. La quantité
limitée de facteur trophique produit par la cible régule finement la quantité de neurones et leur
guidage.

1.2 — Les neurotrophines et leurs récepteurs

Les neurotrophines constituent une famille hautement conservée de protéines sécrétées, qui
orchestrent la survie des neurones, leur différentiation et la pousse des axones vers les territoires
cibles (Arévalo & Wu, 2006; Huang & Reichardt, 2003). La famille des neurotrophines comprend
NGF (Nerve Growth Factor), BDNF (Brain-Derived Neurotrophic Factor), NT-3 (NeuroTrophin-
3) et NT-4/5 (NeuroTrophin-4/5). Elles sont sécrétées a de grandes distances par les territoires
cibles, c'est-a-dire par les neurones du systeme nerveux et les cellules non-neuronales de la
périphérie. Un gradient de ligand permet d’agir sur des populations spécifiques de neurones, en
modulant leur migration et leur survie. Les neurones connectés a leur cible, et donc liés aux
neurotrophines correspondantes survivront a la période de mort neuronale massive, tandis que la

plupart des autres mourront.

Les neurotrophines sont initialement synthétisées sous forme de précurseurs, les pro-
neurotrophines, qui sont clivées par les furines ou les pro-convertases, pour générer des
neurotrophines matures d’environ 12 kDa (Mowla et al., 2001). Les neurotrophines partagent une
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structure homologue a celles d’autres facteurs de croissance bien caractérisés tels que le TGF-3
(Transforming Growth Factor-B) ou le facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGF).
D’autres neurotrophines, comme les NT-6 et NT-7, ont récemment été isolées chez le poisson.
Cependant il semblerait qu’elles n’aient pas d’orthologues chez les mammiferes (Reichardt,
2006).

Les neurotrophines se lient et activent deux types de récepteurs cellulaires : les récepteurs a
tyrosines kinase (TRK A, B et C), et le récepteur p7SNTR , un membre de la superfamille des
récepteurs au facteur de nécrose tumorale (Tumor Necrosis Factor, TNF) (Huang & Reichardt,
2003). Les structures des récepteurs TRK ont en commun plusieurs domaines immunoglobuline-
C2, et des répétitions riches en résidus leucine et cystéine dans leur partie extracellulaire, tandis
que leur queue intracellulaire contient le domaine tyrosine kinase. Le récepteur p7SNTR possede
4 répétitions extracellulaires riches en cystéines mais aucun domaine kinase. Contrairement aux
TRKSs, il possede, un domaine de mort (Yano & Chao, 2000).

1.3 — Rdle de TRKC dans le développement du systeme nerveux

Au sein de notre équipe, nous nous sommes concentrés sur I’étude du récepteur a
neurotrophine TRKC. TrkC est localisé sur le chromosome 15q24-q25 (McGregor et al., 1994), et
la glycoprotéine de 145 kDa issue de I’expression de ce gene présente une forte homologie avec
TRKA et TRKB. Plus précisément, tandis que leurs domaines extracellulaires partagent 50%
d’homologie, au niveau de leurs domaines tyrosine kinase, trés conservés, on retrouve jusqu’a
85% d’homologie (Lamballe et al., 1991). Comme les autres récepteurs a neurotrophines, TRKC
est caractérisé par des domaines riches en cystéines et en leucines dans sa partie extracellulaire, et

un domaine kinase en C-terminal.

1.3.1 — Profil d’expression de Nt-3 et TrkC

Chez la souris, TrkC est exprimé tres tot au cours du développement, au stade ES8
(Tessarollo et al., 1993). Plus tard, a E9.5, I’expression est associée aux cellules des crétes
neurales, et progressivement TRKC pourra étre détecté dans certaines structures du systéme
nerveux central (SNC), mais surtout dans le systtme nerveux périphérique (SNP). Dans le SNP,
TRKC est principalement présent dans les racines ganglionnaires dorsales (Dorsal Root Ganglia,
DRGs). On observe que TrkC est souvent exprimé conjointement avec TrkA et TrkB, cependant il
existe des régions ol seul TRKC est détecté, comme dans le systeme nerveux entérique
(Chalazonitis, 2004).
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Chez I’adulte, TrkC est largement exprimé dans le SNC: dans le cortex cérébral, le
putamen caudal, le thalamus, 1’hippocampe, et le cervelet (Tessarollo et al., 1993). TrkC est
également exprimé dans des tissus non neuronaux tels que le cceur, les poumons, les glandes sub-
mandibulaires, le tissu adipeux brun ou les glandes surrénales (Donovan et al., 1995; Tessarollo et
al., 1993).

Le ligand de TRKC, NT-3, est exprimé juste en avant du front de migration des cellules
des crétes neurales. Ces cellules vont coloniser les DRGs et les territoires cibles des neurones
sensoriels qui innerveront ensuite la peau et les muscles des membres (Farifias et al., 1996).
TRKC/NT-3 jouent un role clé dans 1’organisation spatio-temporelle des neurones sensoriels. Nt-3

est également exprimé dans le cervelet et dans des structures non neuronales

1.3.2 — Role de TRKC dans la formation des DRGs

L’invalidation génique de 7rkC et Nt-3 chez la souris a renforcé 1’idée qu’ils jouent un rdle
important pour la formation du systtme nerveux sensoriel, spécifiquement dans les DRGs.
Cependant il a été rapporté que d’autres populations de neurones, comme les neurones entériques,
sont réduites chez les souris KO pour Nt-3 (Chalazonitis et al., 2001). Les DRGs sont colonisés
par des neurones issus des cellules des crétes neurales. Ces cellules, situées dans la partie dorsale
du tube neural, vont se déplacer par délamination dans le mésenchyme ventro-latéral, entre E8 et

E10 chez la souris.

La majorité des précurseurs neuronaux parviennent dans les DRGs entre E10 et E13, une fenétre
temporelle critique dans laquelle coexistent prolifération, différentiation, neurogenese et apoptose
développementale des neurones en exces. A E10, on observe I’expression de 7TrkC dans les
précurseurs des DRGs, mais a E13 survient ce qu’on appelle le « Switch neurotrophique » : TrkC
n’est alors plus exprimé que dans 30% des neurones, les neurones proprioceptifs. Les 70% restant
expriment 7rkA ou TrkB, et répondent respectivement au NGF ou au BDNF (Farinas et al., 1998;
Tessarollo et al., 1993).

Ainsi les DRGs sont des structures hétérogenes, constitués de neurones de formes et de fonctions
différentes. Les neurones qui expriment 7rkA, de petit diametre, véhiculent la sensation de
douleur, ce sont les neurones nociceptifs. Ceux exprimant 7rkB, de diametre moyen, sont les
neurones de la mécanoception, tandis que les neurones de large diametre, responsables de la
proprioception des membres, expriment 7rkC (Marmigere & Ernfors, 2007).

L’invalidation des différentes neurotrophines et de leurs récepteurs dans des modeles de
souris a démontré I’importance de cette signalisation pour la survie et la différenciation neuronale
dans les DRGs. Les souris invalidées pour 7rkA ou Ngf présentent une perte identique des
neurones nociceptifs (Crowley et al., 1994). La méme constatation est faite pour les neurones
mécanoceptifs, dans le cas d’un double-KO TrkB/Bdnf (Ernfors et al., 1995). Cependant, tandis
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qu’une invalidation de Nt-3 génere une perte de 70% des neurones des DRGs, le KO de TrkC

entraine une perte de seulement 30% des neurones (Tessarollo et al., 1997).

1.4 — Transduction du signal neurotrophique par les récepteurs TRKs

La grande majorité des revues scientifiques dédiées aux neurotrophines traitent de la
signalisation positive, pro-survie qu’elles engendrent en se liant a leurs récepteurs. En activant les
récepteurs a tyrosine kinase TRKSs, les neurotrophines interviennent dans la régulation de
différents processus, comme la prolifération et la survie des neurones, la croissance axonale et
dendritique, le remodelage du cytosquelette, la formation et le fonctionnement des synapses. De
plus les neurotrophines sont aussi impliquées en dehors du systeéme nerveux, par exemple dans le
développement cardiaque, la néo-vascularisation ou 1’homéostasie du systeme immunitaire

(Reichardt, 2006).

L’activation des récepteurs TRKs par la fixation de leurs ligands entraine leur
dimérisation, suivie par une auto-phosphorylation des résidus tyrosines de leur domaine
catalytique. Une fois phosphorylés, les récepteurs TRKs vont recruter et activer un certain nombre
de protéines effectrices qui sont les médiateurs intracellulaires de la cascade de signalisation des
neurotrophines. Ces médiateurs peuvent étre des protéines de modulation ou d’ancrage. Les
protéines modulatrices possedent des domaines SH2 (Src Homology 2) ou PTB (PhosphoTyrosine
Binding), qui sont directement reconnus par les tyrosines phosphorylées des récepteurs. Les
protéines d’ancrage présentent dans leur région N-terminale une séquence signal variable, et dans
leur région C-terminale, des sites de liaisons pour les domaines SH2 des protéines de signalisation
(Schlessinger, 2000). Les récepteurs TRKs constituent donc une importante plateforme pour le

recrutement indirect de protéines de signalisation, en réponse a leur stimulation par la fixation du
ligand (Figure 14).

C’est dans la lignée cellulaire de rat, pheochromocytoma PC12, que la signalisation
neurotrophique a été largement caractérisée (Hagag et al., 1986). La majorité des voies de
signalisation déclenchées par les neurotrophines sont RAS-MAP-kinase (MAPK), PI3-kinase
(PI3K), PhosphoLipaseC-y1 (PLC- y1) et leurs effecteurs en aval.

Il a tout d’abord été montré que cette signalisation positive passait par la GTPase RAS (Borasio
1993). L’activation transitoire de RAS est initiée par la tyrosine phosphorylée Y490 des
récepteurs TRKs (phosphor-Y490). Les récepteurs TRKs vont également recruter différents
adaptateurs protéiques tels que SHC, SH2-B, FRS2 et IRS1. A son tour, RAS activé va stimuler la
signalisation par PI3-kinase, p38MAPK et c-RAF-ERK (Reichardt, 2006) . Les protéines kinases
MAPK et ERK vont alors activer le facteur de transcription CREB (C-AMP Response Element-
binding protein), qui controle I’expression de genes essentiels a la survie et a la différentiation
neuronale (Arévalo & Wu, 2006).
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Figure 14 : La signalisation neurotrophique.

L’activation des récepteurs TRKSs par la fixation de leurs ligands entraine leur dimérisation, suivie par une auto-
phosphorylation des résidus tyrosines de leur domaine catalytique. Une fois phosphorylés, les récepteurs TRKs
vont recruter et activer un certain nombre de protéines effectrices qui sont les médiateurs intracellulaires de la
cascade de signalisation des neurotrophines. Ces médiateurs peuvent &tre des protéines de modulation ou
d’ancrage. Les protéines modulatrices possedent des domaines SH2 (Src Homology 2) ou PTB
(PhosphoTyrosine Binding), qui sont directement reconnus par les tyrosines phosphorylées des récepteurs. Les
protéines d’ancrage présentent dans leur région N-terminale une séquence signal variable, et dans leur région C-
terminale, des sites de liaisons pour les domaines SH2 des protéines de signalisation. Les récepteurs TRKs
constituent donc une importante plateforme pour le recrutement indirect de protéines de signalisation, en réponse
a leur stimulation par la fixation du ligand

(Adaptée de Reichardt, 2006)
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La voie PI3-AKT est elle aussi requise pour 1’action pro-survie des neurotrophines. En
phosphorylant BAD, AKT bloque son action pro-apoptotique (Datta et al., 1997), et de maniere
similaire, inhibe FKHRL1, un facteur de transcription essentiel pour beaucoup de protéines pro-
apoptotiques (Zheng et al., 2002). De plus, AKT inactive IxkB, un inhibiteur du facteur de
transcription pro-apoptotique NF-kB (Arévalo and Wu, 2006).

Enfin, la voie PLC- y1 va réguler les taux de Ca2" intracellulaire et I’activité de la protéine
kinase C (PKC), par la génération d’inositol tri-phosphate (IP3) et de diacylglycerol (DAG). La
signalisation PLC- y1 semble importante pour la plasticité synaptique (Bibel and Barde, 2000).

2- TRKC, un récepteur a dépendance
2.1 — Le concept des récepteurs a dépendance

2.1.1 — Le concept

Les récepteurs a dépendance ont la particularité d’avoir une double signalisation. En
présence de leur ligand, ces récepteurs induisent une signalisation positive de prolifération, de
différenciation, de migration et/ou de survie, caractérisant la plupart des récepteurs
transmembranaires. En absence de leur ligand, ces récepteurs induisent une signalisation négative
entrainant la mort de la cellule par apoptose. Les cellules qui expriment ces récepteurs sont donc
dépendantes de la présence de ligand dans leur environnement pour survivre, d'ou le terme
"récepteur a dépendance" (Figure 15).

2.1.2 — Une grande famille

La famille fonctionnelle des récepteurs a dépendance comporte actuellement 18 membres.
Ils sont pour la plupart transmembranaires, ne présentent pas d’homologie de structure ou de
séquence. Le premier qui fut caractérisé est le récepteur aux neurotrophines p75™ '~ et son ligand
NGF (Rabizadeh et al. 1993). Plusieurs récepteurs a dépendance sont des récepteurs a la nétrine-1
tels que DCC (Deleted in Colorectal Cancer) (Mehlen et al. 1998), ou UNC5HI1, 2, 3 et 4 (Llambi
et al.,, 2001; Wang et al., 2008). Le récepteur aux androgenes (AR) (Ellerby et al. 1999), les
intégrines a5B3 et a5P1 qui se lient aux constituants de la matrice extracellulaire (Stupack et al.,
2001), le récepteur PATCHED (Ptc) dont le ligand est le morphogene Shh (Thibert et al., 2003), le
récepteur néogénine et son ligand RGMa (Repulsive Guidance Molecule) (Matsunaga et al.,
2004), sont autant de récepteurs qui ont été caractéris€s comme étant des récepteurs a dépendance.
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Figure 15 : Le concept des Récepteurs a dépendance.

Les récepteurs a dépendance, majoritairement transmembranaires, sont caractérisés par une double signalisation.
En présence de leur ligand, ils induisent un signal positif permettant la survie, la prolifération, la migration et/ou la
différenciation cellulaire. En ’absence de leur ligand, ils induisent une signalisation apoptotique conduisant a la
mort de la cellule. Ils créent donc un état de dépendance vis-a-vis du ligand pour survivre
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La famille des récepteurs a dépendance comprend un certain nombre de récepteurs a
tyrosine kinase (RTK) : RET (Rearranged during Transfection) dont le ligand est GDNF (Glial
cell line-derived neurotrophic factor) (Bordeaux et al., 2000), MET, dont le ligand est HGF/SF
(Tulasne et al., 2004), le récepteur orphelin ALK (Anaplastic Lymphoma Kinase) dont la fonction
de récepteur a dépendance a été mise en évidence grace a un anticorps (Mourali et al., 2006),
TRKC dont le ligand est NT-3 (Tauszig-Delamasure et al., 2007), le récepteur EPHRIN-A4 dont
le ligand est EPHRIN-B3 (Furne et al., 2009). Les derniers récepteurs ayant été caractérisés sont
eux aussi des récepteurs 2 tyrosine kinase, il s’agit de TRKA, qui, comme P75~} | lie le NGF
(Nikoletopoulou et al., 2010), et des récepteurs a I’insuline et a 'lGF-1 respectivement, IR et IGF-
IR (Boucher et al., 2010) (Figure 16).

Les récepteurs a dépendance ont en commun d’€tre impliqués a la fois dans le
développement du systeme nerveux et dans des processus de développement tumoral. La double
signalisation induite par les récepteurs a dépendance, « voie positive » de survie, prolifération,
différenciation, guidage axonal en présence du ligand et « voie négative » d’apoptose en absence
de ligand est particulierement délicate a étudier. Néanmoins, ces dix dernieres années, différentes
études ont permis d’élucider la signalisation pro-apoptotique induite par certains récepteurs a
dépendance.

2.2 — L’apoptose induite par les récepteurs a dépendance

2.2.1 - Les différentes voies apoptotiques

La survenue naturelle de la mort cellulaire a été observée il y a plus d’un siecle, et a
longtemps été considérée comme un phénomene passif, inévitable pour les cellules vieillissantes.
Cette vision du phénomene a commencé a étre remise en cause quand des études ont montré que
des inhibiteurs de la syntheése d’ARN et de protéines bloquaient cette mort cellulaire, ce qui
démontrait que des processus intra-cellulaires actifs sont requis pour la mort de ces cellules
(Martin et al., 1988). Un second tournant dans la compréhension de cet évenement est venu de
I’étude ultra-structurelle réalisée par Kerr, Wyllie et Currie, décrivant pour la premiere fois les
changements morphologiques des cellules en train de mourir (Kerr et al., 1972). Lors de la
nécrose, qui fait souvent suite a une agression, le volume cellulaire augmente, puis la membrane
cellulaire perd son intégrité et éclate déversant le contenu du cytoplasme dans le tissu environnant,
provoquant localement une inflammation. Au contraire, lors de l'apoptose, ou mort cellulaire
programmée, on observe une rétractation des cellules, une condensation des noyaux, une
conservation de I’intégrité membranaire, et éventuellement une élimination par phagocytose. Ce
sont des études chez le nématode C. elegans qui ont permis d’élucider la cascade de signalisation
apoptotique. Les mutations affectant la mort cellulaire programmée ont permis 1’identification du
coeur du mécanisme d’apoptose, tres conservé entre les espeéces, et dont les caspases sont
I’effecteur principal (Ellis & Horvitz, 1986).




BCC

: ) Necgénine
L) by
I RET  MET I :
| ) UNCSA-D 1 [H] . | \
NTR ) ( ) “ | ALK TrkA/C IR/IGFIR ntégrines [
B ) b | hA4 Lo avp3 et a5R1 )

D H 0 + " 4 ‘v

2 O 0 [ ; v (Ol = Patched1

B M ) = 2

> a8 X 0 E ) . =
g ® N 0

P10 * | H

B |
sz‘!r : | I
» P3<I"- i |

' p o
A i — e
b : :
r ) Domaine Immunoglobuline © Domaine riche en cystéines I D}omame Spparetaanx
| sémaphorines
o Domaine Fibronectine type lll . Domaine Chopper O Domaine riche en Glycines
~~
v Domaine Thrombospondine ©0 Domaine P == Répétition riche en Leucines
Il Domaine 2U-5 g Cotmne agmarems Q Domaine SAM
aux cadhérines
Domaine UPA fi l | Domaine L
_ | | Domaine Tyrosine kinase
° Domaine de mort ' . Répétitions polyglutamine
a—— ; g 3 0 : Domaine de liaison
Domaine de liaison a I'ADN -aux —— . = Domaine MIDAS

Figure 16 : La famille actuelle des récepteurs a dépendance.

Les récepteurs a dépendance sont pour la majorité transmembranaires, a 1’exception du Récepteur aux Androgenes
(AR). On note la diversité de structure des récepteurs qui illustre le fait que les récepteurs constituent une famille
plus fonctionnelle que structurale. TU : Zona occludens/UNCS5 homology domain ; UPA : UNCS, PIDD, Ankyrins ;
SAM : Sterile Alpha Motif ; MIDAS : Metal Ion-Dependent Adhesion Site.
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2.2.1.a — L’apoptose extrinseque

Les termes de «voie apoptotique extrinseque » sont utilisés pour décrire une mort
cellulaire initiée par des signaux extra-cellulaires, et transmise a la cellule par des récepteurs
spécifiques. Ces signaux inducteurs de mort incluent le ligand FAS/CD95 (FASL/CD95L), le
facteur de nécrose tumorale TNFa (Tumor Necrosis Factor a) et le ligand induisant une apoptose
liée au TNF, TRAIL (TNF-related apoptosis inducing ligand). Ces ligands se lient respectivement
a des récepteurs de mort tels que FAS/CD95, le récepteur au TNF (TNFR1) et les récepteurs
TRAIL 1 et 2 (TRAILR) (Curtin and Cotter, 2003; Siegel, 2006; Thorburn, 2004) (Figure 17).

Pour illustrer cette voie intrinseque, la transduction du signal apoptotique par FASL/FAS
va étre détaillée a titre d’exemple. En I’absence de FASL, le récepteur FAS est présenté sous
forme trimérique a la membrane plasmique. Il est alors stabilisé par le domaine du pré-ligand
assemblé (pre-ligand assembly domain, PLAD) (Siegel et al., 2000). La liaison de FASL va
ensuite induire un changement conformationnel au niveau des domaines intra-cellulaires des
récepteurs trimérisés. Ce changement de conformation va permettre un recrutement d’un
complexe multi-protéique dynamique appelé DISC (Death-Inducing Signaling Complex)
(Schulze-Osthoff et al. 1998). Le complexe DISC recruté par FAS est composé de FADD (FAS-
associated protein with a Death Domain), de plusieurs isoformes de C-FLIP (cellular FLICE-
inhibitory protein), et des pro-caspases 8 ou 10. De plus, le complexe DISC sert de plateforme
activatrice pour la caspase 8 (Schneider and Tschopp 2000). Dans les cellules de type I (comme
les lymphocytes), la caspase 8 activée va catalyser le clivage protéolytique de la caspase 3
effectrice. Cette activation induira la mort de la cellule, indépendamment de la voie
mitochondriale. Dans les cellules de type II (comme les cellules B du pancréas et les hépatocytes),
la caspase 8 activée va cliver BID (BH3-Interacting Domain death agonist) générant ainsi tBID
(BID tronqué), décrit pour perméabiliser la membrane mitochondriale (Galluzzi et al., 2012).
Ainsi, la mitochondrie n’est pas requise par les cellules de type I pour la finalisation de la voie
intrinseque, tandis que les cellules de type II montrent des signes de perméabilisation de la
membrane mitochondriale externe (Mitochondrial Outer Membrane Permeabilization, MOMP).
En effet, on observe chez les cellules de type II une perte du potentiel transmembranaire
mitochondrial, et le relargage de protéines toxiques de I’espace inter-membranaire mitochondrial
(Mitochondrial Inter-Membrane Space, IMS). Parmi ces protéines, le cytochrome ¢ va s’assembler

avec APAF]1 et la pro-caspase 9 pour former 1’apoptosome.

2.2.1.b — L’apoptose intrinseque (mitochondriale)

La voie mitochondriale de 1’apoptose peut €tre initiée par une grande variété de signaux de
stress intracellulaires, tels que des dommages a I’ADN, I’accumulation de protéines mal-

conformées dans le réticulum endoplasmique (RE), une surcharge cytosolique en Ca®, une
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Figure 17 : Les voies d’apoptose extrinséque et intrinseque (mitochondriale).

Les termes de « voie apoptotique extrinseéque » sont utilisés pour décrire une mort cellulaire initiée par
des signaux extra-cellulaires, et transmise a la cellule par des récepteurs spécifiques tel que le récepteur
CD95. La fixation de son ligand CD9S5L entraine le recrutement du complexe multi-protéique DISC, qui
va activer I’activation en cascade des caspases qui conduira a I’apoptose cellulaire.

La voie intrinseque (mitochondriale) de I’apoptose peut étre initiée par une grande variété de signaux de
stress intracellulaires, tels que des dommages a I’ADN, I’accumulation de protéines mal-conformées dans
le réticulum endoplasmique (RE), une surcharge cytosolique en Ca®*, une déprivation en neurotrophines,

. En dépit de la diversité de ces stimuli pro-apoptotiques, ils sont tous dirigés vers la mitochondrie, ol
une Mitochondrial Outer Membrane Permeabilization (MOMP) va survenir, qui va libérer des facteurs

apoptotiques tels que le cytochrome ¢, OMI, ... Ces derniers vont induire 1’assemblage de 1’apoptosome
et I’activation des caspases effectrices.

(Siegel, 20006).
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déprivation en neurotrophines, ... En dépit de la diversité de ces stimuli pro-apoptotiques, ils sont
tous dirigés vers la mitochondrie, ou une Mitochondrial Outer Membrane Permeabilization
(MOMP) va survenir (Tait & Green 2010). La MOMP peut étre due soit a la formation de pores
par les protéines pro-apoptotiques BAK et BAX (Antignani & Youle 2006), soit a un changement
de perméabilité mitochondriale (Mitochondrial Permeability Transition, MPT), provenant de la
membrane interne (Brenner & Grimm 2006). La MOMP est le point de départ de nombreux
évenements létaux : la perte du potentiel transmembranaire mitochondrial est suivi par I’arrét de la
synthése d’ATP et la libération du cytochrome ¢, du facteur inducteur d’apoptose (Apoptosis-
Inducing Factor, AIF), de I’endonucléase G (EndoG), DIABLO/SMAC et OMI (ou High
Temperature Requirement protein A2, HTRA2) (Kroemer et al., 2007) (Figure 17).

Apres la MOMP, le cytochrome c¢ induit I’assemblage de 1’apoptosome, ce qui va
déclencher I’activation des caspases 9 et 3 (Tait & Green 2010). Les protéines toxiques AIF et
EndoG sont transportées dans le noyau ou elles entrainent la fragmentation de I’ADN (Liet al.,
2001; Susin et al. 1999) tandis que SMAC/DIABLO et OMI se lient a plusieurs inhibiteurs de
I’apoptose (Inhibitors of Apoptosis, IAP), bloquant leur fonction anti-apoptotique (Chai et al.,
2000; Yang et al., 2003). II est bien accepté que la MOMP tue les cellules en activant rapidement
les caspases effectrices (mort dépendante des caspases). Cependant, en 1’absence d’activité
caspase (déficience en APAF1 ou caspase 9), les cellules peuvent subir une mort indépendante des

caspases, probablement due aux protéines toxiques provenant de I'IMS (Tait & Green 2008).

Il est a noter qu’il existe bien d’autres types de mort cellulaire, telles que 1’anoikis,
I’autophagie, I’entose, la nécrose, la nétose, la parthanose ou la pyroptose (Galluzzi et al. 2012),

chacune avec leurs propres caractéristiques, mais elles ne seront pas décrites ici.

2.2.2- L’apoptose induite par les récepteurs a dépendance

Comme il a été décrit plus haut, dans des conditions ou leur ligand est absent, les
récepteurs a dépendance (RD) sont capables d’induire I’apoptose cellulaire de maniere active. Au
cours de ce processus, la plupart (2 l'exception de TRKA et des intégrines) sont clivés par les
caspases (ou d’autres protéases) au niveau de leur région intracellulaire.(Tableau DG revue).

Suite a ce clivage, selon le RD concerné, il existe alors deux possibilités : soit il y a
relargage d’un fragment pro-apoptotique dans le cytoplasme, soit un domaine pro-apoptotique
apparait, auparavant masqué par la région C-terminale clivée. L’exposition de ce domaine
intracellulaire va permettre le recrutement d’autres caspases et partenaires pro-apoptotiques, qui
pourront potentiellement amplifier le signal de mort (Goldschneider and Mehlen, 2010; Mille et
al., 2009a). Par exemple, dans le cas de DCC, il a été suggéré qu’en I’absence de son ligand la
nétrine-1, un changement de conformation intracellulaire survient qui entrainerait le recrutement
de la caspase-9 et I’activation de la caspase-3, mais la composition de ce complexe reste mal
connue (Forcet et al., 2001). En revanche dans le cas de PATCHED, on sait qu’il y a interaction
avec la protéine adaptatrice DRAL (Downregulated rhabdomyosarcoma LIM-domain protein), et
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formation d’un complexe contenant également TUCAN ou NAPLI, qui sont des protéines
possédant des domaines de recrutement des caspases (CARD domains), la E3-ubiquitine ligase
NEDD4 et la caspase-9. Cette derniere va alors €tre activée par poly-ubiquitination et conduire a
la mort cellulaire (Fombonne et al., 2012).

Le clivage des RDs est abrogé par des inhibiteurs de caspases (z.VAD.fmk, BAF). Cette
inhibition est suffisante pour bloquer 1’apoptose induite par les RDs (Goldschneider and Mehlen,
2010). De plus, une mutation des sites de clivage suffit a abolir la signalisation pro-apoptotique
des RDs, ce qui confirme I’'importance du clivage par les caspases dans cette fonction de mort des
RDs. On remarque d’ailleurs que ces sites de clivage sont particulierement conservés chez les

mammiferes.

L’apoptose induite par les RDs est bloquée par la présence de leur ligand respectif. Cette
action inhibitrice peut €tre due soit a la protection du récepteur contre les caspases, soit a la
répression en aval de protéines nécessaires a 1’apoptose. Il est a noter que 1’inhibition de 1’activité
pro-apoptotique des RDs par le ligand peut survenir avant mais aussi apres le clivage par les
caspases (Bredesen et al., 2005). La multimérisation de certains DRs a également été décrite
comme étant requise pour induire la signalisation positive des récepteurs, comme c’est le cas pour
RET ou DCC, mais comme étant également suffisante pour inhiber leur activité pro-apoptotique
(Mille et al., 2009b) (Figure 18).

2.3- TRKC, un récepteur a dépendance

2.3.1 - TRKC, capable d’induire activement 1’apoptose

L’étude de TRKC en tant que récepteur a dépendance a débuté par une recherche des
récepteurs membranaires clivés par les caspases au niveau de leur domaine intracellulaire. Ceci
étant une caractéristique commune a un grand nombre de récepteurs a dépendance. Il a ensuite été
démontré qu’une expression ectopique de TRKC induisait I’apoptose dans plusieurs lignées
cellulaires, et que 1’ajout de son ligand NT-3 pouvait bloquer cette mort cellulaire (Tauszig-
Delamasure et al., 2007). Cette activité pro-apoptotique est due au fragment 496-642 de TRKC,
libéré lors du double clivage du domaine intracellulaire par les caspases, au niveau des résidus
aspartiques D495 et D641. Du fait de sa forte activité pro-apoptotique, nous l'avons nommé
"fragment tueur" (Killer Fragment, KF). Ce double clivage semble dépendre de la caspase-9 plutot
que de la caspase-8 (Tauszig-Delamasure et al., 2007). De plus, le clivage de TRKC a été observé
in vivo, dans des neurones primaires sympathiques privés de NT-3. De maniere intéressante, le
domaine intracellulaire de TRKC, muté sur le site de clivage D641, agit comme un dominant
négatif de I’apoptose induite par TRKC. Des données préliminaires montrent qu’il bloquerait le
clivage du récepteur sauvage. La signification biologique du clivage de TRKC a été renforcée par
une expérience montrant que des neurones primaires des DRGs, cultivés en I’absence de NT-3,

n’entrent pas en apoptose quand ils ont été micro-injectés avec le dominant négatif de TRKC. Ces
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Figure 18 : Mécanismes moléculaires apoptotiques potentiellement communs aux récepteurs
a dépendance.

En I’absence du ligand, I’apoptose induite par un récepteur a dépendance requerrait sa localisation au niveau
des radeaux lipidiques membranaires (1), une modification de son état d’oligomérisation vers un état
monomérique (2), le clivage de son domaine intracellulaire par des protéases de type caspases permettant
I’amplification du signal apoptotique (3) et le recrutement de partenaires intracellulaires formant une
plateforme d’activation des caspases, ou dépendosome (4).
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résultats montrent clairement que la mort induite par la privation de NT-3 est un processus actif,
initié par le récepteur TRKC lui-méme. De plus, I'invalidation du TRKC endogene dans ces
neurones, remplacé ensuite par une forme non-clivable du récepteur, protege ces neurones de
I’induction d’apoptose par la privation en NT-3 (Tauszig-Delamasure et al., 2007).

2.3.2 - TRKC, la confirmation venue d’ailleurs

Une confirmation des travaux de notre laboratoire est venue de 1’équipe de Yves-Alain
Barde, qui a montré que TRKC, mais aussi TRKA, sont tous deux des récepteurs a dépendance
(Nikoletopoulou 2010). Dans leur modele expérimental, des cellules souches embryonnaires dans
lesquelles le locus fau a été remplacé par TRKA, TRKB ou TRKC, sont différenciées en neurones
glutaminergiques. Ils ont alors pu observer que, tandis que les neurones exprimant TRKB
survivaient en 1’absence de BDNF, ceux exprimant TRKA et TRKC mourraient in vitro en
I’absence de leurs ligands respectifs. Pour valider cette fonction de récepteur a dépendance dans
un modele d’étude du développement du SNP (Systtme Nerveux Périphérique), une
complémentation tétraploide a été utilisée pour générer des embryons enticrement dérivés des
cellules souches exprimant TRKA ou TRKC. A E13.5, le SNP des embryons exprimant TRKA ou
TRKC disparait de maniere dramatique, tandis que celui des embryons exprimant TRKB est resté

intact (Figure 19).

Ces résultats renforcent 1’idée que les récepteurs de survie classique, comme TRKC et
TRKA, peuvent se comporter comme des «récepteurs a dépendance », en induisant 1’apoptose
lorsqu’ils sont privés de leur ligand. Ceci ouvre une nouvelle perspective concernant la mort
induite par la privation en neurotrophines. Celle-ci n'est donc pas toujours programmée « par

défaut », mais peut étre induite de facon active par les récepteurs TRKC ou TRKA eux-mémes.
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Figure 19: TRKC et TRKA, des récepteurs a
dépendance.

En I’absence de leurs ligands respectifs NT-3 et NGF,
TRKC est clivé par les caspases, ce qui entraine la libération
d’un fragment pro-apoptotique, tandis que 1’apoptose
induite par TRKA semble requérir P75™'X,

(Ichim, 2012).
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IV- TRKC/NT-3, une cible thérapeutique en cancérogenese

Initialement, les récepteurs a neurotrophines ont été identifiés comme étant des oncogenes.
C’est le cas pour TRKA, décrit en premier lieu comme une protéine fusion avec le résidu amino-
terminal d’une tropomyosine non-musculaire. Cette protéine de fusion, possédant le domaine
kinase de TRKA activé de maniere constitutive, a été retrouvée dans une fraction non négligeable
des carcinomes colorectaux (Martin-Zanca et al., 1986). Plus récemment, une fusion entre ETV6
et TRKC a été caractérisée dans les fibrosarcomes congénitaux et la leucémie myéloide (Eguchi et
al., 1999; Knezevich et al., 1998). En tant qu’oncogenes, les récepteurs TRKs ont surtout été
décrits dans des cancers aux origines neuronales et endocriniennes, méme si leur expression

aberrante a été rapportée dans d’autres types de cancers.

1- Implication du couple TRKC/NT-3 dans le neuroblastome

Le neuroblastome, un cancer issu du systeme nerveux sympathique, est le type de cancer
solide le plus fréquent chez I’enfant (Henry et al., 2005). Deux types d’évolution radicalement
opposées du neuroblastome sont observés : soit une régression spontanée, qui survient souvent
chez I’enfant, soit une progression inexorable vers une situation a métastases multiples. Les
neuroblastomes sont classifiés en 6 stades (1, 2A, 2B, 3, 4 et 4S), des tumeurs localisées donc
opérables, a celles présentant une dissémination dans tout 1I’organisme (Siegel, 2002). Différents
marqueurs génétiques ont été identifi€és comme pouvant étre corrélés avec 1’évolution clinique du
neuroblastome. L’un des principaux est I’amplification de 1’oncogene Mycn dans les tumeurs
agressives de mauvais pronostic (pour revue, Brodeur, 2003).

De maniere intéressante, I’expression des récepteurs a neurotrophines est elle aussi
corrélée avec I'issue de la maladie. Un taux d’expression élevé de TrkA est facteur de bon
pronostique, tandis qu’une perte de 7rkA associée a une amplification de Mycn a été décrite dans
les cas de neuroblastomes agressifs (Nakagawara, 1998). On note aussi que la plupart des
neuroblastomes expriment des niveaux tres faibles, voir méme indétectables, de NGF. A I’inverse,
TrkB est hautement exprimé dans les tumeurs agressives, de méme que ses ligands Bdnf, Nt-4 et
Nt-5. Leur présence semble stimuler la prolifération cellulaire cancéreuse et la formation de
métastases (Matsumoto et al., 1995). De plus, la hausse du taux d’expression de 7rkB et Bdnf dans
le neuroblastome est associée a des phénomenes de résistance thérapeutique, probablement dus a
une sur-activation de la signalisation de survie PI3K/AKT (Ho et al., 2002). TrkC est quant a lui
plutdt exprimé dans les neuroblastomes dont 1’issue est favorable au patient. Ces tumeurs sont
également corrélées a une survenue précoce, a un stade moins agressif et a une absence
d’amplification de Mycn (Brodeur, 2009). C’est dans ce contexte qu’une étude récente de 1’équipe
de P. Mehlen a montré I’augmentation d’expression de N¢-3, dans une large part des
neuroblastomes agressifs de stade 4. Cette production autocrine de ligand bloque 1’apoptose
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induite par TRKC, et favorise la survie et la dissémination des cellules cancéreuses (Bouzas-
rodriguez et al., 2010).

2 - Implication du couple TRKC/NT-3 dans le médulloblastome

Les médulloblastomes représentent 20 a 25% des tumeurs du systéme nerveux central
(SNC) chez les enfants agés de moins de 18 ans (Pomeroy et al., 1997). Originaire du cervelet, le
médulloblastome a une croissance agressive et métastase rapidement dans tout le systeme
nerveux. De maniere similaire a ce qui est observé dans le neuroblastome, une expression
importante de TrkC est corrélée a une meilleure réponse thérapeutique (Segal et al., 1994). Des
expériences de xénogreffes de lignées cellulaires de médulloblastome sur des souris nudes, ont
permis de mettre en évidence qu’une sur-expression de 7rkC inhibait la croissance des tumeurs
intra-cérébrales (Kim et al., 1999). De plus, il apparait que dans plusieurs cas de
médulloblastomes, une expression ectopique de 7rkA induit 1’apoptose des cellules, apparemment
par I’activation de la signalisation RAS (Nakagawara, 2001).

3 - Implication du couple TRKC/NT-3 dans d’autres types de cancer

L’expression de TrkC et Nt-3 a été mesurée pour différents types de cancers, tels que le
cancer du pancréas ou de la prostate (Ohta et al., 2001; Satoh et al., 2001; Weeraratna et al.,
2000). De maniere intéressante, les cellules épithéliales cancéreuses de pancréas et de la prostate
sécretent NT-3, ce qui favorise leur survie et leur prolifération. Cependant, il a également été
montré que traiter ces cellules tumorales avec un anticorps ciblant NT-3, permet de réduire la
croissance tumorale dans un modele de xénogreffes de cellules cancéreuses pancréatiques chez la
souris (Miknyoczki et al., 2002). Il est aussi a noter qu’une étude a montré que la présence de
TRKC était un marqueur de bon pronostique dans le cancer du sein (Blasco-Gutiérrez et al.,
2007).

Une part importante de mon travail de these a consisté a analyser 1’expression de TrkC et
Nt-3 dans différents types de tumeurs, et a en étudier les implications. Je me suis ainsi intéressée
en particulier a I’expression de 7rkC et Nt-3 dans les tumeurs du rein, du poumon et du colon.
Concernant le cancer colorectal, nous avons récemment publié nos travaux, dans lesquels nous
mettons en évidence une perte de 1I’expression de 7rkC dans la grande majorité des tumeurs. Nous
démontrons également que cette perte est due a une hyperméthylation du promoteur de 7rkC. De
plus, nous mettons en évidence que la ré-expression de 7rkC entraine la mort cellulaire et
I’inhibition de la croissance tumorale (Genevois et al., 2013).
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Cette these a eu pour objet de résoudre un paradoxe : TRKC est un récepteur a tyrosine
kinase mais il a également été montré comme étant un facteur de bon pronostique dans certains
cancers. Nous avons montré que la double signalisation induite par TRKC, en fonction de la
disponibilité de son ligand, fait de lui un proto-oncogene pouvant avoir une activité de suppresseur
de tumeurs.
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Quand j’ai rejoint I’équipe « Récepteurs a dépendance, Cancer et Développement » en

2010, mon projet de these comportait plusieurs aspects.

e [Le premier avait pour objectif d’étendre la preuve de concept précédemment établie au
laboratoire, qui présente le couple NT-3/TRKC comme une cible thérapeutique potentielle.
Cette preuve de concept a été démontrée dans le cas du neuroblastome, et a fait 1’objet
d’une publication dans Journal of Clinical Investigation (JCI) en 2010 : « Neurotrophin-3
production promotes human neuroblastoma cell survival by inhibiting TRKC-induced
apoptosis. ». Mon objectif était d'étudier le role de TRKC comme récepteur a dépendance

dans le contrdle d'autres types de cancers.

e Le second aspect, plus fondamental, avait pour but d’améliorer la compréhension de la
cascade de signalisation négative par laquelle TRKC induit 1’apoptose, en travaillant sur

des partenaires potentiels de TRKC, issus d’un crible double-hybride.

Mon projet principal était donc d’étendre la preuve de concept établie dans le
neuroblastome. Pour ce faire, j’ai étudié€ les profils d’expression de TrkC et Nt-3 dans différents
types de cancer. C’est ainsi que j’al débuté mon travail sur la perte d’expression de TrkC dans le
cancer colorectal. En effet, j’ai constaté une perte de 1’expression de 7rkC, tant au niveau ARNm
que protéique, dans le tissu tumoral par rapport au tissu normal associé. Une analyse de la
méthylation des ilots CpG et des histones de la région promotrice de TrkC a mis en évidence
qu’une hyperméthylation du promoteur est a I’origine de cette perte d’expression de 7rkC dans le
tissu tumoral colorectal. Exprimer 7rkC de maniere ectopique dans des lignées colorectales
tumorales m’a permis de démontrer son rdle suppresseur de tumeurs in vitro, mais aussi in vivo
dans un modele de xénogreffes chez le poulet. Cette perte d’expression de 7rkC pourrait
constituer une potentielle cible thérapeutique, s’il était possible de forcer la réexpression de TrkC
afin qu’il exerce son rdle suppresseur de tumeurs. Or, dans des lignées tumorales de colon
n’exprimant plus 77kC, j’ai pu induire sa réexpression grace a des traitements par des inhibiteurs
des DNA Méthyl Transferases (DNMTs) et des Histone DeAcetylases (HDACsS), des drogues dont
certaines sont actuellement inclues dans des essais cliniques. Ainsi, dans le cadre de ce projet, je
me suis attachée a décrire TRKC dans un rdle inhabituel pour un récepteur a tyrosine kinase, celui
de suppresseur de tumeurs conditionnel dans le cancer colorectal, une étude qui a donné lieu a une
publication dans le journal Proceedings of National Academy of Sciences (PNAS), en janvier
2013 : « Dependence receptor TRKC is a putative colon tumor suppressor.» et que je signe en co-
premier auteur.

Lors de I’établissement des profils d’expression de 7rkC et NT-3, j’ai également obtenu
d’autres résultats intéressants dans le cancer du rein. En effet, j’ai observé d’importantes
variations de I’expression de 7rkC et NT-3 entre le tissu normal et le tissu tumoral associé, et j’ai
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pu établir que selon le grade tumoral, environ 20% des patients, tandis qu’ils continuent
d’exprimer TrkC, sur-expriment N7-3 dans le tissu cancéreux par rapport au tissu normal associé.
Comme cela a ét€ montré dans le neuroblastome, cette boucle autocrine de production de NT-3
pourraient étre ciblée par des agents interférant afin de bloquer la liaison de NT-3 avec TRKC, et
induire 1’apoptose des cellules cancéreuses. Ainsi, dans le cadre d’une approche thérapeutique, au

moins 20% des patients pourraient bénéficier de cette thérapie ciblée.

Enfin, j’ai eu la chance de prendre part a un stimulant projet de recherche qui avait pour
but d’élucider les mécanismes moléculaires de I’apoptose induite par TRKC. Le point de départ de
cette étude a été un crible double-hybride chez la levure, qui a permis I’identification de
partenaires potentiels du fragment de clivage de TRKC induisant 1’apoptose (TRKC KF). Ce
projet s’est focalisé sur I'un de ces partenaires potentiels : COBRAI1, un cofacteur de BRCAI.
Nous montrons dans cette étude que COBRA1 est un partenaire pro-apoptotique de TRKC KF, et
que la mort induite par TRKC est dépendante de la voie apoptotique mitochondriale intrinseque.
Ce travail, dont je suis co-premier auteur, a fait 1’objet d’une publication dans le journal Molecular
Cell en septembre 2013 : « The dependence receptor TrkC triggers mitochondria-dependent
apoptosis upon Cobra-1 recruitment ».

La totalité de mes résultats sont présentés ci-apres ; mes deux articles publiés, suivis par les

données non publiées de mes projets en cours.
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1 — Article 1: Le récepteur a dépendance TRKC est un suppresseur de tumeur potentiel
dans le cancer du colon.

Dans cet article, nous analysons le role du récepteur a dépendance TRKC comme
suppresseur de tumeur dans le cancer du colon. Le taux d’expression de TrkC a été analysé par
gRT-PCR dans un panel de 45 échantillons de cancer colorectal versus le tissu normal associé.
Nous avons constaté une perte d’expression de 7rkC, jusqu’a dix fois moins exprimé dans le tissu
tumoral que dans le tissu normal pour 60% des patients. Cette perte d’expression de TrkC a été

retrouvée dans la majorité des lignées cellulaires colorectales analysées.

Dans le but d’élucider les mécanismes responsables de cette inhibition de I’expression de
TrkC, nous avons analysé par pyroséquencage le statut de méthylation du promoteur de 7rkC. De
maniere intéressante, le promoteur de 7rkC présente une augmentation importante de la
méthylation au niveau de ses sites CpGs, dans les échantillons tumoraux par rapport au tissu
normal. On retrouve cette méthylation marquée du promoteur de 7rkC dans les lignées tumorales
colorectales analysées. Dans un raisonnement inverse, un traitement de ces lignées avec un agent
déméthylant, la 5-aza-2’-deoxycytidine, restaure I’expression de TrkC.

De plus, I’expression ectopique de 7rkC dans plusieurs lignées de cellules colorectales
permet une ré-induction de I’apoptose cellulaire, associée a une inhibition de la croissance
indépendante de I’ancrage et de la capacité a migrer. Pour aller plus loin et analyser in vivo
I’activité suppresseur de tumeurs de TRKC, des cellules HCT116 exprimant ou non 77kC, on été
xénogreffées sur la membrane chorio-allantoidienne d’embryons de poulet. De maniere
intéressante, la taille des tumeurs dérivant de cellules exprimant 7rkC était significativement plus
petite que celle des tumeurs dérivées des cellules contrdles, et un marquage TUNEL a montré que
les cellules en apoptose étaient plus nombreuses dans les tumeurs exprimant 7rkC. La présence de
NT-3 permet de supprimer I’inhibition de la croissance tumorale par TRKC, ce qui renforce I'idée
que TRKC puisse jouer un rdle de suppresseur de tumeurs conditionnel dans le cancer colorectal.
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The TrkC neurotrophin receptor belongs to the functional depen-
dence receptor family, members of which share the ability to induce
apoptosis in the absence of their ligands. Such a trait has been
hypothesized to confer tumor-suppressor activity. Indeed, cells that
express these receptors are thought to be dependent on ligand
availability for their survival, a mechanism that inhibits uncontrolled
tumor cell proliferation and migration. TrkC is a classic tyrosine
kinase receptor and therefore generally considered to be a proto-
oncogene. We show here that TrkC expression is down-regulated
in a large fraction of human colorectal cancers, mainly through
promoter methylation. Moreover, we show that TrkC silencing by
promoter methylation is a selective advantage for colorectal cell
lines to limit tumor cell death. Furthermore, reestablished TrkC
expression in colorectal cancer cell lines is associated with tumor cell
death and inhibition of in vitro characteristics of cell transformation,
as well as in vivo tumor growth. Finally, we provide evidence that
a mutation of TrkC detected in a sporadic cancer is a loss-of-
proapoptotic function mutation. Together, these data support the
conclusion that TrkC is a colorectal cancer tumor suppressor.

neurotrophin-3 | caspase-3 | genetic | epigenetic

he Trk tyrosine kinase receptors and their ligands, the neuro-

trophins, have been studied extensively for their role in nervous
system development. However, TrkA was originally cloned as an
oncogene from colon carcinoma tumors in which the TrkA kinase
domain was fused to the tropomyosin gene in the extracellular
domain (1). This discovery motivated a great number of studies,
which showed that neurotrophins (NGF, BDNF, and NT-4/5, NT-3)
and their respective Trk receptors (TrkA, TrkB, and TrkC), are all
involved in various malignancies (for review, see ref. 2). The initial
(and still generally accepted) view is that Trks, like other tyrosine
kinase receptors, are oncogenic receptors, and therefore pan-Trk
kinase inhibitors are currently being tested in clinical trials (3-5).
Somewhat surprisingly, however, it has turned out that, at least in
tumors such as neuroblastoma and medulloblastoma, TrkA, TrkB,
and TrkC behave very differently, despite their close homology.
TrkA and TrkC expression is associated with a good prognosis,
whereas TrkB is expressed in very aggressive tumors (for review;
see ref. 2). The fact that the high expression of a tyrosine kinase
receptor known to activate prooncogenic pathways (like the
MAPK and PI3K-AKT pathways) is associated with a better out-
come is counter intuitive, and suggests the possibility that TrkA
and TrkC, rather than functioning solely as oncogenes, may also, in
at least some cases, act as tumor suppressors. Although this notion
may be ostensibly paradoxical, two recent independent studies
have lent support to it, by demonstrating that both TrkA and TrkC,
but not TrkB, act as dependence receptors (6, 7).

Dependence receptors, which also include DCC (Deleted in
Colorectal Carcinoma), UNC5H, Patched, Neogenin, and the
RET, EPHAA4, IR, IGFIR, and Alk tyrosine kinase receptors (8-14),
share the functional property of inducing cell death when disengaged

www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.1212333110

from their ligands, but suppressing their proapoptotic activity when
bound by their respective trophic ligands. These receptors thus
create cellular states of dependence on their respective ligands (15,
16). The molecular mechanisms used by these unbound receptors to
trigger apoptosis are in large part unknown (15, 16), but it has been
hypothesized that this characteristic acts as a means of eliminating
tumor cells that would otherwise proliferate in settings of ligand
unavailability, such as exist for invasive or metastatic neoplasms. The
proapoptotic activity of dependence receptors has thus been pro-
posed to confer a tumor suppressor activity that is in turn suppressed
by the presence of trophic ligands. This was formally demonstrated
for the prototype dependence receptors DCC and UNCSH3/C,
which bind the ligand netrin-1 (16). Both DCC and UNCS5C have
been suggested to be colon cancer tumor suppressors because their
expression is lost or markedly decreased in the vast majority of co-
lorectal cancers (17-20). Moreover, inactivation of UNC5C or spe-
cific inactivation of DCC’s proapoptotic activity in mice was shown to
promote intestinal tumor progression (20, 21). Moreover, it was
recently shown that missense mutations in UNCS5C are associated
with risk of familial colorectal cancer (22). As expected for a receptor
that triggers apoptosis in settings of ligand limitation, tumor survival
may be achieved not only by downregulating the proapoptotic re-
ceptor but also by autocrine production of the associated ligand. In
support of this prediction, it was shown that in several cancers, such
as metastatic breast cancer, lung cancer, and neuroblastoma, netrin-
1 is produced in an autocrine manner to block netrin-1 receptor-
induced apoptosis (23-25).

Interestingly, NT-3, the ligand for TrkC, has also been shown to be
up-regulated in neuroblastoma, potentially inhibiting TrkC-induced
apoptosis (26). Therefore, we tested the hypothesis that TrkC
functions as a suppressor of colorectal malignancies, in an analogous
fashion to the netrin-1 receptors. We demonstrate here that ex-
pression of the 7rkC gene is down-regulated in colorectal cancers,
primarily because of tumor-associated specific promoter methyla-
tion. We also show that, in colorectal cancer cell lines, re-expression
of TrkC is associated with cancer cell death and loss of traits of cell
transformation in vitro. We also show that TrkC expression con-
strains tumor growth in an avian model. Altogether, our data support
the conclusion that TrkC is a colorectal cancer tumor suppressor.
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Results

Expression of TrkC Is Down-Regulated in Human Colorectal Cancers.
TrkC has been shown to be expressed by epithelial cells (27). We
therefore assessed TrkC gene expression by quantitative real-time
reverse transcriptase PCR (Q-RT-PCR) in a panel of 45 colorectal
cancers, and compared the results to those from corresponding
matched normal tissues. As shown in Fig. 14, although expression of
TrkC was variable but relatively high in most normal tissues,
a markedly decreased expression was observed in matched tumors.
A 10-fold decrease of TrkC expression was observed in over 60% of
the tested tumors, and one-third of the tumors showed a 50-fold
decrease in expression (Fig. 1B). Mean TrkC expression was more
than 10-fold lower in normal tissues than in the corresponding
neoplasms (Fig. 1C, P < 0.001). This marked TrkC decrease was
found to be independent of the stage of the pathology, as it was
similarly detected in stage I, II, III, and IV colorectal cancers (Fig.
S1A4). Furthermore, TrkC expression was reduced in tumors not only
in comparison with adjacent normal tissue, but also in comparison
with normal tissues from age-matched healthy patients (Fig. S1B).

To eliminate any potential bias due to heterogeneity in tumor
samples that may exceed that in normal tissue samples, epithelial
cells from tumors and normal tissue were laser microdissected
and assessed for TrkC expression by Q-RT-PCR. In the 8 pairs
of samples assessed, a striking decrease in TrkC expression was
detected in tumor cells (Fig. 1D and Fig. S1C). The loss of TrkC
in neoplastic tissue observed at the RNA level was confirmed at
the protein level by TrkC immunohistochemistry on biopsy sec-
tions from 30 patients (Fig. 1 £ and F).

Whereas TrkC level was observed to be decreased markedly in
colon cancer samples, we failed to detect a gain of NT-3 ex-
pression in these samples (Fig. S1D). This finding argues that, in
contrast to neuroblastoma cells, which typically select a gain of
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NT-3 to survive ligand limitation (26) in colon cancer, TrkC loss
is preferentially selected.

TrkC expression was next analyzed in a panel of colorectal
cancer cell lines. As shown in Fig. S1E, most colorectal cancer
cell lines screened were either negative for TrkC or showed only
a modest level of expression compared with the neuroblastoma
cell lines IMR32 and CLB-Ge2, in which TrkC and its ligand
NT-3 were shown to be expressed (26). In this study, we used
colorectal cancer HCT116 and HCTS cells as a model. We
confirmed that, in HCT116 and HCTS8 cells, TrkC was not
detected by immunohistochemistry (Fig. S1F).

Taken together, these data support the view that, although
TrkC is expressed in normal colon epithelium, TrkC is silenced
in a large fraction of colon cancer samples and cell lines.

TrkC Expression Is Inhibited via Tumor-Associated TrkC Promoter
Methylation. In an effort to delineate the mechanisms that may
underlie TrkC down-regulation in colon cancer cells, we first an-
alyzed whether loss of heterozygosity (LOH) may occur at the
TrkC locus. Using a restricted panel of colorectal cancers and
matched normal tissues, and a series of microsatellite markers
within the 7rkC gene, we failed to observe any significant occur-
rence of LOH, supporting the view that TrkC down-regulation
results from an alternative mechanism (Fig. S2 4 and B). There-
fore, we transfected a TrkC promoter—luciferase reporter con-
struct into HCT116 and HT29 TrkC-negative cells and into MDA-
MB-436 TrkC-positive cells, and compared luciferase expression.
As shown in Fig. S2C, the exogenous TrkC promoter was activated
in both cell lines, supporting the view that TrkC silencing is not due
to indirect modulation of regulators of TrkC transcription, but
rather to a direct silencing of the endogenous TrkC promoter.
We thus analyzed whether TrkC expression in colorectal cancer
cell lines is restored in the presence of a DNA methylation

Fig. 1. TrkC expression is lost in colorectal tumors.
(A-C) Quantitative real-time RT-PCR was performed
using total RNA extracted from normal (N) and
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tissues, as described previously (20), was used as
housekeeping gene. (A) The expression levels in 45
colorectal tumors (Tumoral) and corresponding
normal tissue (Normal) are given as a ratio between
TrkC and PGK, the internal control. (B) Table in-
dicating the percentage of patients showing a loss
of TrkC expression in tumor compared with normal
tissue. (C) Mean TrkC expression in tumoral tissues
versus normal tissues is presented. ***P < 0.001,
two-sided Mann-Whitney test, the two means be-
ing compared. (D) Laser capture microdissection
(LCM) was performed on 8 pairs of tumor/normal
tissues (two representative pairs being presented
here), and TrkC expression was determined as in A.
(Upper) The expression levels in 2 colorectal tumors
(T) and corresponding normal tissue (N) are given
as a ratio between TrkC and PGK. (Lower) Typical
microscopic visualization of LCM on colon section
from human normal (N) or tumoral biopsies (T).
Sections are shown before LCM (Left) and after LCM
(Right), as the captured material is confirmed under
microscopic visualization before processing for RNA
extraction. (E) Immunostaining of TrkC protein was
performed on tissue sections isolated from biopsies
of two different patients and counterstained with
Mayer's hematoxylin. N, normal tissue; ADK, adeno-
carcinoma. (F) Table showing the correlation between
TrkC mRNA expression and TrkC protein expression
determined by immunostaning in pair normal/tumor
for 30 patients in the panel of 45 patients.
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Fig. 2. TrkC is re-expressed in HCT116 colorectal cancer cell line following
epi-drugs treatment. (A and B) HCT116 cells were treated for 72 h with
decitabine (A) or for 24 h with Saha or MS 275 (B) at the indicated con-
centrations. TrkC expression was measured by Q-RT-PCR, using PGK as in-
ternal control. (C) Chomatin immunoprecipitation performed on HCT116
cells treated or not with 5 uM Saha or 5 uM MS275 using the following
antibodies: total H3, H3-K27Me3 (mark of transcription repression) or H4-
pan-acetyl (mark of transcription activation). The experiments were done
with one primers couple. Graphs show relative enrichment over input. En-
richment for control cells is set at 1 in each individual experiment. Data are
the mean + SEM of at least two independent experiments. (D) The level of
TrkC and NT-3 mRNA was measured in wild-type (WT) and HCT116 cells
invalidated for DNMT1 and -3B (DNMT DKO) by Q-RT-PCR.

inhibitor. As shown in Fig. 24 and Fig. S2D, treatment with 5-aza-
2’-deoxycytidine (Decitabine) of HCT116 and HCTS cells, re-
spectively, was associated with restoration of TrkC expression.
Similar results were obtained when HCT116 or HCTS cells were
treated with inhibitors of histone deacetylases (HDAC:I), such as
Saha or MS275 (Fig. 2B and Fig. S2E). HCT116 cells treated with
Saha or MS275 accumulated acetylated H4 on the TrkC pro-
moter, as revealed by chromatin immunoprecipitation (ChIP)
using an H4 pan-acetylated antibody (Fig. 2C). Because H4
acetylation is generally associated with activation of transcription
(28), this observation supports the view that HDACs repress TrkC
expression in HCT116 cells. In support of this view, a decrease in
the level of the repressive H3K27Me3 epitope (29) was observed
at the TrkC promoter upon treatment with Saha and MS275, in
association with the induction of its transcription (Fig. 2C).

To exclude the possibility that these data were due to drug tox-
icity, we analyzed TrkC expression in HCT116 cells null for both
DNMT1 and DNMT3B, two important DNA methyltransferases
(30). As shown in Fig. 2D, TrkC expression was increased in
HCT116 DKO DNMT1 and DNMT3b cells compared with wild-
type HCT116. Taken together, these data indicate that TrkC ex-
pression is repressed by methylation and HDAC-driven deacety-
lation in HCT116 colorectal cancer cells.

We then investigated whether methylation of the TrkC pro-
moter occurs in colorectal cancer. This was assessed in a panel of
30 colorectal tumors and compared with adjacent normal tissues.
Putative CpG islands found in the TrkC promoter (Fig. 34) were
investigated for methylation by bisulfite sequencing. Following
PCR amplification of the TrkC promoter (Fig. 34), pyrose-
quencing was used to determine the bisulfite-converted sequence
of 12 CpG sites in this amplicon. The ratio of C-to-T at individual
sites was determined quantitatively, based on the amount of C and
T incorporation during the sequence extension (Fig. S3). In
HCT116 and HT29 colon cancer cell lines lacking TrkC, the 12
CpG sites displayed a methylation rate of 100%, whereas they
were not methylated in TrkC-positive cells (HCT116 DNMTs
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DKO and MDA-MB-436) (Fig. 3B). We then analyzed TrkC
promoter methylation in matched normal and neoplastic co-
lorectal tissues. The frequency of methylation was highly signifi-
cantly increased in the tumor samples, compared with the normal
samples (Fig. 3C). We verified that the methylation was observed
homogeneously on each of the 12 CpG sites analyzed (Fig. 3D).
We observed a statistically significant inverse correlation between
TrkC expression and the intensity of methylation (Fig. 3E). Thus,
TrkC expression is lost or strongly decreased in colorectal tumors
through specific tumor-associated promoter methylation.

TrkC Expression Inhibits Colorectal Tumor Growth by Triggering Tumor
Cell Apoptosis. The very frequent loss or reduction of TrkC ex-
pression in colorectal cancer suggests that the presence of TrkC
acts as a constraint on colorectal tumor development. Therefore,
we analyzed whether TrkC inhibits in vitro the phenotypic hall-
marks of malignant transformation: anchorage-independent
growth and the ability to migrate (31). HCT116 cells were tran-
siently transfected with a TrkC-expressing construct and allowed
to grow in soft agar. Expression of TrkC receptor in HCT116 cells

A B 150

00
CpG island : 3488 pb

| T 153 ATG
HSZ § +591

12 CpG sites

50

% of CpG methylation

O
o

—— Normal
—— Tumoral

100

©® 9
S o
I |

% of CpG methylation
(2]
hrd

% of CpG methylation

‘
& &

& 9
£
EF <
14
= Normal
*  Tumoral
0- M Spearman correlation

. r=-0.6078

Expression [log10]

DNA methylation

Fig. 3. TrkC promoter is hyper-methylated in tumoral colorectal tissue. (A)
A schematic representation of TrkC promoter is shown. The main CpG island,
the transcription start site (TSS), and translation starting codon (ATG) are
represented. The primers used for the pyrosequencing of the 12 CpG sites
indicated were located in (+180;+205) and (+453;+476). (B) Analysis by
pyrosequencing of the TrkC promoter methylation in TrkC-negative cells
(HCT116 WT, HT29) and in TrkC-positive cells (HCT116 DNMT DKO colorectal
cell lines and MDA-MB-436 breast cell line). (C) Analysis by pyrosequencing
of the TrkC promoter methylation in matched normal and tumoral colorectal
tissues from 30 patients in the panel of 45 patients. Statistical analysis has
been performed using two-sided Mann-Witney test. ***P < 0.001. (D)
Pyrosequencing of the TrkC promoter methylation in matched normal and
tumoral colorectal tissues from a single patient. A representative diagram
showing the methylation level on each of the 12 CpG sites analyzed is
shown. (E) Inverse correlation between the decrease of TrkC mRNA level and
DNA methylation of the TrkC promoter.
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prominently inhibited growth in soft agar (Fig. 44 and Fig. S44).
Furthermore, by following the closure of a scratch performed in
a HCT116 monolayer (Fig. 4B), or their migration through a
transwell device (Fig. S4B), we observed that TrkC expression
inhibited the migratory capacity of HCT116 cells. This observation
is somewhat surprising, because one might expect forced expres-
sion of a tyrosine kinase receptor to promote anchorage-in-
dependent growth and migration. Concurrently, when the same
anchorage-independent growth and migration assays were per-
formed in the presence of the TrkC ligand NT-3, the TrkC effect
was antagonized (Fig. 4 A and B and Fig. S4B). Together, these
data support the view that unliganded TrkC constrains colorectal
cancer cell growth and migration, supporting the hypothesis that
TrkC functions as a dependence receptor that is frequently down-
regulated in colorectal malignancies.

We next determined whether this in vitro tumor suppressive
effect is related to the ability of TrkC to behave as a dependence
receptor. As noted above, we observed that upon scratch or
transwell assays, the inhibitory effect of enforced expression of
TrkC was completely inhibited by addition of the general apo-
ptosis inhibitor zZVAD-fmk (Fig. 4B and Fig. S4B). TrkC was then
expressed in HCT116 cells, and cell death was determined by
following caspase-3 activation, either by measurement of caspase-
3 substrate cleavage (Fig. S44) or by cleaved caspase-3 immu-
nostaining (Fig. 4 C and D). As shown in Fig. 4 C and D and Fig.
S4C, enforced TrkC expression efficiently triggered HCT116 cell
apoptosis, and the addition of NT-3 was sufficient to block TrkC-
induced apoptosis. Similar results were obtained with the HCTS8
TrkC-negative colon cancer cell line (Fig. S4 D and E). Moreover,
we observed that enforced expression of the TrkC domain that is
necessary and sufficient to induce apoptosis, the so-called TrkC
Killer Fragment (TrkC KF) (6), is sufficient to inhibit anchorage-
independent growth to an extent similar to that of TrkC (Fig.
S4C). Together, these data support the view that TrkC is a colon
cancer tumor suppressor due to its dependence receptor activity.

To analyze the tumor suppressive activity of TrkC in vivo,
HCT116 cells with or without enforced TrkC expression were
xenografted to the chorioallantoic membrane (CAM) of 10-d-old
chicken embryos (Fig. 54). The CAM of chicken embryos is a well
described model to study primary tumor growth and metastasis (25,
26, 32). Seventeen-day-old chicken embryos were analyzed for
primary tumor size. As shown in Fig. 5 B and C, tumors derived
from the TrkC-transfected cells were significantly smaller than
tumors derived from mock-transfected cells. TUNEL staining of
the tumors revealed that the inhibition of tumor growth triggered
by unliganded TrkC was associated with its proapoptotic activity,
because an increased number of apoptotic cells was detected in

Fig. 4. Re-expression of TrkC limits the
hallmarks of colorectal cancer cells
transformation via apoptosis induction.
(A) Control, TrkC, or both TrkC and NT-3
overexpressing HCT116 cells were grown
in soft agar for two weeks. The number
of colonies was counted in five random
fields and the average number per field
was calculated. Data represent mean +
SEM *P < 0.05, ***P < 0.001, two-sided
Mann-Whitney test, compared with
control. Photographs of representative
colonies for each condition are shown.
(B) Scratch assay was performed on
HCT116 cells expressing control vector
and TrkC with or without NT-3 and z-
VAD-fmk addition. The scratch open
area was measured at 0 h and 96 h and
the migration distance was determined.
Representative photographs are shown.
(Cand D) Control, TrkC or both TrkC and

tumors derived from TrkC expressing cells compared with control
tumors (Fig. 5 D and E). Conversely, the presence of NT-3 com-
pletely suppressed the inhibitory activity of TrkC, supporting the
view that TrkC functions as a colon cancer tumor suppressor in vivo
by virtue of its dependence receptor effect.

TrkC Gene Is Mutated in Human Sporadic Cancer. The view that TrkC
expression down-regulation is selected in most sporadic co-
lorectal cancers, and that this down-regulation is associated with
a reduction in tumor cell death, suggests the possibility that some
sporadic cancers may exhibit specific loss-of-proapoptotic func-
tion mutations rather than overall down-regulation of TrkC. We
therefore searched for putative 77kC gene mutations in the panel
of tumors submitted to deep-sequencing and included in the
Cosmic database (www.sanger.ac.uk/perl/genetics/CGP/cosmic?
action=gene&In=NTRK3) or described in ref. 33. As shown in
Fig. S54, somatic missense mutations of TrkC have been detected
in gastrointestinal tract cancers. Of interest, several missense
mutations were detected within the killer fragment of TrkC
(amino acids 495-641), which also encompasses part of the TrkC
tyrosine kinase domain (amino acids 538-839). Therefore, we
determined whether these mutations were gain-of-function
mutations constitutively inducing kinase activation (as classically
observed for other tyrosine kinase receptors) or whether they
represented instead loss-of-proapoptotic function mutations, as
expected based on the dependence receptor paradigm. The var-
ious mutations shown in Fig. S54 were therefore introduced into
a TrkC-expressing construct, focusing on the TrkC E543D and
DS84E mutations, and these were expressed in HCT116 cells and
HCTS cells (Fig. S5B). In both HCT116 (Fig. S5 B and C) and
HCTS (Fig. S5D) cells, the E543D mutation did not affect TrkC
proapoptotic activity; however, the expression of the TrkC E543D
mutant constitutively induced Erk-1/2 activation, compared with
wild-type TrkC (Fig. S5E). Thus, as expected for a tyrosine kinase
receptor acting as a classical oncogene, the sporadic mutation
E543D is most likely to be a gain-of-function mutation. In con-
trast, however, the D584E of TrkC did not affect Erk-1/2 activity
(Fig. SS5E) but completely abrogated TrkC proapoptotic activity
(Fig. S5 B-D). Furthermore, one of the detected mutations (TrkC
E556*) is a nonsense mutation that truncated TrkC amino-
terminally to most of its proapoptotic domain; in addition, we
failed to detect any TrkC protein production when expressing
D565H and D609V mutants. These data demonstrate that at least
two different classes of tumor-associated TrkC mutants may be
distinguished: those that result in a gain-of-oncogenic function,
and those that result in a loss-of-proapoptotic-function, destroy-
ing the tumor-suppressive effect of TrkC.
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Fig. 5. TrkC expression induces tumor growth inhibition in vivo. (A) Schematic
representation of the experimental chick model. HCT116 cells, transiently
transfected with various plasmids, were grafted in CAM at day 10. Tumors were
harvested on day 17, measured, and sectioned for TUNEL staining. n = 10-15 for
each condition. (B) Representative images of HCT116 primary tumors formed.
HCT116 cells were either transfected with empty vector (Ctrl), TrkC and treated
with NT-3 (10 ng/mL) or not, before graft. (Scale bar: 2 pm.) (C) Quantitative
analysis showing the size of the respective primary tumors described in B; *P <
0.05, two-sided Mann-Whitney test. (D) Representative images of TUNEL-pos-
itive cells in sections performed on the respective primary tumors described in B.
(Scale bar: 100 pm.) (E) Quantification of the TUNEL-positive cells described in D.
The red bars indicate the respective mean of the various measures performed
for each sample. ***P < 0.001, two-sided Mann-Whitney test.

Discussion
Here we have presented evidence that TrkC is a colorectal cancer
tumor suppressor, whose function is abrogated or strongly down-
regulated in the vast majority of colorectal tumors. In support of
the hypothesis that TrkC functions as a dependence receptor, we
show that a reduction in TrkC expression allows survival in set-
tings of NT-3 limitation, which may be a selective advantage for
colorectal cancer cells. In human colorectal tumors, this selective
advantage is achieved primarily by promoter methylation.
According to the dependence receptor theory, an equivalent
selective advantage to losing TrkC would occur through a gain of
autocrine expression of NT-3. However, whereas it was shown
that in other neoplasms such as neuroblastomas, NT-3 is part of
an autocrine loop that blocks TrkC-induced apoptosis (26), this
mechanism is absent or rare in colon cancer. Why TrkC is down-
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regulated in some tumors, such as colorectal cancer, whereas
NT-3 expression is gained in others, remains to be investigated.
Of interest, although the detected gain of NT-3 in some tumors
could be interpreted as a classic oncogenic stimulation of a ty-
rosine kinase receptor, similarly to what is seen for many other
oncogenic tyrosine kinase receptors (34, 35), the loss of TrkC
expression in colorectal cancer clearly does not support the no-
tion that TrkC functions solely as an oncogenic tyrosine kinase
receptor. Instead, these findings support the view that TrkC is
a tumor suppressor, and we present evidence both in vitro and in
vivo that TrkC acts as a tumor suppressor via its dependence
receptor function. Moreover, the expression of TrkC is a marker
of favorable outcome in cancers of nervous tissue origin such as
neuroblastoma (36, 37) and medulloblastoma (38, 39), in favor
of the argument that in most cancers, TrkC is primarily a tumor
suppressor, via its dependence receptor function, rather than
a proto-oncogene via its tyrosine kinase activity. This does not
hold true, however, for the translocation resulting in the ETV6
fusion to the intracellular domain of TrkC first reported in acute
myeloid leukemia with #(12, 15)(p13;q25) (40) and later also
observed in breast carcinoma (41), T-cell lymphoma (42), and
congenital fibrosarcoma (43, 44), for which the balance between
TrkC proapoptotic activity and prokinase activity is probably
shifted toward the prokinase activity.

Although the data presented here support the hypothesis that
TrkC triggers apoptosis of cancer cells or precancerous cells in
settings of ligand limitation, it may be of interest to compare the
effects of TrkA expression to those of TrkC expression. Although
TrkA has recently been shown to be a dependence receptor,
triggering apoptosis in the absence of ligand (7), and although
preliminary data support the view that TrkA expression is also
decreased in colorectal cancer, TrkA, in contrast to TrkC, has
been reported to induce apoptosis not only following NGF re-
moval, but also in at least some cancer cell lines when engaged by
NGEF. For example, NGF treatment of TrkA-expressing medul-
loblastoma cells induces cell death (45), and pheochromocytoma
PC12 cells expressing TrkA were rendered susceptible to cell
death following NGF-treatment (46). Similarly, the expression of
TrkA in rat glioma cell line reduced its invasiveness in correlation
with a higher rate of apoptosis (47), whereas TrkA-transfected
U20S osteosarcoma cells also underwent cell death (48). These
results with TrkA and NGF raise the question of whether TrkC
functions as a tumor suppressor only via its dependence receptor
activity, or whether NT-3 contributes to this activity. To date, we
have not observed NT-3 mediated TrkC-induced apoptosis.
Moreover, the absence of significant decrease of NT-3 expression
in colon cancer supports the notion that the tumor-suppressive
activity of TrkC is explained by its dependence receptor function.

Bardelli et al. (33) reported the spectrum of mutations within
the kinase domain of tyrosine kinase proteins detected in sporadic
colorectal cancers, with the view that these mutations were gain-
of-function, oncogenic mutations. Interestingly, TrkC was one of
the most frequently mutated kinases identified (33). That report,
together with the recent effort in deep-sequencing of human
tumors, demonstrates that TrkC displays a large spectrum of
missense mutations. The large spectrum of mutations covering
the entire TrkC coding sequence (Fig. S5) is a further argument in
support of a role of TrkC as a tumor suppressor. Moreover, here
we distinguish two classes of tumor-associated TrkC mutants:
those acting as oncogenic mutants (such as TrkC E543D), and
those acting to abrogate the TrkC proapoptotic effect. It remains
to be investigated whether or not each member of this latter class
of mutants affects the generation of the proapoptotic TrkC killer
fragment, the recruitment of proapoptotic proteins to this killer
fragment, or the TrkC protein stability. Ongoing deep-sequencing
should reveal novel mutations of TrkC in neoplasms, and further
work should determine whether these mutations are oncogenic-
gain-of-function mutations or, as shown above, they are loss-of-
proapoptotic-function mutations. We present data demonstrating
that the TrkC dependence receptor is a colon cancer tumor
suppressor and, as such, plays a similar role to DCC and UNC5H,
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other dependence receptors whose expression is abrogated or
markedly reduced in colorectal cancers (20, 22, 49). Similarly to
what we observed for TrkC, promoter methylation is a mecha-
nism that underlies colorectal cancer-associated down-regulation
of DCC and UNCS5H. This result is of particular interest in the
light of the currently clinically tested inhibitors of methylation or
of histone deacetylases that have an anticancer effect (for review,
see ref. 50). Whether part of this efficiency is due to reactivation
of DCC, UNCS5H, or TrkC dependence receptor and associated
apoptosis induction remains to be investigated.

Experimental Procedures

A full description of the experimental procedures is given in S/ Experimental
Procedures.

Analysis of Colorectal Samples. This study is based on 90 colorectal samples
from a cohort of 45 patients. To assay TrkC expression in human colorectal
samples, total RNA was extracted from biopsies of patients undergoing sur-
gery for colorectal cancer. Q-RT-PCR was performed using standard proce-
dures and primers as described in S/ Experimental Procedures. Immunostaining
of patient biopsies sections was performed with an anti-TrkC antibody. Sec-
tions were counterstained with a Mayer’s Hematoxylin coloration.
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Cell Lines, Treatment, Plasmids, TrkC Site-Directed Mutagenesis, and Transfection
Procedure. Colorectal cancer cell lines HCT116, SW480, HT29, V9P, Caco-2,
Colo320, HCT-15, SW48, SW620, SW116, SW480, ISP1, LS1034, SW837, and
HCT8 have been described. The HCT116 double knockout for DNMT1 and
DNMT3b (DKO) have been described and were kindly provided by
B. Vogelstein (Ludwig Center at Johns Hopkins, Baltimore, MD) (30). The full-
length TrkC expressing plasmid was described (6). Mutations were generated
on the human TrkC gene using the QuikChange Site-Directed Mutagenesis kit
(Stratagene). The plasmid constructs were transfected using JetPrime trans-
fectant (PolyPlus) following manufacturer’s instructions.
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Sl Experimental Procedures

Colorectal Samples. This study is based on 90 colorectal samples
from a cohort of 45 patients. To preserve anonymity, a specific ID
was attributed to each patient. For each sample, the tumoral tissue
was paired with the adjacent normal tissue. The tumor stages (I-
IV) were defined according to the TNM status of the tumors
(American Joint Committee on Cancer Staging system) (1).

RNA Isolation and Quantitative Real-Time RT-PCR (Q-RT-PCR). To as-
say TrkC expression in human colorectal samples, total RNA was
extracted from biopsies of patients undergoing surgery for co-
lorectal cancer, using the Nucleospin RNAII kit (Macherey-
Nagel). Five hundred nanograms of RNA were reverse-transcribed
using the iScript ¢cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad). Real-time
quantitative RT-PCR (Q-RT-PCR) was performed using a Light-
Cycler 480 (Roche Applied Science) and the FastStart TagMan
Probe Master Mix (Roche Applied Science). Q-RT-PCR was
performed using (i) probe #43 (Roche Applied Science) and the
following primers: TrkC forward 5'-CAACTCTCAAACACG-
GAGGTC-3' and reverse 5’ CCAGCATGACATCGTACACC-3;
(ii) probe #44 (Roche Applied Science) and the following pri-
mers: NT-3 forward: 5-CCCTTGTATCTCATGGAGGATT-3
and reverse: 5'-TTTCCGCCGTGATGTTCT-3'. The ubiquitously
expressed human gene PGK, showing the least variable expression
between normal and colorectal tumoral tissues, was used as in-
ternal control, using probe # 42 (Roche Applied Science) and the
following primers: forward 5'-CTGTGGCTTCTGGCATACCT-
3" and reverse 5'-CGAGTGACAGCCTCAGCATA. For all cou-
ples of primers, polymerase was activated at 95 °C for 10 min,
followed by 45 cycles of amplification and 30 s of cooling. More-
over, the cohort has been previously validated using 11 other or-
dinarily housekeeping genes to strengthen the results: RxRa,
PPIA, GAPDH, p-actin, Phosphoglycerokinase 1, f2-microglobulin,
hypoxanthine ribosyltransferase, TATA-box-binding protein, por-
phobilinogen deaminase (PBGD), transferrin receptor, and ribo-
somal protein large PO (RPLPO).

Laser Capture Microdissection and Q-RT-PCR. Laser capture was
performed under direct microscopic visualization using a Arcturus
Pixcell II Laser Capture Microdissection system on 12-pm-thick
tissue frozen sections prepared from colon tumor and normal bi-
opsies stained with cresyl violet (Ambion LCM staining kit; Life
Technologies). Three nanograms of RNA underwent two rounds
of linear amplification using the ExpressArt TRinucleotide mnRNA
amplification Nano kit, (AmpTec, Excilone). Reverse transcription
of amplified RNA was performed with an iScript cDNA Synthesis
kit (Bio-Rad). cDNA synthesis was carried out from 1 pg of am-
plified cRNA.

Real-time Q-RT-PCR was performed on a LightCycler 2.0
apparatus (Roche), using the Light Cycler FastStart DNA Master
SYBER Green I kit (Roche). Q-RT-PCR was performed using
the following primers: TrkC forward 5'-AGCTCAACAGCCA-
GAACCTC-3 and reverse 5-AACAGCGTTGTCACCCTCTC-3'.
The ubiquitously expressed human PGK gene, showing the least
variable expression in colon, was used as an internal control, using
the following primers: forward 5'-CTGTGGCTTCTGGCATA-
CCT-3' and reverse 5'-CTTGCTGCTTTCAGGACCC-3'. For all
two couples of primers, polymerase was activated at 95 °C for
10 min, followed by 35 cycles at 95 °C for 10 s, 60 °C for 10 s, and
72 °C for 5 s.
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LOH Analysis. The locus of TrkC has been studied with Repeat
Masker. Single repeat microsatellites were used as markers to
compare normal and tumor tissues using fluorescently labeled pri-
mers amplifying the DNAs from normal and tumoral tissue of 30
patients. All primers and PCR conditions are available upon request.

Cell Lines and Treatment. Colorectal cancer cell lines HCT116,
SW480, HT29, V9P, Caco-2, Colo320, HCT-15, SW48, SW620,
SW116, SW480, ISP1, LS1034, SW837, and HCT8 have been
described. The HCT116 double knockout for DNMT1 and
DNMT3b (DKO) have been described and were kindly provided
by B. Vogelstein (Ludwig Center at Johns Hopkins, Baltimore,
MD) (2). HCT116 wild-type and HCT116 DKO colorectal cell
lines were maintained in Dulbecco’s Minimum Essential Me-
dium (DMEM) (Life Technologies), supplemented with 10%
FCS (Lonza). HCTS8 colorectal cell line was grown in RPMI
(Life Technologies), supplemented with 10% fetal horse serum.
HCT116 cells were treated with 5-Aza-2'-deoxycitidine (Sigma-
Aldrich) (1-5 pM) 24 h after plating, during 72 h. HCT116 cells
were also treated with Histone DeAcetylase inhibitors (HDAC:H),
SAHA and MS275 (Sigma-Aldrich) at a concentration range of
1-5 pM, 24 h after plating, during 24 h. After treatment, cells
were harvested and RNA was isolated for gene expression (Q-
RT-PCR) analysis, as described above. HCT116 transfected cells
were treated with recombinant NT-3 (Abcys) at 10 ng/mL, 24 h
after plating.

Plasmids, Transfection Procedure, and Reagents. The full-length
TrkC has been described (3). The plasmid constructs were trans-
fected using JetPrime transfectant (PolyPlus) following manu-
facturer’s instructions. The construct encoding the luciferase
reporter gene under the control of TrkC promoter was a kind gift
of P. J. Donovan and H. Fong (Sue and Bill Gross Stem Cell
Research Center, University of California, Irvine, CA) and has
been described (4).

TrkC Site-Directed Mutagenesis. Mutations were generated on the
human TrkC gene using the QuikChange Site-Directed Muta-
genesis kit (Stratagene). The mutation ES43D was generated with
the following primers: forward 5'-GCTGAAGCGAGACCTG-
GGTGAGGGAG-3' and reverse 5'-CTCCCTCACCCAGGTC-
TCGCTTCAGC-3'. The mutation D584E was generated with
the following primers: forward 5-GCCCGGAAGGAATTCC-
AGAGGGAGG-3' and reverse 5'- CCTCCCTCTGGAATTC-
CTTCCGGGC-3'.

Cell Death Assays. A total of 10° cells were transfected with TrkC
constructs using JetPrime (PolyPlus), and grown in serum-poor
medium. Cell death was analyzed 48 h posttransfection: Caspase-3
activity was measured as described (5) using the Ac-DEVD-AFC
substrate assay (Biovision, K105-400), whereas total cell death
index was measured using the ToxiLight assay from Lonza (LT07-
117). The active caspase-3 was detected in immunostaining using
an antibody specifically targeting the active form of caspase-3 and
not the zymogen (Cell Signaling, #9661).

Protein Detection. HCT116 and HCT116 DKO were lysed in 50
mM Hepes (pH 7.6), 125 mM NaCl, 5 mM EDTA, and 0.1%
Nonidet P-40 in the presence of proteases inhibitors. For Western
blotting, we used anti-panTrk (Santa Cruz, sc-139), anti-actin
(Chemicon, MAB1501R).

Immunostaining of patient biopsies sections or cell lines was
performed with an anti-TrkC antibody (Santa Cruz, sc-117) after
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citrate unmasking (pH 7.3, 98 °C for 35 min) and revealed with
Novolink kit (Leica). Sections of patient biopsies were counter-
stained with a Mayer’s Hematoxylin coloration.

DNA Isolation. DNA was isolated from 60 samples of normal and
tumoral colorectal tissue from patient biopsies. All of the samples
were cryogrinded in liquid nitrogen and incubated at 55 °C in DNA
extraction buffer containing 0.1 pg/pL of proteinase K for 3 h. After
complete digestion, proteinase K was inactivated and DNA pre-
cipitated with NaCl, washed with ethanol, and resuspended in water.

Bisulfite Conversion and Analysis of TrkC Promoter Methylation by
Pyrosequencing. The methylation status of the promoter of TrkC
was examined by pyrosequencing, a highly reliable and quanti-
tative method for the analysis of DNA methylation at multiple
CpG sites with built-in internal controls for completeness of
bisulfite treatment. Bisulfite treatment was carried out as de-
scribed (6). Briefly, genomic DNA (0.5-1 pg), from associated
normal and tumoral colorectal cancer samples, was treated with
EZ DNA methylation-Gold kit (Zymo Research), according to
the manufactured protocol. The modified DNA (20-25 ng/pL)
was stored at —20 °C until use. A set of primers was designed on
an in silico modified DNA sequence, to amplified a GC rich
region of the TrkC promoter. DNA amplification was carried out
on bisulfite-treated DNA using specific primers and PCR con-
ditions: TrkC Forward 5-GATTTGGTGATTTTAGTATTAT-
TTTT-3' and Reverse 5-AAAAAAAACCTCTACCTTTAAA-
AC-3'. Modified DNA was amplified in a total volume of 50 pL.:
10 pL of PCR was analyzed on agarose gel, and the remaining
40 pL was used in pyrosequencing assay using sequencing pri-
mers: 5-GTTTTTAGAGTTTT-3' and 5-TACAAAATCCTT-
CAA-3'. Pyrosequencing reactions were set up using PyroGold
Reagent kit (Biotage) according to the manufacturer’s instruc-
tions. The methylation levels at the target CpGs were evaluated
by converting the resulting programs to numerical values for peak
heights and expressed either as the percentage of methylation of
individual CpG sites or as the mean of all CpGs analyzed.

Chromatin Immuno-Precipitation (ChIP). Formaldehyde was added
to control or treated HCT116 cells to a final concentration of 1%,
and the cells were incubated at 37 °C for 10 min. The medium was
removed, and the cells were washed in 1 mL of ice-cold PBS
containing protease inhibitors (Complete, Roche). Cells were
pelleted, resuspended in 0.5 mL of lysis buffer (1% SDS/10 mM
EDTA/50 mM Tris-HCl, pH 8.1), and incubated on ice for 10
min. Lysates were sonicated with 30-s cycles using a bioruptor.
Debris were removed from samples by centrifugation for 10 min
at 15,000 x g at 4 °C. An aliquot of the chromatin preparation
(30 pL) was set aside and designated as the Input Fraction.
Supernatants were diluted 10-fold in dilution buffer (1% Triton
X-100/2 mM EDTA/20 mM Tris-HCI, pH 8.1/150 mM NaCl),
precleared with protein A Sepharose beads (sigma, previously
blocked with salmon sperm DNA and BSA) for at least 2 h at
4 °C. Beads were pelleted by centrifugation, and supernatants
were incubated overnight at 4 °C with 5 pg of total H3 (Abcam,
ab1791), antiacetylated histone H4 (Millipore, 06-598), or anti-
H3K27Me3 Millipore 07-449) antibodies. Protein A Sepharose
(40 pL) was added for 2 h at 4 °C. Protein A complexes were
centrifuged, washed three times with wash buffer (0.1% SDS/2
mM EDTA, pH 8/150 mM NaCl/20 mM Tris-HCI, pH 8.1/1%
Triton X-100) and once with final wash buffer (0.1% SDS/2 mM
EDTA, pH 8/500 mM NaCl/20 mM Tris-HCI pH 8.1/1% Triton
X-100). Immune complexes were eluted with 450 pL of elution
buffer (1% SDS/0.1 M NaHCO3). Samples were treated with
RNase A and proteinase K overnight at 65 °C and DNA was
recovered by phenol/chloroform extraction and ethanol pre-
cipitation. DNA concentration was measured and adjusted using
a nanodrop. TrkC promoter specific primers (forward: 5'-GTC-
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TTCACACTCTGTCCCCG-3' and reverse: 5'-ATTTTTACCC-
CCGTCGCCAT-3') were used to carry out Q-PCR on input and
ChIP samples using Sybr green (Roche).

Soft Agar Assay. For bottom agar, 2 mL of 1.8% agarose were
diluted with 2 mL of 2x DMEM (2x DMEM/20% FBS/0.2%
geneticin/500 mg/mL fungizone). A 4-mL volume of bottom agar
was plated in a 60-mm tissue culture dish and allowed to harden.
Cells were trypsinized and resuspended at 10° cells per mL in
2x DMEM. The top agar cell suspensions were composed of 1
mL of cell suspension in 2x DMEM and 1 mL of 0.9% agarose,
and were overlaid on dishes containing bottom agar. The final
plating concentration was 10° cells per dish. Fourteen days later,
clones were observed and counted.

Migration Assay. Scratch assay. Six-well plates were coated with 50
pg/mL poly-L-lysine by incubating the dishes overnight at 4 °C or
for 2 h at 37 °C without rotation or shaking. The unbound ex-
tracellular matrix (ECM) substrate was removed and the coated
dishes blocked with 3 mL of 2 mg/mL BSA for 1 h at 37 °C.
Then, the dishes were washed once with PBS and refilled with
3-5 mL of media before plating the cells. HCT116 cells (2 x 10°
per well) were plated and transfected with the plasmid con-
structs. A scratch was realized with a pipet tip 24 h later. The cell
migration was monitored for the following 96 h.

Transwell assay. Transwell migration assays were performed using
24-well transwell Boyden chambers (8 pm PET membrane, Fal-
con). HCT116 cells (5 x 10°) were added to the top well re-
suspended in 500 pL serum-free medium, and the lower well was
filled with 800 pL of medium containing 20% FBS. Where ap-
plicable, NT-3 or Z-VAD was added to the top well, together
with the cells. After 48-h incubation, cells remaining on the upper
side of the filter were removed with cotton swabs, and the cells
that had migrated to the bottom surface of the filter were counted
in 10 different fields per condition. The experiment was repeated
three times, and one representative experiment is shown.

Chicken Model for Colorectal Cancer Progression. HCT116 cells were
transfected with plasmids 48 h after plating, treated or not with
NT-3 (10 ng/mL) and harvested 24 h posttransfection. HTC 116
transfected cells (5 x 10°) were suspended in 25 pL complete
medium and 25 pL of matrigel with or without NT-3 (10 ng/mL).
These cells were seeded on 10-d-old (day 10) chick chorioal-
lantoic membrane (CAM) previously locally injured with a cot-
ton swab. On day 17, tumors were resected and the area was
measured with AxioVision Release 4.6 software (Carl Zeiss).

TUNEL Labeling of Tumor Sections. To monitor apoptosis on pri-
mary tumors, they were fixed on 4% PFA, cryoprotected by
overnight treatment with 30% sucrose, and embedded in Cry-
omount (Histolab). TUNEL staining was performed on tumor
cryostat sections (Roche Applied Science Diagnostics), and nu-
clei were stained with Hoechst (Sigma-Aldrich).

MAPK Pathway Activation. Cells transfected with the different TrkC
mutants were lysed on ice in the following buffer (50 mM Tris, pH 7.5/
1 mM EDTA/ImM EGTA/0.5 mM Na3zVO,/0.1% p-mercaptoe-
thanol/1% Triton X-100/50 mM sodium fluoride/5 mM sodium
pyrophosphate/10 mM B-glycerophosphate/0.1 mM PMSF). Pro-
teins were then analyzed by Western blot using an anti-Erk antibody
(Cell Signaling) and an anti-phospho Erk antibody (Cell Signaling).

Statistics. Data presented are representative of at least three in-
dependent experiments, data are mean + SEM. Statistical sig-
nificance of differences between means was assessed by a Mann—
Whitney test for paired values. Categorical data were analyzed
with the y test. All statistical tests were two-sided. P values of less
than 0.05 were considered to be statistically significant.
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Fig. S1. TrkC expression is lost in colorectal tumors. (A-C) Quantitative real-time RT-PCR was performed using total RNA extracted from normal (N) and
tumoral (T) tissues with specific human TrkC and NT-3 primers. PGK was used as housekeeping gene. (A) The ratio of TrkC expression in normal tissue on
tumoral tissue (log T/N) is presented for each patient, the patients being ordered by different stages (I to IV) defined by the TNM status of the tumors and by
decreased loss of TrkC in tumors. (B) Comparison between TrkC expression in normal (green bar) and tumoral tissue (red bar) from patients and TrkC expression
in age-matched tissue from healthy colon (white bar). The range of age of each group of patients is indicated in abscissa. (C) The level of TrkC down-regulation
observed after laser microdissection of tumor samples versus normal samples is indicated. (D) The expression levels of NT-3 (x10~2 mol) in 45 colorectal tumors
(Tumoral) and corresponding normal tissues (Normal) are given as a ratio between NT-3 and PGK, the internal control. (E) TrkC expression (x10~3 mol) was
measured in several colorectal, breast and neuroblastoma cancer cell lines, by Q-RT-PCR, using PGK as internal control. Number of molecules was calculated by
2exp(ACp), where ACp is TrkC minus PGK Cp. (F) Immunostaining of TrkC protein was performed on IMR32, HCT116, and HCT8 cells using a diaminobenzidine/
peroxydase revelation.
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E) HCT8 cells were treated for 72 h with decitabine (D) or for 24 h with Saha or MS 275 (E) at the indicated concentrations. TrkC expression was measured by
Q-RT-PCR, using PGK as internal control. Data represent mean + SEM *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, two-sided Mann-Whitney test, compared with control.
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Fig. S4. TrkC limits anchorage-independent growth and migration and induces apoptosis. (A) Control, TrkC and TrkC KF overexpressing HCT116 cells were
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the migrated cells were counted (Right). Representative photographs are shown (Left). (C) TrkC induces cell death in HCT116 cells as shown by caspase-3
activity. (D and E) TrkC induces cell death in HCT8 cells as shown by caspase-3 activity (D) and Toxilight assay (E). Cell death is reversed by addition of NT-3 (10
ng/mL). Data represent mean + SEM *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, two-sided Mann-Whitney test.
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Fig. S5. Mutations of TrkC in cancers. (A) TrkC receptor is represented. Mutations identified in patients with various cancers are reported (www.sanger.ac.
uk/perl/genetics/CGP/cosmic?action=gene&n=NTRK3). The caspase cleavage sites D495 and D641 are shown, they define the killer fragment of TrkC. Mutations
studied in are labeled in red. The localization of the cancer with the detected mutation is indicated. CNS, central nervous system; Lu, lung; O, ovary; P, pancreas.
Mutations detected in cancers of the gastrointestinal tract are indicated in bold (LI, large intestine; S, stomach; UDT, upper digestive tract). (B-E) Control, TrkC, and
TrkC mutants (TrkC E543D and TrkC D584E) were overexpressed in HCT116 and HCT8 cells. (B and C) TrkC induces cell death in HCT116 cells, as well as TrkC E543D but
not TrkC D584E, as shown by caspase-3 activity (B) and trypan blue counting (C). (D) TrkC induces cell death in HCT8 cells, like TrkC E543D but not TrkC D584E, as
shown by caspase-3 activity. Data represent mean + SEM *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, two-sided Mann-Whitney test. (E) Phospho-Erk-1/2 immunoblot is shown

as an indication of Erk-1/2 activation.
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RESULTATS

2 — Article 2 : Le récepteur a dépendance TRKC déclenche I’apoptose par le recrutement de
COBRAL1 avant d’étre transféré a la mitochondrie.

Dans cet article, nous décrivons le mécanisme pro-apoptotique par lequel TRKC induit la
mort cellulaire. En conditions d’absence de son ligand, le domaine intra-cellulaire de TRKC est
clivé par les caspases au niveau de deux résidus aspartiques, D495 et D64 1. Ce clivage, qui libere
le fragment pro-apoptotique TRKC 496-642 (TRKC KF), est observé a la fois in vitro et in vivo
dans des neurones primaires des DRGs (Tauszig-Delamasure et al., 2007). De plus, Cobral, un
partenaire identifi€ lors d’un crible double-hybride, interagit avec TRKC KF et agit comme un
partenaire pro-apoptotique. Ainsi, quand 7rkC et Cobral sont co-exprimés, la mort cellulaire
induite par TRKC est significativement augmentée. A 1’inverse, une extinction de 1’expression de

Cobral par ARN interférence bloque I'induction d’apoptose.

De maniere intéressante, TRKC KF, en interagissant avec COBRAI, va partiellement se
localiser a la mitochondrie, ou il pourra activer BAX. Finalement, cette coopération va conduire
au relargage du Cytochrome c, la formation de 1’apoptosome, 1’activation des caspases-9 et -3, et a

I’apoptose elle-méme.

Afin d’analyser la relevance in vivo du réle de COBRAI1 dans 1’apoptose induite par
TRKC privé de NT-3, nous avons utilisé le modele du développement du tube neural et des DRGs
(Dorsal Root Ganglia) chez I’embryon de poulet ; modele dans lequel TRKC et NT-3 ont été
décrits pour leur implication. Nous avons ainsi pu montrer que la suppression de N7-3 dans le tube
neural et les DRGs entraine la mort cellulaire, et que cette mort cellulaire est bloquée quand
COBRAL est invalidé dans les embryons de poulet. Nous démontrons ainsi que COBRAT est un

effecteur essentiel de le mort neuronal observée en I’absence de NT-3.

En conclusion, nous présentons dans ces travaux des éléments démontrant que TRKC, en
interagissant avec COBRAI, est le premier récepteur a dépendance induisant 1’apoptose par

I’activation de la voie mitochondriale intrinseque.
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SUMMARY

The neurotrophin receptor TrkC was recently identi-
fied as a dependence receptor, and, as such, it trig-
gers apoptosis in the absence of its ligand, NT-3.
The molecular mechanism for apoptotic engagement
involves the double cleavage of the receptor’s intra-
cellular domain, leading to the formation of a proap-
optotic “killer” fragment (TrkC KF). Here, we show
that TrkC KF interacts with Cobral, a putative
cofactor of BRCA1, and that Cobral is required for
TrkC-induced apoptosis. We also show that, in the
developing chick neural tube, NT-3 silencing is asso-
ciated with neuroepithelial cell death that is rescued
by Cobra1l silencing. Cobra1 shuttles TrkC KF to the
mitochondria, where it promotes Bax activation,
cytochrome c release, and apoptosome-dependent
apoptosis. Thus, we propose that, in the absence
of NT-3, the proteolytic cleavage of TrkC leads to
the release of a killer fragment that triggers mito-
chondria-dependent apoptosis via the recruitment
of Cobrai.

INTRODUCTION

The neurotrophins NGF, BDNF, NT-3, and NT-4/5, and their
respective receptors p75NT", TrkA, TrkB, and TrkC play a critical
role in the developing peripheral nervous system. The neurotro-
phins are produced by the future targets of the sensory neurons
and promote their migration, proliferation, and differentiation
(Bibel and Barde, 2000). Importantly, the limited concentration
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of each neurotrophin dictates the appropriate number of surviv-
ing neurons (Bibel and Barde, 2000). The neurotrophic theory is
based on the idea that sensory neurons are naturally committed
to dying unless a neurotrophic factor supports their survival. This
programmed cell death has long been thought to result from the
engagement of a “default” apoptotic cell program. However,
recent studies have modified this view: TrkC and TrkA have
been shown to trigger apoptosis when unbound by NT-3 and
NGF, their respective ligands (Tauszig-Delamasure et al., 2007;
Ichim et al., 2012; Nikoletopoulou et al., 2010).

Therefore, TrkA and TrkC belong to the functional family of
dependence receptors (DRs) (Rabizadeh et al., 1993; Mehlen
et al.,, 1998; Bredesen et al., 2004). These receptors possess
the ability to mediate trophic signaling in the presence of their
respective ligands (e.g., proliferation, differentiation, and migra-
tion), but, unlike classical receptors, they mediate alternative
signaling in the absence of ligand, triggering apoptosis (Mehlen
and Bredesen, 2004; Goldschneider and Mehlen, 2010). This
ligand-dependent dual signaling by DRs appears to play a
crucial role in both embryonic development and tumorigenesis.
Indeed, DRs are hypothesized to circumvent tumor progression
and metastasis by eliminating aberrant cells that might otherwise
proliferate in settings of limited concentrations of ligand (Mehlen
et al., 1998; Goldschneider and Mehlen, 2010; Mehlen et al.,
2011). In support of this hypothesis, it was recently demon-
strated that the mechanism by which the dependence receptor
DCC functions as a tumor suppressor requires its proapoptotic
activity (Castets et al., 2012). With respect to the role of DRs
during development, it has been proposed that this ligand-
dependent inhibition of apoptosis is a mechanism for regulating
developmental angiogenesis (Castets et al., 2009) and for fine
tuning neuronal localization and migration during nervous
system development (Furne et al., 2008; Mille et al., 2009; Thibert
et al.,, 2003). The elegant work performed by Nikoletopoulou
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et al. (2010) supports this view, demonstrating that the intrinsic
proapoptotic activity of TrkA and TrkC is critical during nervous
system development.

Despite the identification of over 20 DRs to date, relatively little
is known regarding the signaling that underlies DR-mediated
apoptosis upon ligand withdrawal. Most, but not all, DRs appear
to require a preliminary proteolytic cleavage in their intracellular
domains in order to allow interaction with proapoptotic partners.
For example, upon cleavage, the dependence receptor Patched
(Ptc) triggers apoptosis initiation after the recruitment of a
caspase-activating complex (Mille et al., 2009); in contrast,
UNCS5B triggers apoptosis through the recruitment and activa-
tion of the serine threonine kinase DAPK (Guenebeaud et al.,
2010; Llambi et al., 2005). However, it is not yet clear how
tyrosine kinase dependence receptors trigger apoptosis upon
proteolytic cleavage. We have previously shown that the
unbound TrkC undergoes cleavage at two intracytoplasmic sites
by caspase-like proteases, leading to the release of the TrkC
496-641 fragment (hereafter referred to as the “killer fragment”
or KF), which is both necessary and sufficient for cell death
induction. Although performing a search for putative partners
of TrkC KF, we identified Cobral as a interactor for the TrkC
KF. Cobra1 was initially identified as a BRCA1 cofactor, but little
is known about its cellular role or localization (Sun et al., 2011;
Yamaguchi et al., 1999; Ye et al., 2001). Here, we show that
Cobral is localized in the cytosol and interacts with the TrkC
KF. We also show that Cobra1 positively regulates TrkC-induced
apoptosis. Moreover, Cobral silencing rescues dorsal root
ganglion (DRG) neuronal apoptosis induced by NT-3 withdrawal
in cell culture and prevents the apoptosis of DRG neuronal pre-
cursors resulting from NT-3 withdrawal in chick embryos. Finally,
Cobra1 shuttles the TrkC KF to the mitochondria, where TrkC KF
triggers cytochrome c release and apoptosome-dependent
apoptosis. Altogether, our data support the view that TrkC uti-
lizes the canonical mitochondrial pathway to induce apoptosis
through Cobra1 recruitment.

RESULTS

Cobra1 Localizes to the Cytosol and Interacts with the
Proapoptotic Fragment TrkC KF
We have previously shown that unliganded TrkC is cleaved by
caspase at two sites within its intracellular domain, leading to
the release of several intracellular fragments. This caspase-
dependent cleavage can be detected both in vitro and in vivo
(Tauszig-Delamasure et al., 2007). The cleavage of TrkC by cas-
pase is required for apoptosis induction, given that the mutation
of the caspase sites inhibits apoptosis induced by TrkC (TrkC
DM in Figure 1A) (Tauszig-Delamasure et al., 2007). Furthermore,
TrkC localization to an organized lipid microdomain at the mem-
brane appears to be important for the dependence receptor
activity of TrkC, given that treatment with cholesterol oxidase,
which converts cholesterol to cholestenone and therefore disor-
ganizes the composition of the lipid microdomain, decreases the
ability of TrkC to trigger apoptosis in the absence of NT-3 (Fig-
ure S1A available online).

TrkC cleavage by caspases at two sites (D495 and D641) leads
to the generation of three fragments: TrkC 1-495, TrkC 496-641,

and TrkC 642-825. In various cell lines, including the N2a neuronal
cell line, the enforced expression of the internal caspase-gener-
ated fragment TrkC 496-641 was associated with the induction
of cell death, whereas TrkC 1-495 and TrkC 642-825 displayed
no proapoptotic activity (Figures 1A, 1B, and S1B-S1E)
(Tauszig-Delamasure et al., 2007). Providing additional support
foramodelin which NT-3 withdrawal is associated with the cleav-
age of the intracellular domain of TrkC and the subsequent forma-
tion of the TrkC 496-641 proapoptotic fragment (TrkC KF), we
found that, although NT-3 blocked TrkC-induced cell death (Fig-
ure S1F) (Tauszig-Delamasure et al., 2007), TrkC KF was proapo-
ptotic whether NT-3 was absent or present (Figure 1B).

Given that the TrkC KF includes the kinase domain of TrkC, we
assessed the tyrosine phosphorylation status of TrkC KF and its
potential association with the induction of cell death. As shown in
Figure S1G, although TrkC was tyrosine phosphorylated and its
phosphorylation was enhanced by NT-3, the TrkC KF was not
detected by an antibody against phosphotyrosine. Moreover,
D572N, a TrkC kinase-dead mutation (McGregor et al., 1994)
inserted into the TrkC KF (TrkC KF KD), triggered apoptosis to
a similar extent as TrkC KF (Figure S1H). Thus, even though
TrkC KF includes the TrkC kinase domain, this kinase domain
is probably not active, and the phosphorylation of this domain
is not implicated in the TrkC KF proapoptotic activity.

In a search for TrkC proapoptotic partners, we performed a
yeast two-hybrid screen with the TrkC KF as bait and a mouse
embryonic complementary DNA library as prey (Figure 1C). Of
the putative interacting partners identified (which are presented
in Figure 1C), we focused on Cobra1. Cobral (NELF-B, BRCA1
cofactor) was originally described as one of the four components
of the negative elongation factor (NELF) shown in vitro to control
RNA polymerase Il (Pol ll) pausing in transcription (Amleh et al.,
2009). Cobral has been shown to be capable of shuttling to
the cytoplasm (Yung et al., 2009). First, we confirmed the puta-
tive interaction observed in yeast by coimmunoprecipitation in
human embryonic kidney (HEK) 293T cells transiently trans-
fected with Cobral and TrkC or various TrkC cleavage frag-
ments. Immunoprecipitations were performed by pulling down
either TrkC fragments or Cobral (Figures 1D, S2A, and S2B).
Although a TrkC mutant deleted after the first cleavage site at
aa 495 (TrkC 1-495) failed to interact with Cobra1 (Figure S2B),
Cobral interacted with full-length TrkC, TrkC KF, and TrkC
642-825 (Figures 1D and S2A). This interaction with TrkC was
specific, given that the intracellular fragment of neogenin, an
unrelated dependence receptor (Matsunaga et al., 2004), failed
to interact with Cobra1 (Figure 1D). Thus, Cobral interacted
not only with the proapoptotic TrkC KF but also with the remain-
ing C-terminal TrkC fragment, TrkC 642-825, which is not proap-
optotic (Figures S1B-S1E and S2C). Interestingly, this second
interactive site with Cobral appeared to promote the Cobra1l
recruitment to TrkC KF, given that TrkC 642-825 coexpression
increased TrkC KF- and Cobra1-induced cell death (Figure S2C).
TrkC KF bearing a kinase-dead mutation also interacted with
Cobrai (Figure S2D), providing additional support for the inde-
pendence of the TrkC proapoptotic effect and TrkC tyrosine
kinase activity. No specific structural domains have been
described for Cobra1; however, immunoprecipitation assays of
TrkC KF with deletions on both the C and N termini of Cobra1
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Figure 1. Identification of Cobra1 as a TrkC-Interacting Partner
(A and B) TrkC and TrkC 496-641 (TrkC KF) induce cell death in HEK 293T (A) and neuroblast N2A (B) cells, as shown by trypan blue exclusion and caspase-3
activity assay, respectively. Data represent mean + SEM. *p < 0.05 and ***p < 0.001 (two-sided Mann-Whitney test) in comparison to control.

(C) The yeast two-hybrid system used for screening for TrkC KF-interacting partners.
(legend continued on next page)
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suggested that Cobra1 interacts with TrkC KF through its C-ter-
minal region (aa 168-580) (Figure 1E). Indeed, although both
Cobral (aa 1-324) and Cobral (aa 324-580) interacted with
TrkC, Cobral (aa 1-168) did not (Figure 1E). Furthermore, the
interaction between Cobra1 and the TrkC cleavage fragments
was analyzed by confocal microscopy with COS-7 cells. In
agreement with the coimmunoprecipitation data, a colocalization
between Cobral-RFP and TrkC KF-GFP was detected (Fig-
ure S2E). To explore whether this interaction could be seen
with endogenous proteins in the nervous system, immunoprecip-
itation was performed on mouse brain tissue with the use of a
TrkC antibody. Cobra1 was pulled down with the TrkC antibody
(Figure 1F). In order to prevent the interaction of NT-3 with TrkC
within the brain extract, we incubated adult mouse brain extracts
with the AF1404 antibody, which blocks the NT-3-TrkC
interaction (Bouzas-Rodriguez et al., 2010). Interestingly, the
TrkC-Cobra1 interaction was increased by the addition of this
NT-3-blocking antibody, which also triggers TrkC proapoptotic
activity. To confirm that this interaction occurs within neurons,
we cultured primary DRG neurons in the presence or absence
of NT-3, and the interaction of TrkC with Cobra1 was investigated
by immunoprecipitation. As shown in Figure 1G, a Cobral-TrkC
interaction was detected by immunoprecipitation, and this inter-
action was detected primarily in association with NT-3 depriva-
tion. Altogether, these data support the notion that Cobra1l is
an interacting partner of the dependence receptor TrkC.

Cobra1 Is Required for TrkC-Induced Apoptosis
In initial studies of the role of Cobra1 in TrkC proapoptotic activ-
ity, TrkC- and TrkC KF-induced cell death were analyzed after
the overexpression of Cobral. In A549 cells and N2A neuro-
blasts, although Cobra1 expression alone had no effect on cell
death and both TrkC and TrkC KF expression triggered cell
death, Cobral expression significantly increased both TrkC-
and TrkC KF-induced cell death, as shown by caspase-3, trypan
blue exclusion, and ToxiLight assays (Figures 2A, 2B, and S2F).
In a loss-of-function experiment, Cobra1 was silenced by small
interfering RNA (siRNA; the efficiency of the siRNA is shown in
Figures S2G-S2l). As shown in Figure 2C, the silencing of
Cobral abrogated TrkC KF-induced apoptosis, as measured
by caspase activity. Interestingly, Cobral-induced cell death
was specific: indeed, the silencing of Cobral1 had no effect on
death induced by another dependence receptor, Ptc (Figure 2C).
We have previously shown that DRG primary neurons undergo
TrkC-induced apoptosis upon NT-3 withdrawal (Tauszig-Delam-
asure et al., 2007). We took advantage of this ex vivo model in
order to test the involvement of Cobral in TrkC-induced cell
death. DRGs were dissociated, and the sensory neurons were

cultured for five days in the presence of NT-3 (Figure 2D) or, as
a control, in the presence of NGF. The withdrawal of NT-3 (or
NGF) for 3 days lead to a significant increase in neuronal cell
death. In a previous study, we showed that the microinjection
of a dominant-negative mutant of TrkC (Tauszig-Delamasure
et al., 2007) rescues neurons deprived of NT-3 specifically and
not those dependent on NGF. Interestingly, when a Cobra1l
siRNA was microinjected instead of the TrkC dominant-negative
mutant in neurons, a similar rescue was observed (Figure 2E),
although this siRNA had no effect on the apoptosis of NGF-
deprived neurons (Figure 2F). Similar results were obtained
when the neurons were deprived of NT-3 for 7 days (Figure 2G).
Altogether, our data demonstrate that Cobra1 is a key player in
TrkC-induced apoptosis in neuronal cell culture.

Furthermore, to analyze the in vivo relevance of Cobral in
neuronal death observed upon NT-3 withdrawal, we utilized
the model of the developing neural tube of the chick embryo.
The neural crest cells (NCCs), which give rise to DRG precursors,
are neuroepithelial cells located in the dorsal part of the neural
tube. When they delaminate from the neural tube (embryonic
day [E] 10-E13 in the mouse) (Lawson and Biscoe, 1979),
Hamburger-Hamilton stage (HH) 13 to HH22 (i.e., E2-E3) in the
chicken (Teillet et al., 1987), the NCCs express TrkC and require
NT-3 for their survival and migration toward the DRG anlage
(Bernd and Li, 1999; Farinas et al., 1996; Pinco et al., 1993).
Therefore, we investigated the effect of NT-3 silencing in the
developing neural tube of chick embryos. HH12-HH15 (E2) chick
embryos were electroporated in ovo with siRNA NT-3 or siRNA
scramble along with GFP unilaterally in the neural tube and
dissected 24 hr after electroporation (Figures 3A and S3A). The
NT-3 siRNA was shown to silence chick NT-3 efficiently in cell
culture (Figure S3B) as well as in the dissected neural tube
(Figure 3B). As shown in Figure 3C, GFP-positive cells corre-
spond to neuroepithelial cells located in the dorsal half of the
neural tube that will delaminate. Then, NCCs navigate through
the mesenchyme dorsoventrally between the neural tube
and the dermatome in order to reach the DRG anlage and
form the DRG. Representative sections are shown in Figure 3C.
Apoptosis was observed in the neural tube of NT-3-silenced
embryos, as assessed by TUNEL and active caspase-3 labeling.
TUNEL-positive cells were counted in the neural tube and in the
mesenchymal DRG anlage, and we observed a significant
increase of dead precursors in the NT-3 knockdown embryos
(siRNA NT-3) in comparison to the control embryos (siRNA scr)
(Figure 3D). However, this cell death was prevented by the
knockdown of Cobra1 (pshCobra1) (Figures 3E, 3F, and S3C).
These data support the view that, in vivo, Cobral is a main
effector of neuronal death observed upon NT-3 reduction.

(D) Immunoprecipitation of TrkC GFP, TrkC KF GFP, TrkC 642-825 GFP, and Neogenin ICD GFP in HEK 293T transfected cells. All proteins were immuno-
precipitated with anti-GFP, and Cobra1 was revealed by an anti-FLAG western blot.

(E) A graphical representation of the Cobra1 deletion constructs (the corresponding amino acids are indicated) and immunoprecipitation of Cobrai1.1, Cobra1.2,
and Cobra1.3 with anti-FLAG; the interaction with TrkC KF was revealed by an anti-GFP western blot.

(F) Immunoprecipitation of TrkC in adult mouse brain lysate incubated (or not) with AF1404, an NT-3-blocking antibody that induces TrkC proapoptotic activity.

Cobra1l was revealed by western blot with an antibody against Cobra1.

(G) E14 DRG neurons were cultured with NT-3 for 5 days, deprived of trophic factor for 12 hr, and immunoprecipitated with anti-Cobra1. TrkC was revealed by

western blot.
See also Figure S1.
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Figure 2. Cobra1l Enhances TrkC-Induced Apoptosis both In Vitro and In Vivo
(A and B) Coexpression of Cobra1 enhances cell death induced by both TrkC and TrkC KF, as shown by caspase-3 activity assay in A549 cells (A) and Trypan blue

exclusion assay in N2A cells (B).

(C) Cobra1 silencing rescues the cell death induced by TrkC KF in A549 cells, as measured by the caspase-3 assay. Data represent mean + SEM. *p < 0.05 and

***p < 0.001 (two-sided Mann-Whitney test) in comparison to control.

(D) The experimental model used for the neurotrophic assay on the microinjected DRG sensory neurons. DIV, days in vitro.
(E, F, and G) Sensory neurons were maintained with either NT-3 or NGF and microinjected with the plasmids for scrambled or Cobra1 shRNA, and cell death was
induced by unliganded TrkC or TrkA was quantified 3 and 7 days later. Data represent mean + SEM (n = 4). **p < 0.001 (ns, nonsignificant; two-sided

Mann-Whitney test) in comparison to control.
See also Figure S2.

TrkC KF Shuttles to the Mitochondria and Induces
Cytochrome c Release

In addition to the observation that a large pool of Cobra1 is cyto-
plasmic, we observed a punctiform staining suggestive of mito-
chondrial localization. As shown in Figure 4A, Cobra1 displayed
a Pearson’s coefficient of 0.5 with the MitoTracker, which was
supportive of a pool of Cobral with a mitochondrial localization.
To explore whether this localization could be observed with

endogenous Cobral in the nervous system, we performed a
subcellular fractionation followed by Cobra1 western blot anal-
ysis from the mouse semidissociated nervous system treated
either with NT-3 or the TrkC-blocking antibody AF1404. As
shown in Figure 4B, Cobra1 was detected in the mitochondria-
enriched fraction, but this presence was markedly increased
when the NT-3-TrkC interaction was disrupted (i.e., when TrkC
was in a proapoptotic setting).
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Figure 3. Unbound TrkC Induces Neuroepithelial Cell Death in the Chick Embryo via Cobra1

(A) An experimental model of chick embryo electroporation. Left, HH12-HH15 chick embryos are electroporated in ovo after injection in the neural tube of a mixed
solution of siRNA or pshRNA with a dye. Right, a schematic section of a neural tube 24 hr after unilateral electroporation. GFP-positive (electroporated side) or
GFP-negative (nonelectroporated side) NCCs migrate out of the neural tube to colonize the DRG anlage (dotted line) between the neural tube (NT) and the
dermatome (D). The aera of TUNEL-positive cells counting on the electroporated side (GFP+) and on the nonelectroporated side (GFP—) are indicated by the
green and brown rectangles, respectively.

(B) Measure by gRT-PCR of chick NT-3 expression in the dissected electroporated neural tube (GFP+) versus its nonelectroporated (GFP—) part after the
electroporation of a control siRNA, an siRNA targeting chick NT-3, or a plasmid expressing chick NT-3 as a positive control.

(legend continued on next page)
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Because Cobral is required for TrkC KF-induced apoptosis
and because a fraction of Cobral appears to be localized to
the mitochondria, we investigated whether TrkC KF induces
apoptosis through the canonical mitochondria-dependent
pathway. As a first approach, we analyzed the ability of TrkC
KF to trigger cell death in murine embryonic fibroblasts (MEFs),
cells deficient in caspase-9, Apaf1, or Bak and Bax. As shown
in Figures 4C, 4D, S4A, and S4B, TrkC triggered apoptosis in
wild-type MEFs, whereas the MEFs lacking Bax and Bak, cas-
pase-9, or Apaf1 were insensitive to TrkC expression. To further
discriminate the respective implication of Bax versus Bak, we
silenced either Bax or Bak by siRNA in A549 cells. Although
Bax silencing efficiently blocked TrkC KF-induced cell death,
Bak silencing had no effect (Figures 4E, 4F, S4C, and S4D), sup-
porting the view that Bax, but not Bak, is required for TrkC-
induced apoptosis. Moreover, we observed that the ectopic
expression of TrkC KF induces Bax activation, as shown by anti-
active Bax immunofluorescence (Figures 4G and S4E).

Given that several proteins, such as HER2 (Strohecker et al.,
2008), p53 (Sayan et al., 2006), the hepatitis C virus core protein
(Mohd-Ismail et al., 2009), and Bid (Li et al., 1998), have been
shown to be caspase substrates, releasing cleavage fragments
that localize to the mitochondria and trigger apoptosis, we inves-
tigated whether the proapoptotic TrkC KF also colocalized with
mitochondria. GFP-tagged TrkC, TrkC KF, TrkC 495-825, or
Bax were transiently expressed in COS-7 cells in which the mito-
chondria were labeled with MitoTracker. As shown in Figure 5A
and determined from the Pearson’s coefficient (Figure 5B),
although full-length TrkC and TrkC 495-825 showed no colocal-
ization with the mitochondria, the proapoptotic TrkC KF dis-
played a partial overlapping with MitoTracker. Similar results
were obtained with the use of a TrkC KF FLAG construct (Fig-
ure S4F). Furthermore, these observations were supported by
subcellular fractionation and western blot analysis of TrkC in
neuronal cells. As shown in Figure 5C, in N2A cells, TrkC KF
and Bax were both detected in cytosolic and mitochondrial frac-
tions, and mitochondrial localization of TrkC KF was not depen-
dent on actin (Figure S4G). Thus, a pool of TrkC KF displayed a
mitochondrial localization.

To assay whether TrkC KF and Cobral were integrated into
the mitochondrial membrane, mitochondria from HEK293T cells
that ectopically express TrkC KF and Cobra1l were sonicated,
allowing the separation of mitochondrial membrane-associated
(MMAP) and soluble (MSP) proteins. As shown in Figure 5DE,
TrkC KF was found exclusively associated with the mitochon-
drial membranes, while Cobra1 resided in both compartments.
In a first attempt to determine whether, similarly to tBID (Li
et al., 1998), TrkC KF acts directly at the mitochondria level to
trigger apoptosis, TrkC KF was expressed in COS-7 cells and
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cytochrome c localization was monitored by immunofluores-
cence. Confocal analysis showed that cytochrome c displayed
a typical mitochondrial localization in COS-7 cells expressing
TrkC 495-825 or TrkC 642-825 (Figure 6A). In contrast, COS-7
cells expressing TrkC KF, similarly to cells expressing Bax,
showed diffuse cytochrome c staining, consistent with induction
of mitochondrial outer membrane permeabilization (MOMP) (Fig-
ure 6AB). In addition, the analysis of cytosolic cytochrome ¢ by
immunoblot showed that TrkC KF expression was associated
with cytochrome c release in transfected A549 cells (Figure 6C).
Using Hela cells stably expressing Omi-mCherry (Tait et al.,
2010), we also observed that TrkC KF, similarly to Bax, triggered
the mitochondrial release of Omi (Figure S4H). Altogether, our
results indicate that TrkC KF partially translocates to the mito-
chondria and triggers cytochrome c release.

Cobra1 Regulates the Mitochondrial Localization

of TrkC KF

Because Cobral was shown to be involved in TrkC KF-induced
cell death and because Cobra1 was localized to the mitochon-
dria, we investigated the functional role of Cobra1 in the mito-
chondrial localization of the proapoptotic TrkC KF. As an initial
approach, we coexpressed Cobral along with TrkC KF in HEK
293T cells and monitored the mitochondrial localization of TrkC
KF. As shown in Figures 7A and 7B, Cobra1 clearly increased
the TrkC KF mitochondrial localization. This finding was in line
with the fact that Cobral enhances TrkC-induced apoptosis.
Then, we performed a loss-of-function experiment by silencing
Cobrail in HEK 293T cells via a small hairpin RNA (shRNA)
approach (Figure 7C). The silencing of Cobral in HEK 293T cells
prevented the accumulation of the proapoptotic TrkC KF at the
mitochondria (Figures 7D and 7E). This finding was confirmed
in COS-7 cells, in which TrkC KF showed a lower colocalization
coefficient with the mitochondria after Cobra1 silencing (Fig-
ure 7F). As a control, Bax localization was evaluated and found
not to be affected by Cobra1 silencing. These data support the
view that Cobra1 is required for the mitochondrial translocation
of TrkC KF and the subsequent induction of MOMP and the
intrinsic apoptosis pathway (Figure 7G).

DISCUSSION

The emergence of the dependence receptor paradigm has pro-
vided unexpected insight into the mechanisms underlying
apoptosis during nervous system development and in the control
of tumor progression. These receptors have been proposed to
play a crucial role in the control of neuronal colonization (Furne
et al., 2008; Matsunaga et al., 2004; Tang et al., 2008; Thibert
et al., 2003). They have also emerged as negative regulators of

(C) Chick embryo sections electroporated with 5 ug/ul siRNA and stained with either TUNEL staining or active caspase-3 antibody. Representative TUNEL-

positive cells are indicated by arrows. D, dermatome; NT, neural tube.

(D) Quantification of the experiment described in (C): serial sections of two to six embryos per conditions were stained with TUNEL, and TUNEL-positive cells were
counted on both the electroporated (GFP+) and the nonelectroporated (GFP—) sides. The ratio of these two measures is calculated to avoid stage or size
differences from one embryo to the other. Data represent mean + SEM. ***p < 0.001 (two-sided Mann-Whitney test) in comparison to control.

(E) Chick embryo sections electroporated with 2.5 ug/ul siRNA (control or targeting NT-3) and 2.5 pg/ul pshscramble (pshScr) or pshCobra1 labeled with TUNEL.
(F) Quantification of (E) with the same method as in (D). Data represent mean + SEM. **p < 0.01 (two-sided Mann-Whitney test) in comparison to control.

See also Figure S3.
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tumor progression, and dependence-receptor-mediated death
pathways do indeed appear to be switched off in aggressive
tumors. One way to silence this death pathway is by upregulating
the receptors’ ligands (Delloye-Bourgeois et al., 2009a; Delloye-
Bourgeois et al., 2009b; Mehlen et al., 2011; Mehlen and
Puisieux, 2006). In this regard, we observed that aggressive
neuroblastoma tumors produce NT-3 in an autocrine fashion, a
selective advantage that allows them to proliferate and/or
metastasize in settings of ligand limitation (Bouzas-Rodriguez
et al., 2010). Therefore, interfering with ligand-DR interaction
could represent an alternative targeted therapy against cancer,
as supported by the fact that we were able to inhibit tumor
growth and metastasis by interfering with TrkC-NT-3 interaction
in various preclinical models (Bouzas-Rodriguez et al., 2010).
However, even though their role in development and cancer
is now better appreciated, the molecular mechanisms by which
these receptors engage the apoptotic process remain largely
unclear. Recent studies have begun to decipher the mecha-
nisms induced by some dependence receptors in the absence
of their trophic ligands. In the absence of its ligand, the depen-
dence receptor Ptc was shown to recruit a complex formed by
DRAL and TUCAN, a CARD-domain-containing protein that
ultimately activates caspase-9 (Mille et al., 2009). In contrast,
the dependence receptor UNC5H2 requires DAP kinase and
its subsequent dephosphorylation by PP2A in order to induce
apoptosis (Guenebeaud et al., 2010; Llambi et al., 2005). How-
ever, because DRs do not usually show any structural similarity,
the cell death mechanisms downstream of the receptor may
turn out to be different for each DR. Here, we describe that,
for TrkC, it implies the recruitment of Cobrail by the proapopto-
tic fragment resulting from TrkC cleavage. Cobral was initially
described in NELF, a nuclear complex that has four compo-
nents, of which Cobra1 represents NELF-B (Yamaguchi et al.,
1999). This complex has been shown to negatively regulate
transcription elongation mediated by RNA Pol Il (Sun et al.,
2011; Yamaguchi et al., 1999) and, along with BRCAT1, is also
involved in chromatin dynamics (Ye et al., 2001). Although
most of the data reported above are centered on a nuclear
function of Cobral, it is worth noting that there are several
studies indicating that Cobral may have a cytoplasmic locali-
zation and, thus, function. Here, we report that Cobra1l
partially localizes to the mitochondria and, more importantly,
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that it is intrinsically linked to the shuttling of TrkC KF to the
mitochondria.

Interestingly, the fact that Cobra1 and TrkC KF trigger mito-
chondria-dependent apoptosis supports the view that some
DRs may use this intrinsic pathway of apoptosis. Although we
previously reported that the DR DCC induces apoptosis inde-
pendently of the intrinsic pathway (Forcet et al., 2001), this
may not be a general trait of DRs. Here, we show that TrkC-
induced apoptosis requires key mediators of the intrinsic
pathway, such as Bax, Apafl, and caspase-9, and that TrkC
KF efficiently triggers cytochrome c release (see the model
depicted in Figure 7G).

Interestingly, other caspase substrates have also been shown
to generate proapoptotic mitochondrial-targeted fragments,
such as the tyrosine kinase receptor HER2, which, upon caspase
cleavage, releases two Bad-like fragments that localize to the
mitochondria and induce cytochrome c release (Strohecker
etal., 2008). Similar results have been obtained for HER4 (Naresh
et al., 2006), p53 (Sayan et al., 2006), and the hepatitis c virus
core protein (Mohd-Ismail et al., 2009). Preliminary data suggest
that TrkC KF does not bind antiapoptotic BCL-2 family proteins
and, therefore, is not likely to induce apoptosis by inhibiting them
(data not shown). However, sequence analysis suggests the
presence of a BH3-like domain in TrkC KF. Nonetheless, we
failed to detect any biological effect by extensive mutation of
this BH3-like domain (data not shown).

One alternative could be that TrkC KF behaves as a direct acti-
vator (Llambi and Green, 2011) by activating Bax and triggering
its oligomerization and subsequent mitochondrial outer mem-
brane permeabilization. This view is supported by the fact that
TrkC KF induces cell death in a strictly Bax-dependent manner
and that the overexpression of TrkC KF triggers Bax activation.

The cleavage of TrkC is the initiating step in the engagement of
this cell-death program. Interestingly, both TrkC and TrkA were
shown to be dependence receptors and to trigger apoptosis
actively in the absence of their respective ligands (Ichim et al.,
2012; Nikoletopoulou et al., 2010; Tauszig-Delamasure et al.,
2007). However, although it appears that TrkC is cleaved by cas-
pases in its intracellular domain, TrkA is not (Ichim et al., 2012;
Nikoletopoulou et al., 2010). This observation suggests that,
although TrkC cleavage is required in order to release the TrkC
KF, TrkA probably triggers cell death by another mechanism.

Figure 4. TrkC KF-Induced Apoptosis Involves the Mitochondrial Pathway

(A) Endogenous Cobra1 partially localizes at the mitochondria, as shown by confocal analysis in A549 cells (left) and by the associated Pearson’s coefficient
(right). Data represent mean + SEM.

(B) Cobrai is enriched in the mitochondrial fraction in brain extract upon the inhibition of NT-3-TrkC interaction. Semidissociated adult mouse brains were
incubated for 6 hr with NT-3 (100 ng) and NT-3-blocking antibody, and AF1404 (200 ng) and the brain extracts were fractioned before immunoblotting for Cobrat,
Bax, and COX IV. “Input” corresponds to the protein lysate before mitochondrial enrichment.

(C and D) Ectopic expression of TrkC and TrkC KF induces apoptosis in wild-type MEFs, whereas it has no effect on MEFs invalidated for Bax and Bak,
caspase-9, and Apaf1. In brief, MEF cells were transiently transfected with the indicated construct, and cell death was measured after 24 hr in low-serum medium
with either caspase activity assay (C) or ToxiLight (D). Data represent mean + SEM.

(E) The invalidation of Bax in A549 cells prevents TrkC KF-induced cell death. The efficacy of the siRNA Bax was measured by gRT-PCR on endogenous Bax in
A549 cells (box).

(F) Experiments performed as in (E) with siRNA for Bak. The efficacy of siRNA Bak was measured by gRT-PCR on endogenous Bak in A549 cells (box). Data
represent mean + SEM. **p < 0.001 (ns, nonsignificant; two-sided Mann-Whitney test) in comparison to control.

(G) Similar to actinomycin D, TrkC KF is able to activate Bax, as shown on Cos7 cells immunostained with the Bax 6A7 (active Bax) antibody. Data represent
mean + SEM. *p < 0.1 (two-sided Mann-Whitney test) in comparison to control.

See also Figure S4.
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(A) Confocal analysis of COS-7 cells revealing a partial colocalization of TrkC KF GFP with the mitochondria, stained by Mito Tracker Red CMXRos. Cells were
treated with z-VAD in order to avoid apoptosis amplification and cell destruction.

(B) Pearson’s coefficient analysis of the colocalization of TrkC GFP, TrkC KF GFP, TrkC 495-825, and Bax GFP with the mitochondria. Data represent mean +
SEM. **p < 0.001 (ns, nonsignificant; two-sided Mann-Whitney test) in comparison to control.

(C) N2A cells were transfected with TrkC KF GFP, Bax GFP, or GFP alone and fractionated into cytosolic (C, marker: GAPDH) and mitochondrial fractions
(M, marker: COX IV). Arrows indicate the molecular weights of the different constructs.

(D and E) Mitochondria were isolated from HEK 293T cells expressing TrkC KF FLAG and Cobra1 FLAG and fractionated into membrane-associated (MMAP) and
-soluble proteins (MSP).
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(A) Confocal analysis in TrkC KF transfected COS-7 for studying cytochrome c release. COS-7 cells were stained with an antibody against cytochrome c. Cells
displaying a representative cytochrome c release in the cytoplasm are indicated by arrow heads.
(B) The percentage of COS-7 cells with released cytochrome ¢ was quantified. Data represent mean + SEM. **p < 0.001 (two-sided Mann-Whitney test) in

comparison to control.

(C) TrkC KF induces the release of cytochrome ¢ from the intermembrane mitochondrial space, as revealed by the anticytochrome ¢ western blot on the

cytoplasmic fraction of A549 cells obtained by digitonin permeabilization.

Nikoletopoulou et al. (2010) have proposed that TrkA-induced
cell death requires the recruitment of p75"™F, which serves as
the trigger for the induction of cell death. Although other mech-
anisms are probably involved in p75N"R-mediated cell death
(Ichim et al., 2012), p75N™® may trigger apoptosis through the
activation of this intrinsic pathway via a C-terminal domain with
the intrinsic ability to induce cytochrome c release (Rabizadeh
et al., 2000; Wang et al., 2000). Along with the view that TrkA-
induced cell death is associated with the cleavage of p75N""
(Nikoletopoulou et al., 2010), it is tempting to speculate that
both TrkC and TrkA trigger apoptosis via the activation of the
intrinsic pathway. Additional work will be required to determine
the precise biochemical mechanisms allowing mitochondrial
membrane permeabilization by the TrkC KF or the intracellular
domain of p75NTR. It will be of interest to determine whether
the cleavage of TrkC by caspases is the only mechanism utilized
by TrkC to trigger the engagement of the intrinsic apoptosis
pathway or whether p75"™R, which has been shown to interact
with TrkC (Bibel et al., 1999), may complement this mechanism.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Cell Culture and Transfection

A549, HEK 293T, MEF, COS-7, MCF10A, and HeLa Omi-mCherry cells were
grown in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM; Life Technologies)
and supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS; Lonza), and N2A cells
were grown in DMEM and F-12 and GlutaMAX (Life Technologies) and supple-
mented with 10% FBS (Lonza). The plasmid constructs were transfected with
calcium phosphate for immunoprecipitations or jetPRIME (Polyplus Transfec-
tion) for cell death assays, and the siRNA was transfected with Lipofectamine
RNAIMAX (Life Technologies) following the manufacturer’s instructions.

Plasmid Construction

The full-length TrkC, TrkC 1-495, and Neogenin ICD GFP were described pre-
viously (Goldschneider et al., 2008; Tauszig-Delamasure et al., 2007). See also
the Supplemental Information.

Two-Hybrid Screen

The two-hybrid screen was performed by Hybrigenics with the Mouse Embryo
Brain RP2 Library as a prey and pB27 (N-LexA-bait-C fusion) and pB66
(N-GAL4-bait-C fusion) vectors. TrkC KF construct was used as bait.
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mitochondrial (M) and cytosolic (C) fractions are indicated. “Short” and “long” indicate different exposure times of the GFP immunolabeling and quantification as
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(C) Immunoblot showing Cobral level upon transfection with the shCobral plasmid. Cobral was expressed in HEK 293T cells along with an increasing

concentration of shCobra1 plasmid.
(legend continued on next page)
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Cell Death Assays

Caspase-3 activity and trypan blue exclusion were measured as described
previously (Bouzas-Rodriguez et al., 2010) with the Ac-DEVD-AFC substrate
assay (BioVision, K105-400), and total cell death index was measured with
the ToxiLight assay (Lonza, LTO7-117).

Immunoprecipitation and Western Blotting

HEK 293T cells or a fresh dissected mouse brain (C57BI/6) were lysed in
50 mM HEPES (pH 7.6), 125 mM NaCl, 5 mM EDTA, and 0.1% to 1% NP-40
in the presence of proteases inhibitors and incubated with the antibodies
described in the Supplemental Information.

Immunofluorescence

COS-7 cells, A549 cells, and DRG neurons were cultured on coverslips, fixed
for 20 min in 4% paraformaldehyde, and permeabilized in PBS and 0.2%
Triton. Then, the cells were treated with the antibodies described in the Sup-
plemental Information.

Subcellular Fractionation

N2A cells were transfected with TrkC 496-825 GFP, TrkC KF GFP, Bax GFP,
and GFP plasmids with jetPRIME. After 4 hr, the medium was replaced with
medium without serum. Cells were harvested, and the pellet was resuspended
in Resuspension Buffer (210 mM sorbitol, 70 mM sucrose, 1 mM EDTA, 10 mM
HEPES, and 0.1% BSA [pH 7.5]). Cells were permeabilized by striking with
loose and tight dounce tissue grinders (Sigma-Aldrich). Heavy membranes,
cytosol, and mitochondria were separated by centrifugation.

Cytochrome c Release

The mitochondria were obtained from N2A cells with the Mitochondria Isola-
tion Kit (Thermo Scientific, 89874) according to the manufacturer’s instructions
(see the Supplemental Information).

Mitochondrial Subfractionation

The separation of the intermembrane space and matrix proteins from those
that are membrane bound was performed as described previously (Stojanov-
ski et al., 2007) and in more detail in the Supplemental Information.

Brains Extract Mitochondrial Enrichment

Mitochondria were enriched in adult mouse brain extract as described previ-
ously (Fernandez-Vizarra et al., 2011) and in the Supplemental Information.
Animal experiments have been validated by an ethical committee (CECAPP
2010 022).

Sensory Neuron Dissociation, Culture, and Injection

For the immunofluorescence, DRG neurons were dissected from OF1 mice at
E14, dissociated, and cultured on polylysine (Sigma-Aldrich) and in a cultured
medium DMEM F12 (Life Technologies) supplemented with B27 (Life Technol-
ogies) and 50 ng/ml NT-3 (Abcam) 4 days before labeling. For the microinjec-
tion studies, the neurons were grown and injected as described previously
(Tauszig-Delamasure et al., 2007) except the culture medium was neurobasal
supplemented with B27 (Life Technologies).

Chick Embryo Electroporation

Cell death analysis in the developing chick neural tube was performed with
fertilized chicken eggs obtained from a local farm and incubated at 38°C for
43 hr. Embryos were staged according to HH stages. Chick embryos of
19-25 somites (HH13-HH15) were electroporated with purified plasmid DNA
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or siRNA or pshRNA along with GFP unilaterally. The electroporation was
performed with the following parameters: voltage, 25 V; pulse length, 50 ms;
interval, 950 ms; 5 pulses. The surviving embryos were dissected 24 hr after
electroporation. Cryosection and staining are described in the Supplemental
Information.

RNA Isolation and Quantitative Real-Time RT-PCR

To assay Cobral expression, we extracted total RNA from cells using the
NucleoSpin RNA Il Kit (Macherey-Nagel). One microgram of RNA was reverse
transcribed with the iScript cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad). Real-time quantita-
tive RT-PCR (qRT-PCR) was performed with a LightCycler 480 (Roche Applied
Science) and the FastStart TagMan Probe Master mix (Roche).

SUPPLEMENTAL INFORMATION

Supplemental Information contains Supplemental Experimental Procedures
and four figures and can be found with this article online at http://dx.doi.org/
10.1016/j.molcel.2013.08.021.
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Figure S1. TrkC Proapoptotic Activity Is Described in Settings of Receptor
Cleavage, NT-3 Availability, Cellular Localization, and Kinase Activity, Related to
Figure 1

(A) Caspase-3 assay on A549 cells transfected with TrkC or UNCS5B treated or not with
cholesterol oxidase (2U/ml).

(B-E) Caspase-3 and Toxilight assays on A549 cells (B and C) and Cos-7 cells (D and
E) transfected with the indicated constructs.

(F) Trypan blue assay on HEK293T transfected with TrkC and treated or not with NT-3
(50ng/ul).

(G) Transfected TrkC KF GFP in HEK293T cells was immunoprecipitated and probed
with an anti-phosphotyrosine antibody.

(H) Caspase-3 assay on A549 cells with the mutant TrkC KF Kinase Dead (TrkC KF
KD). For caspase-3 and Toxilight assays, data represent mean £+ SEM. ***P < 0.001,

**P < 0.01, 2-sided Mann-Whitney test, compared with control.
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Figure S2. Cobra1 interacts with the TrkC Receptor, Related to Figure 2

(A) Cobra1 was immunoprecipitated in HEK293T cells using an anti-Cobra1 antibody
and the interaction with TrkC KF GFP and TrkC 642-825 GFP was revealed by an anti-
GFP western blot.

(B) While Cobra1 interacts with full length TrkC, it does not with TrkC 1-495.

(C) Co-expression TrkC 642-825 enhances TrkC KF induced caspase 3 activity in A549
cells. Data represent mean + SEM. *P < 0.1, 2-sided Mann-Whitney test, compared with
control.

(D) Immunoprecipitated TrkC KF KD GFP interacts with Cobra1 in HEK293T cells.

(E) Confocal imaging on COS-7 cells showing the colocalization between Cobra1 RFP,
TrkC KF GFP and TrkC 1-495 GFP.

(F) Co-expression of Cobra1 enhances cell death induced by both TrkC and TrkC KF as
toxilight assay in HEK293T cells. Data represent mean + SEM. ***P < 0.001, 2-sided
Mann-Whitney test, compared with control.

(G) The efficacy of Cobra1 siRNA on ectopically expressed Cobra1 in COS7 cells and
detected by immunofluorescence using a Cobra1 antibody.

(H and 1) The efficacy of Cobra1 siRNA on ectopically expressed Cobra1 in HEK293T
cells (H) and endogenous Cobra1 in A549 cells (I). A scramble siRNA (siRNA scr) is

used as a control. Data represent mean + SEM.



Supplementary Figure 3
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Figure S3. Invalidation of chickNT-3 and chickCobra1 in Chick Embryo, Related to
Figure 3

(A) Representative picture of a dissected chick embryo, 24h after electroporation. The
GFP positive neural tube can be observed in the trunk (t). hl: hindlimb, v: vagal neural
crest.

(B) The efficacy of chickNT-3 siRNA on ectopically expressed chickNT-3 in HEK293T
cells. Both the pro- and the active form are invalidated.

(C) The efficacy of pshchickCobra1 on ectopically expressed chickCobra1 in HEK293T.
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Figure S4. TrkC KF Causes the Release of the Mitochondrial Cytochrome ¢ and
Omi, Related to Figure 4

(A and B) Trypan blue cell death assay on wild type (A) and Bak/Bax-deficient (B)
MEFs. Data represent mean + SEM. ***P < 0.001, 2-sided Mann-Whitney test,
compared with control.

(C and D) Efficacy of the Bax (C) and the Bak siRNA (D) on endogenous Bax and Bak
in A549 cells.

(E) Cos7 cells were transfected with TrkC KF GFP and TrkC 496-825 GFP, treated with
z-VAD to avoid apoptosis amplification and cell destruction and immunostained for
active Bax (6A7 clone). Actinomycin D (500 ng/ml) was used as positive control.

(F) MCF10A cells were immnunostained with anti-Flag antibody following transfection of
TrkC KF Flag and treated with z-VAD. Mito Tracker Red CMXRos was used to stain the
mitochondria.

(G) N2A cells were transfected with TrkC KF Flag and immunoprecipitated with an
antibody anti-actin. Tubulin was revealed by a Tuj1 antibody. While detected in the total
extract by an anti-Flag antibody, TrkC KF Flag was undetectable among the proteins
pulled down by the anti-actin antibody.

(H) Confocal imaging on Hela cells stably expressing Omi-mCherry showing the
mitochondrial release of Omi when TrkC GFP, TrkC KF GFP or Bax GFP are ectopically
expressed but not when TrkC 495-825 GFP is expressed. Cells were treated with z-
VAD as in (E). Arrowheads show the diffuse labelling of Omi when it is released in the

cytoplasm.



Supplemental Experimental Procedures

Cloning and Constructs

TrkC 496-641 Flag (TrkC KF Flag) and TrkC 642-825 Flag were subcloned into the
p3XFlag-CMV10 (Sigma-Aldrich) using PCR-obtained inserts with the following primers
5-CGC AAGCTTGCTGGGCCGGATACAG-3’ containing the Hindlll restriction site and
5-CGCGGTACCagTTACACAAGGATCATCGCATC-3’ with the Kpnl restriction site for
TrkC KF Flag and 5- CGCAAGCTTGGACAGCCACGCC-3 containing the Hindlll
restriction site and 5-CGCGGTACCGACTAGCCAAGAATGTCC-3’ with the Kpnl site
for TrkC 642-825 Flag construct. The TrkC KF Kinase Dead D572N (TrkC KF KD Flag)
plasmid was done by site-directed mutagenesis on the TrkC KF Flag plasmid using the
following primers 5-GATGCTTGTGGCAGTGAACGCCCTGAAGGATCCC-3' and 5'-
GGGATCCTTCAGGGCGTTCACTGCCACAAGCATC-3'.TrkC IC DM plasmid coding for
the intracellular part of TrkC mutated for both cleavage sites (TrkC IC D495N/D641N)
was subcloned into the p3XFlag-CMV10 plasmid between Kpnl and Xbal sites
(Tauszig-Delamasure et al., 2007).

Full length TrkC GFP, TrkC KF GFP, TrkC 495-825 GFP and TrkC 1-495 GFP were
subcloned into the pEGP-N3 (Clontech) using the following primers: 5'-
CGCAAGCTTCGATGGATGTCTCTCTTTGC-3’ containing Hindlll restriction site and 5'-
CGCGGTACCGCCAAGAATGTCC-3 with Kpnl restriction site for TrkC GFP; 5'-
CGCGCTAGCATGGATGCTGGGC-3*  with  Nhel  restriction site and 5'-
CGCAAGCTTCATCCACAAGGATCATCGCATC-3" with Hindlll restriction site for TrkC

KF GFP; 5- CGCAAGCTTCGATGGCTGGGCCGG-3’ with Hindlll restriction site and 5'-



CGCGGTACCGCCAAGAATGTCCAGG-3’ with Kpnl restriction site for TrkC 495-825
GFP; 5- CGCAAGCTTCGATGGATGTCTCTCTTTGC-3’ with Hindlll restriction site and
5- CGCGGTACCCAGCGATGAAGGTG-3" with Kpnl restriction site for TrkC 1-495
GFP. Cobra RFP plasmid was designed by subcloning the PCR-amplified human
Cobra1 with the 5- CGCGAATTCTTTCGCGGGGCTGC-3’ primer containing the EcoRI
restriction site and 5- CGCGGATCCGAGCGGGGC-3’ primer with the BamHI restriction
site into the pEYFP-C1 plasmid (Clontech) in which the YFP was previously replaced
with RFP coding cDNA. Cobra1.1 Flag and Cobra1.2 Flag plasmids were designed
through site-directed mutagenesis (Stratagene) using the following STOP codon-
containing primers: 5- GCAGTACATCCTGTAGAAGGAGAGCGC-3' and 5-
GCGCTCTCCTTCTACAGGATGTACTGC-3°  for  Cobra1.1 Flag and 5'-
GAGCTGGTCGGCTAGGAGACACTGCC-3’ and 5-
GGCAGTGTCTCCTAGCCGACCAGCTC-3’ for Cobra1.2 Flag. The Cobra1.3 Flag
plasmid was obtained by subcloning into p3XFlag-CMV10 the PCR-generated insert
using 5- CGCGAATTCAGAGACACTGCCC-3 containing EcoRI restriction site and 5’-
CGC GGTACCGATCAGAGCGGGGC-3' with Kpnl restriction site. Bax GPF plasmid
was purchased from Addgene, the Cobra1 Flag plasmid was a gift from Pr. Rong Li (UT
Health Health Science Center, San Antonio, USA) while TrkA and TrkB were kindly
provided by Pr. Yves-Alain Barde (Biozentrum, Basel, Switzerland). Chick NT-3 was
subcloned by PCR on cDNA purified from chick embryo skin (E10 stage) with the
following primers 5'-CACC ATG TCC ATC TTG TTT TAT GTG ATATTT C - 3" and 5'-
TTA TGT TCT TCC TAT TTT TCT TGA CAA TG - 3' into a pcDNA3.1 directional
(Invitrogen) and transfered into a pMiw (Kishimoto et al., 2002) chick expression vector

with Kpnl/EcorV sites. pshchickCobra was generated in pSilencer 1.0-U6 (Ambion) with
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the following primers : 5'-GCT GAT AAG GAT TTG TAT AAATTC AAG AGA TTT ATA
CAA ATC CTT ATC AGC TTTTTT 3'- and 5'-AAT TAA AAA AGC TGA TAA GGA TTT

GTATAA ATC TCT TGA ATT TAT ACA AAT CCT TAT CAG CGG CC-3'.

siRNA and shRNA

All siRNA were purchased by Sigma-ALDRICH: sihuBAX (SASI_hs02_00337363),
sihuBAK (SASI_Hs02_00331326), sihuCobra1l (SASI_hs01_00236976), siratCobra1
(SASI_Rn02_00232565), simuCobra1l (SASI_MmO01_00110121), siRNA scramble
(SIC001), shhuCobral (SHCLND-NM_015456) and self designed sichickNT-3
(chickNT-3.2s (GCCAGUUAUUUCAAUGGAU) chickNT-3.2a

(AUCCAUUGAAAUAACUGGC).

Immunofluorescence

COS-7 cells, A549 cells, the DRG neurons were cultured on coverslips, then fixed 20
minutes in 4% paraformaldehyde and permeabilized in PBS / 0.2% Triton. The cells
were then incubated for 1 hour with the appropriate primary antibody: anti-panTrk
(Santa Cruz, C14, 1/150), anti-TrkC (Santa Cruz, H300, 1/100), anti-Cobra1 (Santa
Cruz, 1/150), anti-activated Bax (Santa Cruz, clone 6A7, sc-23959, 1/150) and anti-
cytochrome ¢ (Pharmigen, 65971A, 1/300). After 3 washes in PBS, the cells were
incubated for 1 hour with the respective secondary antibody coupled FITC or Cy3
(Jackson Immunoresearch). The DNA was stained using To-Pro (Life Technologies)
and the mitochondria were stained with Mito Tracker Red CMXRos (Life Technologies).
Images were obtained by confocal microscopy and analyzed using Adobe Photoshop,

Imaged or LSM Image Browser.
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Cytochrome c Release

The mitochondria were obtained from N2A cells using the Mitochondria Isolation Kit
from Thermo Scientific (89874) according to the manufacturer's instructions. The
mitochondria were resuspended in Mitochondria Resuspension Buffer (200 mM sorbitol,
50 mM sucrose, 10 mM succinate, 10 mM Hepes pH 7.4, 0.1% BSA, 5 mM KPO4 pH
7.4; solution at pH 7.5). The mitochondria were aliquoted and incubated at 37°C for 1h
with the protein A-Sepharose beads bound to TrkC KF Flag, Cobra Flag, TrkC IC DM
HA or Bax HA, purified from jetprime transfected N2A cells. Briefly, the cells were lysed
with a RIPA/Protease Inhibitors solution during 1h at 4°C, then the proteins were

immunoprecipitated using anti-Flag and anti-HA antibodies.

Mitochondrial Subfractionation

The separation of the inter-membrane space (IMS) and matrix proteins from those that
are membrane bound was done as previously described (Stojanovski et al., 2007).
Briefly, the isolated mitochondria were resuspended in extraction buffer (10 mM MOPS-
KOH, pH 7,2 and 250 mM NaCl) and then sonicated (3 times 5 pulses, 30% duty cycle).
For the separation, the extract was centrifuged at 20000 g for 1 hour at 4°C. The pellet
contained membranes and membrane-associated proteins and the supernatant
contains liberated soluble proteins. The supernatant was further concentrated using

acetone.

Brains Extract Mitochondrial Enrichment
Mitochondria were enriched in mouse adult brain extract as previously described

(Fernandez-Vizarra et al., 2011). Shortly, the brain slices were resuspended in 1 ml of
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AT buffer (75 mM sucrose, 225 mM sorbitol, 1 mM EGTA, 0,1% BSA and 10 mM Tris-
Hcl, pH 7,4) and homogenized by 40 strokes with a glass/teflon Potter homogenizer.
The homogenate was centrifuged at low speed (1000g for 5 min at 4°C) and the
supernatant was spun at 9000g for 10 min at 4°C. The pellet enriched in mitochondria

was washed twice in the AT buffer and further processed.

RNA Isolation and Quantitative Real-Time RT-PCR

To assay Cobra1 expression, total RNA was extracted from cells using the Nucleospin
RNAII kit (Macherey-Nagel). One microgram of RNA was reverse-transcribed using the
iScript cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad). Real-time quantitative RT-PCR (Q-RT-PCR) was
performed using a Light-[1Cycler 480 (Roche Applied Science) and the FastStart
TaqgMan Probe Master Mix (Roche Applied Science). Q-RT-PCR was performed using
probe #68 (Roche Applied Science) and the following primers: Cobra1 forward 5'-
tctcgatggcgtcaagaag-3' and reverse 5'-cacacaggatcatggacaggt-3'. The ubiquitously
expressed human gene hprt1 was used as internal control, using probe #73 (Roche
Applied Science) and the following primers: forward 5'-
TGACCTTGATTTATTTTGCATACC-3' and reverse 5'-CGAGCAAGACGTTCAGTCCT-
3'. For both couples of primers, polymerase was activated at 95 °C for 10 min, followed
by 45 cycles of amplification and 30s of cooling.[

The electroporated chick embryo neural tubes were dissected and the GFP positive part
was pooled with other samples for the same conditions if necessary. The GFP negative
part was also extracted and used control. RNA was extracted and cDNA synthetised as
described for cells. Real-time quantitative RT-PCR was performed using a LightCycler

2.0 apparatus (Roche) using the Light Cycler FastStart DNA Master SYBER Green | kit
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(Roche). Q-RT-PCR was performed using the following primers: chickNT-3, forward 5'-
CACC ATG TCC ATC TTG TTT TAT GTG ATA TTT C - 3' and reverse 5- TTA TGT
TCT TCC TAT TTT TCT TGA CAA TG - 3'. The ubiquitously expressed chick beta actin
gene, was used as internal control, using the following primers: forward 5-TGG CAA
TGA GAG GTT CAG GT-3’ and reverse 5-CAG GAC TCC ATA CCC AAG AAA-3’. For
all couples of primers, polymerase was activated at 95°C for 10 minutes, followed by 45
cycles at 95°C for 20 seconds, 64°C (nt-3) and 52°C(beta actin) for 20 seconds, and

72°C for 15 seconds and fusion 65°C for 30s.

Immunoprecipitation and Western Blotting

HEK293T cells or a fresh dissected mouse brain (C57BI/6) were lysed in 50 mM
HEPES pH 7.6, 125 mM NaCl, 5 mM EDTA and 0.1 to 1% NP-40 in the presence of
proteases inhibitors, and further incubated with either anti-GFP (Torrey Pines Biolabs,
TP401), anti-Cobra1 (Santa Cruz, sc-79991), anti-Flag (Sigma Aldrich, F3165) or anti-
HA (Sigma Aldrich, H6908), anti-beta actin (Cell Signaling, 13E5 #4970) and then with
protein A-Sepharose (Sigma Aldrich) to pull down the proteins of interest. For western
blotting we used the additional antibodies: anti-panTrk (Santa Cruz, sc-139), anti-TrkC
(Santa Cruz, sc-117), anti-Actin (Chemicon, MAB1501R), anti-tubulin Tuj1 (BabCO,
MMS-435P), anti-GAPDH (Santa Cruz, sc-25778), anti-COXIV (Abcam, ab14744), anti-

cytochrome ¢ (Abcam, ab90529) and anti-phosphotyrosine (4G10, Millipore).

Cryosections and Staining
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Dissected embryos were incubated in 4% paraformaldehyde for 24h and then in PBS/
30% Sucrose for 24h, and embedded in Cryomount (Histolab). TUNEL staining was
performed on cryostat sections (/n Situ Cell Death Detection Kit, Roche Diagnostics),
and nuclei were stained with Hoechst. Anti-caspase 3 (9661, Cell signaling, 1/250)
immunostaining was performed as described previously for cell lines(Tauszig-
Delamasure et al., 2007).

Tunel positive cells in the neural tube and in the region between the tube and the
dermatome were counted on both side of the tube for all the sections corresponding to
the electroporated part. A ratio of the TUNEL positive cells on the electoporated side
upon those on the non-electroporated side was calculated for each section. A mean per
section was then calculated. A U test was done to determine wether the difference

between various conditions was significant.
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RESULTATS
3 — Projets en cours

3.1 — Profil d’expression de NT-3 et TrkC

Comme je I’ai déja décrit, un premier aspect de mon travail de these avait pour but
d’étendre la preuve de concept récemment €tablie au laboratoire dans le cas du neuroblastome, qui
présente le couple NT-3/TRKC comme une cible thérapeutique potentielle (Bouzas-rodriguez et
al., 2010). Mon objectif était donc d'étudier le role de TRKC comme récepteur a dépendance dans
le controle d'autres types de cancers. Pour ce faire, j’ai analysé ’expression de 7rkC et NT-3 dans
des cohortes d’échantillons de cancer du colon, du rein, du poumon et du sein, ainsi que dans un
certain nombre de lignées cellulaires. Les résultats concernant la cohorte de colon ont fait I’objet
de la publication présentée précédemment. Les autres résultats préliminaires obtenus sont

présentés ci-apres.

a) Cas du cancer du rein

J’ai obtenu des résultats préliminaires intéressants concernant le cancer du rein. En effet,
j’ai analysé ’expression de NT-3 et de TrkC par RT-qPCR dans une cohorte de 45 patients atteints
de cancer du rein. Pour chaque patient, je disposais de tissu tumoral et du tissu normal associé. J’ai
ainsi pu observer d’importantes variations de 1’expression de N7-3 et de TrkC entre le tissu normal
et le tissu tumoral associé (Figures 1.AB, 2.AB).
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Figure 1 : Profils d’expression ARNm de N7-3 (A) et TrkC (B) dans une cohorte de 45 patients atteints de cancer du rein, établis
par RT-qPCR. Pour chaque patient, le résultat en vert correspond a I’expression dans le tissu normal, et en rouge dans le tissu
tumoral associé. Les patients sont classés en fonction du grade tumoral. Les résultats sont présentés en unité arbitraire (AU), x10°.
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g -1/ (15)  |TRKC stable/high| — TRKClost

4| NT-3stable/lost 13% 40%

E NT-3gain 20% 27%
-1/ (13)  |TRKCstable/high]  TRKClost

NT-3 stable/lost 8% 54%

v NT-3gain 23% 15%

Figure 2 : A. Profil d’expression ARNm de N7-3 et TrkC dans une cohorte de 45 patients atteints de cancer du rein, établis par g-
RT-PCR. Les résultats sont présentés sous forme logarithmique, Logl0 [expression tissu tumoral/expression tissu normal]. Pour
chaque patient, les résultats en vert représentent N7-3 et en rose TrkC. Les patients sont classés en fonction du grade tumoral. B.
Tableau récapitulatif de I’expression de NT-3 et TrkC en fonction du grade tumoral.

Indépendamment du grade tumoral, on observe dans le tissu tumoral par rapport au tissu
normal une perte ou un gain de N7-3 et/ou TrkC (Figure 2AB). Nous nous intéressons tout
particulierement au cas ou I’expression de 7rkC est stable, voir augmentée, et associé a un gain de
NT-3. Cette configuration est retrouvée chez 20 a 23% des patients, selon le grade tumoral (Figure

2B).

Renal cell lines
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Figure 3 : Expression de NT7-3 dans des lignées cellulaires de cancer du rein,
analysée par RT-qPCR .Hprt a été utilisé comme géne de ménage pour
normaliser les résultats. Les résultats sont présentés en unité arbitraire, x10°
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A la recherche d’un modele d’étude, j’ai tout d’abord analysé I’expression de NT-3 dans
une série de lignées cellulaires de cancer du rein. Les lignées A-704 et RCC4 sont celles
présentant la plus forte expression de NT-3, la lignée RCC4 présentant 1’avantage d’étre

xénogreffable, et d’exprimer 7rkC (données non montrées).

b) Cas du cancer du poumon

J’ai ensuite analysé I’expression de N7-3 et de TrkC, toujours par q-RT-PCR dans une
cohorte del5 patients atteints de cancer du rein. Pour chaque patient, je disposais de tissu tumoral
et du tissu normal associé (Figures 4AB).

&
>

4B.

)

U
IS
S
<3
1

400

3

NT-3 mRNA expression relative to HPRT (x10 Al

3

TrkC mRNA expression relative to HPRT (x10 AU)

mm NT-3 normal
mmm NT-3 tumoral

I TRKC normal

TRKC t |
3004 300 - umoral

200+

2004
) | ‘ “‘ I ) ‘ ‘
T T T T T T T T T T T T T T T T T
5 6 8

T T T T T T
1 2 3 4 7 8 9 10 11 12 13 14 15 172 3 4 5 6 7 9 10 11 12 13 14 15

=}

Figured : Profils d’expression ARNm de N7-3 (A) et TrkC (B) dans une cohorte de 15 patients atteints de cancer du poumon,
établis par RT-qPCR. Pour chaque patient, le résultat en vert correspond a I’expression dans le tissu normal, et en rouge dans le
tissu tumoral associé. Les patients sont classés en fonction du grade tumoral. Les résultats sont présentés en unité arbitraire (AU),
x10°.

Pour I’ensemble des patients, on observe une diminution de 1’expression de 7rkC dans le
tissu tumoral par rapport au tissu normal (Figure 4B), et pour une grande majorité (75%), NT-3 est
sur-exprimé dans le tissu tumoral (Figure 4A). De maniere intéressante, les patients 4, 5, 6 et 7 qui
sont ceux conservant I’expression de 7rkC la plus importante, font partie des 75% sur-exprimant
Nt-3. Autrement dit, 25% des patients continuent d’exprimer 7rkC et sur-expriment N7-3.
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¢) Cas du cancer du sein

Dans une cohorte de 70 échantillons de cancer du sein, j’ai analysé 1’expression de NT-3 et
de TrkC par RT-qPCR. (Figures 5). Les échantillons pouvaient €tre classés selon trois grades
tumoraux : MO-NO, MO-N1 et M1. Cependant, je ne disposais pas de tissu sain pouvant servir de
référence.

Figure 5 : Rapport du taux d’expression de N7-3 sur le
54 taux d’expression de TrkC, établis par q-RT-PCR, pour
70 patients atteints de cancer du sein allant du grade MO-
NO au grade M1. Les résultats sont présentés en unité
0 . arbitraire (AU), x10°.

MO-NO MO-N1 M1

NT-3/TRKC mRNA expression (AU)

Le rapport de I’expression de N7-3 sur 7rkC nous permet d’évaluer les échantillons pour
lesquels NT-3 est en exces par rapport a TRKC. On constate que pour tous les grades tumoraux,
on retrouve des échantillons avec un nombre de molécules de NT-3 en exces par rapport a TRKC.
Cependant, I’absence de tissu sain pour établir une comparaison ne permet pas de conclure sur ces
résultats.

3.2 — Régulation de I’expression de N7-3

Dans le but d’étudier la possibilité d’un lien entre la chimiorésistance des tumeurs
mammaires et I’établissement d’une boucle de sur-expression de N7-3, j’ai analysé 1’expression
de NT-3 dans trois lignées de sein (Figure 6). Je les ai ensuite traitées avec différentes doses de
doxorubicine afin de voir si un tel traitement pouvait avoir un effet sur I’expression de NT-3
(Figure 7ABC).
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Figure 6 : Mesure du taux d’expression de N7-3 dans
trois lignées de cancer du sein. Les résultats sont
présentés en unité arbitraire (AU), x10°.
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Figure 7 : Mesure du taux d’expression de N7-3 dans trois lignées de cancer du sein apres traitement avec des doses croissantes de
doxorubicine.L’analyse est faite par RT-qPCR Les cellules sont traitées pendant 48h avec 0, 0.2, 0.5, 1.0 ou 2.0 uM de
doxorubicine. Les résultats sont présentés en index par rapport au contrdle.

On remarque que les lignées MDA-MB-231 et MDA-MB-436, qui sont des lignées
basales, ont un taux de NT-3 supérieur a la lignée luminale T47D (Figure 6). Le traitement des
lignées cellulaires avec des doses croissantes de doxorubicine entraine une augmentation de
I’expression de NT-3, augmentation jusqu’a presque 20X dans les T47D et les MDA-MB-436

(Figure 7).
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3.3 — BAF180, nouveau partenaire potentiel de TRKC KF

Parmi les nombreux partenaires potentiels de TRKC KF identifiés lors de notre crible
double-hybride, je me suis intéressée a BAF180, une protéine impliquée dans le remodelage de la
chromatine, identifiée comme un tumeur suppresseur potentiel dans le cancer du sein, et comme
un régulateur de p53. J’ai pu confirmer I’interaction de BAF180 avec TRKC KF, par co-
immunoprécipitation dans des cellules 293T (Figure 8).
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Figure 8 : Immunoprécipitation de TRKC KF avec un
anticorps anti-flag, révélation de BAF180 par western
blot avec un anti-GFP. Immunoprécipitation de BAF180
avec un anticorps anti-GFP, révélation de TRKC KF par
western blot avec un anti-flag.
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DISCUSSION & PERSPECTIVES

I - TRKC, un récepteur a dépendance : Quelle signification biologique ?

1 — Comment le départ du ligand NT-3 peut-il induire I’apoptose ?

La théorie des récepteurs a dépendance (RDs) implique qu’un récepteur de ce type, en
I’absence de son ligand, sera capable d’induire la mort cellulaire par apoptose, et ceci de maniere
active, grace a la mise en place d’une voie de signalisation négative. C’est le cas de TRKC, qui en
I’absence de son ligand NT-3, entraine 1’apoptose des cellules qui I’expriment. Comment le retrait
du ligand déclenche-t-il l'induction pro-apoptotique de son récepteur ? A ce jour, plusieurs

hypotheses peuvent €tre avancées.

Une premiere possibilité serait que le ligand, en se détachant de son RD, induise un
changement de conformation tridimensionnelle de la partie intracellulaire du récepteur, qui
exposerait les sites de clivage par les caspases ; en 1’occurrence D495 et D641 pour TRKC. Des
résultats obtenus pour certains RD comme DCC et UNC5H2, montrent une adaptation de la
conformation multimérique de la protéine en fonction de la présence ou non du ligand (Mille et
al., 2009b). TRKC est un RD particulier puisque c’est aussi un récepteur a tyrosine kinase. Or,
comme la plupart des récepteurs a tyrosine kinase il se dimérise quand il est activé par son ligand
(Reichardt, 2006), ce qui pourrait confirmer 1’hypothese selon laquelle les sites de clivage de
TRKC sont inaccessibles aux caspases en présence de NT-3. De plus, une analyse in silico a
montré que cette dimérisation de TRKC pourrait masquer précisément les résidus aspartiques qui
sont la cible des caspases (Delcros JC., données non publiées). Ainsi, le départ de NT-3
entrainerait la monomérisation de TRKC et I’exposition des résidus aspartiques ciblés par les
caspases. Toujours selon I’hypothese de la libération de 1’acces aux sites de clivages, il est
possible qu’une déphosphorylation du RD en soit responsable, puisque a I’inverse, une
phosphorylation du RD MET sur le résidu Y1001 a été rapportée comme étant suffisante pour
empécher le clivage par les caspases (Deheuninck et al., 2009).

Une seconde explication peut étre avancée, quand on sait que la fixation de NT-3 sur
TRKC active une cascade de signalisation positive ol entrent en jeu les voies RAS/MAPK et
PI3K/AKT. On peut en effet imaginer que des voies de signalisation aussi puissantes pourraient
exercer un controle négatif sur I’activité d’induction d’apoptose de TRKC. Ainsi le départ de NT-
3 pourrait lever le rétrocontrole négatif de ces voies positives sur la signalisation de mort induite
par TRKC. Des éléments sont en faveur d’une telle hypothese, comme le fait que la voie
PI3K/AKT activée exerce déja une action anti-apoptotique en entrainant la phosphorylation et la
séquestration nucléaire de la protéine pro-apoptotique BAD. De la méme maniere, le facteur de
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transcription FOXO3A est lui aussi inactivé, ce qui inhibe la transcription de ses cibles, en
particulier les effecteurs apoptotiques FASL, TRAIL, PUMA et BID. Sachant que NT-3 active
également la voie de signalisation NF-kB, se sont autant de possibilités qu’une régulation négative
s’exerce sur la fonction pro-apoptotique de TRKC en présence de son ligand (pour revue, Ichim et
al., 2012).

Pour répondre a ces questions, nous avons mis en ceuvre plusieurs expériences. Une
premiere consiste a comparer 1’induction de mort cellulaire par TRKC sauvage (WT) et TRKC
muté au niveau de son site d’activité kinase : TRKC KD (Kinase Dead). In vitro, nos résultats
préliminaires dans les lignées cellulaires A549 et 293T ne montrent pas de différence significative
de capacité a induire 1’apoptose entre TRKC WT et KD. Nous avons ensuite testé 1’effet de la
présence de NT-3 sur la mort induite par TRKC WT et KD. Nos résultats, trop variables, ne nous
permettent pas de conclure. Cependant, des expériences réalisées ex vivo par I’équipe de Urmas
Arumae dans des neurones invalidés pour TRKC endogene, puis transfectés avec soit TRKC WT,
soit TRKC KD, en présence ou non de NT-3, tendent a montrer que en présence de TRKC KD,
une part de la mort cellulaire n’est pas inhibée par NT-3, tandis que I’inhibition est plus
importante pour TRKC WT. Ces résultats pourraient signifier qu’en 1’absence de NT-3, une part
de la mort induite par TRKC WT est due a sa signalisation pro-apoptotique, et une autre a
I’absence de sa signalisation positive. Autrement dit, il semblerait donc qu’en présence de NT-3, a
la fois la dimérisation et le changement de conformation du récepteur, ainsi que 1’activation des
voies MAPK, participent a I’inhibition de mort induite par TRKC. Cependant, ces résultats restent
préliminaires, car ce modele d’étude ne permet ni de vérifier que 1’expression de TRKC WT et
KD sont équivalentes, ni de vérifier que I'invalidation du récepteur endogene par siRNA (ciblant

les extrémités 3°UTR) est complete.

2 — L’activation des caspases : un évenement initiateur ou exécutif ?

On sait que ’activité pro-apoptotique de la plupart des RDs dépend d’un clivage par les
caspases au niveau de leur domaine intracellulaire (Goldschneider and Mehlen, 2010). Il
semblerait que ce signal pro-apoptotique, une fois déclenché, soit ensuite entretenu et amplifié,
soit par le RD lui-méme, soit par le recrutement d’'un complexe d’activation des caspases (Thibert
and Fombonne, 2010).

2.1 — Le « dépendosome », une plateforme activatrice pour TRKC ?

Ce complexe d’amplification du signal apoptotique, mis en évidence par exemple dans le
cas du RD PATCHED, a été appelé « le dépendosome » (Mille et al., 2009a). L’une des questions
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a laquelle nous tentons de répondre actuellement concerne donc le possible recrutement d’un
dépendosome par TRKC non lié. Ceci pourrait expliquer I’activation localisée de la caspase-9, et
donc le double-clivage du domaine intra-cellulaire de TRKC et la libération du fragment pro-
apoptotique TRKC KF. Il a été démontré qu'en 1’absence de son ligand, PATCHED recrute un
complexe protéique formé de DRAL, NALPI1 et la caspase-9. Le dépendosome serait une
plateforme pour activer la caspase-9 initiatrice, qui contrOlerait ensuite I’activation des caspases
effectrices en aval (Mille et al., 2009a). Il a été démontré que les caspases initiatrices sont souvent
activées au sein de complexes multi-protéiques. Parmi les complexes activateurs les mieux
caractérisés chez les mammiferes on trouve I’apoptosome (Apaf-1, cytochrome c, pro-caspase-9),
le complexe DISC (FAS, FADD, caspase-8), le PIDDosome (PIDD, RAIDD, caspase-2) et
I’inflammasome (NALP1, ASC, caspase-1 and -5) (Park, 2012).

Nos résultats préliminaires montrent que suite a une déprivation en NT-3, TRKC recrute
tous les composants du dépendosome, responsable de 1’activation des caspases -9 et -3 (données
non publiées). L extinction de I’expression de DRAL ou NALP1 inhibe I’induction d’apoptose par
TRKC, a la fois in vitro et in vivo, dans un modele de tumorigenese chez le poulet. De maniere
intéressante, NALP1 a été décrit comme capable d’induire 1’apoptose, soit en association directe
avec les caspases -2 et -9, soit indirectement, en interagissant avec APAF-1 et en amplifiant
I’activité de 1’apoptosome (Tschopp et al., 2003). De plus, une étude préliminaire décrit
I’interaction entre PATCHED et 1’ubiquitine ligase XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis), qui
pourrait &tre un autre composant du dépendosome. Sachant que 1’ubiquitination de la caspase-9
par XIAP entraine sa dégradation, il serait intéressant de regarder si XIAP exerce un controle sur
la caspase-9 activée au sein du dépendosome, assurant ainsi une activation caspase localisée,
responsable du clivage du RD. Enfin, la taille importante du dépendosome (1000-2000 kDa)
suggere 1’existence d’autres composants qui pourraient eux aussi étre impliqués dans 1’apoptose

induite par TRKC, et qu’il serait intéressant d’identifier et d’investiguer.

Néanmoins, des travaux supplémentaires sont nécessaires pour résoudre ces questions. Une
approche crystallographique et biochimique pourrait étre bénéfique pour améliorer la
compréhension de I’enchainement des événements en amont du signal apoptotique, en particulier

la formation du dépendosome.

2.2 — L’hypothese d’une activation locale des caspases

Une question commune a 1'étude de chacun des RD demeure : comment le clivage des RDs
par les caspases pourrait étre un événement initiateur de la cascade pro-apoptotique, sachant que
I’activation des caspases est connue pour €tre un éveénement terminal de la signalisation de mort
cellulaire ? Face a ce paradoxe, nous pouvons émettre plusieurs hypotheses susceptibles de le

résoudre.
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Une premiere explication réside dans la possibilité que les pro-caspases ne soient pas
totalement inactives, et puissent avoir une activité protéolytique basale a proximité de leur
substrat, ce qui pourrait étre suffisant pour initier le signal apoptotique (Yang et al., 1998). De
plus, on sait que les substrats des caspases sont aussi multiples et différents que peuvent I’étre les
cytokines, les kinases, les polymérases, et méme les facteurs de transcription, et qu’ils ne sont pas
tous impliqués dans la voie apoptotique (Lamkanfi et al., 2007). C’est pourquoi 1’activité
protéolytique des caspases est fortement régulée, en particulier par des inhibiteurs endogenes des
caspases comme les protéines IAPs, qui limitent la propagation de I’activation des caspases
(Salvesen and Duckett, 2002). Nous pouvons donc imaginer que I'induction d’apoptose par les
RD pourrait trouver son origine dans un phénomene tres localisé, le clivage du domaine
intracellulaire du récepteur, qui engendrerait ensuite une amplification du signal d’apoptose, et se
propagerait aux récepteurs et aux caspases environnants, pour finalement entrainer la mort de la
cellule. Un tel phénomene pourrait étre favorisé par un contexte cellulaire particulier, créé par
I’absence du ligand du RD. Dans le cas de TRKC, nous pouvons penser qu’une restriction de la
disponibilité environnementale de son ligand NT-3, pourrait permettre aux caspases 1’acces aux
sites de clivage, et il n’est pas impossible que la disparition de la voie kinase positive de TRKC ait
un impact sur le stress cellulaire. Ainsi I’absence de NT-3 elle-méme pourrait créer un contexte

favorable a la survenue et a I’amplification du signal apoptotique, au départ localisé.

D’autre part, de plus en plus d’éléments suggerent que certains RDs, en I’absence de leur
ligand, pourraient recruter un complexe protéique qui serait responsable de leur propre clivage par
les caspases, exposant ou libérant ainsi un domaine apoptotique initiateur de la cascade de mort
cellulaire. De méme que pour le RD PATCHED, des résultats préliminaires indiquent que TRKC
serait capable de recruter la protéine adaptatrice DRAL (Down-regulated in RhabdomyosArcoma
LIM-domain protein; also known as FLH2), NALP1, une protéine possédant un domaine CARD
de recrutement des caspases (NLR family, pyrin domain containing 1), et la caspase-9. Ces
protéines formeraient le « dépendosome », qui comme cela a été montré pour PATCHED, seraient
capables d’activer localement la caspase-9, qui cliverait alors le domaine intracellulaire de TRKC
et libererait ainsi TRKC KF (Giraud L. & Ichim G., données non publiées). De plus, dans le cas
du RD MET, le récepteur tronqué pourrait amplifier le signal apoptotique en titrant le ligand
environnant (Deheuninck et al., 2009). 1l est facile d’imaginer qu’un récepteur TRKC dépourvu
de son domaine intra-cellulaire, de la méme maniere que RET, serait capable d’amplifier le signal
apoptotique.
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3 - TRKC, un inducteur de la mort cellulaire intrinseque

3.1 — La voie mitochondriale : une voie possible d’induction de mort pour les
RDs ?

Au cours de ma these, j’ai eu I'opportunité de participer a un projet ayant pour but
d’élucider I’enchainement des évenements par lesquels TRKC induit la mort cellulaire par
apoptose en 1’absence de NT-3. Ainsi, nous avons montré que le fragment TRKC KF généré lors
du clivage du domaine intracellulaire de TRKC par les caspases au niveau des résidus aspartique
D495 et D641 est partiellement adressé a la mitochondrie, ot il se lie et active BAX. Ceci conduit
au relargage de plusieurs protéines cytotoxique de 1’espace inter-membranaire mitochondrial, tel
que le cytochrome ¢ et Omi. S'ensuit la formation de I’apoptosome, qui activerait la caspase-9, qui

a son tour activerait la caspase-3 exécutrice (Ichim et al., 2013).

Ce n’est pas la premiere fois qu’un tel mécanisme est décrit, a savoir le clivage d’une
protéine par les caspases, donnant lieu a la libération d’un fragment pro-apoptotique dirigé a la
mitochondrie. C’est le cas entre autres pour BAD, MCL-1 (Condorelli et al., 2001; Weng et al.,
2005), et de maniere intéressante pour un autre récepteur a tyrosine kinase, HER2. Le clivage de
HER?2 par les caspases libere deux fragments BAD-like, qui sont localisés a la mitochondrie et
induisent le relargage du cytochrome c (Strohecker et al., 2008).

Ainsi, TRKC induirait I’apoptose en activant la voie de mort intrinseque (mitochondriale).
Or TRKC n’est peut-€tre pas le seul RD a agir de la sorte. En effet, il existe maintenant plusieurs
évidences montrant que d’autres RDs induiraient la mort cellulaire de cette maniere. Une étude
similaire a la notre a été menée par 1’équipe de David Tulasne concernant le RD MET, un autre
récepteur a tyrosine kinase. Elle montre que le fragment libéré par le clivage de MET est adressé a
la mitochondrie ou il pourrait interagir avec BCL2, ce qui expliquerait 1’induction la
perméabilisation de la mitochondrie et le relargage du cytochrome ¢ ((Lefebvre et al., 2013)). Des
résultats préliminaires concernant le RD PATCHED semblent eux-aussi indiquer que sa voie de
signalisation négative passerait par la mitochondrie, puisque 1’apoptose induite par PATCHED est
a la fois bloquée par BCL2, et par I’absence de BAK et BAX (Bonnet M. et Fombonne J., données
non publiées).

Des études in vivo tendent a renforcer la possibilité d’un cross-talk entre le RD TRKC et
I’apoptose mitochondriale. I a par exemple été montré que la perte des neurones proprioceptifs
exprimant 7rkC dans les souris invalidées pour NT-3, est sauvée par la délétion de Bax (Patel et
al., 2003). Il est intéressant de noter que la méme observation a été faite concernant le RD TrkA
(Patel et al., 2000). Enfin, les souris déficientes pour BAX présente une augmentation du nombre
de neurones exprimant TRKC, ce qui suggere une implication de BAX dans la mort induite par
TRKC (Suzuki et al., 2010). Cependant, méme si ces études mettent en évidence un role de la voie
mitochondriale dans la mort des neurones exprimant TRKC, une part importante de cette apoptose
est due a la limitation de la disponibilité en NT-3, décrite par la théorie neurotrophique. Nous
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pensons néanmoins qu’une partie de I’apoptose est initiée par TRKC lui-méme, et que croiser les
souris KO citées précédemment, avec une souris possédant une version de TRKC non clivable
permettrait de définir le role de TRKC en tant que récepteur a dépendance dans la mise en place

des neurones sensoriels.

3.2 — Quel role de TRKC KF dans cette voie de mort intrinseque ?

L’apoptose mitochondriale est controlée en grande partie par les interactions des membres
de la famille BCL-2 avec différentes protéines pro-apoptotiques. En particulier, BAX et BAK sont
les deux protéines effectrices qui vont rompre 1’intégrité de la membrane mitochondriale externe
et déclencher la MOMP (Walensky & Gavathiotis, 2011). L’activation de BAX et BAK dépend
principalement des protéines possédant un domaine BH3 BID et BIM, mais pas seulement. En
effet, d’autres protéines capables de les activer et ne possédant pas toujours de domaine BH3, ont
récemment été décrites, tels que ERBB4/HER4 et méme le facteur de transcription IRF-3
(Chattopadhyay et al., 2010; Naresh et al., 20006).

Nos travaux sur la signalisation négative de TRKC ont montré que TRKC KF, qui ne
possede pas de domaine BH3 fonctionnel, interagit avec BAX et I’active. Bien que nous ayons des
preuves de cette interaction, il reste encore a déterminer les caractéristiques structurales et
tridimensionnelles du complexe ainsi formé. D’autres questions doivent €tre investiguées : Ou
survient cette interaction, dans le cytoplasme ou a la membrane mitochondriale ? Comment TRKC
KF active-t-il BAX ? TRKC KF intervient-il dans 1’équilibre des relations entre BAX et les autres
membres de la famille BCL-2 ? A ce stade, plusieurs scénarios restent possibles : une interaction
de TRKC KF avec BAX dans le cytosol suggererait un role de TRKC KF dans le recrutement de
BAX a la mitochondrie ; tandis qu’'une survenue de I’interaction de nos deux protéines d’intérét a
la membrane mitochondriale, nous permettrait d’envisager un role de TRKC KF dans la capacité
de BAX a dimériser et former les pores, par lesquels vont s’échapper les molécules toxiques de
I’IMS. Des expériences supplémentaires sont nécessaires répondre sur ces points, il serait

notamment intéressant d’établir la cinétique de cette interaction.

4 - Nouveaux partenaires et autres roles potentiels de TRKC KF

Bien que nous ayons mis en lumiere ’'implication de COBRA1 dans la mort cellulaire
induite par TRKC via la voie mitochondriale, améliorer la caractérisation de cette signalisation
négative reste 'un de nos objectifs. Dans le but d’identifier de nouveaux partenaires pro-
apoptotiques de TRKC, qui pourraient jouer un rdéle dans I’induction de la mort cellulaire en
I’absence de NT-3, nous avons réalisé un crible double-hybride en utilisant TRKC KF en tant
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qu’appat, et une librairie d’ADNc, issus de cerveaux embryonnaires de souris (TRKC ayant été
décrit pour son implication dans le développement du systeme nerveux), en tant que proie. Un
certain nombre de partenaires potentiels de TRKC KF ont ainsi été mis en évidence, dont la

majorité était nucléaire.

Notre étude sur le partenaire de TRKC, COBRAI, et son implication dans la mort
cellulaire via la voie mitochondriale, a montré qu’une partie du fragment de clivage TRKC KF se
localise a la mitochondrie. Mais elle montre aussi que tandis qu’une part de TRKC KF est
localisée dans le cytoplasme, et une autre est observable dans le noyau. Nous pouvons alors
imaginer d’autres roles potentiels de TRKC KF dans le noyau, du fait de son interaction avec les

partenaires décrits ci-dessous, identifiés lors de notre crible double-hybride.

4.1 - HEY1

N

HEY1 est un facteur de transcription appartenant a la super-famille des répresseurs
transcriptionnels basique-hélice-boucle-hélice-Orange (bHLH-O), de méme que HEY?2 et HEYL
(Davis & Turner, 2001). 1l a été montré que la voie NOTCH augmentait 1’expression de HEY1, ce
qui conduit a I'inhibition transcriptionnelle de ses cibles. De plus, HEY1 semble €tre un effecteur
essentiel de la voie NOTCH, de par son implication dans le développement cardiaque et vasculaire
(Fischer et al., 2004), en neurogenese (Sakamoto et al., 2003) et dans le développement du

squelette (Zamurovic et al., 2004).

De maniere intéressante, une analyse globale du génome a montré que HEY1 était un
régulateur positif du suppresseur de tumeur pS3. Forcer I’expression de HEY 1 active P53 et induit
I’apoptose in vitro, en inhibant MDM?2 et en stabilisant P53 (Huang et al., 2004). Une étude
récente permet d’évoquer un lien entre HEY1 et la voie pro-apoptotique de TRKC : en effet,
I’invalidation de HEY1 entrainerait une augmentation du nombre de neurones exprimant 7rkC
dans les DRGs (Mukhopadhyay et al., 2009).

Des expériences préliminaires de co-immunoprécipitation et de fractionnement sub-
cellulaire menées au laboratoire ont mis en évidence une interaction entre HEY1 et TRKC KF, et
une translocation de TRKC KF dans le noyau suite a cette interaction. Cependant, il reste a
déterminer si HEY'1 est un partenaire pro- ou anti-apoptotique de TRKC. TRKC KF pourrait par
exemple favoriser la régulation positive de HEY1 sur p53, ce qui augmenterait la mort cellulaire.
Mais on peut aussi imaginer qu’en liant TRKC KF, HEY1 le piege dans le noyau et protege ainsi
la cellule de I’apoptose induite par TRKC KF. Un tel phénomene a déja été démontré a plusieurs
reprises, c’est par exemple le cas de la protéine oncogénique C-MYC, séquestrée dans le noyau
cellulaire puis détruite par le protéasome (Arabi, 2003).




DISCUSSION & PERSPECTIVES

4.2 — L’importine o3

Les importines a et B sont responsables de I’'import nucléaire de centaines de protéines.
L’importine a3 reconnait le signal classique NLS de localisation nucléaire porté par les protéines.
Ce signal correspond a une séquence de 8 a 10 acides aminés, qui varie d'une protéine nucléaire a
I'autre, mais est toujours riche en acides aminés chargés positivement, c’est a dire les acides
aminés basiques : arginine, lysine, histidine. L’importine a3 va donc lier les protéines via leur
NLS, puis interagir avec les importines 3, qui vont transporter le complexe ainsi formé a travers
les pores nucléaires (Nuclear-Pore Complex, NPC) vers le noyau cellulaire. Les importines sont
ensuite recyclées dans le cytoplasme par les exportines (Goldfarb et al., 2004). L’utilisation de

logiciel de prédiction (http://nls-mapper.iab.keio.ac.jp/cgi-bin/NLS Mapper form.cgi) nous

indique que TRKC KF ne possede pas de bona fide NLS, il ne peut donc pas étre une cible directe
des importines. Cependant il est possible que ce soit le complexe TRKC KF-HEY1 qui soit
transporté dans le noyau par les importines. Une invalidation de I’importine a3 endogene pourrait
nous fournir une premiere indication du role de ce partenaire potentiel de TRKC KF dans
I’apoptose induite par ce RD.

4.3 - BAF180

BAFI180 (PBRM1) est une sous-unité de PBAF (Polybromo/Brgl-Associated Factor), un
complexe de remodelage de la chromatine essentiel dans les processus de transcription, de
réplication, de réparation et de recombinaison de I’ADN (Vignali et al., 2000). Récemment, des
mutations de BAF180 ont été identifiées pour un pourcentage élevé de cancer du rein (Varela et
al., 2011) ; BAF180 a également été mis en avant lors d’un screen a la recherche de genes
suppresseurs de tumeurs dans le cancer du sein (Xia et al., 2008). BAF180 est aussi crucial pour la
prévention des défauts de sénescence, depuis qu’il a été montré que son altération promeut la
prolifération (Burrows et al., 2010). Le mécanisme par lequel BAF180 exerce son action de
tumeur suppresseur semble impliquer p21 et pS3 qu’il régule (Burrows et al., 2010; Xia et al.,
2008).

Nos résultats préliminaires montrent qu’il existe une interaction entre TRKC KF et
BAFI180, et que celle-ci a lieu dans le noyau. Nous avons également tenté de regarder I’effet de
TRKC KF sur la régulation transcriptionnelle de p21. Nous pouvons spéculer sur la formation
d’un complexe TRKC KF — BAF180 dans le noyau, qui pourrait amplifier I’effet de BAF180 sur
la régulation transcriptionnelle de p53, qui pourrait a son tour activer des inducteurs de la voie de
mort intrinseque comme BAX, PUMA ou APAF-1 (Yoshida and Miki, 2010).
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II - Surexpression de N7-3 : un mécanisme tumoral pour échapper a I’apoptose induite par
TRKC ?

Depuis un certain nombre d’années déja, et a plusieurs reprises, il a été mis en évidence au
laboratoire qu’une cellule tumorale pouvait échapper a la mort cellulaire induite par un RD en sur-
exprimant son ligand. L’existence de ce mécanisme en cancérogenese a d’abord été démontrée
dans le cas du controle exercé par la nétrine-1, le ligand des RD DCC et UNCS5H, sur la
tumorignese colorectale, en controlant la mort cellulaire. Une sur-expression de la nétrine-1 a
ensuite été mise en évidence dans plusieurs types de cancer: dans les cancers du sein
métastatiques (Fitamant et al., 2008), le cancer du poumon (Delloye-Bourgeois et al., 2009a), les
neuroblastomes agressifs (Delloye-Bourgeois et al., 2009b), et plus récemment dans les maladies
inflammatoires de Bowel, qui sont un terrain plus que propice au développement d’un cancer

colorectal.

L’expression de TRKC et de son ligand NT-3 a été analysée dans de nombreux types de
cancer, bien que la majorité des études se soient focalisées sur TRKC. Ceci peut s’expliquer par le
fait que TRKC, en tant que Récepteur a Tyrosine Kinase (RTK), est traditionnellement considéré
comme un oncogene favorisant le développement tumoral quand il est anormalement activé. Ce
point de vue est vérifié dans de nombreux cancers, cependant, le rdle de TRKC est moins évident
dans les tumeurs ou sa présence a été montrée comme étant un marqueur de bon pronostique
(Nakagawara, 2001; Svensson et al., 1997). Jusqu’ici, NT-3 a surtout été considéré comme le
ligand du récepteur oncogénique TRKC, permettant son activation de maniere constitutive. Or au
laboratoire, nous considérons le couple TRKC/NT-3 sous I’angle des Récepteurs a Dépendance,
ce qui nous amene a nuancer I'interprétation des résultats sur I’expression de TRKC et NT-3 dans

les tumeurs.

1 — La sur-expression de N7-3, un blocage direct de la voie négative de TRKC :

I'exemple du neuroblastome et du cancer du rein

Au cours de ma these, j’ai donc appréhendé TRKC du point de vue des récepteurs a
dépendance (RD). Or si nous reconsidérons le couple TRKC/NT-3 a travers le filtre de la théorie
des RDs, nous pouvons argumenter que la surexpression de N7-3 peut entrainer la survie cellulaire
en activant la cascade de signalisation positive des RTKs, mais aussi en inhibant 1’apoptose
induite par TRKC. Nous pouvons donc établir que la surexpression de N7-3 confere un avantage
sélectif aux cellules tumorales, ce qui a ét¢ démontré par mon équipe dans le cas du
neuroblastome (Bouzas-rodriguez et al., 2010). En effet, nous avons montré que 1’augmentation de
I’expression de NT-3 dans une large part des neuroblastomes agressifs de stade 4, bloque
I’apoptose induite par TRKC, et favorise la survie et la dissémination des cellules cancéreuses
(Bouzas-rodriguez et al., 2010).
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J’ai donc cherché, au cours de ma these, a étendre a d’autres types de cancer cette preuve
de concept établie dans le neuroblastome pour NT-3 et TRKC.

Lors de I’établissement de profils d’expression de TrkC et NT-3, j’ai obtenu des résultats
préliminaires intéressants concernant le cancer du rein. En effet, j’ai observé d’importantes
variations de I’expression de 7rkC et NT-3 entre le tissu normal et le tissu tumoral associé. Il
existe dans les tumeurs rénales des pertes de NT-3, des pertes de TRKC, des pertes de NT-3 et
TRKC, ou encore des sur-expressions de N7-3. De maniere intéressante, j’ai pu établir que selon
le grade tumoral, de 20 a 23% des patients, tandis qu’ils continuent d’exprimer 7rkC, sur-
expriment N7-3 dans le tissu cancéreux par rapport au tissu normal associé. Or c’est cette
configuration particuliere qui nous intéresse, car comme cela a été montré dans le cas
neuroblastome, cette boucle autocrine de production de NT-3 pourrait étre ciblée par des agents
interférant afin de bloquer la liaison de NT-3 avec TRKC, et induire I’apoptose des cellules
cancéreuses (Genevois AL., données non publiées). De premicres analyses de 1’expression de
TrkC et NT-3 dans des échantillons d’une cohorte de patients atteints de cancer du poumon,
laissent entrevoir qu’un pourcentage non négligeable (25%) de ces patients pourraient eux aussi
présenter une sur-expression de N7-3 associée a la présence de TRKC. Ces résultats, que ce soit
pour le cancer du rein ou pour le cancer du poumon, ayant été obtenus par une analyse
d’expression au niveau ARNm, doivent étre confirmés au niveau protéique par des marquages

immuno-histochimiques, par exemple des TMA.

2 — La régulation de I’expression de N7-3 : quels mécanismes ?

Nous avons démontré que la sur-expression de N7-3 dans les cellules tumorales leur
confere un avantage sélectif en favorisant leur survie. Mais par quel mécanisme cette boucle

d’auto-production de NT-3 se met-elle en place ?

L’impact du phénomene d’hyperméthylation dans le développement tumoral, souvent
décrit, est principalement dii a I’extinction de 1’expression des genes suppresseurs qu’elle entraine.
A Tinverse, la relevance physiologique de ’hypométhylation de I’ADN est moins bien connue
(Ehrlich, 2002), méme s'il a été montré que 1’hypométhylation de plusieurs genes associés au
développement cancéreux donnait lieu a une expression génique aberrante. C’est le cas par
exemple de la protéine de jonction claudine-4, dont I’expression est augmentée de manicre

aberrante dans les cancers gastriques (Kwon et al., 2011).

L’augmentation de NT-3 dans les cancers pourrait également étre due a une dérégulation
par les facteurs de transcription. En utilisant des logiciels de prédiction pour les sites de fixation
des facteurs de transcription (http://www.phylofoot.org/consite/; http://www.cbrc.jp/htbin/nph-

tfsearch), nous avons pu déterminer de potentiels sites de fixation pour des facteurs de

transcription tels que ZEB-2, NF-kB et HSF1 (Heat Shock Factor 1) sur la région promotrice de
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NT-3. ZEB-2 est I’un des facteurs de transcription impliqué dans une étape clé du développement
embryologique et de I’évolution tumorale : la transition €pithélio-mésenchymateuse (EMT). Lors
de ’EMT, les cellules cancéreuses acquierent des caractéristiques propres aux cellules souches, ce
qui augmente leur capacité a envahir le tissu environnant et a résister aux traitements de
chimiothérapie (Polyak 2009). Un sous-type des tumeurs du sein triple négatives, les tumeurs
claudin-low, présente un enrichissement en marqueurs de transition EMT et en propriétés de
cellules souches. De maniere intéressante, j’ai observé une augmentation de 1’expression de N7-3
dans plusieurs lignées cellulaires de cancer du sein claudin-low telles que les MDA-MB-231,
MDA-MB-436 et les HS578T, tandis que dans la lignée ductale T47D, aucune sur-expression de
NT-3 n’est détectée. Nous pouvons imaginer que la dérégulation transcriptionnelle de 1’expression
de NT-3 dans les tumeurs du sein claudin-low pourrait étre due a des facteurs de transcription
impliqué dans I’EMT, comme ZEB-2 mais aussi SNAI1, SLUG ou TWIST]I.

Le facteur de transcription NF-kB a récemment été associé avec une augmentation de
I’expression de sa cible transcriptionnelle la nétrine-1, dans une fraction de tumeurs colorectales
issues de patients souffrant d’une inflammation chronique de I’intestin, la maladie de Bowel
(Inflammatory Bowel Disease : IBD). Il a également été proposé que I’induction de I’expression
de la nétrine-1 par NF-xB puisse affecter la progression tumorale colorectale (Paradisi et al.,
2013), en bloquant la mort cellulaire induite par les récepteurs a dépendance liant la nétrine-1 :
DCC et UNC5H. Un mécanisme similaire pourrait s’appliquer a la régulation de I’expression de
NT-3. 1l faudrait détecter la présence de marqueurs de 1I’inflammation et éventuellement la corréler

avec I’expression de NT-3 dans les différents cancers montrant une surexpression de N7-3.

C’est lors d’une étude globale du génome que la possibilit¢ d’une régulation de
I’expression de NT-3 par HSF1 a vu le jour. En effet, N7-3 a été identifié comme étant un des
genes pouvant étre régulé par HSF1, que ce soit de maniere directe ou indirecte (Page, 2000).
HSF1 est le principal régulateur transcriptionnel des protéines de stress, les Heat Shock Proteins
(HSPs), qui sont produites en réponse a des éléments de stress protéo-toxique tels que les chocs
thermiques, I’hypoxie, la présence de radicaux libres ou encore une déprivation en ATP. Les HSPs
vont soit favoriser la re-conformation des protéines présentant des défauts d’assemblage, soit les
diriger vers le protéasome pour étre détruites quand la correction n’est plus une option possible.
(Whitesell 2005). Alors que I’on sait que la production d’HSPs augmente dans une grande
majorité des cancers, peu de choses sont connues sur le role de HSF1 dans le développement
tumoral. Cependant, on peut penser que les cellules cancéreuses étant soumises a de nombreux
stress auxquels elles doivent résister, il est possible que HSF1 stimule 1’expression de ses cibles
transcriptionnelles, dont font partie les HSPs, afin de faciliter 1’adaptation cellulaire aux

conditions tumorales.

Cette adaptation pourrait également donné lieu a une sur-expression de N7-3 par HSF1, qui
favoriserait la survie des cellules cancéreuses en activant la fonction tyrosine kinase de son
récepteur TRKC, et en les protégeant de la mort induite par 1’activité récepteur a dépendance de
TRKC.
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3- Cibler ’interaction NT-3/TRKC : une nouvelle cible thérapeutique

Depuis la premiere description de I'implication des récepteurs a tyrosine kinase en
cancérogenese, des molécules thérapeutiques ont été¢ développées pour inhiber I’ activité kinase des
protéines TRKs. Les plus connues, CEP-701, CEP-2563 ou CEP-751 (lestaurtinib) sont des
inhibiteurs de I’activité tyrosine kinase, présentant une homologie de structure avec la
staurosporine, le précurseur des inhibiteurs modernes, et qui entrent en compétition avec les
récepteurs TRKs pour la fixation de I’ATP. Ces inhibiteurs sont actuellement en essais cliniques
de phase I et II, et leur efficacité a déja ét€ établie pour de nombreux types de cancers. Cependant,
ces inhibiteurs doivent surmonter deux problémes principaux : tout d’abord, du fait du degré
d’homologie élevé des domaines kinase de TRKA, B et C, ces inhibiteurs ne sont pour 1’instant
pas capables de fixer un récepteur TRK de maniere spécifique ; deuxiemement, les mutations
survenant au niveau du domaine kinase conferent aux cellules cancéreuses une résistance a ces

inhibiteurs (pour revue, Tauszig-Delamasure and Bouzas-Rodriguez, 2011).

L’étude menée au laboratoire sur le neuroblastome propose une alternative aux inhibiteurs
de I’activité tyrosine kinase. Nous proposons de développer des agents capables d’interférer dans
I’interaction TRKC/NT-3, une stratégie qui pourrait €tre utilisée en synergie avec les inhibiteurs
des TRKSs déja existants. Ceci serait valable pour les patients dont la tumeur sur-exprimerait N7-3.
Un des objectifs des prochaines études au laboratoire sera donc de cibler spécifiquement
I’interaction entre TRKC et NT-3. Sachant que les domaines extracellulaires des récepteurs TRKs
présentent une faible homologie de séquence, un agent interférant qui ciblerait le domaine

extracellulaire des TRKs gagnerait en spécificité.

La preuve de concept a été établie avec un anticorps polyclonal bloquant I’interaction
TRKC/NT-3, et la start-up Nétris-Pharma, qui évolue en étroite collaboration avec notre équipe de
recherche, travaille actuellement au développement d’un anticorps monoclonal qui serait
spécifique de TRKC. Une autre stratégie envisagée par Nétris-pharma serait d’utiliser des peptides
synthétiques mimant le domaine d’interaction de TRKC avec NT-3. Plusieurs modifications
chimiques seraient requises afin d’améliorer leurs propriétés pharmaco-cinétiques. Un crible
virtuel réalisé par D. Rognan a aussi été réalisé, afin d’identifier, dans une banque de molécules
chimiques déja existantes, lesquelles seraient susceptibles de bloquer I’interaction de NT-3 avec
TRKC. 80 molécules ont été identifiées et doivent encore étre testées. Il sera important de mesurer
la toxicité propre a chacune. Pour tester tous ces agents thérapeutiques potentiels, nous allons
avoir besoin d’un modele d’étude. Nous sommes donc a la recherche d’une lignée cellulaire
cancéreuse, sur-exprimant N7-3, exprimant TRKC, et xénogreffable chez la souris, afin de pouvoir
passer d’un modele in vitro a une démonstration in vivo, si un agent potentiel démontre des effets
robustes in vitro. La lignée de cancer du rein RCC4 semblait rassembler tous nos criteres, mais il
s’est finalement avéré que les greffes chez la souris ne prenaient pas. Nétris-pharma poursuit donc
activement la recherche d’un modele qui permettrait de tester entre autre les 80 molécules issues
du crible virtuel.
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Enfin, il sera important d’investiguer les possibles effets secondaires d’une telle stratégie
thérapeutique, étant donné I'implication de NT-3 dans le développement cardiaque, et son role
dans la vascularisation des muscles lisses chez 1’adulte (Donovan et al., 1995; Hiltunen et al.,
1996).
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III - TRKC, un suppresseur de tumeurs conditionnel ?

Une premiere stratégie, décrite précédemment, pour échapper a I’apoptose induite par un
RD, est la sur-expression du ligand par la cellule. Une seconde, également mise en évidence au
laboratoire, est I'inactivation du RD lui-méme, afin qu’il ne puisse plus induire 1’apoptose. Ce
mécanisme a été montré pour le cadre du RD UNCSC dans le cancer colorectal (Bernet et al.,
2008), et plus récemment et tres élégamment pour DCC, toujours dans le cancer colorectal
(Castets et al., 2012).

Une inactivation de TRKC pourrait donc elle aussi étre considérée comme une stratégie
oncogénique qui permettrait aux cellules cancéreuses d’échapper a 1I’apoptose induite par TRKC.
Ce fit d’ailleurs le principal sujet d’étude de ma these, que nous avons récemment publié, et dans
lequel nous décrivons ce mécanisme impliqué dans le cancer colorectal (Genevois et al., 2013).

1 — Inhibition de I’expression de 7rkC dans le cancer du colon

Nous avons analysé 1’expression de TrkC et NT-3 dans un panel de 45 patients atteints de
cancer du colon. Menées au niveau ARNm et confirmées au niveau protéique, ces analyses ont
montré chez 93% des patients, une diminution massive de I’expression de 7rkC dans le tissu
tumoral par rapport au tissu normal associé. Plus précisément, 1’expression de 7rkC est diminuée
jusqu’a 10X dans plus de 60% des tumeurs, et jusqu’a 50X dans un tiers des tumeurs testées.
Cependant, cette diminution de I’expression de 7TrkC apparait indépendante du grade tumoral, et
ne peut donc pas constituer un marqueur d’évolution tumorale. L’expression de NT-3 quant a elle
ne présente aucune variation significative dans les tumeurs colorectales. Ainsi, on peut considérer
que tandis que dans le cas du neuroblastome, la sur-expression de NT-3 qui confere un avantage
sélectif aux cellules tumorales, dans le cancer du colon, c’est la perte d’expression de TrkC qui

confere un avantage de survie aux cellules.

Nous avons ensuite analysé 1’expression de 7rkC dans une quinzaine de lignées cellulaires
de cancer colorectal. La plupart d’entre elles présentaient une expression de 7rkC inexistante ou
faible, comparée a celle dans les lignées IMR32 et CLB-Ge2 de neuroblastome. Les lignées HCTS
et HCT116, pour lesquelles nous avons confirmé par immuno-histochimie I’absence de NT-3,

nous ont servi de modele in vitro pour notre étude.
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2 — TrkC, victime de la régulation épigénétique

2.1 — Une hyperméthylation du promoteur et une perte de I’expression de 7rkC

Ayant observé cette perte de 7rkC dans le cancer colorectal, nous nous sommes interrogés
sur le mécanisme responsable d’une telle inhibition de son expression. Les travaux menés au
laboratoire pour UNC5C et DCC ont mis en évidence deux possibilités pouvant donner lieu a une
perte d’expression génique du RD. Dans les cancers colorectaux, I’expression du RD DCC est
majoritairement perdue par perte d’hétérozygotie (LOH) (Fearon et al., 1990). Concernant
UNCS5C, une hyperméthylation du promoteur du gene est responsable de son inactivation dans une
grande majorité des cas (78%), tandis qu'une perte d’hétérozygotie (LOH) survient dans une
minorité (22%) (Bernet et al., 2008)

Dans le cadre de notre étude, nous observions une perte de I’expression de TRKC dans le
cancer colorectal. Pour identifier les mécanismes responsables de cette perte d’expression de
TrkC, nous avons tout d’abord vérifié la possibilité d’une perte d’hétérozygotie au niveau du locus
de TRKC, comme c’est le cas pour le RD DCC, et en partie pour UNC5C dont les expressions
sont elles-aussi inhibées dans les cancers du colon. Nous avons donc utilisé 1’analyse micro-
satellitaire pour détecter d’éventuelles délétions dans la séquence de 7TrkC, mais nous n’avons
observé aucune perte d’hétérozygotie.

En parallele, nous avons testé I’hypothese d’une dérégulation de la transcription de TrkC,
bien que ce mécanisme n’ait pas été démontré dans le cadre des RDs. On sait peu de choses
concernant la régulation de 1’expression de TrkC. Il y a une dizaine d’années, deux études sur le
développement, la survie, et la projection des neurones proprioceptifs (exprimant 77kC) ont
suggéré un rdle du facteur de transcription RUNX3 dans la régulation de I’expression de 7rkC
(Inoue et al., 2002; Levanon et al., 2002). Plus récemment, une étude a démontré la régulation
positive de TRKC par le facteur de transcription SOX2 dans des cellules souches embryonnaires
humaines (hES) (Fong et al., 2012). SOX2 est un facteur de transcription impliqué dans le
développement embryonnaire, et essentiel a 1’auto-renouvellement des cellules souches. Pour
vérifier que la perte de 1’expression de 7rkC dans le cancer colorectal n’était pas due a une
dérégulation transcriptionnelle, nous avons donc testé I’activité de son promoteur dans une lignée
de sein exprimant 7rkC, et dans une lignée de colon n’exprimant pas 7rkC. L’absence de
différence dans I’activation d’un gene rapporteur luciférase, placé sous le contrdle du promoteur
de TrkC, et transfecté dans des cellules négative ou positive pour TRKC, nous a permis d’éliminer

la possibilité d’une modulation indirecte des régulateurs de la transcription de 7rkC.

Enfin, nous avons testé la possibilité d’une régulation épigénétique de I’expression de
TrkC, sachant que c’est la cause de la majorité de la perte de UNCS5C dans le cancer colorectal
(Bernet et al., 2008). De plus une étude récente sur le carcinome hépatocellulaire (HCC) (Jin et al.,
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2011) montre une certaine corrélation entre la diminution de I’expression de 7rkC dans des lignées
cellulaires et des échantillons de HCC, et I’hyperméthylation de son promoteur. Une
hyperméthylation du promoteur de 7rkC, pourrait donc étre responsable de I’inhibition de son
expression. Un tel évenement épigénétique, décrit en introduction, est principalement associé a
une extinction de I’expression génique, et plus particulicrement a [D’inhibition de genes
suppresseurs de tumeurs comme RB, APC, MGMT, RASSF2A, CKN2A/p16, ..., impliqués dans
les processus d’initiation, de progression et d’invasion tumorale (Grady & Carethers, 2008b;
Migheli & Migliore, 2012). De plus, des logiciels de prédiction nous ont indiqué la présence d’un
ilot CpG d’environ 3 kb au niveau de la région promotrice de TrkC. C’est dans ce contexte que
nous avons décidé d’analyser le statut de méthylation de la région promotrice de TrkC, pour 30
couples d’échantillons normaux/tumoraux de notre cohorte de 45 patients. Pour ce faire, nous
avons réalis€ une conversion au bisulfite de I’ADN génomique, suivie d’un séquencage un peu
particulier, le pyroséquencage, qui permet de détecter de maniere quantitative la méthylation des
cytosines (CpG) analysées. 11 est alors apparu que le pourcentage de méthylation du promoteur de
TrkC dans les échantillons tumoraux était largement et significativement supérieur a celui des
échantillons normaux (Genevois et al., 2013). Cette hyperméthylation du promoteur étant
inversement corrélée a I’expression de 7rkC, nous avons montré qu’une dérégulation épigénétique
était a I’origine de la perte d’expression de 7rkC dans le cancer colorectal.

Afin de renforcer notre €tude, nous avons fait générer des souris Lox- TRKC -Lox. Les
croiser avec des souris Vilin-Cre nous permettra de supprimer de maniere spécifique 1’expression
de TrkC dans le tractus intestinal, et de voir si 1’absence de TrkC favorise I’initiation tumorale au
cours du vieillissement des souris. Nous allons également croiser nos souris Lox- TRKC -Lox

. 1638N/
avec des souris APC *

prédisposantes pour les cancers intestinaux. Nous pourrons alors
déterminer si 1’absence de TrkC favorise la progression tumorale. De plus, I’inhibition de
I’expression de TrkC conférant un avantage sélectif aux cellules tumorales, il n’est pas impossible
qu’il soit retrouvé a I’avenir dans d’autres types de cancer, en quel cas nous pourrons croiser nos
souris Lox-TRKC-Lox avec des souris possédant une cre-recombinase sous le contréle d’un
promoteur spécifique du cancer qui nous intéresse, ou avec des souris prédisposantes pour ce type

de cancer.

Enfin, au cours de notre étude, nous avons testé 1’effet de deux mutations de 7rkC existant
dans des pathologies humaines, et répertoriées dans le Catalogue des Mutations Somatiques dans

les Cancers (COSMIC) (http://cancer.sanger.ac.uk/cancergenome/projects/cosmic/). L’ une d’entre

elle n’avait pas d’effet sur la mort induite par TRKC tandis que la seconde bloquait I’induction
d’apoptose. Il s’agit donc d’une mutation inactivatrice de 7rkC. TrkC n’étant pas exprimé dans les
cancers colorectaux, 1’'intérét de une telle mutation ne concerne pas ce type de cancer, mais
comme c’est le cas pour DCC dans le cancer colorectal, pourrait €tre un mécanisme
d’échappement a 1’apoptose induite par TRKC dans les cancers ou elle est retrouvée. De
nombreuses mutations de 7TrkC dans une grande variété de cancers sont répertoriées dans
COSMIC, et il serait intéressant de les investiguer, ce qui pourrait éventuellement donné lieu a la
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génération d’une souris porteuse de ’'une de ces mutations afin de développer un modele d’étude
in vivo de TRKC en tant que suppresseur de tumeur conditionnel. Dans le cas de DCC, c’est la
mutation D1290N, au niveau de son site de clivage, qui inhibe 1’activité pro-apoptotique de DCC

1638N/+
C

dans un modele de souris mutées et croisées avec des souris AP prédisposantes pour les

cancers intestinaux (Castets et al., 2012).

2.2 — Le cancer colorectal, un terrain propice a une dérégulation de la

régulation épigénétique ?

Une hyperméthylation semble donc responsable de I’effondrement de I’expression de TrkC
dans le cancer colorectal. Mais quels sont les mécanismes sous-jacents a ces changements de
I’épigénome ? Comme je 1’ai décrit en introduction, I’établissement de marques de méthylation est
un processus actif qui requiert des acteurs épigénétiques spécifiques, les ADN méthyltransférases,
mais qui dépend également de la disponibilité en groupement méthyl. Le contrdle de 1’activité de

ces acteurs épigénétiques reste cependant mal connu.

De premiers éléments semblent indiquer que les mécanismes inflammatoires pourraient
interagir avec les acteurs de la régulation épigénétique, et conduire a des changements de 1’état de
méthylation de I’ADN (Gasche et al., 2011; Hahn et al., 2008). Or on sait que I’environnement
inflammatoire joue un role prépondérant lors de I’initiation et au cours de la progression tumorale
des cancers colorectaux. En effet, chez I’homme, il a été observé depuis tres longtemps qu’une
inflammation chronique chez des patients atteints de la maladie de Crohn ou de rectocolite
hémorragique, prédispose les malades a l’apparition de tumeurs dans D'intestin (Balkwill &
Mantovani, 2001). Les mécanismes moléculaires permettant a 1’inflammation de promouvoir le
développement tumoral ne sont pas clairement établis, mais des études récentes ont montré que les
cellules immunitaires et les cytokines joueraient un rdle important dans toutes les étapes de la
tumorigenese colorectale (Medema and Vermeulen, 2011). Ainsi, on peut penser que les
phénomenes inflammatoires présents dans les cancers colorectaux pourraient induire une
dérégulation de la méthylation de I’ADN des cellules, en agissant sur les DNMTs ou sur les
protéines impliquées dans la dé-méthylation active. Il serait d’ailleurs intéressant de regarder le
niveau d’expression des DNMTs et des autres acteurs de la régulation épigénétique dans les
cancers colorectaux, afin d’amorcer une compréhension des mécanismes responsables de

I’hyperméthylation de 7TrkC.
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3 — Ré-exprimer le suppresseur de tumeurs conditionnel 7rkC : une perspective

thérapeutique.

Le point clé concernant les modifications épigénétiques, réside dans le fait qu’elles sont
potentiellement réversibles. Or la recherche fondamentale en épigénétique tend actuellement a
évoluer vers une phase translationnelle prometteuse, tandis que de nouvelles drogues
thérapeutiques dirigées contre les mécanismes épigénétiques sont développées. Les mécanismes
épigénétiques ont largement été décris pour €tre impliqués en cancérogenese, ou 1’on observe
d’importantes altérations des niveaux de méthylation de I’ADN, des modifications épigénétiques

ayant comme particularité d’étre réversibles, donc pouvant étre ciblées en thérapeutique.

Parmi les mécanismes épigénétiques, la méthylation de I’ADN est a l'origine de
I’inhibition de I’expression des genes dans les tumeurs, en particulier des genes suppresseurs de
tumeurs, dont on peut imaginer que la ré-expression pourrait conduire a une régression tumorale.
Le mode d’action préférentiel pour agir sur la méthylation de I’ADN est d’inhiber les DNMTs.
Les premiers inhibiteurs des DNMTs décrits sont les analogues de la cytidine : I’azacytidine (5-
aza-cytidine) et la décitabine (5-aza-2'-deoxycytidine) (Taylor & Jones, 1980). Ces analogues des
nucléotides s’incorporent dans I’ADN et se lient de facon covalente aux DNMTs, bloquant ainsi
I’activité catalytique de I’enzyme (Mai & Altucci, 2009). L’aza-cytidine et la décitabine ont des
effets anti-prolifératifs chez les cellules cancéreuses, et ont été approuvés par la FDA (Food &
Drug Administration) pour le traitement des myélodysplasies. Cependant, ces composants
présentent des effets secondaires toxiques et sont instables en solution aqueuse (Kantarjian et al.,
2003). De plus, d’autres analogues, des nucleosides, ont été développés, comme par exemple
DHAC (dihydro-5-azacytidine; développement stoppé), le S5-fluoro-2'-déoxycytidine, actuellement
en phase I et II des essais cliniques, respectivement pour le traitement des tumeurs solides et des
cancers hématologiques (Beumer et al., 2008), ou encore la zebularine (Robak, 2011). Ces

traitements, moins toxiques et plus stables, ouvrent des perspectives thérapeutiques prometteuses.

Une autre possibilité pour agir contre ’hyperméthylation de I’ADN, c’est 1’utilisation
d’inhibiteurs des Histones DéAcétylases (HDACi). Les HDACs enlevent les groupements acétyl
présents sur les résidus lysines des histones, laissant ainsi le champ libre aux Histones Méthyl
Transférase (HMTs) pour mettre en place la méthylation des histones. Inhiber 1’action des HDAC
est une maniere indirecte de bloquer la méthylation des histones. Les HDACi constituent une
nouvelle classe d’agents thérapeutiques anticancéreux. Nombres d’entre eux sont actuellement en
essais cliniques, et ils ont déja démontré leur efficacité contre une grande variété de cancers
solides et hématologiques, a des doses bien supportées par les patients (Jones, 2007). L’un des
intéréts de ces inhibiteurs est que les cellules saines y sont trés peu sensibles. La Trichostatine A
est ’'un des HDAC: les plus anciens, tandis que parmi les HDACi de seconde génération on trouve
le vorinostat (SAHA), le belinostat (PXD101), I’entinostat (MS-275), ... A titre d’exemple, le
SAHA fait actuellement I’objet de 242 essais cliniques, tandis que les effets du MS-275 sont testé
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dans 28 essais cliniques (http://www.clinicaltrials.gov/). Le Vorinostat a été approuvé en octobre

2006 pour le traitement du lymphome cutané des cellules T.

Dans le cadre de notre étude sur I’inhibition de 7rkC dans le cancer du colon, due a une
hyperméthylation de son promoteur, nous avons testé 1’effet de plusieurs drogues épigénétiques
sur des lignées cellulaires cancéreuses de colon n’exprimant pas TRKC, dont nous avons montré
I’hyperméthylation du promoteur. L utilisation de la décitabine, un inhibiteur des DNMTs, et deux
deux HDACI, le SAHA et le MS-275 ont eu le méme effet, a savoir la réexpression de 7rkC, en
toute logique suite a la dé-méthylation de son promoteur. Considérant que TRKC est un
suppresseur de tumeurs conditionnel dans le cancer colorectal, nous pouvons supposer que sa
réexpression pourrait induire une régression tumorale chez les patients. Il serait intéressant de
tester, dans les lignées cellulaires de colon, si la réexpression de TrkC entraine une ré-induction de
I’apoptose des cellules tumorales, due a la signalisation pro-apoptotique de TRKC. Sachant que
ces lignées n’expriment pas ou tres peu NT-3, TrkC ré-exprimé demeurerait non lié, et donc
devrait avoir une action pro-apoptotique. Des expériences de xénogreffes in vivo chez des souris
traitées avec des inhibiteurs de DNMTs et des HDACs pourraient donner une premiere idée de

I’efficacité de ces drogues dans le cancer colorectal.

De maniere plus générale, nous pouvons imaginer que dans le cas du cancer colorectal, ou
a la fois TrkC et Unc5H sont réprimés suite a une hyperméthylation de leurs régions promotrices,
ré-exprimer ces suppresseurs de tumeurs conditionnels pourrait avoir un effet bénéfique d’un point
de vue thérapeutique. Ainsi, I’utilisation combinée de ces inhibiteurs des DNMTs et des HDACs
pourraient offrir une nouvelle perspective de traitement du cancer du colon, dans lequel les
phénomenes d’hyperméthylation favorisent la croissance tumorale en bloquant I’expression des
suppresseurs de tumeurs conditionnels que peuvent étre les récepteurs a dépendance. Cependant, a
ce jour, le manque de spécificité de ces drogues épigénétiques représente un inconvénient non
négligeable, avec le risque de survenue d’effets secondaires tels que I’activation d’oncogenes, ou
I’acquisition de caractéristiques souches due a une reprogrammation cellulaire. C’est pourquoi
I’identification et le développement d’inhibiteurs épigénétiques possédant une réelle spécificité et
des cibles bien déterminées, permettrait d’avoir un traitement pleinement profitable pour le patient

et sans effet secondaire néfaste.
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CONCLUSION

Au cours de ma these, j’ai pu mener et participer a des projets variés mais
complémentaires. Ainsi, j’ai pu aborder des aspects fondamentaux de mon sujet de recherche,
comme [’élucidation de la signalisation pro-apoptotique de TRKC, la caractérisation et la
compréhension de la sur-expression de N7-3 dans certains cancers et de la perte d’expression de
TrkC dans le cancer colorectal ; mais j’ai également pu développer un aspect plus thérapeutique et
appliqué dans la recherche d’agents inhibiteurs de I’interaction de NT-3 avec TRKC, et dans la
tentative de ré-exprimer 7rkC en agissant sur les acteurs de la régulation épigénétique.

Ainsi, quelques mois seulement apres I’étude de I’équipe de William Grady montrant que
le récepteur a tyrosine kinase RET, qui est également un RD, est un suppresseur de tumeur
potentiel dans le cancer colorectal (Luo et al., 2012), j’ai moi-méme montré que TRKC, un RD et
un récepteur a tyrosine kinase, est lui aussi un tumeur suppresseur conditionnel. Ces deux études
sont les premieres montrant qu’un récepteur a tyrosine kinase, et en tant que tel considéré comme
un proto-oncogene, peut €tre suppresseur de tumeurs dans certains contextes, ce qui ouvre de
nouveaux champs d’investigation pour ces récepteurs.

La mise en évidence chez les patients atteints de cancer du rein et du poumon, de
population sur-exprimant N7-3 et exprimant 7rkC, est une nouvelle perspective de thérapie pour
ces patients. Avoir identifié le couple NT-3/TRKC est une premiere étape dans le développement
d’une thérapie ciblée, et nous devons d’autant plus travailler a I'identification d’un agent
thérapeutique efficace, spécifique, et dépourvu d’effets secondaires. Restera ensuite a mettre en
place un test permettant de détecter chez les patients ceux pour qui ces thérapies seraient
bénéfiques. Réexprimer TrkC dans le cancer du colon afin qu’il puisse jouer son role de
suppresseur de tumeurs est une autre thérapie potentielle prometteuse, d’autant plus que plusieurs
agents thérapeutiques capables de cibler la régulation épigénétique sont déja en essais cliniques
pour un certain nombre de pathologies. La caractérisation de I’induction de mort de TRKC passant
par la mort intrinseque ouvre elle aussi la voie a une troisieme stratégie, qui consisterait a cibler la
voie mitochondriale, sachant que des agents la ciblant existent déja. On peut aussi imaginer que
ces trois approches puissent étre combinées entre elles et avec des agents ciblant I’activité tyrosine
kinase de TRKC. Le couple NT-3/TRKC semble donc étre définitivement une cible thérapeutique
prometteuse.
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