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Résumé 

 

Le cancer colorectal (CCR) est le premier cancer digestif dans les pays occidentaux. 

Malgré les progrès thérapeutiques réalisés au cours des deux dernières décennies, la survie 

relative à 5 ans ne dépasse pas 56%, et s’abaisse à 11,3% pour les patients métastatiques. 

Le pronostic est lié au stade de développement de la maladie au moment du diagnostic. Les 

décès sont en rapport avec une résistance primaire de la masse tumorale aux thérapies, ou 

la survenue de récidive, en rapport avec une maladie microscopique résiduelle, non 

contrôlée par les thérapies systémiques adjuvantes. Le travail réalisé au sein de notre 

laboratoire portant sur deux voies de signalisation met en leurs rôles dans le CCR : les 

neurotrophines (NTs, facteurs de croissance impliqués dans la survie des cellules 

cancéreuses) et l’autophagie (processus de recyclage cellulaire impliqué dans la résistance 

au stress). Le but de cette étude a été d’analyser la part de ces deux voies dans la survie 

des cellules du cancer colo-rectal et l’impact de leur inhibition sur le devenir cellulaire et 

l’évolution tumorale.  

L’étude a été menée sur deux lignées cellulaires provenant du même patient : SW480 

(tumeur primaire) et SW620 (invasion ganglionnaire), aussi utilisées pour la réalisation de 

greffes sous cutanées sur le modèle murin Nude. De plus, la présence de principales 

protéines des NTs (TrkB) et de l’autophagie (LC3) a été analysée dans les tissus de patients.  

Des travaux précédents menés sur des cultures de CCR ont montré que la 

surexpression de TrkB était associée à la survie cellulaire. Nous avons donc choisi d’inhiber 

la voie des NTs avec le K252a (100nM). Sur culture cellulaire de CCR, in vitro, l’inactivation 

de la voie PI3K / AKT, induit une activation de l’autophagie. A l’opposé, le blocage du flux 

autophagique par une approche pharmacologique (avec la chloroquine, CQ ; 25µM) ou par 

une approche transcriptomique (siRNA anti-ATG5) induit une suractivation de la signalisation 

des NTs, via le couple TrkB/BDNF. Ainsi, les deux voies de survie se compensent 

mutuellement et la double inhibition permet l’amélioration de l’effet des simples traitements.

L’utilisation des deux inhibiteurs in vivo induit une réduction spectaculaire du volume tumoral 

(voire même la disparition dans certains cas). Finalement, la présence de la forme active du 

TrkB (phospho TrkB) et de la forme active de la LC3 (LC3II), démontrant l’activation de ces 

deux voies dans les tissus de patients, a été observée. L’ensemble de ces résultats montre 

que l’activation des voies des NTs et de l’autophagie contribue à la survie des cellules de 

CCR. L’approche qui consiste à la double inhibition des NTs et de l’autophagie pourrait être 

un point majeur pour le développement de nouvelles thérapies dans le CCR. 
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Abstract 

 

Colorectal cancer (CRC) is the first digestive cancer in occidental countries. Despite 

effective therapies, cases of resistance and/or recurrence exist. Our laboratory works on two 

signaling pathways regulating balance between survival and cell death: neurotrophins (NTs, 

growth factors involved in cancer cells survival) and autophagy (cellular recycling involved in 

stress resistance). The aim of this study was to investigate relationship between these two 

pathways and the impact of their inhibition on cell fate and tumor evolution. 

Studies were performed on two CRC cell lines derived from the same patient: SW480 

(primary tumor) and SW620 (node invasion), also used for subcutaneous xenografts on 

Nude mouse model. In addition, presence of major proteins of NTs (TrkB) and autophagy 

(LC3) were assessed in patient’s tissues. 

Previous work showed that TrkB overexpression is associated with pro-survival 

signaling in CRC cell. So, we choose to inhibit NTs pathway with K252a (100 nM). As 

expected, inactivation of the PI3K / AKT pathway was observed and CRC cells were able to 

activate autophagy. At the opposite, blocking autophagic flux by pharmacologic approach 

(chloroquine; CQ; 25µM) or by transcriptomic approach (siRNA against ATG5) induced over-

activation of the NTs pathway, via TrkB/BDNF. Thus, both survival pathways compensate 

each other. Moreover, dual inhibition allowed improving the effect of single treatment through 

a significant reduction of metabolic activity. The using of both inhibitors in vivo induces a 

spectacular reduction of tumor volume (or even disappearance in some cases). Presence of 

active form of TrkB (phospho TrkB) and active form of LC3 (LC3-II) demonstrating activation 

of these two pathways, in patient’s tissues have been observed. Taken together, our results 

showed that activation of NTs and autophagy contribute to CRC cell survival. The approach 

consisting of dual inhibition of NTs and autophagy could be a major point for new CRC 

therapies development.
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Avant propos 

Le Cancer colorectal (CCR) est le premier des cancers digestifs et la seconde cause 

de mortalité dans les pays occidentaux. Il s’agit d’une pathologie du sujet âgé avec une 

moyenne d’âge de 70 ans au moment du diagnostic. La majorité des décès survient après 

75 ans. Tous stades confondus, la survie globale à 5 ans est estimée à 56% (INCA 2012, 

Bouvier et al., 2008). Les rechutes arrivent dans la grande majorité des cas dans les 2 ans 

suivant le diagnostic initial. Actuellement, le seul traitement curatif reste la chirurgie, bien que 

les thérapies ciblées aient amélioré la survie des patients présentant des stades avancés de 

CCR. Les décès liés à la maladie sont directement en rapport avec une récidive ou une 

masse tumorale non contrôlable par les traitements disponibles, chirurgie, chimiothérapies 

systémiques, radiothérapie, ou thérapies ciblées. 

 Les échecs thérapeutiques sont probablement liés à la capacité des cellules 

tumorales, de mettre en place des mécanismes de résistance, notamment en activant des 

voies de survie, ou en inhibant les voies de la signalisation apoptotique. Parmi les voies qui 

contribuent à la survie des cellules du CCR, les voies des NTs (notamment via la 

signalisation PI3K/Akt) et de l’autophagie semblent jouer un rôle majeur. 

 Découvertes dans le système nerveux, les neurotrophines (NTs correspondent à une 

famille de facteurs de croissance impliqués notamment dans la prolifération, la différenciation 

et la survie cellulaire (Skaper, 2012). Cette famille est composée de quatre membres : le 

Nerve Growth Factor (NGF), le Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF), la neurotrophine 

3 (NT/3) et la neurotrophine 4/5 (NT4/5). Pour déclencher les signalisations, les NTs se 

fixent à deux types de récepteurs : les récepteurs de haute affinité de la famille 

Tropomyosin-Related Kinase (Trk) et le récepteur de faible affinité p75NTR (Chen et al., 2009; 

Schecterson and Bothwell, 2010). Les NTs sont retrouvées sous deux formes 

biologiquement actives (Lessmann et al., 2003), mature et immature, transportées par la 

sortiline. Les NTs matures permettent d’induire la survie cellulaire après fixation sur les 

récepteurs Trks. En revanche, les formes immatures (pro-NTs) entraînent la mort cellulaire 

après interaction avec le récepteur p75NTR. 

 La présence des NTs et de leurs récepteurs a été mise en évidence au sein de 

différents tissus, y compris non-neuronaux. Par ailleurs, ces facteurs de croissance sont 

considérés comme capables d’induire la prolifération et la survie dans de nombreux cancers, 

et constituent des cibles potentielles de traitement. Cependant, les NTs ne sont pas les 

seules pouvant être incriminées dans le déclenchement de signalisations de survie. Depuis 
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quelques années, le processus autophagique, par les capacités de résistance aux stress 

qu’il induit, se retrouve au centre de la survie, voire de l’agressivité des cellules tumorales. 

L’autophagie est un mécanisme de survie cellulaire assurant, à un niveau basal et de 

facon complémentaire au protéasome, le recyclage d’organites et de différentes 

macromolécules pour assurer l’homéostasie. Il peut également être déclenché lors d’un 

stress comme la privation sérique (carence nutritive), l’hypoxie ou un défaut de 

vascularisation (Todde et al., 2009), où il confère la résistance des cellules (Levine, 2005).  

Même si des controverses existent sur son rôle réel lors de la tumorigénèse, ce mécanisme 

favorise généralement la survie cellulaire dans le processus cancéreux (Aredia et al, 2012). 

La pertinence de la signalisation des NTs et de l’autophagie a déjà été décrite dans 

des lignées de CCR, (Akil et al, 2011 ; Sato et al, 2007). L’objectif de cette thèse a été 

d’étudier la part relative de ces deux voies et de leur relation potentielle. In vitro, l’impact de 

l’inhibition de l’une des deux voies sur l’autre, et l’effet conjugué de l’inhibition des deux voies 

a été étudié à l’aide des lignées cellulaires SW480 et SW620 représentant respectivement la 

tumeur primitive et les métastases ganglionnaire d’un CCR stade III. Ce travail a été 

poursuivi in vivo par la réalisation de greffes sous cutanées de cellules tumorales sur souris 

Nude, qui ont permis d’obtenir des tumeurs sur lesquelles des traitements inhibant les NTs 

et/ou l’autophagie ont été administrés. Enfin, une approche clinique a été initiée dans le but 

de démontrer la présence et l’activation de ces deux voies dans les cellules issues de 

tumeurs de patients opérés d’un CCR. 
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CHAPITRE	1	:	LE	CANCER	COLORECTAL	
 

I- Le côlon : anatomie et homéostasie normale 

 

Le cancer colorectal (CCR) se développe à partir de la muqueuse du côlon ou du 

rectum. Il s’agit d’adénocarcinome dans 99,7% des cas. Le plus souvent, le CCR correspond 

à la transformation maligne d’un polype (lésion bénigne pouvant se développer à partir de la 

muqueuse colique ou rectale). Il peut également se développer sur muqueuse saine, et peut 

entrer dans ce cas, dans le cadre d’une maladie génétique. 

 

1) Anatomie du côlon 

Le côlon correspond à la partie terminale du tube digestif. Il débute au niveau de la 

valvule de Bauhin (jonction entre l’iléon terminal et le côlon droit) et se termine au niveau de 

la jonction recto-sigmoïdienne située au niveau de la troisième vertèbre sacrée où lui fait 

suite le rectum. Le côlon peut être divisé en trois segments : le côlon ascendant ou côlon 

droit, le côlon transverse et le côlon descendant ou côlon gauche (Figure 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La paroi colique, comme le reste du tube digestif, est composée de 4 couches qui 

sont, de la plus interne à la plus externe (Figure 2): 

 

- La muqueuse, constituée d’un épithélium intestinal muco-sécrétrant impliqué dans 

l’absorption (composé par les cellules caliciformes ou sécrétrices de mucus, 

Figure 1: Les différents segments 
du côlon. Il est divisé en 3 
segments : ascendant, transverse 
et descendant. Schéma adapté de 
l’encyclopédie médicale A.D.A.M. 

 



 

22 

 

d’entérocytes ou colonocytes et de cellules entéro-endocrines), d’un tissu conjonctif 

sous-jacent, d’épaisseur variable nommé lamina propria ou chorion, riche en tissu 

lymphoïde et qui a un rôle de soutien. La muqueuse contient aussi des fibres 

musculaires circulaires et longitudinales formant la musculaire muqueuse (muscularis 

mucosae). A l’interface entre l’épithélium et le chorion, se situe la membrane basale.  

 

- La sous muqueuse, formée par un tissu conjonctif fortement irrigué, contenant des 

vaisseaux sanguins et lymphatiques. Elle contient également le plexus nerveux de 

Meissner, intégré au système nerveux autonome et contrôlant les sécrétions 

digestives. 

 

- La musculeuse, composée de deux couches de cellules musculaires lisses : circulaire 

(interne) et longitudinale (externe). Elle est responsable du péristaltisme du tube 

digestif. Entre les deux couches de la musculeuse se trouve le plexus nerveux 

myentérique d’Auerbach et des cellules de Cajal, qui ont un rôle de pace maker et 

contrôlent le rythme du péristaltisme. 

 

- La séreuse, dernière et quatrième couche de la paroi colique également appelée 

adventice. C’est le feuillet viscéral du péritoine constitué de tissu adipeux, qui n’existe 

qu’au niveau du côlon situé en intra-péritonéal, le rectum en étant dépourvu. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2: Les différentes couches 
de la paroi du côlon. La paroi du 
côlon est composée par la 
superposition de 4 couches: la 
muqueuse (couche la plus interne), 
la sous-muqueuse, la musculeuse et 
la séreuse (couche externe), qui 
constitue une partie du péritoine 
viscéral. Schéma adapté d’après 
l’institut national du cancer. 
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2) Homéostasie cellulaire 

Le côlon est caractérisé par un renouvellement très actif des cellules épithéliales. La 

durée de vie moyenne de ces cellules est d’environ 5 jours. L’épithélium colique, composé 

d’une couche unique de cellules de forme cylindrique, se replie au sein de la lamina propria 

et forme les cryptes de Lieberkühn. Environ 14000 cryptes par cm2 avec 2500 à 3200 

cellules par crypte ont été dénombrées. Le renouvellement des cellules des cryptes est 

assuré par les cellules souches (CS) présentes au fond de ces dernières. Elles sont 

généralement au nombre de 7 à 8 par crypte. Dans la partie basale des cryptes, se présente 

une zone proliférative avec les cellules en division provenant des CS. Les cellules vont 

ensuite « migrer » le long de la crypte vers la partie supérieure, se différencier et acquérir 

leur fonctionnalité définitive. Leur migration est notamment permise par l’activation de la voie 

Wnt, régulièrement dérégulée dans le CCR (Clevers and Batlle, 2006; de Lau et al., 2007; 

Clevers et al, 2014). Une fois dans la partie supérieure de la crypte, les divisions cellulaires 

cessent et les cellules sont ensuite progressivement détruites par apoptose et éliminées 

dans la lumière colique (Figure 3).  

 

 

Figure 3: Crypte de l’épithélium colique. Les 7 à 8 cellules souches (vert) sont localisées au fond 
de la crypte colique. Elles se divisent pour donner des cellules progénitrices (bleu clair) qui vont 
entamer leur migration vers la partie supérieure de la crypte. Ces dernières arrêtent leur division et se 
différencient en cellules spécifiques (bleu foncé) localisées au niveau du haut de la crypte colique. 
Schéma adapté d’après (Degirolamo et al., 2011).  
L’épithélium colique est composé de différents types cellulaires : 



 

24 

 

- Les entérocytes ou colonocytes: ils permettent l’absorption des nutriments 

principalement dans le côlon droit, le transport des électrolytes, et représentent à eux 

seuls 80% de la population. 

- Les cellules à mucus : elles sont aussi nommées cellules en gobelet ou caliciformes 

et représentent quasiment 20% de la population. Elles sécrètent du mucus qui 

recouvre l’épithélium afin de le protéger des agents toxiques contenus dans le tube 

digestif (toxines, bactéries). 

- Les cellules entéro-endocrines : elles sont capables de sécréter les peptides gastro-

intestinaux tels que le glucagon, le VIP. Elles sont originaires de la crête neurale et 

représentent moins de 1% de la population. 

La paroi colique est un tissu complexe, en perpétuel renouvellement dans lequel la 

balance apoptose/prolifération est fortement régulée. Le dysfonctionnement ou la perte des 

systèmes de régulation sont à l’origine de la formation de lésions bénignes (polypes) ou 

malignes. 

 

II- Le cancer colorectal 

 

1) Généralités du CCR 

 

La première définition du cancer, donnée par Hippocrate, décrit cette maladie comme 

une tumeur envahissante non inflammatoire, ayant tendance à récidiver et conduisant à la 

mort. On parle alors de « carcinome ». Avec l’évolution des connaissances, de nouvelles 

informations sont apparues sur la génétique, la physiologie et la biologie moléculaire des 

cellules cancéreuses. Ces avancées ont permis de préciser les caractéristiques du 

processus cancéreux. Cette pathologie résulte d’un ensemble de modifications cellulaires et 

notamment d’un grand nombre d’altérations ou mutations génétiques, épigénétiques ou 

moléculaires qui provoquent un dysfonctionnement d’acteurs clés. Ces dysfonctionnements 

entrainent l’apparition de cellules proliférant de façon anarchique, favorisant ainsi la 

naissance de groupes de cellules ou tumeurs.  

En 2000, Hanahan et Weinberg ont décrit les 6 capacités distinctives des cancers 

permettant d’établir la transformation d’une cellule saine en cellule tumorale (Hanahan and 

Weinberg, 2000): l’indépendance face aux signaux prolifératifs, l’échappement à l’arrêt de la 

croissance, la résistance à la mort cellulaire, le potentiel de réplication cellulaire, l’induction 

de l’angiogénèse et l’activation de la capacité invasive et métastatique. En 2011, Hanahan et 
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Weiberg ont rajouté 4 nouvelles caractéristiques : l’instabilité génétique, la dérégulation du 

métabolisme cellulaire, l’insensibilité à la destruction par le système immunitaire ainsi que 

l’augmentation de la réaction inflammatoire (Hanahan and Weinberg, 2011). Chacune de ces 

étapes clés devient une cible potentielle thérapeutique (figure 4). 

 

 

 
Figure 4: Cibles thérapeutiques et étapes de la cancérogénèse. Différentes molécules permettent 
d’agir sur des modifications cellulaires (altérations, mutations) développées par les cellules 
cancéreuses. PARP: Poly ADP Ribose Polymerase, VEGR : Vascular Endothelial Growth Factor, 
HGF : Hepatocyte Growth Factor. Schéma adapté d’après (Hanahan and Weinberg, 2011). 

 

 

2) Epidémiologie du CCR 

 

Le cancer colorectal (CCR) est, de par sa fréquence, le deuxième cancer chez les 

femmes, après le cancer du sein, et le troisième chez les hommes, après le cancer des 
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poumons et de la prostate (Jemal et al., 2011). Il représente la seconde cause de mortalité 

par cancer dans les deux sexes. 

Malgré les campagnes d’information, tel mars bleu, mois consacré au CCR, et la 

recommandation d’effectuer un test de dépistage au-delà de 50 ans, test HemocultII et plus 

récemment test immunologique, le CCR reste diagnostiqué à un stade tardif (INCA 2012). La 

survie relative à 5 ans tous stades confondus est de 56%, passant de 91% pour les stades 

locaux (stade I ou II), à 70% en cas d’envahissement ganglionnaire (stade III) et 11,3% au 

stade métastatique (stade IV) (INCA 2012; Bouvier et al., 2008). Au niveau mondial, chaque 

année, 1,23 millions de personnes développent un CCR et 609 000 décès lui sont 

imputables. En Europe, l’incidence et la mortalité annuelle s’élèvent  respectivement à 450 

000 nouveaux cas, et 232 000 décès. Environ 65 % des nouveaux cas ont été observés 

dans des pays à revenu élevé (chiffres de l’OMS, 2011) (Jemal et al., 2011). En France, en 

2012, 42 152 nouveaux cas ont été recensés et 17 722 décès ont été relevés (INCA, 2012). 

Le Limousin fait partie des régions à forte incidence avec 41.6/100 000 hommes et 25.9/100 

000 femmes. 

 

3) Génétique des cancers colorectaux 

 

Différents facteurs peuvent être à l’origine de l’apparition de la maladie, notamment 

les modifications génétiques et environnementales. 

 
Figure 5: Origines du CCR. Graphique réalisé selon les données de Weitz et al, 2005. PAF: 
polypose adénomateuse familiale, HNPCC: Hereditary Non-Polyposis Colorectal Cancer. 
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La très grande majorité des CCR (90%) sont sporadiques (Weitz et al., 2005). 

Seulement 5 à 10% des CCR entrent dans le cadre d’une forme héréditaires ou familiale : la 

polypose adénomateuse familiale (PAF), et le syndrome de Lynch ou HNPCC (Hereditary 

Non-Polyposis Colorectal Cancer) (figure 5): 

 

- La polypose adénomateuse familiale (PAF) peut avoir 2 formes : la première est liée 

au gène APC (Adenomatous Polyposis Coli) et a une transmission autosomique 

dominante (Fearon 2011), la deuxième est liée au gène MYH, du système BER 

(Base Excision Repair) (Lefevre et al., 2006) et a une transmission autosomique 

récessive (Fearon, 2011). Dans la première forme, les sujets atteints ont plus de 500 

polypes sur la paroi colique, et le risque de dégénérescence est présent dès la 

troisième décennie. A la pathologie colique vont s’associer à des degrés divers, des 

atteintes extra-digestives qui peuvent également mettre en jeu le pronostic vital, 

(polypose gastrique ou duodénale, cancer du foie, des voies biliares ou de la 

thyroïde, tumeurs desmoïdes …) (Fearon, 2011; Weitz et al., 2005). La deuxième 

forme est une forme atténuée, caractérisée par un risque élevé de CCR mais 

d’apparition plus tardive. 

 

 

- Le syndrome de Lynch ou HNPCC correspond à des CCR héréditaires survenant  sur 

muqueuse saine, en dehors de tout polype. Il est dû à une anomalie touchant les 

gènes contrôlant la réparation des mauvais appariements de bases d’ADN lors de sa 

duplication, au moment de la mitose, les gènes MMR (MisMatch Repair) (Fearon, 

2011). Généralement diagnostiqué chez des patients d’environ 40 ans, ce syndrome 

est relativement rare et ne représente qu’environ 4% des CCR. Il s’associe à d’autres 

cancers, tels les cancers utérins chez la femme. 

La PAF et le syndrome HNPCC ne sont pas les seules formes héréditaires de CCR. 

En effet, il existe d’autres formes beaucoup plus anecdotiques comme les syndromes de 

Peutz-Jeghers, de la polypose juvénile de Cowden, de Gardner, de Turcot’s, ou de la PAF 

atténuée. 
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a) Le processus multi étapes 

 

Le cancer est provoqué par l’accumulation de mutations. C’est un processus multi-

étapes, correspondant à une atteinte des génétique à l’origine d’une instabilité moléculaire 

donnant naissance à l’apparition de cellules cancéreuses. Deux types d’instabilité 

moléculaire peuvent être incriminés dans la cancérogénèse colique: 

 L’instabilité chromosomique. 

 L’instabilité génétique. 

 

 L’instabilité chromosomique (CIN ou Chromosome INstability):  

 

Retrouvée dans 80% des cas de CCR, elle est caractérisée par la perte d’allèles sur 

les bras courts des chromosomes 17 et 18, ou par la perte d’allèles sur les bras long des 

chromosomes 5, 18 et 22. Dans la très grande majorité des cas, ces altérations entraînent la 

modification de gènes dit suppresseurs de tumeur : MYH, APC et p53. Les CCR liés à cette 

instabilité chromosomique sont caractérisés par un phénotype Loss Of Heterozygosity ou 

LOH+ (Laurent-Puig et al., 2010). L’instabilité chromosomique est impliquée notamment 

dans la Polypose Adénomateuse Familiale (PAF). 

 

 L’instabilité génétique : mutations des régions microsatellitaires 

 

Retrouvée dans environ 20% des CCR, les CCR provenant d’une instabilité 

génétique (ou instabilité des loci microsatellites) sont provoqués par un défaut de réparation 

des mésappariements des bases de l’ADN et aboutissent au phénotype MSI+ (ou Micro 

Satellite Instability). C’est la déficience du mécanisme de réparation de l’ADN suite à une 

modification de bras, une délétion, une addition ou une méthylation du promoteur qui est 

responsable de nouvelles mutations au niveau des loci microsatellites. Ces derniers sont de 

plus extrêmement sensibles aux erreurs d’appariement lors de la réplication de l’ADN 

(Laurent-Puig et al., 2010). 
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Parmi les gènes régulièrement mutés, sont décrits : 

 Le gène du récepteur à l’IGF (Insulin-like Growth Factor), inactivé par des mutations 

au niveau d’une séquence poly-guanine située dans la région codante et entraînant 

la production d’un récepteur non fonctionnel. 

 

 Les gènes codant des protéines intervenant dans l’apoptose telles que Bax et 

caspase 5. (Laurent-Puig et al., 2010). 

 

 Le gène TCF7L2, codant la protéine TCF4, muté sur une séquence répétée. Ce gène 

provoque la perte d’expression d’une partie de la molécule interagissant 

normalement avec le corécepteur transcriptionnel, le CtBP (Fearon, 2011). TCF4 a 

un rôle répressif sur l’expression de certains gènes impliqués dans la voie Wnt, la 

dérégulation de cette voie dans le CCR ayant déjà été démontrée (White et al., 

2012). 

  

 Le gène ACVR2 codant pour le récepteur activine de type II, dont la mutation 

entraîne une diminution d’expression et est associée à un stade avancé de la 

maladie (Jung et al., 2006, 2009). 

 

 Le gène du récepteur de type II du TGF souvent inactivé par des mutations 

touchant la région codante et notamment une répétition poly-adénine. Ces 

inactivations entraînent la production d’un récepteur non fonctionnel. 

 

 Mutations de proto oncogènes 

 

Les proto oncogènes participent à l’équilibre de la prolifération cellulaire. Leurs 

mutations sont fortement impliquées dans le CCR. Généralement, les proto-oncogènes 

induisent un gain de fonctions entraînant une augmentation majeure de la prolifération 

cellulaire. La mutation d’un seul des deux allèles suffit à l’activation du proto oncogène. Dans 

le cas du CCR, deux gènes sont fortement incriminés : 

 

 Le gène KRAS codant une isoforme de la petite protéine G ras, impliquée 

dans la signalisation des facteurs de croissance. Il existe en fait plusieurs 
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isoformes de KRAS et l’isoforme KRAS2 est le plus souvent atteint. Jusqu’à 

40% des CCR sont mutés KRAS (De Roock et al., 2011). 90% des mutations 

sont présentes sur les codons 12 et 13. Dans 10% les mutations sont portées 

par les codons 61 et 146. La mutation de KRAS est un facteur pronostic, car il 

est directement responsable de la résistance aux traitements par anti 

Epidermal Growth Factor Receptor (anti EGFR) comme le cetuximab ou le 

panitumumab (Douillard et al., 2013). Le facteur le plus important intervenant 

dans la résistance à l’anti EGFR, correspond à la mutation KRAS apportant un 

gain de fonctions. Elle permet ainsi une activation constitutive de la voie de 

signalisation. En conséquence, seuls les patients non mutés KRAS peuvent 

recevoir un traitement par le cetuximab ou le panitumumab. Une étude a 

toutefois mis en évidence le fait qu’une population importante des patients 

présentant le gène KRAS non muté sont eux aussi résistants à l’anticorps anti 

EGFR (De Roock et al., 2010). Cette observation laisse supposer qu’il 

existerait d’autres acteurs impliqués dans l’activité de l’EGFR et intervenant 

dans ce mécanisme de résistance. 

 

 Le gène BRAF codant pour une isoforme de Raf, protéine sérine thréonine 

kinase de la famille des MAP kinases, activée en aval de la protéine K-ras. La 

mutation de BRAF, la plus courante étant la mutation V600E qui touche le 

domaine activateur de la protéine codée par BRAF. Cette murtation est 

retrouvée dans 10 à 20% des CCR. Différents travaux ont montré que la 

mutation de BRAF était associée à un mauvais pronostic (Van Cutsem et al., 

2011). Les patients présentant une mutation BRAF sont résistants aux 

traitements utilisant cetuximab et FOLFIRI (association du 5-fluorouracile et 

de l’irinotécan) (Van Cutsem et al., 2011).  

 
 

 Mutations des gènes suppresseurs de tumeur 

 

A l’inverse des proto oncogènes qui favorisent la prolifération, les gènes 

suppresseurs de tumeur permettent de la limiter. Les cellules cancéreuses présentent 

souvent une inactivation de ces gènes entraînant une prolifération incontrôlée (figure 6). Au 

sein de ce groupe, les gènes les plus souvent inactivés sont :  
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 Le gène APC régulant la voie de signalisation Wnt en favorisant la 

dégradation de la β-caténine par protéolyse. Les modifications induites par 

cette mutation entrainent une suractivation de Wnt provoquant l’apparition 

d’adénocarcinomes par augmentation de la prolifération cellulaire au niveau 

des cryptes (Andreu et al., 2005; Schneikert and Behrens, 2007; 

Voloshanenko et al., 2013). En effet, après mutation du gène APC, la  β-

catenine s’accumule dans le cytoplasme, forme un complexe avec Tcf4, puis 

est transloquée au noyau activant ainsi les gènes cibles de la voie  Wnt/β-

catenine (Clevers, 2004a, 2006). Notons de plus, qu’environ 90% des CCR 

sont sporadiques (Weitz et al., 2005) et induits par une mutation du gène 

APC. 

 

 Le gène PTEN (Phosphatase and TENsin homolog deleted on chromosome 

10), inhibiteur de la voie PI3K/Akt (phosphatidylinositol triphosphate kinase), 

activée en aval de la signalisation par les facteurs de croissance (Zhang and 

Yu, 2010). L’inactivation de PTEN est souvent retrouvée dans les cas de 

mutations avec instabilité microsattellitaire importante (comme dans le cas 

des mutations BRAF) (Day et al., 2013). La perte de PTEN est associée à une 

diminution de l’effet du Cetuximab et à une augmentation de la croissance 

cellulaire et de la transition épithélio mésenchymateuse (TEM) (Frattini et al., 

2007). Au contraire, l’augmentation de l’expression de PTEN permettrait 

d’inhiber la croissance cellulaire par augmentation de la mort apoptotique 

(Dupont et al., 2002; Sun et al., 2015). 

 

 

 Le gène TP53 codant la protéine p53. Il est régulièrement muté dans les 

CCR. Dans 80 à 90% des CCR, il s’agit de mutations faux sens, apparaissant 

au niveau des codons 175, 245, 248, 273 et 282. La p53, aussi 

appelée « gardien du génome », est un facteur de transcription agissant lors 

de stress cellulaire, comme dans les cas de modification d’expression 

d’oncogènes, de dommages de l’ADN... Quand p53 est activée la transcription 

de gènes cibles l’est aussi, entraînant des évènements temporaires (arrêt du 

cycle cellulaire) ou permanent (entrée en quiescence) voire l’induction de 

l’apoptose notamment mitochondriale (Vaseva and Moll, 2009; Watson, 
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2004). Cette voie est également impliquée dans le contrôle de l’autophagie et 

la duplication des centrosomes (Morselli et al., 2011; Nakamura et al., 2013). 

La p53 mutée semble être capable d’augmenter la croissance des cellules 

cancéreuses ainsi que leur capacité d’invasion (Muller et al., 2011; Rivlin et 

al., 2011). 

 

 

 Le gène DCC (Deleted in Colorectal Cancer) codant pour une glycoprotéine 

transmembranaire. C’est un récepteur capable d’induire l’apoptose en 

absence de son ligand, la nétrine-1 (appartenant aux protéines de la matrice 

extracellulaire). La nétrine-1 initialement impliquée dans le guidage axonal 

des cellules du système nerveux central, est produite à la base des cryptes 

intestinales, alors que la protéine DCC est exprimée le long des villosités. Une 

importante réduction de l’expression de DCC a été observée dans 90% des 

CCR (Coissieux et al., 2011). Lorsque le gène DCC est muté on observe une 

perte d’adhésion des cellules cancéreuses augmentant leurs propriétés 

prolifératives et invasives (Armaghany et al., 2012; Fearon and Pierceall, 

1995). 
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Figure 6: Mutations et progression tumorale.  

Dans le CCR, la formation de lésions progressives avec une modification des propriétés cellulaires est 
observée. La mutation de certains gènes a été identifiée dans différents stades de CCR. APC : 
Adenomatous polyposis ; EGFR : Epidermal Growth Factor Receptor ; Ras : protéine de signalisation ; 
SMAD 3 et 4 : protéines de signalisation en aval de TGFβ ; DCC : Deleted in Colorectal Cancer ; 
TGFβ : Transforming Growth Factor ; TP53 : suppresseur de tumeur ; PRL3 : gène impliqué dans 
l’apparition de métastases. Schéma adapté d’après (Green and Hudson, 2005). 

 

En parallèle de l’observation des diverses mutations génétiques impliquées dans la 

cancérogénèse colique, l’émergence d’une nouvelle théorie, celle des cellules souches 

cancéreuses ou CSC (Hayat, 2011) connaît un intérêt grandissant. 

 

b) Les cellules souches cancéreuses 

 

Les CCR présentent une forte hétérogénéité cellulaire. Ils sont constitués d’un amas 

de cellules, cellules endothéliales, musculaires, fibroblastes, immunitaires …. Au fond des 
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cryptes intestinales, existe une petite population cellulaire correspondant aux cellules 

souches (CS).  Leur division est asymétrique, donnant une nouvelle cellule souche et les 

autres types cellulaires composant la crypte intestinale (Boman and Huang, 2008). Les 

cellules souches saines sont capables de dégénérer et de se transformer en cellules 

souches cancéreuses (CSC) après mutations (Reya et al., 2001). Les CS sont des cellules 

indifférenciées capables de redonner les différents types cellulaires (suite à des divisions 

asymétriques). De plus, elles sont aussi capables d’auto-renouvèlement (par divisions 

symétriques) et d’une prolifération illimitée. L’ensemble de ces caractères sont partagés 

avec les CSC. 

La présence de CSC pourrait expliquer la résistance thérapeutique et la récidive 

(Figure 7). Les CSC ont un cycle cellulaire plus long que les cellules normales (Moore and 

Lyle, 2010), ce qui les rapproche de la quiescence. Elles sont moins sensibles que les autres 

cellules aux traitements existants puisqu’ils visent les cellules différenciées, le plus souvent 

en division. C’est par exemple le cas du 5-fluorouracil (5-FU) bloquant la phase S du cycle 

cellulaire. Cependant, des études ont suggéré que 2 pools distincts de CS co-existent 

(Buczacki et al., 2011; Mélin et al., 2012; Scoville et al., 2008). Le premier correspond aux 

CS quiescentes (réserve cellulaire) et le second aux CS dites « actives » ou cyclantes 

(réceptrices et répondantes aux signaux cellulaires environnants). Les premières, de par leur 

propriété quiescente, seraient insensibles aux différents traitements. Les CS « actives » par 

contre présenteraient une sensibilité. 

 

Figure 7: Tumeurs et cellules souches cancéreuses. 

Les tumeurs sont composées d’une population cellulaire hétérogène. Les thérapies classiques ne 
ciblent « que » les cellules différenciées en division. Cela conduit au maintien des CSC et à la 
régénération tumorale. Au contraire l’utilisation de traitements ciblants les CSC permettrait une 
diminution de la masse tumorale pour aboutir à une dégénérescence tumorale complète. Schéma 
adapté d’après (Beck and Blanpain, 2013). 
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Les CSC expriment un marqueur particulier, une glycoprotéine : CD133 (Yang et al., 

2011a). Les cellules exprimant ce marqueur sont capables de régénérer en intégralité la 

tumeur laissant ainsi supposer leur potentiel de CS (Ricci-Vitiani et al., 2009). Cependant, ce 

marqueur a été retrouvé sur des cellules différenciées de tissu sain colique. L’implication du 

CD133 étant controversée, de nouveaux marqueurs ont été identifiés (Mathonnet et al., 

2014) comme CD44 ou CD166 ou encore l’Epithelial Cell Adhesion Molecule ou EpCAM, qui 

reste à l’heure actuelle le plus reconnu. La mise en évidence des CSC dans les CCR permet 

d’expliquer en partie l’échec des thérapies locorégionales ou systémiques. Améliorer la 

caractérisation des CSC devrait permettre le développement de thérapies plus adaptées. 

 

III- Classification des CCR 

 

Historiquement la première classification du CCR a été établie par Dukes en 1932. 

Cette classification, comme les suivantes, a pour but d’améliorer la prise en charge des 

patients. En 1954, Alster et Coller l’ont modifiée. Puis en 1987, l’UICC (Union Internationale 

Contre le Cancer) a proposé la classification internationale pTNM (pathology Tumor Node 

Metastasis). Cette classification a été réalisée en accord avec l’American Joint Comitte for 

Cancer Staging. Elle est régulièrement révisée. La classification actuellement utilisée 

correspond à la 7ème édition (Tableau 1). 
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Tableau 1 : Classification internationale pTNM des CCR. 

 

La classification pTNM permet d’établir 5 stades de CCR (figure 8). Le stade 0 

correspond à une atteinte de la muqueuse sans dépassement de la lamina propria, le stade I 

à une atteinte de la muqueuse, sans dépassement de la sous muqueuse. Le stade I va 

évoluer en stade II par atteinte de la musculeuse. Le stade III correspond à un CCR avec un 

envahissement des ganglions locaux. Enfin le stade IV répond au stade de métastases à 

distance, les organes les plus souvent touchés étant le foie et le poumon. 

Tumeur primitive (T) 

Tis : Carcinome in situ : tumeur intra-épithéliale ou envahissant la lamina propria sans extension à la sous-
muqueuse 

T1 : La tumeur envahit la sous-muqueuse sans la dépasser 

T2 : La tumeur envahit la musculeuse sans la dépasser 

T3 : La tumeur envahit la sous-séreuse sans atteinte du revêtement mésothélial et le tissu péricolique non 
péritonéalisé 

T4 : La tumeur perfore le péritoine viscéral et/ou envahit les organes avoisinant 

Ganglions régionaux (N) 

NX : Ganglions non évalués ou moins de 8 ganglions examinés

N0 : Absence de métastase ganglionnaire régionale 

N1 : Métastase dans 1 à 3 ganglions lymphatiques régionaux 

N2 : Métastase dans 4 ou plus ganglions lymphatiques régionaux 

Métastase (M) 

MX : Statut métastasique inconnu 

M0 : Pas de métastases 

M1 : Présence de métastases à distance (dont ganglions iliaques externes ou iliaques communs) 
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Figure 8: Evolution des stades cancéreux du cancer colorectal. 
La classification internationale « Tumor Nodes Metastasis » met en évidence l’existence de 5 stades 
de CCR : 0, I, II, III et IV. Schéma adapté d’après le National Cancer Institute. 

  

La survie relative des patients atteints de CCR dépend directement du stade de la 

maladie (tableau 2). La survie relative varie de 93,2% pour les stades I à environ 11,6% pour 

les stades IV (INCA, 2012). Les nouvelles thérapies actuellement proposées 

(polychimiothérapies, thérapies ciblées, chimio hyperthermie péritonéale (CHIP) pour les 

carcinoses) ont permis d’améliorer de manière importante la survie des patients. 
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Tableau 2 : Survie relative à 5 ans chez les patients atteints de CCR. D’après (Church et al., 
2013). 

 

 

IV- Bases thérapeutiques et nouvelles cibles thérapeutiques 

  

A l’heure actuelle, le seul traitement curatif reste la chirurgie. Une résection 

endoscopique peut être proposée pour les polypes, siège d’adénocarcinome in situ. La 

résection chirurgicale correspond à l’ablation en bloc du segment colique tumoral et des 

ganglions lymphatiques de drainage régionaux. Cependant, seuls les stades précoces, 

stades I ou II de la maladie peuvent être traités par chirurgie seule. Dès le stade III, ou s’il 

existe des facteurs de mauvais pronostic pour les stades II (moins de 12 ganglions 

réséqués, instabilité microsatellitaire, contingent mucineux supérieur à 40% …) une 

chimiothérapie adjuvante est proposée. Dès lors, il peut être intéressant d’analyser le taux 

de cellules immunitaires présentes au sein de la tumeur (via la réalisation de biopsies) 

(Anitei et al., 2014). En effet, l’immunoscore obtenu peut alors être utilisé comme marqueur 

pronostic et permettre de prédire la présence ou l’absence de réponse aux traitements 

chimiothérapeutiques (Anitei et al., 2014). 

Au stade métastatique, le traitement repose la polychimiothérapie associée à une 

thrérapie ciblée, si l’état général du patient et le statut mutationnel le permettent, le but étant 

d’amener à un stade résécable la masse tumorale. Un des problèmes majeurs du CCR reste 

Classification CCR 

internationale 

(AJCC) /Duke 

Type d’atteinte 
Survie relative à 5 

ans 

I/A 
T1 / T2, absence de 

métastases 
93,2% 

II/B 
T3 / T4, absence de 

métastases 
82,5% 

III/C 
T1 / T2 / T3 / T4, invasion 

périphérique 
59,5% 

IV/D 

T1 / T2 / T3 / T4, invasion 
périphérique + métastases à 

distance 

8,1% 
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son diagnostic tardif : dans plus de 40% des cas, il est diagnostiqué au stade III ou au stade 

IV (Weitz et al., 2005). Aucune chimiothérapie ne peut  à elle seule éradiquer la pathologie. 

Si le patient est répondeur, les chimiothérapies ou les thérapies ciblées peuvent diminuer la 

masse tumiorale. De plus, l’utilisation en laboratoires de modèles murins peut apporter de 

nouvelles connaissances sur l’identification de nouvelles cibles thérapeutiques. Notons enfin 

que des travaux récents démontrent que l’utilisation d’organoïdes constitue aussi un modèle 

de recherche de nouveaux traitements fortement interessant (Clevers, 2016). 

 

1) La chimiothérapie 

 

Actuellement, il existe différentes molécules de chimiothérapie capables d’altérer la 

réplication de l’ADN. Les plus utilisées sont les suivantes : 

 Le 5-fluoro-uracile (5-FU). Il s’agit d’un analogue de la pyrimidine ayant un rôle 

antimétabolique. C’est le médicament de référence en cancérologie intestinale. Il 

permet d’inhiber la fonction de la thymidilate synthase qui elle-même a pour fonction 

de méthyler une désoxyuridine monophosphate (dUMP) en désoxythymidine 

monophosphate (dTMP). Or, la dTMP correspond à l’une des quatre bases de l’ADN. 

La réplication de l’ADN est ainsi bloquée. 

 

 L’Oxaliplatine. Il s’agit d’un sel de platine à action cytotoxique. Il entraîne l’inhibition 

de la réplication et de la transcription de l’ADN suite à la création de ponts entre 2 

guanines adjacentes. 

 

 L’irinotécan ou CPT-11. C’est un dérivé de la camptothécine. Cette molécule inhibe 

l’activité de la topoisomérase I indispensable à la relaxation de l’hélice d’ADN lors de 

la transcription et de la réplication. L’irinotécan forme un complexe avec la 

topoisomérase I et l’ADN provocant ainsi l’apparition de cassures de l’ADN cellulaire. 

 

Plusieurs combinaisons peuvent être proposée. Le plus souvent, l’oxaliplatine et de 

l’irinotécan sont associés au 5-FU lors du traitement de métastases. Ces protocoles sont 

connus sous le nom de FOLFOX et FOLFIRI (Sharif et al., 2008). La combinaison des 4 

molécules, connue sous le nom de FOLFIRINOX (association des deux protocoles 

précédents) permet d’améliorer significativement la survie des patients, mais majore le 
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risque de toxicité. L’utilisation des protocoles dépend donc du stade tumoral, mais également 

de l’état général des patients, et des toxicités induites. 

Les récidives surviennent dans 80% dans les 2 ans qui suivent le traitement initial.  

Récidives et résistances thérapeutiques sont liées aux mutations mises en évidence dans le 

CCR. De nouvelles stratégies thérapeutiques ont été élaborées, reposant sur la mise en 

place de modèles d’études ainsi que sur les voies d’activation de la cancérogenèse. 

 

2) Les modèles murins de CCR 

 

Malgrè l’existence de chimiothérapies efficaces, il est à l’heure actuelle nécessaire de 

déterminer de nouvelles cibles thérapeutiques pour améliorer les traitements. Dans cette 

optique, l’utilisation de modèles murins prend une place de choix. En effet, des modèles 

murins mutés pour certains gènes ont été developpés. Comme il a déjà été mentionné, les 

mutations du gène APC sont retrouvées dans 90% des CCR sporadiques. Par conséquent le 

modèle murin muté pour le gène APC représente un choix par excellence (Karim and Huso, 

2013; Lévy et al., 2015). D’autres modèles de souris génétiquement modifiées sont 

développés. Par exemple, il est possible d’utiliser un modèle mimant le syndrôme de Lynch 

(HNPCC) représentant 3 à 5% des CCR (Leach et al., 1993). 

Des modèles murins chimiquement induits ont aussi été réalisés pour étudier le CCR. 

De nombreuses molécules peuvent être administrées à l’animal comme le 

dimethyhydrazyne, l’azoxyméthane, le sel de dextran ou le N-methyl-N’-nitro-N-

nitrosoguanidine. Le développement du cancer dépend alors de la dose des molécules 

administrées (Karim and Huso, 2013). 

D’autres types de modèles murins peuvent être obtenus par la réalisation de greffes. 

En effet, il est tout à fait possible de mettre en place des greffes orthotopiques. Ces 

dernières permettent d’obtenir un environnement tumoral plus proche de celui retrouvé chez 

l’Homme puisque les cellules sont directement déposées au niveau de l’intestin (Nanda et 

al., 2006). L’avantage de ce type de greffe repose également sur la possibilité d’obtenir des 

métastases visibles par imagerie. Néanmoins, un inconvénient majeur existe car la 

réalisation de ce type de greffes reste très complexe (acte chirurgical et conséquences de 

l’opération sur l’animal). 

Enfin, depuis quelques années de nouvelles recherches ont démontré que de 

nouveaux modèles murins pour le CCR peuvent être répertoriés. En effet, la mutation du 
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gène p53 augmente la prolifération abérante des cryptes intestinales (Ramanathan et al., 

2012). Une seconde étude montre que la mutation du site catalytique de la PI3K engendre 

une activation constitutive de la protéine entrainant l’apparition d’adénocarcinomes mucineux 

(Leystra et al., 2012). Ces données corroborent celles de Sasaki et al qui ont montré que 

l’absence de la p110 (sous unité catalytique de la PI3K) entraine le développement spontané 

de cellules de CCR (Sasaki et al., 2000). Ces données mettent en avant le role déterminant 

de dérégulation des voies de signalisation dans l’émergence des CCR et dans la nécessité 

d’adapter de nouvelles thérapies. 

 

3) Les thérapies ciblées 

 

Les thérapies ciblées ont un mode d’action qui vise à cibler des voies très précises de 

signalisation cellulaire qui entrainent un phénotype cancéreux lorsqu’elles sont dérégulées. A 

la différence de la chimiothérapie, les thérapies ciblées se basent sur une connaissance plus 

poussée des mécanismes moléculaires en cancérogénèse. D’une manière générale, trois 

mécanismes sont utilisés : le premier consiste à bloquer l’interaction du ligand avec son 

récepteur, le second vise à bloquer le récepteur membranaire directement et le dernier cible 

l’activation des voies de signalisations induites par les récepteurs à activité tyrosine kinase. 

Parmi les thérapies ciblées, les anticorps monoclonaux ont été développés, comme 

par exemple l’anti VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), retrouvé sous le nom de 

bevacizumab et sous le nom commercial d’Avastin® (Ferrara et al., 2005). Les anti VEGF 

permettent de bloquer la vascularisation et notamment la néoangiogénèse au niveau 

tumoral. Ceci entraine une privation nutritive de la tumeur. Les anti EGFR (Epidermal Growth 

Factor Receptor) comme le cetuximab (retrouvé sous le nom générique d’Erbitux®) ou le 

panitumumab diminuent la prolifération tumorale. En effet, ils empêchent l’activation du 

récepteur (EGFR), celui-ci étant fortement surexprimé dans les CCR (Spano et al ; 2005). 

Néanmoins, les anti EGFR restent restreints aux patients présentant une absence de 

mutations KRas et BRaf (Konda et al., 2015). Enfin, des anti tyrosine kinases ont aussi vu le 

jour, (Arora and Scholar, 2005; Gotink and Verheul, 2010) permettant ainsi d’inactiver les 

voies de prolifération cellulaire normalement induite par ce type de récepteur. Dans cette 

catégorie, on retrouve par exemple l’entrectinib (inhibiteur des tyrosines kinases) dans 

certains essais cliniques (ALKA-372-001) (Sartore-Bianchi et al., 2016). Néanmoins son rôle 

devient controversé puisque des résultats montrent que son activité peut être inefficace sur 

certains récepteurs comme TrkA (Russo et al., 2016). Une autre étude clinique ciblant les 
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Trk dans les cas de tumeurs solides, grâce à l’inhibiteur LOXO-101 est aussi en cours 

d’étude (NCT02122913). On retrouve aussi dans cette catégorie des thérapies ciblées des 

inhibiteurs de mTOR agissant sur la voie de signalisation PI3K/AKT/mTOR comme le 

temsirolimus, l’évérolimus ou le deforolimus et utilisés dans plusieurs types de cancer 

(notamment du rein et du sein) (Patel et al., 2016; Royce and Osman, 2015). 

Ces thérapies ciblées peuvent être associées à la chimiothérapie. Elles permettent 

alors d’augmenter et d’améliorer la survie relative du patient. 

Même si ces traitements développés récemment ont permis une nette amélioration de la 

prise en charge des patients, les récidives et résistances rencontrées sont encore présentes. 

En effet, dans les cas de stades avancés, c’est-à-dire de cancer métastatique, des 

résistances aux traitements ont été répertoriées (Hammond et al., 2016; Temraz et al., 

2014). Cette résistance n’étant pas immédiate (patients répondeurs au traitement dans les 

premiers temps), elle peut être expliquée par deux phénomènes : l’existence de cellules 

cancéreuses résistantes dès le départ, qui pourraient être apparentées aux cellules souches 

cancéreuses et le développement de nouvelles voies de signalisation. Dans le premier cas, il 

s’agit de résistance innée (De Roock et al., 2011). Dans le deuxième cas, le mécanisme de 

résistance pourrait aussi être induit par les traitements eux-mêmes, favorisant le 

développement et l’activation de nouvelles voies de signalisation pour restaurer les voies 

inactivées, activer des voies desurvie, ou inactiver des messages induisant la mort cellulaire. 

On parle alors de résistance acquise (De Roock et al., 2011). 

Parmi les voies intracellulaires impliquées dans la prolifération, les études récentes 

montrent un rapport étroit avec l’expression des neurotrophines et de leurs récepteurs (Akil 

et al., 2011; Bellanger et al., 2011; De la Cruz-Morcillo et al., 2016; Dubanet et al., 2015; 

Harel et al., 2010). L’inhibition des récepteurs aux neurotrophines Trk devient par 

conséquent un sujet majeur de recherche (Maurel and Postigo, 2015). Pour réaliser 

l’inhibition des neurotrophines, nous avions aussi envisagé de réaliser des shRNA dirigés 

contre le récepteur TrkB. Cependant, après réalisation de la transfection, le shRNA devenait 

létal pour les cellules empêchant ainsi l’utilisation de cette méthode. Dans cette étude nous 

avons donc choisi d’utiliser le K252a comme inhibiteur des récepteurs Trk. Néanmoins, le 

K252a n’est pas la seule molécule inhibitrice des récepteurs à activité tyrosine kinase et 

notamment des récepteurs Trk. Il est possible de citer d’autres agents pharmacologiques 

comme l’entrectinib, l’AZ623, le GNF 5837 (Albaugh et al., 2012; Ardini et al., 2016; Zage et 

al., 2011) ou bien des antagonistes comme l’ANA12 (Cazorla et al., 2011) ou l’HIOC sélectif 

du récepteur TrkB. 
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CHAPITRE 2 : LES NEUROTROPHINES 

 

I- Généralités 

 Les neurotrophines (NTs) constituent une famille de facteurs de croissance (Skaper, 

2012), composée du Nerve Growth factor (NGF) caractérisé en 1956 (Levi-Montalcini and 

Cohen, 1956), du Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF) caractérisé en 1982 (Barde et 

al., 1982), de la neurotrophine 3 (NT-3) mise en évidence en 1990 (Hohn et al., 1990) et la 

neurotrophine 4/5 (NT-4/5) identifiée en 1992 (Ip et al., 1992). Les neurotrophines 6 et 7 ont 

aussi été découvertes (Nilsson et al., 1998) mais restent beaucoup moins étudiées. 

 Les NTs sont des facteurs de croissance impliqués dans la prolifération, la 

différentiation, la survie cellulaire et l’apoptose (Skaper, 2012). Elles ont été découvertes à 

l’origine dans le système nerveux central et exercent un rôle physiologique dans la 

croissance et la plasticité neuronale. Depuis quelques années, leur expression a été 

également retrouvée dans les cellules cancéreuses, où elles remplissent de nouvelles 

fonctions, en relation avec le processus de cancérisation. La surexpression de leurs 

récepteurs (Trk, p75NTR) est également impliquée dans la cancérogénèse. Par ailleurs,la 

sortiline, transporteur des NTs, est elle aussi un sujet actuel de recherche. 

 

II- Les Neurotrophines 

Les gènes des NTs dérivent d’un même gène ancestral particulièrement bien 

conservé au cours de l’évolution (Hallböök et al., 1991). Ils sont retrouvés sur le 

chromosome 1 pour NGF,  le 11 pour BDNF, le 12 pour NT-3 et le 19 pour NT4/5. Il existe 

plusieurs variants transcriptionnels de chaque NT, provenant d’un mécanisme d’épissage 

alternatif. 

 

Même si les NTs sont différentes, leur synthèse demeure fortement semblable. Elles 

sont originaires d’un précurseur d’environ 260 acides aminés, la pré-pro-neurotrophine 

(figure 9). Elle subit un clivage au niveau du réticulum endoplasmique (ablation du pré- 

domaine) pour donner une pro-NT (Seidah et al., 1996; Suter et al., 1991). De la même 

manière, cette dernière va être clivée (suppression du pro-domaine au niveau d’un domaine 

Lys Arg et Arg Arg) pour obtenir une NT mature d’environ 120 acides aminés (Seidah et al., 

1996; Teng et al., 2010). Ces clivages sont réalisés par des protéases particulières comme 
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la furine appartenant à la famille des proconvertases. La NT mature peut alors être libérée 

par la cellule. D’autre part, les pro-NTs peuvent être clivées dans le milieu extra-cellulaire par 

des protéases comme certaines métalloprotéases (MMP-3, MMP-7 ou MMP-9) (Pang, Teng 

et al., 2004) 

De manière étonnante la synthèse de la forme finale peut varier selon la NT 

considérée. En effet, le NGF est principalement sécrété sous forme mature pour favoriser la 

survie cellulaire. Au contraire, le BNDF est majoritairement produit sous forme de pro-NT 

(Mowla et al., 1999) afin de créer un stock rapidement utilisable. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 9: Synthèse des neurotrophines. Le peptide signal ou pré domaine (de 16 à 21 aa), le pro 
domaine et le domaine de la NT mature sont représentés. Le pré domaine va être clivé au niveau du 
réticulum endoplasmique. Le transport des pro NTs est ensuite assuré jusqu’à l’appareil de Golgi. Dès 
ce stade, la sécrétion de pro NTs ou de NTs matures est possible. C’est par l’action de furines et de 
proconvertases qu’a lieu le clivage intracellulaire en NTs matures. Dans certaines conditions, ce 
clivage est extra cellulaire, et est alors réalisé par des métalloprotéases. Schéma adapté d’après 
(Lessmann et al., 2003). 

  

III- Les récepteurs des NTs 

 

Pour déclencher une signalisation cellulaire, les NTs doivent se fixer sous forme de 

dimère à un récepteur spécifique. Ils sont classés en 2 grandes familles (Chen et al., 2009; 

Schecterson and Bothwell, 2010) (figure 10) : 
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 Les récepteurs de la famille Trk, dits de « haute affinité » pour les NTs matures, 

présentent un domaine intracellulaire à activité tyrosine kinase. Ils sont retrouvés 

sous trois variants : TrkA, TrkB et TrkC, fixant respectivement le NGF, le BDNF et la 

NT3.Lors de son activation par le ligand (NT), le récepteur va s’homodimériser, ce qui 

entraîne une trans-phosphorylation des régions intracytoplasmiques (Friedman and 

Greene, 1999a).  

 

 Le récepteur p75NTR appartenant à la famille des récepteurs TNF (Tumor Necrosis 

Factor), est dit de « faible affinité » pour les NTs matures, alors qu’il possède une 

forte affinité pour les pro-NTs. Du fait qu’il présente un domaine de mort intracellulaire 

(death domain), il est capable d’induire une signalisation apoptotique (Arévalo and 

Wu, 2006). 

 

Il est important de noter que d’une manière générale il existe une dualité fonctionnelle 

des NTs. En effet, les pro-NT ont une activité pro-apoptotique notamment via leur 

interaction avec le récepteur p75NTR. Au contraire les NTs matures présentent une 

activité pro-survie du fait de leur liaison aux récepteurs Trk. 

 

Figure 10 : Récepteurs aux NTs. Deux familles de récepteurs aux NTs existent : les récepteurs TrK 
de haute affinité et le récepteur p75NTR de faible affinité. D’après (Chao, 2003). 
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1°) Les récepteurs Trk à activité tyrosine kinase 

 

En 1986, a eu lieu la première description du gène codant le récepteur TrkA : NTRK1 

(Neurotrophin Receptor Kinase) (Martin-Zanca et al., 1986). Il a été décrit comme proto-

oncogène localisé sur le chromosome 1. En 1991, ce récepteur a été caractérisé comme 

récepteur spécifique au NGF (Kaplan et al., 1991a). Quelques années plus tard, les 

récepteurs TrkB et TrkC ont été identifiés.

Les récepteurs aux NTs, qui font partie de la famille des récepteurs à activité tyrosine 

kinase (RTK), présentent une très forte homologie de structure (figure 11). Ils présentent un 

domaine transmembranaire unique, constitué d’une vingtaine d’acides aminés hydrophobes. 

Il fait suite au domaine N-terminal extracellulaire permettant la fixation du ligand et spécifique 

de celui-ci. Cette région est riche en leucine, en cystéine et possède 2 domaines 

« Immunoglobuline-like » (Ig like). La partie intra cellulaire du récepteur contient le domaine 

à activité tyrosine kinase (Patapoutian and Reichardt, 2001). Elle présente des résidus 

tyrosines, cibles de l’autophosphorylation, qui enclenchent la suite de la signalisation. 

Parmi les récepteurs de type Trk, trois variants sont retrouvées : TrkA, TrkB et TrkC 

fixant un ligand spécifique. Pour le TrkA il s’agit du NGF, pour TrkB la liaison est effectuée 

principalement avec le BDNF mais aussi avec la NT4/5 et avec NT3 pour le TrkC. En 

absence de ligand spécifique, le récepteur, aura la possibilité de lier d’autres NTs. Par 

exemple, la NT-3 peut interagir avec TrkA et TrkB et activer une signalisation intracellulaire 

(Rydén and Ibáñez, 1996). 

Lors de son activation, le récepteur va lier son ligand au niveau du domaine extra 

cellulaire immunoglobuline like. De plus, certains travaux ont mis en évidence l’existence de 

liaisons entre la NT et les régions riches en leucines (Urfer et al., 1995). 

 



 

47 

 

 

 

Figure 11: Les récepteurs Trk. Tous les récepteurs Trk (A, B et C) possèdent une structure 
commune : le domaine extracellulaire contenant des domaines cystéines, leucine et Ig-like, le 
domaine transmembranaire formé par une courte hélice  et le domaine intracellulaire possédant 
l’activité tyrosine kinase. La fixation du ligand entraine la  dimérisation de celui-ci grâce aux deux 
domaines Ig-Like. Schéma adapté d’après (Arévalo and Wu, 2006). 

 

a) Le récepteur TrkA 

Il existe différents isoformes de TrkA, résultants d’un épissage alternatif du gène 

NTRK1 (Kaplan et al., 1991b) (figure 12). 

 

 La première forme est le récepteur TrkA-I qui est issu de l’épissage de l’exon 9. Ce 

récepteur est majoritairement retrouvé dans des tissus non neuronaux. Il présente la 

particularité d’être incapable de lier  la NT3. 

 

 Une seconde forme, TrkA-II, résulte de l’expression de l’intégralité du gène. C’est par 

conséquent la forme la plus longue de la famille. Elle est majoritairement retrouvée 

au sein des tissus neuronaux. 

  

 La dernière forme de la famille est la forme TrkA-III. C’est l’isoforme la plus courte car 

elle provient de l’épissage des exons 6, 7 et 9. Son expression constitue un facteur 

de très mauvais pronostic. En effet, ce récepteur possède la capacité de pouvoir 

s’autophosphoryler seul, c’est-à-dire de s’autoactiver, sans la présence de son 

ligand. De plus, il semble qu’il soit capable de favoriser la résistance aux stress dans 

les lignées cellulaires (Tacconelli et al., 2005). 

Domaines riches en leucine et 
cystéine 

Domaines Ig-like 

Région transmembranaire 

Domaine à activité tyrosine kinase 
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 Figure 12: Les différentes isoformes du récepteur TrkA. Le récepteur TrkA est retrouvé 
sous trois formes majoritaires. Les isoformes TrkA-I et TrkA-II sont actives après dimérisation et 
transphosphorylation. Ils sont retrouvés respectivement dans les tissus non neuronaux et neuronaux. 
L’isoforme TrkA-III est quant à elle capable de s’autoactiver en absence de son ligand. Elle est par 
conséquent fortement impliquée dans la résistance cellulaire. Schéma adapté d’après (Brodeur et al., 
2009). 

 

b) Le récepteur TrkB 

 

Le récepteur TrkB est le second membre de la famille des Trk découvert en 1986 

(Martin-Zanca et al., 1986).  Comme les transcrits du gène NTRK2 sont fortement soumis au 

phénomène d’épissage alternatif, de nombreux ARNm peut être retrouvée (Stoilov et al., 

2002). Parmi les 10 isoformes retrouvées, 3 d’entre elles sont produites majoritairement 

(Stoilov et al., 2002; Thiele et al., 2009) (figure 13). 

 

 

 La forme entière du récepteur aussi appelée Full Lenght ou TrkB-FL. Cette isoforme 

est produite par un transcrit épissé de l’exon 16 et de l’exon 19. Il possède 

l’intégralité des domaines extracellulaire, transmembranaire et intracellulaire (activité 

tyrosine kinase) (Barbacid, 1995; Patapoutian and Reichardt, 2001). Il s’agit de la 

forme « classique » et fonctionnelle du récepteur qui a un poids moléculaire de 

145kDa. 
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 La forme tronquée est l’isoforme la plus courte des TrkB aussi appelée TrkB-T1. Ce 

récepteur n’est pas issu d’un épissage du gène, mais le transcrit contient un codon 

stop dans l’exon 16 ; la protéine qui en résulte ne possède pas de partie 

intracellulaire (domaine à activité tyrosine kinase) et a un poids moléculaire de 

95kDa. Cependant, tout comme le TrkB-FL, il présente l’intégralité des domaines 

extracellulaire et transmembranaire et peut donc se lier aux ligands BDNF et/ou 

NT4/5. Des travaux montrent que cette forme est potentiellement capable d’induire 

ou non une signalisation, son rôle reste un sujet controversé et mal connu (Luberg et 

al., 2010). 

 

 La troisième forme couramment retrouvée correspond au récepteur TrkB-T-Shc. 

Cette forme est issue d’un transcrit épissé de l’exon 16 et contenant un codon stop 

dans l’exon 19. Ce récepteur présente un domaine intracellulaire avec la particularité 

de posséder un domaine de liaison Shc (protéines d’adaptation). Cette forme du 

récepteur est principalement retrouvée dans le système nerveux (Brodeur et al., 

2009). 

 
 

En dehors du système nerveux, les récepteurs TrkB sont exprimés majoritairement 

sous la forme tronquée TrkB-T1 (Luberg et al., 2010). Or, le rôle de ce récepteur demeure 

mal compris. Il pourrait jouer un rôle de dominant négatif en provoquant l’internalisation du 

récepteur TrkB entier (TrkB-FL) par endocytose (Biffo et al., 1995). En effet, après 

dimérisation des formes TrkB-FL et TrkB-T1 et fixation du BDNF, l’ensemble du complexe 

est endocyté empêchant la fonction signalisatrice du récepteur TrkB-FL. Une autre étude 

laisse penser que TrkB-T1 serait capable de former un hétérodimère avec le récepteur TrkB-

FL entraînant ainsi son inactivation puisque le complexe formé devient inactif 

(transphosphorylation du récepteur impossible) (Eide et al., 1996). Enfin, TrkB-T1 serait 

capable de séquestrer et de transloquer le BDNF (Alderson et al., 2000), suggérant un rôle 

de leurre pour ce récepteur. Ces rôles hypothétiques pourraient conduire à l’inhibition de 

l’effet du TrkB-FL et ainsi à son rôle dans la prolifération et la survie cellulaire. 
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.  

Figure 13: Les différentes isoformes du récepteur TrkB. Le récepteur TrkB est retrouvé sous trois 
formes majoritaires. La forme TrkB-FL ou « full lenght » est la forme intégrale du récepteur capable 
d’induire une signalisation en aval régulant la survie, la croissance et la prolifération cellulaire. 
L’isoforme TrkB-T1 est dépourvue de la partie signalisatrice intracytoplasmique. L’isoforme TrkB-Shc 
est dépourvue de la partie cytoplasmique à activité tyrosine kinase mais possède un domaine de 
liaison Shc pour protéines adaptatrices. Les isoformes TrkB-T1 et TrkB-Shc possèdent aujourd’hui un 
rôle mal connu mais sont assimilés à des récepteurs leurre. Schéma adapté d’après (Brodeur et al., 
2009). 

 

c) Le récepteur TrkC 

 

 Le dernier membre de la famille Trk, TrkC, est soumis comme Trk A et B au 

phénomène d’épissage alternatif. Par conséquent, il existe lui aussi sous différentes formes : 

entières et tronquées (figure 14). Comme dans les cas précédents la forme TrkC FL 

correspond à la version active du récepteur. Néanmoins, l’une des formes la plus retrouvée 

du TrkC est une isoforme tronquée nommé TrkC-T1 dépourvue du domaine 

intracytoplasmique portant l’activité tyrosine kinase. Par conséquent, seule la forme entière 

du récepteur est capable d’induire une signalisation. Les formes tronquées de TrkC ont un 

rôle mal connu et pourraient jouer un rôle de dominants négatifs ou récepteurs leurres 

(Brodeur et al., 2009). 
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Figure 14 : Les différentes isoformes du récepteur TrkC. La forme TrkC-FL ou « full lenght » est la 
forme intégrale du récepteur capable d’induire une signalisation régulant la survie, la croissance et la 
prolifération cellulaire. L’isoforme TrkC-T1, dépourvu de la partie intracytoplasmique, est la plus 
retrouvée et est assimilée à un récepteur leurre. Schéma adapté d’après (Brodeur et al., 2009). 

 

 

2°) Le récepteur p75NTR 

 

 Le p75 Neurotrophin Receptor ou récepteur p75NTR, découvert en 1973 (Herrup and 

Shooter, 1975) a été initialement identifié comme capable de lier le NGF, ce qui lui avait valu 

son nom initial, LNGFR (Low affinity Nerve Growth Factor). Depuis, il a été montré que ce 

récepteur est capable de fixer l’ensemble des NTs matures mais avec une affinité moins 

forte que celle des Trk (Rodriguez-Tébar et al., 1990). C’est pour cette raison que le p75NTR 

est connu comme récepteur de « faible affinité ». Son poids moléculaire est de 75 kDa. Son 

domaine extracellulaire (N-terminal) contient des régions riches en cystéines qui, comme 

pour les Trk, permet la fixation des NTs et/ou des pro-NTs. Le domaine transmembranaire 

est composé d’une hélice α unique. Enfin le domaine intracytoplasmique présente un 

domaine de mort ou DD (« Death Domain ») phosphorylé sur des résidus sérines et 

thréonines, et comportant 6 hélices α (Roux and Barker, 2002). Il est capable de déclencher 

la cascade des caspases et ainsi la mort cellulaire par apoptose suite à la fixation d’une pro-
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NTs puis par l’activité d’effecteurs comme RIP2 et RhoA. Entre le domaine DD et la partie 

transmembranaire du récepteur, se situe la région chopper qui est aussi capable de lier des 

protéines adaptatrices et particulièrement des protéines de la famille TRAF (TNF Receptor 

Associated Factor) (figure 15) favorisant l’apoptose. 

De la même manière que pour les récepteurs de la famille Trk, le récepteur p75NTR 

présente différentes isoformes. Cependant, contrairement aux Trk et même si certains 

isoformes sont dues à un épissage alternatif, d’autres proviennent d’un mécanisme de 

protéolyse directe du récepteur. L’une des isoformes a subit un épissage de l’ARNm 

provocant la perte de la partie extracellulaire riche en cystéines (Dechant and Barde, 1997). 

Par conséquent, cet isoforme est incapable de fixer son ligand. Sa fonction reste 

actuellement inconnue. Concernant le mécanisme de protéolyse, il fait intervenir les MMP 

extracellulaires comme ADAM10 ou ADAM17.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 15 : Structure du récepteur p75
NTR

. La partie extracellulaire présente 4 domaines riches en 
cystéines permettant la liaison du ligand au récepteur. La partie intracytoplasmique peut être 
subdivisée en deux segments. Le premier correspondant au « domaine chopper » capable de lier 
TRAF et le second au domaine de mort « Death Domain » permettant le déclenchement de la 
cascade des caspases. 
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IV-  Voies de signalisation induites par les NTs 

 1) Les voies activées par les récepteurs de type Trk (formes entières) 

 

 Les récepteurs Trk entraînent l’activation de voies intracellulaires impliquées dans la 

survie cellulaire, la différenciation, la croissance et la plasticité synaptique dans le cas des 

cellules neuronales (Arévalo and Wu, 2006). Aujourd’hui, les Trk et leur signalisation sont 

retrouvés dans de très nombreux types cellulaires et d’une manière générale, leur rôle 

demeure inchangé. 

 

 Lors de la fixation du ligand (NT) sur le récepteur (Trk), l’activation de 3 voies 

majeures  de survies est déclenchée (Stoilov et al., 2002) (figure 16): 

 La voie PI3K/AKT (Phosphatidyl Inositol 3 kinase).  

 La voie des MAPK (Mitogen Associated Protein Kinases). 

 La voie de la PLCγ (Phospholipase C γ). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 16 : Les différentes voies de signalisation activées par les récepteurs Trk. Une fois 
activés par la fixation de leur ligand respectif, les récepteurs Trk permettent l’activation de 3 voies 
principales de survie cellulaire : la voie des MAPK, de la PLC γ et PI3K/AKT. Cette signalisation est 
permise par la phosphorylation de résidus tyrosines présents sur le domaine intracellulaire du 
récepteur. Schéma adapté d’après (Deinhardt and Jeanneteau, 2012). 
 

Récepteur 
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Pour permettre l’activation de ces différentes voies de survie, les NTs matures 

doivent se lier à leur récepteur spécifique, ce qui entraîne l’homodimérisation des Trk activés 

ainsi que leur transphosphorylation. Elle a lieu sur des résidus tyrosine en position 490 et 

785 pour le TrkA et dans des localisations relativement semblables pour TrkB (positions 515 

et 816) et TrkC (Arévalo and Wu, 2006; Blum and Konnerth, 2005). 

L’activité pro survie en aval des Trk est particulièrement liée à la voie PI3K/AKT. Suite 

à son recrutement, la protéine PI3K phosphoryle PI2P en PI3P. Cette modification active la 

protéine AKT par phosphorylation de la thréonine 308 et de la sérine S473. Une fois activée, 

cette protéine joue le rôle d’une véritable plaque tournante de signalisation. En effet, AKT 

présente des cibles très variées telles que la protéine BAD, qu’elle inactive par 

phosphorylation sur 2 résidus sérines (S112 et S136). Cela provoque sa séquestration par la 

protéine 14-3-3 empêchant son interaction avec la protéine BCL-2 (anti-apoptotique). Par 

conséquent, la voie PI3K/AKT possède un rôle anti apoptotique. Elle présente aussi un rôle 

pro-survie direct, notamment par l’activation de facteurs de transcription comme NFκB (en 

phosphorylant son inhibiteur IκB) ou encore FoxO. 

AKT est également responsable de l’activation d’une kinase capitale pour la survie 

cellulaire et la prolifération, la protéine mTOR. Elle peut avoir lieu directement par 

phosphorylation sur la sérine 2448 ou indirectement par phosphorylation et par conséquent 

inhibition du complexe TSC1/TSC2, lui-même inhibiteur de Rheb, activateur de mTOR 

(figure 17). 
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Figure 17 : Régulation de la signalisation de la protéine mTOR. mTOR est régulée par différents 
acteurs positifs (en rouge) ou négatifs (en bleu). mTOR peut être activée par l’inhibition de régulateurs 
négatifs comme le complexe TSC1/TSC2. L’activation de la voie PI3K/AKT est l’un des inducteurs de 
cet effet. Schéma adapté d’après (Kim et al., 2013). 

 

Lorsque mTOR est engagée, elle entraine alors l’activation de ses cibles, la p70S6K 

et le facteur initiateur de la transcription, l’eIF4E (Eukaryotic translation Initiation Factor 4E) 

par inhibition du 4E-BP1 (4E-Binding Protein 1), ce qui favorise la traduction et la croissance 

cellulaire. (Hay and Sonenberg, 2004). Pour exercer ses effets, mTOR participe à la 

formation de 2 complexes distincts : mTOR1 et 2. Le complexe mTORC1 intervient dans la 

synthèse protéique via les phosphorylations de p70S6K et 4EBP1 (Bracho-Valdés et al., 

2011). Il joue également le rôle de régulateur négatif de l’autophagie (fonction détaillée plus 

loin). Le complexe mTORC2 est quant à lui impliqué dans la migration cellulaire et la survie 

via l’activation de Rho GTPases et de phosphorylation de la protéine AKT (Bracho-Valdés et 

al., 2011). 

La signalisation des NTs permet aussi de déclencher la voie des MAPK. Après 

fixation du ligand sur le récepteur, la petite protéine G Ras est activée. Elle peut alors à son 

tour stimuler Raf qui déclenche l’activation de MEK1 (Mitogen Activated Protein 1) et/ou 

MEK2 qui vont à leur tour phosphoryler Erk1 et Erk2 (English et al., 1999). La signalisation 
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des MAPK active aussi différents facteurs de transcription essentiels à la différenciation et la 

survie cellulaire. C’est par exemple le cas pour le facteur CREB (cAMP response element 

binding protein) (Lonze and Ginty, 2002) ou pour NFKB (Sakai et al., 2002) et AP-1 (Karin, 

1995). Raf est aussi capable de phosphoryler les MEK (ou MAPKK) activant ainsi les 

protéines JNK (MAPK) et p38 (Huang and Reichardt, 2003). De plus, cette dernière est 

particulièrement incriminée dans la sensibilité des cellules de CCR à la chimiothérapie (de la 

Cruz-Morcillo et al., 2013). 

Une autre signalisation déclenchée par les récepteurs aux NTs correspond à la voie 

de la PLCγ. Après activation du récepteur, elle est recrutée via les phospho-tyrosines de la 

région intracytoplasmique. La PLCγ hydrolyse alors le phosphatidylinositol 4,5 biphosphate 

en IP3 (inositol 1,4,5 triphosphate) et en DAG (diacylglycérol) (Obermeier et al., 1993). En 

aval, les isoformes de la PKC vont être activées et le calcium intracellulaire mobilisé. Cette 

activation de la PLCγ va permettre par exemple une meilleure plasticité synaptique 

neuronale (Matsumoto et al., 2001). 

 

2) Les voies activées par le récepteur p75NTR 

 

Le récepteur p75NTR a des rôles antagonistes selon le ligand qu’il fixe. En effet, 

lorsqu’il fixe des NTs matures, le récepteur p75NTR peut engager une signalisation de survie 

cellulaire, de différenciation ou de prolifération (comme la famille Trk) (figure 17). Cependant, 

il peut induire une mort par apoptose lorsqu’il lie les pro-NTs. En général, il est plus 

particulièrement connu pour son second rôle (Arévalo and Wu, 2006). Contrairement aux 

Trk, le récepteur p75NTR est incapable de transphosphorylation sur son domaine 

cytoplasmique. Pour déclencher une quelconque signalisation, il doit donc avoir recours à 

des protéines adaptatrices recrutées au niveau du domaine intra cellulaire.  

Le récepteur p75NTR est capable de promouvoir la survie cellulaire et la croissance 

axonale, ce rôle semblant lié à l’activation du facteur de transcription NFκB (Arévalo and 

Wu, 2006; Nykjaer et al., 2005). Cependant, d’autres études ont montrées que p75NTR était 

capable d’activer la voie PI3K/AKT (Roux et al., 2001). 

En parallèle, p75NTR possède un rôle pro-apoptotique. La fixation du ligand (pro-NTs) 

sur le récepteur induit l’activation de la voie JNK kinase (c-Jun N-terminal Kinase) et de p53 

consécutivement au recrutement de la protéine adaptatrice Rac1. D’autres protéines 

adaptatrices comme SC-1, NRAGE, NRIF et NADE peuvent être retrouvées. Les protéines 
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de type TRAF sont également impliquées comme protéines adaptatrices et entraînent une 

forte augmentation de l’activation de la voie JNK favorisant ainsi l’apoptose (Arévalo and Wu, 

2006). 

 

Figure 18 : Voies de signalisations induites par p75
NTR

. Après fixation du ligand (NT mature ou pro 
NT) au récepteur p75NTR, différentes voies de signalisation intracellulaire sont déclenchées. Selon les 
protéines adaptatrices recrutées, la signalisation peut promouvoir la survie ou la croissance axonale 
mais aussi l’apoptose cellulaire. Schéma adapté d’après (Chao, 2003). 
 

 P75NTR a la possibilité de se dimériser avec un récepteur de la famille Trk. Ce 

complexe fixe les NTs matures avec une haute affinité et engage des voies de signalisation 

intracellulaire pro-survie. De manière tout à fait intéressante, il semble que ce soit le 

récepteur Trk qui induise la sélectivité du ligand. En effet, l’association TrkA / p75NTR ne peut 

lier que le NGF. De même le complexe TrkB / p75NTR ne peut lier que le BDNF et TrkC / 

p75NTR ne peux fixer que la NT3 (Yano and Chao, 2000). En conséquence, en absence de 

Trk, p75NTR devient médiateur de mort cellulaire ou d’apoptose, et en présence de récepteur 

Trk, médiateur de survie cellulaire. 

Notons enfin que le récepteur p75NTR est aussi capable de lier la sortiline (récepteur à 

la neurotensine). Cette association p75NTR / sortiline entraîne l’induction de l’apoptose en 

présence de pro NTs. 
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V- Cas particulier de la sortiline 

Le récepteur NTSR3, aussi appelé sortiline, est un des récepteurs à la neurotensine. 

La sortiline présente un poids moléculaire de 95kDA et appartient à une famille de 

transporteurs (Vps10p-D pour Vacuolar Protein Sorting Domain). 

Comme pour la famille Trk et p75NTR, le domaine transmembranaire est court et 

unique. La sortiline a été initialement retrouvée au niveau du système nerveux central et plus 

précisément de l’hippocampe et des cortex (Petersen et al., 1997). Mais comme dans le cas 

des NTs, elle a été ultérieurement identifiée dans de nombreux autres organes comme le 

pancréas, les muscles, l’intestin…(Petersen et al., 1997). 

La sortiline présente un domaine extracellulaire riche en cystéines ainsi qu’une région 

peptide signal et un pro peptide. Le domaine intracytoplasmique est relativement court et 

composé d’une séquence hexapeptidique d’internalisation. Ce domaine interne ne possède 

pas d’activité catalytique (figure 18). Par conséquent, la sortiline seule ne peut pas induire 

l’activation de voies de signalisation, elle doit s’associer à un partenaire pour cela. 

 

 

Figure 19 : Structure de la sortiline. Le domaine extracellulaire comporte 4 régions particulières. La 
première correspond à un peptide signal suivi d’un pro peptide pouvant être libéré par l’action de 
furines, puis une région riche en fibronectine et un domaine enrichi en cystéines. Le domaine 
transmembranaire est court et unique. Le domaine intracellulaire est composé d’une séquence 
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hexapeptidique d’internalisation dépourvue d’activité catalytique. Schéma adapté d’après Mazella, 
2004. 

 

 La localisation de cette protéine est principalement intracellulaire, notamment aux 

alentours du Golgi et de son réseau (Petersen et al., 1997). Elle possède un pro peptide 

dans sa partie N-terminale. Lors du clivage de ce peptide par l’action de furine, la sortiline 

endosse alors le rôle de transporteur des NTs. Ce clivage va en parallèle permettre 

d’adresser la sortiline à la membrane cellulaire, permettant ainsi le transport des NTs 

matures ou des pro NTs. 

 L’expression de la sortiline à la membrane plasmique lui confère le rôle de 

corécepteur. En effet, elle est capable d’interagir avec le p75NTR, enclenchant en aval, une 

signalisation de mort (Nykjaer et al., 2004). Cependant, certaines exceptions sont retrouvées 

comme par exemple dans le cas du mélanome où ce duo n’entraine pas la mort cellulaire 

mais une augmentation importante de la migration cellulaire (Truzzi et al., 2008) ainsi que la 

survie cellulaire (Vaegter et al., 2011). 

  

 

VI- LES NEUROTROPHINES ET LE CANCER. 

 

Initialement découvertes dans le système nerveux central, les NTs possèdent un rôle 

bénéfique pour la survie et la prolifération cellulaire. Cependant, depuis quelques années, il 

est démontré qu’elles sont fortement impliquées dans le processus cancéreux. Les liens 

entre la pathologie cancéreuse et l’expression des NTs et de leurs récepteurs semblent 

varier en fonction des molécules considérées. En effet, l’implication du couple TrkB/BDNF 

semble être généralement de mauvais pronostic, ce qui n’est pas forcément le cas pour les 

autres membres de la famille (Jia et al., 2015; Okamura et al., 2012). Nous apporterons ici 

des données en nous concentrant sur le BDNF et son récepteur TrkB, notre étude se 

focalisant sur l’étude de ce couple. En effet, dans les tumeurs de cellules neurales comme le 

neuroblastome, l’expression de TrkB favorise l’agressivité tumorale (Matsumoto et al., 1995) 

et est corrélée à un mauvais pronostic (Yu et al., 2010). Il a également été montré que 

l’interaction TrkB /BDNF est fortement incriminée dans l’apparition de métastases (Smit et 

al., 2009), la résistance aux traitements (Middlemas et al., 1999) ou l’angiogénèse 

(Nakamura et al., 2006). Dans le cas des gliomes, les acteurs BDNF et TrkB sont 
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surexprimés (Xiong et al., 2015) et impliqués dans l’augmentation de la prolifération cellulaire 

(Xiong et al., 2013). Ce couple pourrait également favoriser le maintien de cellules souches 

cancéreuses, initiatrices de gliomes (Lawn 2015). 

Outre les tumeurs du SNC, les NTs et leurs récepteurs sont fortement étudiés dans 

d’autres cancers comme celui du pancréas (Miknyoczki et al., 1999), du sein (Descamps et 

al., 1998), de la prostate (Satoh et al., 2001)… De manière intéressante, ce couple induirait 

des réponses proches de celles retrouvées dans le SNC. En effet, TrkB permet la 

suppression de l’anoïkis ainsi que l’induction de métastases dans les cancers épithéliaux 

(Douma et al., 2004). Dans le cancer du poumon, l’expression de TrkB/BDNF est associée à 

un mauvais pronostic (Okamura et al., 2012). Ces données permettent donc d’envisager que 

le couple TrkB/BDNF peut être une cible thérapeutique (Odate et al., 2013). Dans les 

cancers pancréatiques, TrkB est associé à une diminution de p75NTR au cours de l’évolution 

de la maladie (Sclabas et al., 2005). Cette même équipe a aussi montré que la 

surexpression de ces protéines est associée à une augmentation de l’agressivité de la 

pathologie ainsi qu’à une prolifération cellulaire accentuée. Le rôle anti apoptotique des NTs 

est aussi retrouvé dans les lymphomes (Dubanet et al., 2015). Enfin, le BDNF possède un 

rôle majeur dans la survie des cellules lymphocytaires B (Fauchais et al., 2008).  

Dans le cas du CCR, le couple TrkB /BDNF est une nouvelle fois incriminé dans 

l’apparition de métastases (Fan et al., 2014) et de résistance aux traitements (de Farias et 

al., 2012). La corrélation entre la surexpression de TrkB et un mauvais pronostic pour le 

patient a aussi été établie (Fan et al., 2014; Sasahira et al., 2013). De plus, notre laboratoire 

a montré que les cellules de CCR sont capables d’utiliser une voie de survie autocrine ou 

paracrine faisant intervenir le BDNF (Akil et al., 2011). 

Par conséquent, les NTs représentent aujourd’hui un secteur majeur de recherche en 

cancérogénèse du fait de leur capacité à favoriser la survie et la résistance des cellules 

cancéreuses. Elles représentent donc une cible thérapeutique potentielle, notamment dans 

le cas du CCR (de Farias et al., 2012). Cependant, les NTs et leurs récepteurs à elles seules 

ne peuvent pas expliquer l’ensemble des mécanismes de résistance. Il existe en effet, de 

nombreuses autres voies de survie, parmi lesquelles l’autophagie tient un rôle majeur. Ce 

processus est d’autant plus intéressant à considérer que neurotrophines et autophagie ont la 

particularité de présenter un nœud de signalisation commun : la protéine kinase mTOR. 
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CHAPITRE	3	:	L’AUTOPHAGIE 

  

Le mot autophagie vient du grec « auto » (αυτο) et « phagie » (φαγειν)  signifiant 

littéralement « se manger soi-même ». Il s’agit d’un mécanisme catabolique particulièrement 

bien conservé au cours de l’évolution des espèces initialement identifié chez la levure. Il est 

retrouvé dans de très nombreux organismes comme les plantes, les insectes, la souris ou 

l’homme (Levine and Yuan, 2005). L’intérêt pour ce mécanisme a été souligné très 

récemment par l’obtention du prix Nobel de médecine et physiologie 2016, décerné à 

Yoshinori Ohsumi pour ses travaux sur l’autophagie chez la levure. 

Dans la cellule, deux voies majeures de dégradation sont retrouvées. La première 

correspond à celle du protéasome responsable de la dégradation des protéines à courte 

durée de vie. La seconde correspond à l’autophagie, qui permet la dégradation des protéines 

à durée de vie longue en les adressant au lysosome. Elle permet aussi la dégradation de 

molécules surnuméraires, de protéines mal repliées ainsi que d’organites altérés. Outre sa 

fonction à l’état basal, elle est déclenchée en cas de stress cellulaire, où elle favorise la 

production rapide d’acides aminés et d’acides gras permettant de maintenir l’homéostasie 

cellulaire (Codogno and Meijer, 2005). 

Actuellement, de nombreuses études mettent en évidence le rôle de l’autophagie en 

réponse à de nombreux stress cellulaires (infections, carences nutritives, hypoxie, 

thérapie…) où elle va favoriser la survie. Dans le cas des cellules cancéreuses, l’autophagie 

possède néanmoins un rôle ambigu. En effet, elle aurait un role de suppresseur de tumeur, 

notamment dans les premiers stades tumoraux, en dégradant les macromolécules altérées, 

alors que, dans des stades plus tardifs, elle favoriserait la survie des cellules tumorales en 

conditions de stress (nutritif, hypoxique et/ou thérapeutique). Cependant bien que ce ne soit 

pas son objectif initial, un excès d’autophagie, non contrôlée, pourrait entrainer la mort 

cellulaire. 

 

I - Les différents types d’autophagie 
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L’autophagie se décline en 3 grands types : la microautophagie, l’autophagie médiée par les 

chaperonnes et la macroautophagie (figure 20). 

 

1) La microautophagie 

 Il s’agit d’un mécanisme non sélectif, totalement indépendant d’un éventuel stress 

cellulaire. Il correspond à l’invagination de la membrane du lysosome permettant la captation 

directe de molécules environnantes. La microautophagie correspond au bourgeonnement  

d’une vésicule à l’intérieur de la lumière vacuolaire, grâce à laquelle sont internalisées des 

portions cytoplasmiques contenant les substrats. Ce type d’autophagie nécessite le maintien 

du potentiel membranaire vacuolaire (Cuervo et al., 2004). 

 

2) L’autophagie dépendante des chaperonnes 

 Ce type d’autophagie permet l’adressage au lysosome de protéines portant la 

séquence KFERQ (Lys, Phe, Glu, Arg, Gln ou lysine, phenylalanine, glutamine, arginine, 

glycine). Lorsqu’elles sont altérées celles-ci sont reconnues via ce motif par une protéine 

chaperonne  de la famille des hsp70 (heat schock protein). Le complexe est ensuite dirigé 

vers le lysosome où il se fixe au récepteur de la membrane lysosomale : LAMP2 (Lysosome 

Associated Membran Protein) (Cuervo and Dice, 2000). La protéine LAMP2 est impliquée 

dans la translocation du substrat dans la lumière lysosomale (Majeski and Dice, 2004). 

Même si ce type d’autophagie n’est pas le plus décrit, son altération est une source de 

pathologies, comme par exemple dans la maladie de Parkinson, où l’accumulation de la 

protéine α-synucléine dans les corps de Lewy est provoquée par un défaut d’internalisation 

dans le lysosome (Cuervo and Wong, 2014; Cuervo et al., 2004; Xilouri et al., 2008, 2013). 

 

3) La macroautophagie 

 La macroautophagie est le processus majeur de dégradation lysosomale et est 

communément référencée sous le terme d’autophagie.  C’est une voie constitutive existant à 

un niveau basal dans tous les types cellulaires possédant un système lysosomal fonctionnel. 

Elle est donc directement dépendante du trafic vésiculaire. Néanmoins, les niveaux 

autophagiques basaux ne sont pas équivalents d’un type cellulaire à l’autre (Mizushima and 

Kuma, 2008).  
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La macroautophagie correspond à l’individualisation d’une vésicule, qui va séquestrer 

une partie du cytoplasme et des composants intra cellulaires pour les adresser au lysosome. 

A partir de l’élongation de membranes isolées appelées phagophores, une vésicule à double 

membrane nommée autophagosome est constituée (Juhasz and Neufeld, 2006). Par la 

suite, cet autophagosome va fusionner avec le lysosome pour former l’autophagolysosome 

permettant la dégradation du contenu par acidification du pH et action d’hydrolases 

contenues dans le lysosome. La dégradation ainsi réalisée permet l’obtention d’acides 

aminés ou d’acides gras utilisés comme précurseurs du métabolisme, après leur libération 

dans le cytoplasme.  

Le processus autophagique est un phénomène se déroulant à l’état basal (hors 

stress) et de façon continue dans la cellule, responsable du flux autophagique (Nixon and 

Yang, 2011). Il peut être modifié en cas de problème de maturation des autophagosomes. 

En conséquence, ces derniers s’accumulent, ce qui peut aller jusqu’à entraîner la mort 

cellulaire, alors que l’autophagie est avant tout un mécanisme de survie cellulaire.  

Dans certains cas, l’autophagie assure une dégradation sélective d’éléments du 

cytoplasme : la ribophagie pour les ribosomes (Kraft et al., 2008) ou  la mitophagie pour la 

mitochondrie (Kim et al., 2007). 
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Figure 20 : Les trois grands types d’autophagie. Trois formes d’autophagie sont décrites: la 
microautophagie, la macroautophagie et l’autophagie dépendante des chaperonnes. La 
macroautophagie correspond au mécanisme classique assurant la dégradation de protéines à longue 
durée de vie. Le contenu séquestré dans l’autophagosome est adressé au lysosome où il est dégradé 
puis recyclé en précurseurs métaboliques. La microautophagie correspond à la pénétration directe 
des éléments à dégrader dans le lysosome. L’autophagie chaperonne-dépendante est initialisée après 
reconnaissance d’un motif KFERK sur la protéine à dégrader. Par la suite il y a fixation sur le 
récepteur LAMP2 retrouvé sur la membrane du lysosome. Schéma adapté d’après Wirawan et al ; 
2012. 

 

II - Déroulement de l’autophagie (figure 21) 

 Ce mécanisme est dépendant d’une famille de gènes nommés ATG (AuTophaGy- 

related genes) codant les protéines ATG (Klionsky et al., 2003). Ils ont été initialement 

caractérisés chez la levure en 2007 par l’équipe de Mizuchima et ensuite chez d’autres 

espèces plus évoluées. Les protéines découlant de la transcription des gènes sont classées 
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en 4 sous-groupes. Le premier groupe correspond au complexe ATG1/ULK1, le second au 

complexe ATG6/Beclin1 PI3K (classe III) et le troisième au complexe ATG9. Enfin, le dernier 

sous-groupe est représenté par les protéines ATG12 et ATG8 (LC3). 

 

 

Figure 21 : Les principales étapes de l’autophagie. Le mécanisme autophagique se décompose en 
plusieurs temps. Le premier correspond à la nucléation (ou initiation du mécanisme). Ensuite 
l’autophagosome s’étend puis se referme avant de fusionner avec le lysosome. Enfin, le contenu de 
l’autophagolysosome est dégradé. L’autophagie est impliquée dans la dégradation de protéines ou 
organites altérés via la formation d’autophagolysosomes. Schéma adapté d’après (Galluzzi et al., 
2015). 
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 Le déclenchement de l’autophagie nécessite comme pré requis l’existence d’une 

membrane comme base de l’autophagosome : le phagophore. Cette membrane peut 

provenir du réticulum endoplasmique, de l’appareil de Golgi, de la membrane plasmique ou 

de la mitochondrie (Dunn, 1990). D’autres données montrent que dans certaines conditions 

de privation (sérique ou d’oxygène), la formation d’une vésicule riche en phosphatidylinositol 

3 phosphate (PI3P) à partir de la membrane du réticulum est observée (Axe et al., 2008) à 

proximité de compartiments riches en PI3K de classe III. Ainsi, l’Omégasome formé 

permettrait de regrouper un ensemble de protéines appartenant à la famille ATG pour former 

le phagophore. 

 

1) Mécanisme d’initiation de l’autophagosome  

Plusieurs complexes protéiques sont requis pour le déroulement des premières 

étapes de l’autophagie. Parmi ceux-ci, les principaux sont : 

 

 ATG1/ULK1: Le mécanisme d’autophagie débute par la formation de 

l’autophagosome. Celle-ci est réalisée par le complexe ATG1 (chez la levure) 

ou ULK1/2 (chez les mammifères), formé par les protéines UKL1, ATG13, 

ATG17 (aussi appelée FIP200) et ATG101. Ce complexe d’initiation est 

colocalisé avec l’Omégasome (Karanasios et al., 2013) (figure 22). C’est la 

protéine Ulk1 qui joue le role déterminant. Il s’agit d’une protéine présentant 

16 sites potentiels de phosphorylation, qui n’ont pas tous la même fonction. 

Ainsi la phosphorylation par mTOR est inhibitrice alors que celle réalisée par 

l’AMPK est activatrice. Quand Ulk1 est activée, elle va s’autophosphoryler et 

phosphoryler également ATG13 initiant le processus autophagique. 

 

 ATG6 (Beclin1) / (PI3K III): La formation de l’autophagosome nécessite 

l’intervention de la PI3K de classe III (figure 22). En effet, elle est à l’origine de 

la production de PI3P, indispensable à la formation de l’autophagosome (Axe 

et al., 2008). Pour assurer cette fonction, la PI3KclIII doit être associée aux 

molécules Beclin1 (ou ATG6) et Vsp15. Ainsi, un complexe minimum pouvant 

lier d’autres protéines comme UVRAG, ATG14 ou Ambra 1 est obtenu. Ces 

dernières sont des cofacteurs nécessaires à l’activité du complexe Beclin 1. 
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La fonction de cette protéine est assimilable à un régulateur de l’activité du 

complexe. En effet, Beclin1 fait partie du sous-groupe des « BH3-only 

proteins » de la famille BCL-2 et est capable d’interagir avec un grand nombre 

de partenaires, activateurs ou inhibiteurs. 

 

 Le complexe ATG9: La protéine ATG9 fait partie de la membrane de 

l’autophagosome (figure 22). Elle est transmembranaire et est impliquée dans 

le recrutement de molécules nécessaires à la formation des membranes de 

vacuolisation (Kim et al., 2002; Reggiori and Tooze, 2012; Shibutani and 

Yoshimori, 2014). Elle va permettre de fixer le PI3P fournit par le complexe 

Beclin1/PI3K. 

 

2) Mécanisme d’élongation de l’autophagosome 

  Après son initiation, l’autophagosome subit une élongation grâce à deux systèmes 

distincts apparentés à la conjugaison « ubiquitine-like » : 

 Le système ATG12-ATG5-ATG16: La conjugaison ATG12/ATG5 est 

obligatoire et même essentielle à l’élongation du phagophore (Mizushima et 

al, 2001) (figure 22). ATG7 active ATG12 en présence d’ATP (adénosine tri 

phosphate). ATG12 est ensuite relocalisée au niveau d’ATG10. Puis la glycine 

en position C terminale d’ATG12 se lie avec ATG5. Cet ensemble 

ATG12/ATG5 s’associe à ATG16 pour former le complexe ATG12-ATG5-

ATG16 (Mizushima et al., 2003). Ce dernier est retrouvé sur la partie 

extérieure de l’autophagosome et va permettre le recrutement du second 

système de conjugaison impliquant la protéineLC3. 

 

 Système de conjugaison LC3 / phosphatidyléthanolamine: Après sa synthèse 

sous forme de pro-LC3 (Kirisako et al., 2000), la protéine LC3 mature ou 

ATG8 est présente dans le cytoplasme sous sa forme LC3-I (figure 22). 

Lorsque le mécanisme d’autophagie est déclenché, la forme LC3-I est clivée 

au niveau de sa partie C terminale par la protéine ATG4. La LC3-I est ensuite 

activée par ATG7 puis transférée sur ATG3 qui va induire la conjugaison de 

LC3-I avec la PE (phosphatidyléthanolamine ; Kirisako et al., 2000). La forme 
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complexée à la PE constitue la LC3-II, indispensable à la formation de 

l’autophagosome. LC3 est retrouvée sur les deux faces de la membrane de 

l’autophagosome et représente donc un substrat du processus autophagique. 

ATG4 peut alors une nouvelle fois exercer son action de protéase en clivant le 

complexe LC3-II/PE pour restaurer la LC3-I cytoplasmique.  

La protéine LC3 est l’un des marqueurs par excellence du mécanisme d’autophagie 

puisqu’elle est absente des autres membranes cellulaires et qu’elle reste liée à 

l’autophagosome pendant toute la durée du processus autophagique. La quantité de LC3-II 

est donc proportionnelle au nombre d’autophagosomes. 

 

3) Fermeture de l’autophagosome 

Après l’élongation de l’autophagosome et la séquestration du matériel à dégrader, ce 

dernier peut alors être refermé.  

La fermeture de l’autophagosome est médiée par un processus de déconjugaison 

d’ATG8 par l’activité de la protéine ATG4 (Xie et al., 2008a). Par conséquent, ATG4 possède 

une activité de régulation du mécanisme d’expansion de l’autophagosome mais aussi un rôle 

dans la taille finale de l’autophagosome (Xie et al., 2008a, 2008b). La déconjugaison d’ATG8 

par ATG4 est régulée par deux autres protéines: ATG18 et ATG21. Elles participent elles 

aussi à la régulation de la taille de l’autophagosome (Nair et al., 2010). Après fermeture de 

l’autophagosome, ATG8 est absent de la face extérieure de la membrane et n’est retrouvée 

que du côté luminal, où il constitue un substrat comme les autres de l’autophagie(Kabeya et 

al., 2000). La part cytoplasmique de LC3II est clivée de la PE par ATG4 puis recyclée dans 

le cytoplasme sous forme de LC3I.  

 

4) Etape de maturation de  l’autophagosome 

Après fermeture de l’autophagosome, deux mécanismes de maturation ont alors lieu : 

 Fusion avec le lysosome : Une fois formé, l’autophagosome est 

acheminé vers le lysosome par l’intervention des petites protéines G 

de la famille Rab. La vésicule autophagique fusionne ensuite avec le 

lysosome pour donner l’autophagolysosome (figure 22). Cette fusion 

peut être directe ou indirecte. La fusion directe correspond au 



 

69 

 

« couplage » des membranes de l’autophagosome et du lysosome 

(Dunn, 1990). Dans le cadre de la fusion indirecte, l’autophagosome 

fusionne avec les endosomes précoces, puis avec les endosomes 

tardifs par l’intermédiaire du système ESCRT (Endosomal Sorting 

Complex Required for Transport). Puis la fusion entre 

l’autophagosome et le lysosome est permise par l’intervention des 

protéines SNAREs (soluble N-ethylmaleimide-sensitive factors 

attachment protein receptors) (Razi et al., 2009). 

 

 Dégradation du contenu de l’autophagolysosome: Lorsque 

l’autophagosome et le lysosome fusionnent, une diminution du pH est 

observée permettant une dégradation du contenu de 

l’autophagolysosome par l’action d’hydrolases activées (Kroemer and 

Levine, 2008) (figure 22). L’ensemble des produits de dégradation est 

ensuite dirigé vers le cytoplasme grâce aux perméases présentes dans 

la membrane lysosomale (Saftig and Klumperman, 2009). 

 

Remarque : Ubiquitination et autophagie : Pendant les premières années, l’autophagie a été 

considérée comme un mécanisme non sélectif de dégradation. Cette notion a évoluée 

depuis la caractérisation de la protéine p62, aussi appelée sequestosome 1 (SQSTM1) et 

des autres membres de cette famille (SLRs, (p62/SQSTM1)-Like Receptors) (Pankiv et al., 

2007). La p62 présente 2 domaines remarquables, lui permettant de se lier, à l’ubiquitine, 

elle-même fixée à des agrégats protéiques ou des organites à dégrader, et à la protéine LC3 

par la séquence LIR (LC3 interacting region). La protéine p62 assure donc la fonction de 

récepteur autophagique enclenchant l’agrégation et l’élimination sélective de protéines 

pouvant être délétères (Pankiv et al., 2007). Elle sera elle aussi dégradée par 

l’autophagolysosome. 
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Figure 22 : Les processus de l’autophagie. L’autophagie correspond à un ensemble d’étapes : 
l’induction, la nucléation membranaire, la formation du phagophore, l’élongation de l’autophagosome 
et la fusion avec le lysosome pour permettre la dégradation du contenu de l’autophagolysosome. Ces 
différentes étapes sont contrôlées par des complexes moléculaires : les complexes ATG1/ULK1, 
PI3KcIII/Beclin1 et ATG9 de l’initiation à la formation du phagophore. Viennent ensuite les complexes 
ATG12-ATG5-ATG16 et LC3/phosphatidyl éthanolamine pour l’étape d’élongation de 
l’autophagosome. Schéma adapté d’après (Gelino and Hansen, 2012). 

 

L’autophagie est un mécanisme finement régulé. Cette régulation peut être réalisée 

par différents acteurs comme mTOR (mammalian Target Of Rapamycin) (Yoshimori, 2004), 

mais aussi par la phosphatidyl Inositol 3 kinase (PI3K) (Kihara et al., 2001) ou l’AMP 

activated protein kinase (AMPK). Les mitogen activated protein kinase (MAPK), la protéine 

kinase C (PKC) ainsi que NF-B peuvent quant à elles réguler l’expression de certaines 

protéines impliquées directement dans l’autophagie. Le plus souvent les voies de régulation 

de l’autophagie sont interconnectées. Elles ont généralement une relation directe avec le 

niveau énergétique cellulaire. 
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III- Régulateurs directs du mécanisme d’autophagie 

1) Mammalian Target Of Rapamycin : mTOR 

La protéine kinase mTOR est une sérine/thréonine kinase identifiée comme cible de 

la molécule chimique rapamycine (Sabers et al., 1995). Elle se situe classiquement en aval 

de la voie de signalisation des facteurs de croissance, passant par la PI3K/AKT. Lorsqu’elle 

est activée, elle augmente la traduction et la croissance cellulaire par l’intermédiaire de ses 

cibles, la protéine p70S6 kinase (p70S6K) et la protéine 4EBinding Protein 1 (4E-BP1) (Kim 

et al., 2002). Cette protéine se comporte comme indicateur du niveau d’énergie cellulaire 

mais surtout comme régulateur majeur du processus autophagique (Menéndez-Benito and 

Neefjes, 2007). Elle participe à deux complexes importants que sont mTORC1 et mTORC2 : 

mTORC1 est composé de mTOR, rapTOR, mLST8 et PRAS40 et mTORC2 est composé de 

mTOR, ricTOR, mLST8 et Sin1. L’activité du complexe mTOR1 est notamment régulée par 

la présence de facteurs de croissance et de nutriments dans le milieu. Cependant d’autres 

paramètres comme l’insuline ou le dioxygène peuvent aussi moduler son activité (Corradetti 

and Guan, 2006). En condition basale (absence de stress cellulaire), l’activité du complexe 

mTORC1 entraine l’inhibition de la formation d’autophagosomes, par la phosphorylation 

inhibitrice des protéines ULK1 et ATG13 (Hosokawa et al., 2009).  

 Dans la situation contraire, lors de stress cellulaires (carence en facteurs de 

croissance ou privation sérique), le complexe mTORC1 est inhibé. Il ne réalise plus 

laphosphorylation inhibitrice de ULK1, qui peut alors déclencher l’autophagie. Un  « équilibre 

autophagique » est alors assuré (Sridharan et al., 2011) afin d’éviter une activation trop 

élevée de l’autophagie qui pourrait entraîner une perte cellulaire par excès. 

 Même si mTORC2 n’a pas un rôle majeur comme mTORC1 dans le contrôle de 

l’autophagie, il peut la réguler en modulant  l’activité des protéines AKT et PKC (Sarbassov 

et al., 2006). 

 

2) Adenosin MonoPhosphate activated Protein Kinase (AMPK) 

 L’AMP Kinase est une protéine sensible aux niveaux d’AMP et d’ATP, elle qui est 

activée en cas de stress énergétique et induit l’autophagie en réponse à un stress sérique 

(Meley et al., 2006; Zhao and Klionsky, 2011). Pour cela, elle régule négativement le 

complexe mTORC1 par activation du complexe TSC2 (inhibiteur de mTOR) et blocage de la 

protéine rapTOR, ce qui enclenche le mécanisme d’autophagie (Inoki et al., 2003). Ceci a 
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été observé en absence de stress nutritif mais en réponse à une augmentation du calcium 

cytoplasmique (Høyer-Hansen et al., 2007). Le déclenchement du mécanisme autophagique 

par l’activité de l’AMPK peut également être retrouvé dans d’autres conditions comme 

l’hypoxie (Degenhardt et al., 2006; Laderoute et al., 2006). L’AMPK est donc un régulateur 

de l’autophagie situé en amont de mTOR (Høyer-Hansen and Jäättelä, 2007; Meijer and 

Codogno, 2007). 

Par ailleurs, l’AMPK induit aussi une phosphorylation activatrice de ULK1 (Lee et al., 

2010) ce qui déclenche la formation d’autophagosomes (Egan et al., 2011; Kim et al., 2011). 

De plus, il semble que ULK1 puisse elle aussi agir sur l’AMPK en induisant la 

phosphorylation de ses sous unités α, β et γ. Cette rétroaction de ULK1 entraine une 

modulation négative de l’activité de l’AMPK. Néanmoins, ce dernier point reste mal connu 

puisque la phosphorylation de l’AMPK peut être indépendante de son association avec 

ULK1(Löffler et al., 2011). 

  Le facteur de transcription FoxO3 constitue une autre cible de l’AMPK qui provoque 

son accumulation dans le noyau. Par conséquent l’expression des gènes cibles comme celui 

codant la LC3 est fortement stimulée (Chiacchiera and Simone, 2009). 

 

3) Protéine p53 

La protéine p53 est un facteur de transcription clé fortement impliqué dans la 

régulation de la mort et de la survie cellulaire mais aussi dans la régulation du métabolisme 

(Vousden and Prives, 2009). En cas de stress cellulaire comme la privation sérique, la 

protéine p53 peut être activée et s’accumule au niveau du noyau de la cellule entrainant 

ainsi la transcription de plusieurs gènes impliqués dans la modulation de l’autophagie 

comme Dram ou Tigar. La protéine lysosomale Dram (Damaged Related Autophagy 

Modulator) entraine une accumulation des autophagosomes pour favoriser la formation 

d’autophagolysosomes (Crighton et al., 2006). Tigar quant à elle est impliquée dans la 

modulation de la glycolyse et régule indirectement le niveau d’espèces oxygénées réactives 

(ROS) (Bensaad et al., 2006), notamment en fonction de la quantité de nutriments. Il peut 

ainsi inhiber l’autophagie (Bensaad et al., 2009).  

En plus de ce rôle transcriptionnel, il a été montré par l’équipe de G Kroemer 

(Tasdemir et al., 2008) que la protéine elle-même, dans sa localisation cytoplasmique 

pouvait interagir avec le complexe Ulk1, bloquant l’’initiation du processus. Ces fonctions 
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sont néanmoins associées à l’expression d’une p53 sauvage. La régulation semble être plus 

complexe quand la protéine est mutée, comme notre équipe l’a montré dans un modèle de 

neuroblastome (Naves et al., 2013). Dans ce cas, l’accumulation de la protéine mutée dans 

le noyau, inactive pour la transcription des gènes, est associée à l’activation de l’autophagie.  

 

IV- Régulateurs indirects du mécanisme d’autophagie 

Outre ces régulateurs directs de l’autophagie, l’ensemble des voies de signalisation 

en aval des récepteurs aux facteurs de croissance peut intervenir dans la régulation du 

déroulement de l’autophagie. 

1) La voie PhosphoInositide 3 Kinase (PI3K) / AKT 

 Les phosphoinositide 3 kinases assurent la transformation du PI2P en PI3P. Trois 

classes de PI3K sont décrites : 

 PI3K de classe I : Ce sont elles qui sont activées en aval des facteurs de 

croissance et catalysent la production de PI3P mais aussi de PI3,4P2 et de 

PI3,4,5P3. Ces seconds messagers activent des protéines majeures de 

signalisation comme par exemple AKT (Lawlor and Alessi, 2001). Par 

conséquent, la classe I des protéines PI3K entraîne une régulation négative 

de l’autophagie, notamment en activant mTOR (Furuta et al., 2004).  

 

 PI3K de classe II : peu de données existent sur cette forme de PI3K. 

 

 PI3K de classe III : Egalement connue sous le terme de vps34, elle qui 

interagit avec Beclin1 (figure 21) pour former le complexe de nucléation des 

autophagosomes (Kihara et al., 2001). La PI3K III permet aussi l’adressage de 

certaines protéines au niveau de la membrane de l’autophagosome comme 

pour ATG18 (impliquée dans la lipidation de la protéine LC3) (Polson et al., 

2010).  

 

Même si la molécule wortmannine peut inhiber l’ensemble des trois formes, la 

PI3Kclasse III est quant à elle inhibée plus spécifiquement par la 3-MA (3-méthyadénine). 

Cette molécule est de ce fait utilisée comme inhibiteur de l’autophagie (Seglen and Gordon, 

1982).  
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2) La voie Mitogen Activated Protein Kinase (MAPKs) 

 Comme décrit dans le chapitre 2, les MAP Kinases sont des sérine/thréonine kinases, 

activées notamment par les facteurs de croissance. La signalisation déclenchée par les 

MAPK entraîne la phosphorylation de différents acteurs parmi lesquels certains facteurs de 

transcription. Cette voie est elle-même subdivisée en 3, en fonction des signaux activateurs, 

des cellules qui les expriment et de l’effet biologique (figure 23): 

 Extracellular Signal Regulated Kinase (ERK), active en cas de 

prolifération cellulaire. 

 p38, active notamment en cas de stress cellulaire. 

 JNK, active notamment en cas de stress cellulaire. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 23 : Cascades de signalisation des MAPK. Après un stimulus extracellulaire, les MAPK 
peuvent induire différentes cascades de signalisation : ERK, JNK et p38. Ces différents acteurs sont 
capables de réguler l’expression de nombreux gènes par la phosphorylation de facteurs de 
transcription. Ces gènes sont impliqués dans la croissance et la différenciation cellulaire, 
l’inflammation ou l’apoptose.  Schéma adapté d’après (Sweeney and Firestein, 2007). 
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Les protéines ERK1/2 sont activées par les MAPK extracellular signal regulated 

kinase (MEK) (McKay and Morrison, 2007) (figure 23). ERK1/2 sont impliquées dans la 

prolifération et la différenciation cellulaire. Elles possèdent aussi un rôle dans le mécanisme 

d’autophagie puisque dans le cas du CCR, l’inhibition de ERK entraîne une inhibition de 

l’autophagie (Ogier-Denis et al., 2000). 

La protéine p38 induit un arrêt du cycle cellulaire ou l’induction de l’apoptose (Wagner 

and Nebreda, 2009) mais elle est aussi capable d’inhiber le trafic de la protéine ATG9 entre 

l’appareil de Golgi et les autophagosomes empêchant ainsi leur formation (Webber and 

Tooze, 2010). Elle est aussi responsable d’une élévation de l’expression de certaines 

protéines ATG (notamment ATG5) ainsi que de Beclin1 (Lim et al., 2010).  Dans le cas du 

CCR, une augmentation de l’expression de Beclin 1 provocant l’induction de l’autophagie est 

retrouvée. Cependant, elle n’est pas due à l’activation de p38 mais bien induite par son 

inhibition (Thyagarajan et al., 2010). Une autre étude a montré que la p38 modifie la 

sensibilité de cellules de CCR face au traitement par le 5 fluorouracile puisque l’inhibition de 

p38 entraine le blocage de l’apoptose en induisant l’autophagie. Les cellules de CCR 

deviennent alors résistantes au traitement (de la Cruz-Morcillo et al., 2013). Il apparaît donc 

la p38 peut influencer de multiples façons le déroulement de l’autophagie, soit en l’inhibant, 

soit en l’activant. 

Enfin, les protéines JNK sont activées après un stress cellulaire induit par une 

modification osmotique ou des irradiations (Kayali et al., 2000). Les protéines JNK possèdent 

un rôle dans le déclenchement de l’autophagie lors de privation sérique (Li et al, 2006), 

notamment par l’activité de Beclin1 (Scarlatti et al., 2004). De plus, c-Jun (cible de la voie 

JNK) contrôle la transcription du gène Becn1 (codant pour la protéine Beclin1) (Scarlatti et 

al., 2004; Wu et al., 2010) ainsi que l’induction de la mort autophagique en réponse à un 

stress (Scarlatti et al., 2004; Shimizu et al., 2010). De la même manière, les protéines JNK 

sont impliquées dans le stress du réticulum endoplasmique (Ogata et al., 2006). Dans le 

CCR, les JNK entraine la surexpression de Beclin1 et la mort autophagique (Park et al., 

2009). 

 

3) Protéine Kinase C (PKC) 

 Différentes isoformes de PKC impliquées dans de nombreuses fonctions cellulaires 

ont été identifiées. Elles sont activées par la phospholipase C et présentent une activité 

sérine et thréonine kinase. Leur rôle demeure actuellement mal connu quant à l’effet sur la 
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régulation de l’autophagie. En effet, certains travaux montrent un rôle inhibiteur (Jiang et al., 

2010; Tan et al., 2012) alors que d’autres études démontrent un rôle d’activateur (Sakaki et 

al., 2008). 

 

V- Fonctions de l’autophagie 

 Dans sa fonction de base, le mécanisme autophagique contribue au maintien de 

l’équilibre cellulaire en assurant le recyclage et le nettoyage du cytoplasme (Ravikumar et 

al., 2010). Comme dit précédemment, il peut être exacerbé en cas de stress pour assurer 

l’apport en nouveaux éléments métaboliques. Néanmoins, un excès d’autophagie entraine la 

mort cellulaire. L’autophagie est impliquée dans de nombreux processus physiologiques 

mais également dans des pathologies qu’elles soient dégénératives ou tumorales (figure 24). 

 

1) La survie cellulaire médiée par l’autophagie 

 L’autophagie présente avant tout un rôle important dans la survie cellulaire (figure 

24). En effet, l’accumulation d’organites surnuméraires ou altérés, par défaut d’autophagie, 

conduit les cellules à la mort. Son activation est par conséquent un mécanisme essentiel à la 

survie de la cellule. En assurant le recyclage rapide de composants cellulaires, elle favorise 

la résistance des cellules face à divers stress comme la privation sérique, la perte de 

signalisation due à la diminution de facteurs de croissance ou l’hypoxie. L’autophagie permet 

alors de produire les composants métaboliques et l’ATP fondamentaux au fonctionnement 

cellulaire (Mizushima, 2005). De plus, dans certaines conditions (surplus de matériel à 

dégrader, excès de protéines altérées et/ou mal repliées), le protéasome (autre système de 

dégradation cellulaire) ne peut pas jouer son rôle suite au volume trop important de 

composants à dégrader (agrégats protéiques). C’est alors la protéine p62 qui va reconnaître 

les agrégats précédemment ubiquitinylés et les adresser aux autophagosomes, par sa 

séquence assurant une double liaison à l’ubiquitine et à la LC3.  

 

2) La mort autophagique : un nouveau concept ? 

La mort autophagique demeure aujourd’hui encore controversée. En effet, elle est 

induite par l’accumulation excessive de vacuoles autophagiques, provenant d’un mécanisme 

suractivé, sans qu’il n’y ait condensation de la chromatine (González-Polo et al., 2005; 
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Kroemer and Levine, 2008). Ce type de mort est différent de l’apoptose puisqu’elle ne fait 

pas intervenir les caspases (Yonekawa and Thorburn, 2013; Yu et al., 2004) mais les deux 

processus partagent des régulateurs communs. En effet, les protéines de la famille BcL-2 

sont capables d’interagir avec Beclin1 (Maiuri et al., 2007, 2010) et ainsi d’inhiber 

l’autophagie. 

La mort autophagique est impliquée dans plusieurs pathologies dégénératives 

comme par exemple les maladies de Parkinson, Huntington ou Alzheimer (Ravikumar et al., 

2010), mais aussi dans les cancers (Shimizu et al., 2014). Dans certains cas, des 

traitements anticancéreux peuvent induire une mort par autophagie (Levine and Yuan, 2005; 

Notte et al., 2011). Sa survenue a été identifiée dans plusieurs types de cancer (Lin and 

Baehrecke, 2015; Shimizu et al., 2014). De plus, des travaux ont identifié ce type de mort 

cellulaire comme un mécanisme potentiellement suppresseur de tumeur (Ávalos et al., 2014; 

Gozuacik and Kimchi, 2004). Ces résultats démontrent donc l’importance de l’autophagie 

dans le domaine de la cancérogénèse. 

 

3) Le double rôle de l’autophagie en cancérogenèse 

 Le mécanisme autophagique est très souvent incriminé dans les pathologies 

cancéreuses (Brech et al., 2009; Degenhardt et al., 2006; Guo et al., 2013; Han et al., 2015;

Sui et al., 2013; Thorburn et al., 2014; Yang et al., 2011b). Certains gènes sont absents des 

cellules tumorales. Parmi eux, on peut citer BECN1 (codant de la protéine Beclin1) identifiés 

comme suppresseur de tumeur (Aita et al., 1999; Morselli et al., 2009) ou encore la protéine 

Atg7 (Miyakis et al, 2003). Comme l’autophagie intervient dans la dégradation de l’ADN 

(Mathew et al., 2009), l’inhibition du mécanisme peut induire une augmentation de ses 

altérations et par conséquent favoriser l’apparition de cancers (Tsuchihara et al., 2009). Ces 

résultats sont consolidés par l’hypothèse que des gènes suppresseurs de tumeurs comme 

PTEN sont capables d’activer l’autophagie (Maiuri et al., 2009).

 Cependant, ce processus de recyclage possède un double rôle  (Burada et al., 2015; 

Thorburn, 2014). Le principe même de l’autophagie est ici mis en cause puisque sa propriété 

de recyclage du contenu cellulaire en fait un excellent moyen d’adaptation aux conditions 

hostiles retrouvées au sein d’une tumeur (privation sérique suite à un défaut de 

vascularisation, hypoxie, etc …) (figure24). 
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Figure 24 : Le double rôle de l’autophagie en cancérogénèse. L’autophagie peut jouer un rôle pro 
tumoral ou anti tumoral. Elle permet la formation de tumeur en apportant une source énergétique 
supplémentaire et une résistance aux traitements. Son activation inhibe la mort cellulaire permettant le 
maintien des cellules cancéreuses et notamment des cellules souches cancéreuses. L’autophagie 
protège les cellules saines de différentes mutations en éliminant les organites ou protéines altérés et 
en diminuant les modifications de l’ADN. Elle permet ainsi une stabilité du génome et participe à 
l’élimination des pathogènes intracellulaires. Schéma adapté d’après (Burada et al., 2015). 

 

Concernant les thérapies utilisées chez les patients, il est aussi possible d’observer 

un double rôle de l’autophagie. En effet, ce mécanisme améliore ou non le traitement : elle 

favorise la résistance des cellules tumorales face aux traitements de chimiothérapie, 

s’opposant ainsi à leur efficacité (Sui et al., 2014). C’est par exemple le cas pour les cancers 

gastointestinaux après utilisation du 5-fluorouracile (Li et al., 2010; Tang et al., 2016). A 

l’opposé, le mécanisme autophagique entraîne la mort cellulaire suite à différents traitements 

(Yang et al., 2011b). De plus, la forte expression de protéines autophagiques comme Beclin1 

ou LC3 a été décrite comme associée à une diminution de l’efficacité des traitements 

chimiothérapeutiques néoadjuvants (Shim et al., 2016). 
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4) L’autophagie et le CCR 

 L’autophagie possède de nombreux rôles physiologiques et pathologiques (figure 25). 

Dans le cas plus précis du CCR, l’autophagie a été caractérisée  et induit la survie cellulaire 

en condition de stress nutritif (Sato et al., 2007) ou l’hypoxique (Lai et al., 2016). De plus, 

l’inhibition de ce mécanisme limite la tumorigénèse (Lévy et al., 2015). Il a également été 

montré que les cellules cancéreuses expriment le gène Becn1 en quantité supérieure à celle 

des cellules saines de côlon (Groulx et al., 2012), favorisant le déroulement de ce processus. 

Le rôle néfaste de l’autophagie dans cette pathologie est lié à l’augmentation de l’agressivité 

et de la capacité à s’adapter aux stimuli apoptotiques (Zheng et al., 2012). C’est ainsi que 

l’utilisation de 5-fluorouracile ou d’oxaliplatine sur des cellules de CCR soumises à un stress 

hypoxique favorise leur survie par autophagie (Yang et al., 2015a). 

Pour contrecarrer ces effets bénéfiques de l’autophagie, des expériences d’inhibition 

ont été conduites. De nouveaux travaux ont démontrés que l’inhibition de la protéine Atg7 

dans les cellules épithéliales intestinales, chez un modèle murin muté pour le gène APC, 

diminuait la tumorigénèse intestinale et la croissance des adénomes (Lévy et al., 2015). 

Cette même équipe a aussi montré que l’inhibition d’Atg7 favorisait la réponse immune anti-

tumorale. Une seconde étude récente montre que l’inhibition de l’autophagie induit 

l’apoptose via l’activation de la protéine p53 et l’induction d’un stress du réticulum 

endoplasmique (Sakitani et al., 2015). De plus, l’inhibition de l’autophagie sensibilise les 

cellules de CCR aux traitements anti-angiogéniques (Selvakumaran et al., 2013). D’autres 

études démontrent que le traitement de cellules de CCR à la sélénite (Yang et al., 2015b) ou 

par le stéroïde spicatoside A (Kim et al., 2016) active simultanément autophagie et apoptose 

conduisant ainsi à la mort cellulaire. 

 Depuis le milieu des années 1900, la chimiothérapie est le traitement majoritairement 

utilisé pour le cancer. Mais les 20 dernières années ont vu de nombreuses autres 

découvertes permettant d’ouvrir de nouvelles perspectives. L’ensemble des données de la 

littérature s’accorde sur le fait que l’autophagie possède un rôle majeur dans le cancer et 

que ce mécanisme doit être ciblé pour améliorer ou découvrir de nouveaux traitements 

(Chen and Karantza, 2011; Duffy et al., 2015; Yang et al., 2011b). Utiliser l’autophagie 

comme cible pourrait aussi aider à découvrir indirectement de nouveaux traitements et 

notamment de nouvelles molécules anti-cancéreuses (Liu et al., 2013). En 2014, une étude a 

montré que l’autophagie doit être utilisée pour cibler les cellules cancéreuses, en utilisant la 

létalité synthétique comme thérapie anti cancéreuse (Reyjal et al., 2014). Cette approche est 
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renforcée par la mise en place d’études cliniques de ces inhibiteurs dans le but d’améliorer 

les thérapies déjà existantes chez les patients (Rebecca and Amaravadi, 2016).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 25 : Rôles et implications de l’autophagie. L’autophagie de base permet le maintien de 
l’homéostasie cellulaire en assurant le nettoyage du cytoplasme (organites altérés, protéines 
agrégées…) et aussi la limitation du nombre d’espèces réactives oxygénées (ROS). Elle intervient 
également dans le développement embryonnaire. La présence d’un stress cellulaire entraîne 
l’induction de l’autophagie conduisant à la production rapide de nutriments et d’énergie. Cela permet à 
la cellule de s’adapter aux nouvelles conditions environnementales comme dans le cadre des cancers, 
des pathologies neurodégénératives, le diabète ou les maladies inflammatoires. 

 

 

 

 

 



 

81 

 

OBJECTIFS DE LA THESE 

  

Malgré les progrès réalisés dans la prise en charge thérapeutique des cancers 

colorectaux, tous stades confondus, la survie à 5 ans est d’environ 15%. Le contrôle de la 

maladie, pour les stades les plus avancés reste basé sur la chirurgie d’exérèse et l’utilisation 

de chimiothérapies systémiques associées si besoin à des anti-angiogéniques. Les rechutes 

et les résistances aux thérapies proposées, incitent à analyser les mécanismes entrant en 

jeu dans ces résistances afin de déterminer de nouvelles cibles thérapeutiques. 

Ce travail se base sur l’existence de boucles autocrines et paracrines de survie en 

condition de privation nutritive et utilisant la signalisation TrkB/BDNF dans les cellules de 

CCR (Akil et al., 2011). La voie des neurotrophines (NTs) étant un acteur de la résistance 

cellulaire, la première partie de ce travail a consisté à étudier l’effet de l’inhibition de cette 

voie par l’utilisation d’un inhibiteur des récepteurs Trk : le K252a.  

De plus, le comportement cellulaire peut être différent en fonction du stade tumoral. 

Par conséquent, nous avons choisi d’utiliser deux lignées cellulaires (SW480 et SW620) 

issues d’un même patient traité pour un CCR stade 3: SW480 correspond à la tumeur 

primaire et SW620 correspond à l’envahissement ganglionnaire. 

La signalisation des NTs peut conduire à l’activation de mTOR, régulateur négatif du 

processus autophagique montrant une éventuelle connexion entre NTs et autophagie même 

si actuellement, la littérature n’apporte pas une grande quantité de données sur ce sujet. En 

effet, en 2004, Florez McClure et son équipe ont mis en évidence un phénomène de mort 

autophagique associé à l’activation du récepteur p75NTR (Florez-McClure et al., 2004). En 

2007, Hansen et son équipe ont mis en évidence que le récepteur TrkA pouvait induire la 

mort autophagique dans des cellules de glioblastome. Les NTs elle-même peuvent être 

reliées à l’autophagie puisque le BDNF pourrait induire l’autophagie (Chen, 2013). Le BDNF 

pourrait aussi moduler l’autophagie via mTOR (Smith et al., 2014). 

In vitro, l’inhibition des NTs par le K252a a montré une augmentation de l’expression 

du TrkB et du BDNF au sein de la cellule laissant supposer un rétrocontrôle cellulaire visant 

à réactiver la voie précédemment inhibée. Mais cette inhibition induit aussi une levée 

d’inhibition de la protéine kinase mTOR et donc une activation du mécanisme d’autophagie. .  

La seconde partie de cette étude s’est donc logiquement consacrée à étudier l’effet 

de l’inhibition du processus autophagique (par l’utilisation de la chloroquine ou de siRNA 
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dirigés contre la protéine ATG5). Ce blocage induit une activation de la voie dess NTs 

(TrkB/BDNF) démontrant l’existence d’une relation entre les deux voies de survie.  

La viabilité cellulaire n’étant que faiblement altérée par les traitements individuels, 

nous avons donc poursuivi notre travail par l’inhibition simultanée des deux voies de 

signalisation. Bien qu’une nouvelle fois, la viabilité cellulaire est faiblement affectée, l’activité 

métabolique est quant à elle fortement diminuée. Les résultats obtenus in vivo avec des 

greffes sous cutanées sur souris Nude confirment l’efficacité du ciblage simultané des deux 

voies de survie, les NTs et l’autophagie.   

Finalement, une étude ex vivo qui a consisté à analyser la présence et l’activation 

des deux voies de survie dans des tissus de patients démontre que les NTs et l’autophagie 

sont effectivement présentes mais surtout actives dans les tissus de patients atteints de 

CCR. L’ensemble de ces travaux fait actuellement l’objet d’un article soumis (Mazouffre et al, 

soumis).  

Enfin, pour confirmer l’implication des NTs et de l’autophagie dans le développement 

du CCR, il serait important de disposer d’un modèle murin dans lequel le cancer serait 

localisé dans le côlon. Pour cela, la dernière partie de cette étude a consisté à mettre en 

place un modèle de CCR chimiquement induit à l’aide de souris Balb-C. Nos premiers 

résultats sont encourageants, et doivent être approfondis. 
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MATERIELS ET METHODES 

I- MATERIELS 

 

1) Lignées cellulaires 

Les deux lignées cellulaires utilisées proviennent de l’American Type Culture 

Collection (ATCC) : les SW480 (ref : CCL-228) et les SW620 (ref : CCL-227). La lignée 

SW480 est issue d’une tumeur primaire (stade II de CCR) alors que la lignée SW620 

provient d’un envahissement ganglionnaire local (stade III de CCR). Ces deux lignées 

présentent la particularité d’avoir été isolées à partir d’un même patient (prélèvement tumoral 

à 1 an d’intervalle). Elles expriment une protéine p53 mutée (mutation sur le codon 273 du 

gène TP53), correspondant à un remplacement de base (guanine par adénine) responsable 

d’une modification d’acide aminé: une arginine est remplacée par une histidine (Ahmed et 

al., 2013). Ces deux lignées présentent les mêmes mutations des gènes Kras (guanine 

modifée en valine) et c-myc. Le gène Braf est retrouvé sous forme sauvage. Les protéines 

PI3K et PTEN sont retrouvées sous formes sauvages. 

 

2) Molécules utilisées pour les traitements 

 Dans le cadre de ces travaux, nous avons été amenés à utiliser différentes molécules 
pharmacologiques modulant la signalisation des neurotrophines ou de l’autophagie. Il s’agit : 

 Du K252a (SF 2370 ; Alomone labs), spécifique des récepteurs à activité 

tyrosine kinase et qui empêche l’autophosphorylation des récepteurs Trk et 

constitue donc un inhibiteur de la voie d’activation des NTs (Tapley et al., 

1992a).  

 De la Chloroquine (CQ) (C6628 ; Sigma Aldrich), qui  est un inhibiteur des 

pompes à protons ATPases dépendantes. Son utilisation empêche 

l’acidification des lysosomes, nécessaire à l’activité des enzymes lysosomales 

et inhibe la phase finale de l’autophagie. 

 De la Rapamycine (R 8781 ; Sigma), qui est un inducteur de l’autophagie par 

inhibition de la protéine mTOR. Elle a été utilisée comme témoin positif.  
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Figure 26 : Formules chimiques des différents composés utilisés : K252a, chloroquine et 

rapamycine. 

 

3) Tissus de patients atteints de CCR 

 Les échantillons de tissus proviennent de patients atteints de CCR ayant subi une 

résection chirurgicale au sein du service de chirurgie digestive endocrinienne et générale du 

Centre Hospitalier Universitaire de Limoges. Les prélèvements ont été réalisés entre mars 

2011 et avril 2014 et proviennent de patients agés de 70 à 88 ans. L’utilisation des tissus de 

patients à été approuvée par le commité éthique (Comité de Protection des Personnes, Sud 

Ouest Outre Mer’; CPP SOOM4; number DC-2008-604). 
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4) Anticorps 

 L’ensemble des anticorps primaires et secondaires utilisés lors des différentes 

expérimentations est référencé dans les tableaux 3,4 et 5 ci-dessous. 

Tableau 3 : Anticorps primaires utilisés en western Blot et conditions d’utilisation. 

Tableau 4: Anticorps secondaires utilisés en western blot et conditions d’utilisation. 

Anticorps Fournisseur Référence Dilution Espèce 

BDNF R&D MAB248 1/500 Souris 

TrkB BD Biosciences 610101 1/500 Souris 

Phospho-TrkB Millipore ABN1381 1/750 Lapin 

TrkA Cell Signaling #2505 1/1000 Lapin 

TrkC Cell Signaling #3376 1/1000 Lapin 

P75NTR Santa Cruz Sc-8317 1/400 Lapin 

Sortiline Santa Cruz Sc-25055 1/400 Chèvre 

AKT Cell Signaling #2920 1/2000 Souris 

Phospho-AKT (Ser 473) Cell Signaling #4060 1/1000 Lapin 

mTOR Abcam Ab2732 1/1000 Lapin 

Phospho-mTOR (ser 2448) Abcam Ab1093 1/1000 Lapin 

Beclin 1 Cell Signaling #3738 1/1000 Lapin 

ATG5 Cell Signaling #2630 1/1000 Lapin 

LC3 Cell Signaling #2775 1/1000 Lapin 

PARP Santa Cruz sc-56196 1/500 Souris 

ERK Cell Signaling #9102 1/1000 Lapin 

Actine Sigma Aldrich A2228 1/10000 Souris 

Anticorps Fournisseur Référence Dilution Espèce hôte 

Anti-IgG de 

souris HRP DAKO P0448 1/1000 Chèvre 

Anti-IgG de 

lapin HRP DAKO P0447 1/1000 Chèvre 

Anti-IgG de 

chèvre HRP DAKO P0449 1/1000 Rabbit 
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Tableau 5: Anticorps primaires utilisés en immunofluorescence et conditions d’utilisation. 

Pour la réalisation des immunomarquages, deux anticorps secondaires ont été utilisés a 

une dilution au 1/3000 : l’Alexa Fluor 488 (Life Technologies, A10226), l’Alexa fluor 594 (Life 

Technologies, A10270) et l’Alexa fluor 594 (Life Technologies, A11058). . 

 

II- METHODES  

 

1) Culture cellulaire 

Conditions	de	culture	et	de	conservation	

Les cellules ont été cultivées avec le même milieu RPMI 1640 (Gibco). Ce milieu 

complet est enrichi de 10% de sérum de veau fœtal (Invitrogen) préalablement 

décomplémenté 30min à 56°C, de 5% de péniciline et de streptomycine et de 5% pyruvate 

de sodium (Invitrogen). Les cellules sont maintenues à 37°C, sous atmosphère humide 

enrichie avec 5% de CO2. 

Lorsque la culture atteint 80% de confluence, les cellules sont lavées 3 fois avec du 

PBS (Phosphate Buffered Saline) avant d’être décollées du support par une solution de 

trypsine (1X) contenant 0,05 % d’EDTA (Invitrogen ; chélateur du calcium facilitant l’action de 

la trypsine) pendant 5 min à 37°C. Elles sont ensuite reprises dans le milieu de culture 

complet contenant du SVF, qui inhibe l’action de la trypsine, et centrifugées à 1500 rpm 

pendant 5 min. Le culot cellulaire est alors remis en suspension dans 1 ml de milieu complet 

et les cellules sont énumérées sur lame de Malassez en présence de bleu trypan (Sigma).  

La conservation des cellules est réalisée par congélation dans l’azote liquide (2 

millions par aliquots). Pour cela, les cellules sont lavées, décollées et comptées comme 

Anticorps 

primaires 
Fournisseur Référence Dilution Espèce hôte 

TrkB R&D MAB3971 1/150 Souris 

Phospho TrkB Millipore ABN1381 1/200 Lapin 

Sortiline Santa Cruz sc-25055 1/150 Chèvre 

BDNF Santa Cruz Sc-20981 1/150 Lapin 

LC3 Cell Signaling #2775 1/200 Lapin 
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décrit précédemment. Elles sont ensuite remises en suspension (totalité du cryotube) dans 

90% de SVF additionné de 10% de diméthylsulfoxide  (DMSO, Sigma-Aldrich) qui est un 

cryoprotecteur. Le cryotube est placé dans un bloc à congélation contenant de l’isopropanol 

(qui assure une congélation lente, SigmaAldrich) pendant 24 heures à -80°C, avant d'être 

stockés dans un container d’azote liquide à -196°C.  

La décongélation doit, elle, être rapide : dès la sortie de l’azote, le cryotube est placé 

dans un bain marie à 37°C jusqu’à décongélation complète. Les cellules sont reprises dans 

du milieu de culture complet puis l’ensemble est centrifugé à 1500 rpm pendant 5 min pour 

éliminer le DMSO et le sérum en excès. Les cellules sont ensuite remises en culture en 

flasque dans du milieu complet. 

 

	Traitements	cellulaires	

10 millions de cellules ont été ensemencées comme décrit précédemment dans des 

flasques de 75cm² et laissées une nuit dans du milieu complet seul. Le lendemain, les 

différents traitements ont été réalisés. Le K252a a été dilué inittialement dans du DMSO 

100% puis dans du PBS pour obtenir une concentration finale de 100nM  ; le traitement a 

duré 3h ou 72h. La CQ à été dissoute dans du PBS, une série de dilutions a été effectuée 

pour obtenir une concentration de 25µM. Le traitement avec la CQ a aussi été réalisé 

pendant 3h ou 72h. 

 

	Transfections	

Pour réaliser l’inhibition de l’autophagie, nous avons ciblé par siRNA l’expression de 

la protéine ATG5, qui intervient de facon précoce dans le déroulement du processus. Les 

cellules sont ensemencées dans des plaques 6 puits à raison de 150 000 cellules par puits. 

Après 24h, une transfection est réalisée avec 20nM de siRNA ATG5 (#6345, cell signaling), 

200µL de milieu sans sérum de veau fœtal et 16µL d’interférine (409-10, polyplus). Ce 

cocktail est incubé pendant 10min à température ambiante avant d’être déposé sur les 

cellules, pour permettre la formation d’un complexe entre les siRNA et l’interférine. Après 

72h, les cellules sont récupérées et conservées sous forme de culot sec à -80°C pour une 

analyse ultérieure. 



 

88 

 

Mesure	de	la	cytotoxicité		

Le test MTT est utilisé pour évaluer l’activité déshydrogénase mitochondriale et peut 

être apparenté à un test de cytotoxicité. Il est basé sur la dégradation du MTT en un sel 

soluble de « formazan » par une enzyme mitochondriale, la succinate déshydrogénase. Pour 

réaliser ce test, les cellules ont été ensemencées dans des plaques 96 puits (2500 cellules 

par puits). Le lendemain, elles ont été traitées à l’aide de différentes molécules comme décrit 

précédemment. A l’issu du traitement, le milieu de culture est changé et les cellules sont 

incubées 2h dans une solution contenant 100µL de milieu de culture complet additionné de 

20µL de solution MTT (Cell Titer 96® AQueous Solution Cell Proliferation Assay ; Promega). 

Le formazan forme un précipité marron, dosable par spectrophotométrie (490 nm). Les 

résultats sont directement proportionnels à la cytotoxicité de la molécule testée.  

Analyse	de	la	viabilité	cellulaire	par	cytométrie	en	flux	

 Après traitement, 250 000 cellules sont lavées 2 fois au PBS et centrifugées avant 

d’être remises en suspension dans 200L de PBS. Ensuite, l’iodure de propidium (0,5 

mg/mL) est ajouté juste avant l’analyse au cytomètre en flux (FACS Vantage, BD 

Biosciences). 

 

Analyse	de	l’Apoptose	par	cytométrie	en	flux	

 L’analyse de l’apoptose a été déterminée par l’utilisation d’Annexine V couplé au 

FITC. Cette molécule présente une affinité pour les phosphatidyl-sérine, exposés sur le 

feuillet externe de la membrane plasmique, lors des étapes précoces de l’apoptose. 250 000 

cellules préalablement lavées au PBS additionné de calcium (14080, Gibco) sont incubées 

avec l’Annexine V-FITC (640906, 90g/mL - Biolegend) pendant 15 min à l’obscurité, à 

température ambiante. Après conservation sur glace, l’IP (0,5 mg/mL) est ajouté et l’analyse 

au cytomètre en flux est réalisée. 

 

2) Analyse transcriptomique 

Les transcrits des neurotrophines ainsi que de leurs récepteurs ont été quantifiés par 

RT-PCR quantitative. 
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Extraction	des	ARN	totaux	

Les ARN totaux ont été récupérés à partir de culots cellulaires provenant de cultures 

traitées et stockés à -80°C. Les ARN ont été extraits à l’aide du kit RNAeasy (Qiagen) puis 

dosés par spectrophotométrie (Nanodrop, Thermoscientist) à 260 nm. Les rapports 

d’absorbance 260/280 et 260/230 (les protéines absorbant à 280 nm et les polysaccharides 

à 230 nm) ont été déterminés, afin de vérifier la pureté des ARN extraits. Lorsque ces 

rapports approchent une valeur de 2, les solutions sont considérées comme pures. 

 

Reverse	Transcription	des	ARN		

Les ARNs sont rétro transcrits en ADNc (ADN complémentaires) en utilisant le kit 

High Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystem)Le mélange réactionnel de 

reverse transcription est  le suivant : 

  - 2 µL de tampon 10X RT buffer 

  - 0.8 µL de dNTP 100 mM 

  - 2 µL de random primer 10X 

  - 1µL de MultiScribe™ Reverse Transcriptase 

  - 4.2 µL H2O  

  

A ce mélange réactionnel, 10 µL d'ARNs (2 µg) sont ajoutés.  

L’ensemble est placé dans un thermocycleur (VWR). Le programme de RT est 

constitué d’une étape de 10min à 25°C (qui permet d’hybrider les amorces aléatoires), suivi 

d’une étape de 120 min à 37°C (permettant la synthèse des ADNc) et d’une étape finale de 5 

min à 85°C (pour inactiver la réverse transcriptase). 

 

PCR	quantitative	(qPCR)	

La PCR quantitative de type Taqman repose sur l’utilisation d’une sonde spécifique 

du fragment d’ADN à amplifier marquée en 5’ par une molécule fluorescente, la 6-

carboxyfluorescéine, appelée « Reporter  R », et en 3’ par une autre molécule fluorescente 

appelée « Quencher Q », marqué à la 6-carboxytetraméthylrhodamine. Les spectres 
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d’émission du Reporter et du Quencher se chevauchent. Comme le Reporter et le Quencher 

sont proches, ce dernier absorbe l’émission fluorescente du Reporter. Lors de la synthèse de 

l’ADN, l’enzyme polymérase contenue dans le « master mix » libère le Reporter. L’émission 

de fluorescence est obtenue suite à l’hydrolyse de la sonde, permettant de déterminer un « 

cycle seuil » ou Ct (Cycle threshold) qui correspond au nombre de cycles de PCR 

nécessaires à la détection de la fluorescence pour un gène d’intérêt. Cette valeur est à la 

base des calculs pour quantifier l’ADN amplifié de la façon suivante, les  résultats étant 

exprimés en quantité relative (Relative Quantities (RQ): 

∆Ct= Ct du gène étudié – Ct du gène de référence 

∆∆Ct= ∆Ct de la condition contrôle - ∆Ct de la condition étudiée 

RQ= 2-∆∆Ct 

Les ADNc ont été dilués au ¼ dans de l’eau RNase free. La réaction de PCR 

quantitative est réalisée en plaque 96 puits, chaque puits contenant 4 µL d'ADNc (soit une 

quantité de 50ng) auxquels sont ajoutés 6 µL du mélange réactionnel constitué de :  

 5 µL de tampon master mix (TaqMan® Fast Advanced Master Mix, Life 

Technologies) 

 0.4 µM d’amorce sens correspondant au gène d’intérêt (tableau 6) 

 0.4 µM d’amorce anti sens correspondant au gène d’intérêt 

 0.4 µM de la sonde Taqman  

Les réactions de PCR quantitatives ont été réalisées avec l’appareil StepOne (Life 

Technologies). Le programme utilisé consiste en une étape de dénaturation à 95°C pendant 

12 sec (pour activer la polymérase) suivie de 40 cycles composés chacun d’une dénaturation 

à 95°C pendant 5 sec puis d’une hybridation des amorces et des sondes à 60°C pendant 20 

sec permettant l’élongation. Les analyses ont été réalisées grâce au logiciel StepOneTM. 
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NOM 
 

SEQUENCES 
LONGUEUR 

(PB) 

TrkB 

145

R AGGAAATTCACGACGGAAAG 

137 F CTGGTGAAAATCGGGGACT 

PROBE TGTACAGCACTGACTACTACAGGGTCGGTG 

TrkB 95 

R GGAAGTGCTGCTTATCTGGG 

138 F AAGATCCCACTGGATGGGTA 

PROBE ATAAAGGAAAAGACAGAGAAAGGGGCTGTG 

BDNF 

R CAAAACGAAGGCCTCTGAAG 

123 F GGCTATGTGGAGTTGGCATT 

PROBE ATTTCTGAGTGGCCATCCCAAGGTCTAG 

P75NTR 

R AAGCAGAACAAGCAAGGAGC 

117 F CACCACCGACAACCTCATC 

PROBE CCTACATAGCCTTCAAGAGGTGGAACAGCT 

Sortiline 

R CACTCCACAGACCCTGAAGA 

104 F AGCCAGTGGGTCTCCTACAC 

PROBE TCCTTGAAAGGAACTGTGAAGAGAAGGACT 

HPRT1 Applied biosystems; 4325801 
 

Tableau 6 : Séquences des différentes sondes et amorces utilisées lors des réactions de PCR 

quantitatives. 

Dans le but de pouvoir comparer les résultats, le gène de ménage HPRT1 a été 

utilisé comme gène de référence, les variations d’expression d’autres gènes de référence 

comme le 18S ou la GAPDH s’étant avérées trop importantes (écart-types de Ct de 0,7 

maximum).  

 

3) Analyse protéique par Western Blot 

La technique de western blot a été utilisée pour évaluer l’expression des protéines de 

la voie des neurotrophines et de l’autophagie après les traitements cellulaires. 
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Extraction	des	protéines	en	condition	dénaturante.	

L’extraction protéique est réalisée sur des culots cellulaires (conservés à -80 °C) avec 

un tampon de lyse « maison » composé comme de 50mM Tris-HCL, pH 7.5, 150mM NaCl, 

1mM EDTA, 2.5 mM EGTA, 1mM DTT, 0.1% Tween 20, 10% glycerol, 2mM Na3VO4, 20mM 

NaF, proteases cocktail inhibitor (Sigma Aldrich, P8340). 

L’incubation se déroule pendant 30 minutes sur glace afin de lyser les cellules. Pour 

améliorer l’efficacité du tampon, une lyse mécanique est réalisée à l’aide d’un sonicateur (5 

cycles de 2sec, à 60Hz pendant une min). Le lysat obtenu est ensuite récupéré et centrifugé 

pendant 20 min à 4°C et à 14000g. Le surnagent contenant les protéines est transféré dans 

un tube neuf et conservé à -80°C. 

Les protéines sont dosées par la méthode de Bradford (Sigma-Aldrich) en référence à 

une gamme étalon contenant de la BSA (Bovine Serum Albumine) (lecture de DO à 595 nm).  

 

Extraction	des	protéines	à	partir	des	tumeurs	de	patients	de	CCR.	

30µg de tissus ont été broyés dans un tube contenant des billes de céramique et le 

tampon de lyse précédemment décrit, grâce au broyeur Percellys à 5500 rpm pendant 40 

sec avec une pause de 15 sec. Ce programme est répété 2 fois. Le broyat est centrifugé à 

14000g pendant 20 min à 4°C. Le surnagent contenant les protéines est alors récupéré et 

les protéines dosées comme décrit précédemment. 

 

Electrophorèse,	migration	et	transfert	des	protéines	

30µg de protéines ont été mélangés à un volume identique de tampon de charge 2X 

(Laemmli Buffer, Biorad). Ce tampon contient du SDS permettant aux protéines d’être 

chargées négativement pour assurer une migration selon un champ électrique uniquement 

en fonction de leur poids moléculaire. Il contient également du β-mercaptoéthanol qui 

complète la dénaturation des protéines, réalisée par incubation des échantillons pendant 5 

min à 95°C dans un bain sec. . Les protéines sont séparées sur gel d’électrophorèse SDS-

PAGE (4 à 15%, Biorad) dans un système Trans-Blot (Biorad) contenant un tampon de 

migration (25 mM Tris, 192 mM Glycine, 0,01% SDS et pH 8,3 ; Biorad) pendant 1h30 à 95V. 

Dans le but de vérifier la taille des protéines, un marqueur de taille coloré (EZ-RUNTM protein 
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Ladder, BP3603-1 ; Fisher Scientific) est déposé sur le gel en même temps que les 

échantillons protéiques. Une fois la migration terminée, les protéines sont transférées sur 

une membrane PVDF (PolyVinylidène DiFluoride) de 0,2 ou 0,45µm à l’aide d’appareil de 

transfert semi-sec. Pour cela,  4 papiers Wattman sont imbibés de tampon de transfert (25 

mM Tris, 192 mM Glycine, pH 8,3 ; BioRad ; 20% méthanol) puis déposés sur l’anode. La 

membrane préalablement activée dans du méthanol est déposée par-dessus, puis le gel et 4 

autres papiers Wattman, en contact avec la cathode. Le transfert est réalisé soit avec un 

appareil de transfert classique (Biorad) (20 volts pendant 2h), soit à l’aide de l’appareil Turbo 

(Biorad) pendant 30 minutes, à 25 volts et 2,5 ampères. 

 

Saturation	de	la	membrane	et	incubation	en	présence	des	anticorps.	

Lorsque le transfert est terminé, la membrane est lavée dans une solution de TBS 

1X, tween 20 0,1%, puis les sites non spécifiques sont saturés pendant 1 h à température 

ambiante dans une solution TBS 1X, tween 20 0,1%, 5% de lait demi écrémé. La membrane 

est ensuite incubée dans la solution d’anticorps primaire d’intérêt (tableau 1 et 2) à 4°C 

pendant une nuit sous agitation. Elle contient 5% de lait écrémé pour les anticorps dirigés 

contre les protéines non phosphorylées et 5% de BSA pour les anticorps dirigés contre les 

protéines phosphorylées. Le lendemain, 3 lavages de la membrane (5 min à température 

ambiante) sont réalisés avec une solution de TBS 1X, tween 20 0,1%. Elle est ensuite 

incubée pendant 1h à température ambiante dans une solution d’anticorps secondaire 

couplé à la peroxydase. La membrane est à nouveau lavée 3 fois en TBS 1X, tween 20 

0,1%avant la révélation. 

 

Révélation	par	chimioluminescence	

 

La révélation repose sur une réaction de chimioluminescence. Elle est due à 

l’oxydation du luminol par l’oxygène, produit par l’action de la peroxydase sur le peroxyde 

d’hydrogène (H2O2) contenu dans le réactif. La membrane est mise en contact pendant 1 

minute avec le mélange du kit Immobion Blot (Millipore) dans les proportions 1:1 (luminol : 

H2O2). Il se forme un composé intermédiaire instable qui, en revenant à l’état stable, émet de 

la lumière, captée par le système d’acquisition d’images G-Box (Ozyme) via le logiciel 

associé (Syngene). 
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La quantification des bandes obtenues en Western Blot ont été réalisées avec le 

logiciel ImageJ (version 1.46). 

 

4) ImmunoFluorescence Indirecte (IFI) 

Les cellules sont ensemencées (150000 cellules par puits) en plaque 24 puits dans 

lesquelles des lamelles de verre (12 ou 14 mm de diamètre) ont été préalablement 

déposées. Le lendemain, les cellules sont fixées avec du paraformaldéhyde (PFA, 4% en 

PBS) pendant 30 min, à température ambiante. Ensuite, chaque puits est lavé 3 fois avec du 

PBS. Une étape de perméabilisation est réalisée si la protéine d’intérêt est intra cellulaire, 

avec une solution de PBS, BSA 5%, 0,1% triton à température ambiante pendant 20 min. 

Après 3 lavages avec du PBS les anticorps primaires, dilués en PBS-BSA 5% sont déposés 

pendant une nuit à 4°C sous agitation.  

Le lendemain, 3 lavages en PBS-Tween20 0,05 % sont effectués et les anticorps 

secondaires couplés à un Alexa Fluor (Alexa Fluor 488 ou Alexa Fluor 595) dilués en PBS, 

BSA 5% sont déposés dans chaque puits pendant 2 h à température ambiante sous 

agitation. Après 3 lavages, le marquage des noyaux est réalisé pendant 5 min grâce au 

DAPI (4',6-diamidino-2-phénylindole) (62284 ; Fisher Scientific) puis 3 nouveaux lavages au 

PBS sont réalisés. A la fin des étapes de marquage, les lamelles contenues au fond des 

puits sont récupérées méticuleusement et montées sur des lames d’observation grace à la 

solution de montage Aequous Mounting Medium (S3025 ; Dako). Les lames sont conservées 

à 4°C avant d’être analysées au microscope à épifluorescence (Visiolab 2000) ou confocal 

(LSM510 Zeiss). 

 

5) Dosage du BDNF dans le surnageant de culture par la méthode ELISA 

 Le taux de BDNF dans le surnagent de culture cellulaire a été évalué par ELISA. 

Chaque échantillon a été testé en tripliquette. Le protocole à été suivi selon les instructions 

du fabricant (Cusabio Biotech CO, CSB-E04501h and CSB-E04689h, Clinisciences, 

Nanterre, France). Le taux minimal de BDNF détectable correspond à une concentration de 

0.08 ng/ml. 
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6) Greffes hétérotopiques de cellules tumorales sur le modèle murin « nude » 

 

La souris Nude est un modèle d’animal immunodéprimé, déplété en lymphocytes T. 

Ces souris présentent une altération du gène FOXN1 (non codant) entrainant une altération 

du système immunitaire. Ce modèle permet de réaliser des greffes de cellules humaines 

sans rejet. De plus, étant dépourvues de pelage, ces animaux présentent l’avantage de 

permettre une très bonne visibilité du point d’injection ainsi qu’un suivi aisé de la croissance 

tumorale lors de greffes sous-cutanées (Flanagan, 1966; Pantelouris, 1968). 

Les souris utilisées lors de ces travaux de thèse proviennent de l’entreprise (Janvier 

Labs).  Nous avons réalisé sur ce modèle des greffes hétérotopiques de cellules tumorales.  

Les animaux sont hébergées dans la zone SOPF (Specific and Opportunistic 

Pathogen Free) de l’animalerie de type A1 + de l’Université de Limoges. Elles sont placées 

dans des cages filtrées, sur portoirs ventilés, dans des locaux maintenus en surpression 

atmosphérique et leur alimentation est stérilisée au préalable. L’ensemble des manipulations 

des animaux s’effectue sous une hotte à flux laminaire. 

 

Greffe	sous	cutanée	

Les souris sont anesthésiées par injection intra péritonéale de 80 µl d’un mélange de 

Kétamine (10mg/ml ; Imagen 1000 ®) et de Xylazine (Rompun 2%), dilué dans du PBS. 

Puis, une injection d’une suspension de 2 millions de cellules (dans un volume de 50 µl 

maximum) est réalisée en sous cutané au niveau de la cuisse arrière droite (greffe 

hétérotopique).  

 

Suivi	et	mesure	de	la	croissance	tumorale		

Le suivi de la progression tumorale est assuré par un examen macroscopique 

quotidien et minutieux des animaux ainsi que par la mesure au pied à coulisse de la tumeur 

(2 mesures par semaine).  

Pour établir et calculer le volume tumoral, la formule suivante a été utilisée : Volume 

= [Lxl (L+l)]π/12, où L correspond à la longueur et l à la largeur de la masse tumorale. 
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Traitements	des	souris	

Lorsque le volume tumoral atteint 300 mm3 (jour 0), les souris sont divisées en 2 

groupes : traités et contrôles, avec 5 animaux par groupe. Chaque traitement est administré 

par injection intra péritonéale, selon le protocole suivant :  

 K252a (SF 2370 ; Alomone) : chaque animal reçoit une injection 3 fois par 

semaine pendant 21 jours d’une dose correspondant à 0.5mg/kg sous un 

volume d’injection de 100µL (Kawamura et al., 2010).

 Chloroquine (C6628 ; Sigma) : chaque animal reçoit une injection tous les 2 

jours pendant 12 jours d’une dose correspondant à 10mg/kg sous un volume 

d’injection de 90µL (Lefort et al., 2015; Sasaki et al., 2010a). 

 Double inhibition : les animaux de ce groupe sont traités avec les deux 

molécules en même temps en suivant les protocoles précédents et ce 

pendant 21 jours. 

 

Sacrifice	et	prélèvement	des	tumeurs	

Après avoir sacrifié l’animal par dislocation cervicale, le sang est prélevé par ponction 

intra-cardiaque et, la masse tumorale est prélevée. 

Les tumeurs sont divisées en deux parties. La première, conservée à -80°C, est 

destinée à réaliser des analyses transcriptomiques ou protéiques). La seconde partie de la 

tumeur est fixée dans du formol 10% pendant une nuit avant l’inclusion en paraffine le 

lendemain (dans le service d’anatomopathologies du CHRU de Limoges) pour permettre la 

réalisation ultérieure de coupes. 

	

7) Modèle murin de CCR chimiquement induit sur souris BALB-C 

 

 Les souris BALB-c correspondent à un modèle murin albinos utilisé classiquement en 

laboratoire. Le modèle BALB-c est hébergé dans des cages « classiques » de l’animalerie 

conventionnelle de l’Université de Limoges. Elles ont été utilisées pour des essais de mise 

au point d’un modèle chimiquement induit de CCR. Ce type de modèle présente l’avantage 

de recréer l’environnement tumoral au sein même de l’organe. 



 

97 

 

Traitements	des	souris	

Les animaux ont été traités par azoxyméthane (AOM) et sel de dextran (DSS). L’AOM 

a été injecté à J0 (10 ou 12 mg/kg) en intra péritonéal et correspond à l’initiation du 

protocole. 5 jours après l’injection, les animaux reçoivent le DSS à 2,5% dans l’eau de 

boisson. 3 cycles de DSS de 5 jours sont réalisés, suivis de 16 jours d’eau selon le protocole 

décrits par Barderas et ses collaborateurs (Barderas et al., 2013).  

Les animaux ont été suivis quotidiennement afin de surveiller leur état de santé ainsi 

que leur prise alimentaire. Ils sont pesés une fois par semaine. 

 

Sacrifice	des	souris	et	prélèvement	des	tumeurs	

Après avoir sacrifié l’animal par dislocation cervicale, les poumons sont insufflés et 

fixés dans du formol 10%. Le foie est lui aussi récupéré. Enfin, le côlon est prélevé puis 

mesuré. Il est disposé sur un support « pic » puis fixé dans du formol 4%. Le lendemain, le 

côlon est récupéré puis enroulé sur lui-même pour être inclus en paraffine dans les cassettes 

adaptées. L’ensemble des organes prélevé est ensuite fixé en paraffine afin de pouvoir 

réaliser des coupes qui seront colorées par la technique histologique classique HES. 

 

8) Immunomarquage des coupes de tumeur 

Après le bain de formol 10%, un cycle automatique de déshydratation/inclusion en 

paraffine est réalisé par un automate (Leica, ASP3005) dans le service d’anatomo-

pathologie du CHRU de Limoges. L’inclusion définitive dans la paraffine solide est réalisée 

par nos soins afin de choisir l’orientation du tissu. Lorsque la paraffine est solide des coupes 

d’une épaisseur de 4 µm sont réalisées et déposées sur des lames de verre (SuperFrost 

plus, VWR), puis placées une nuit en étuve à 56°C. Une étape de prétraitement est 

nécessaire afin de pouvoir éliminer la paraffine et réhydrater les tissus : 2 bains de 5 minutes 

dans du Toluène, 2 bains de 5min dans l’éthanol absolu puis 1 bain dans du PBS jusqu’à 

utilisation. Les lames sont immergées dans du tampon citrate (pH 7 ; soit 200 µM acide 

citrique et 9,8 mM citrate de sodium) dans un récipient allant au four à micro-ondes, et 

subissent 3 cycles de 5 min à 750 W (pour les antigènes cytoplasmiques). Cette dernière 

étape permet la perméabilisation des membranes et le démasquage des antigènes. Après 

refroidissement, les lames sont laissées dans du PBS jusqu’à utilisation. 
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          L’étape de révélation faisant intervenir la peroxydase, il est indispensable d’effectuer 

au préalable une inhibition des peroxydases endogènes. Pour ce faire, les coupes sont 

immergées durant 10 min dans du méthanol + 5% H2O2 puis, lavées 2 fois 5 min en eau 

puis en PBS. Afin de limiter les réactions aspécifiques, la saturation des sites antigéniques 

est réalisée par un bain de 30 min dans du PBS – BSA 3%.  

L’incubation avec les anticorps primaires (anti Ki67, DakoCytomation, M 7240 ;  anti CD31, 

histonova, DIA-310 ou anti CD45R, abcam, ab64100) dilués au 1/600 ème dans du PBS –

BSA 3 % (1 h) est suivie de 2 lavages en PBS. Puis, les coupes sont incubées pendant 30 

min avec les anticorps secondaires du système Envision anti-IgG de souris ou de rat 

(Dakocytomation), lié à un polymère sur lequel sont fixées de nombreuses molécules d’HRP 

(«Horse Radish Peroxydase»). Cette étape est suivie de 2 lavages en PBS. Enfin, l’étape de 

révélation est réalisée par addition de DAB (DiAminoBenzidine). La HRP catalyse la 

conversion en un produit chromogène de coloration marron. La réaction est stoppée par 

lavage intensif des lames à l’eau courante. Afin de mieux distinguer les constituants 

tissulaires, une étape de contre coloration à l’hématoxyline (coloration des noyaux) est 

requise, suivie d’un bain dans du carbonate de lithium qui d’accentue le contraste. 

Les tissus sont ensuite déshydratés par des bains successifs dans l’éthanol absolu puis des 

bains de toluène, dans lequel les lames peuvent rester jusqu’au montage. Celui-ci s’effectue 

entre lame et lamelle à l’aide du milieu de montage Eukit (03989, Fluka). Les lames sont 

ensuite séchées à l’abri de la lumière. La visualisation du marquage a été réalisée à l’aide du 

microscope Leica. 

 

9) Analyses statistiques 

 

L’ensemble des résultats obtenus ont été statistiquement analysés grâce à l’utilisation 

du logiciel Statview 5.0 software (Abacus Concepts, Piscataway, USA). La significativité 

statistique a été déterminée grâce au test ANOVA.  * p<0.05 ; ** p<0.01 ; *** p< 0.001. 
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 Dans un travail préalablement conduit par notre équipe, il a été montré que la 

signalisation neurotrophique, au travers de la voie TrkB/BDNF, constitue une boucle 

autocrine de survie pour les cellules de CCR (Akil et al, 2011). Dans les modèles cellulaires 

étudiés, dépourvus d’expression de TrkA et Trkc, le couple TrkB/BDNF est impliqué dans la 

résistance au stress nutritif, en favorisant notamment la résistance à la mort apoptotique. 

Pour faire suite à cette étude, nous avons choisi d’inhiber de façon pharmacologique la voie 

des NTs et d’observer la conséquence sur la survie cellulaire. Cette inhibition est corrélée à 

une activation de la voie autophagique, laquelle permet également la survie cellulaire. C’est 

la raison pour laquelle, nous avons choisi, dans un second temps d’inhiber le mécanisme 

autophagique et d’analyser la répercussion éventuelle sur la réponse neurotrophique. Une 

fois encore, nous avons observé une potentialisation de la réponse neurotrophique en 

réponse à l’inhibition (pharmacologique ou génique) de l’autophagie. Ces observations nous 

ont conduit à réaliser une double inhibition de la signalisation des NTs et de l’autophagie afin 

d’améliorer l’efficacité des traitements pris isolément. L’ensemble de ces résultats in vitro sur 

deux lignées cellulaires représentatives de deux stades différents de CCR, sont regroupés 

dans la partie I des résultats.  

La partie II est consacrée à l’approche in vivo chez le modèle de souris Nude, où nous avons 

réalisé des greffes orthotopiques de cellules tumorales suivies de traitement (ou non) par les 

molécules inhibitrices des signalisations neurotrophique et autophagique. Pour compléter 

cette approche, l’analyse des deux voies de survie dans les tissus de patients atteints de 

CCR a également été réalisée et est présentée dans cette partie du travail.  

Enfin, la partie III est consacrée à un essai concernant la mise au point d’un modèle 

chimiquement induit de CCR chez la souris Balb-c. 
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PARTIE I : APPROCHE IN VITRO : ETUDE DE L’INHIBITION DES 

SIGNALISATIONS NEUROTROPHIQUES ET AUTOPHAGIQUES DANS LES 

LIGNEES CELLULAIRES DE CCR. 

 

I-1- Utilisation du K252a et effet sur les signalisations intracellulaires. 

I-1-1 Expression des neurotrophines et de leurs récepteurs en 

conditions basales.   

 
Sur différentes lignées de CCR, les travaux préalables de H.Akil ont montré une 

expression de TrkB alors que les deux autres récepteurs Trk sont absents. C’est la raison 

pour laquelle nous avons recherché l’expression des récepteurs aux NTs dans les lignées 

SW480 et SW620, utilisées dans cette étude, avant de réaliser les traitements visant à 

inhiber leur signalisation (figure 26).  

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 27 : Expression du BDNF et des récepteurs aux neurotrophines dans les lignées de CCR 
SW 480 et SW 620 cultivées en condition basale (10% SVF). L’expression protéique de TrkA, TrkB, 
TrkC, p75NTR et de la sortiline a été évaluée par Western Blot. Les résultats sont représentatifs de 3 
expérimentations. Les statistiques ont été réalisées à l’aide du logiciel Statview. * p<0.05 ; ** p<0.01 ; 
*** p<0.001. 
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Dans les deux lignées cellulaires, le récepteur TrkA n’est pas exprimé. Par contre, le 

récepteur TrkB est exprimé sous ses 2 formes tronquée (95kDa) et mature (145 kDa). Nos 

résultats montrent l’absence de TrkC alors que la présence de ce récepteur a été retrouvée 

dans les lignées de CCR (Genevois et al., 2013; Sasahira et al., 2013). Cette différence 

pourrait provenir du modèle cellulaire étudié et/ou des anticorps utilisés pour la révélation. 

De plus, le récepteur p75NTR ainsi que la sortiline sont exprimés dans les 2 lignées. Ainsi, 

pour faire suite aux précédents résultats obtenus au sein du laboratoire, nous avons focalisé 

notre étude sur le TrkB. 

 

I-1-2 Effets du K252a sur les transcrits TrkB/BDNF/p75NTR et 

sortiline. 

Le K252a est une molécule connue pour inhiber la signalisation des récepteurs Trk, 

par son effet sur leur phosphorylation, étape indispensable à leur activation. Nos premiers 

résultats ont permis de déterminer les conditions de traitement avec le K252a. Une 

concentration de 100nM à été retenue et un temps de traitement de 3h dans le but de 

pouvoir analyser ultérieurement les éventuelles variations de l’autophagie (processus très 

rapide à se mettre en place).  

Pour valider le modèle d’inhibition, nous avons dans un premier temps, recherché 

l’expression des transcrits codant la forme entière et la forme tronquée de TrkB (seul 

récepteur Trk mis en évidence dans les lignées SW480 et SW620) et son ligand BDNF ainsi 

que ceux de p75NTR et de la sortiline, lorsque les cellules sont traitées avec le K252a (figure 

27). Cette analyse a été réalisée par Q-RT-PCR. 
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Figure 28 : Effet du K252a sur l’expression des transcrits codant le TrkB, le p75
NTR

, la sortiline 
et le BDNF. Les cellules de CCR ont été maintenues en culture en présence ou non de K252a 
pendant 3h à 100nM puis récupérées comme décrit dans la section « matériels et méthodes ». 
L’expression des transcrits codant le BDNF, le TrkB145 forme entière (FL), le TrkB95 tronqué (Tr 
TrkB), le p75NTR et la sortiline a ensuite été évaluée par RT-PCR quantitative. Les histogrammes 
représentent les quantités relatives en fonction des Ct obtenus. Les résultats sont représentatifs de 3 
expérimentations. Les statistiques ont été réalisées à l’aide du logiciel Statview, en les rapportant au 
contrôle (cellules non traitées, normalisé à 1 et représenté par les pointillés). * p<0.05 ; ** p<0.01 ; *** 
p<0.001. 

. 
L’inhibition de la signalisation des NTs par le K252a induit dans la lignée SW480 une 

augmentation significative des transcrits codant le BDNF et les deux formes du TrkB. Au 

contraire, aucune variation significative n’est détectée dans la lignée SW620 mis à part pour 

le transcrit de la forme tronquée du TrkB. Le transcrit codant p75NTR est significativement 

diminué dans la lignée SW480 (p<0.05) et montre la même tendance dans la lignée SW620. 

Enfin, les deux lignées présentent une augmentation importante du transcrit codant la 

sortiline (p<0.01 et p<0.001). 
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I-1-3 K252a et protéines TrkB/BDNF/p75NTR et sortiline : expression 

et localisation. 

Pour compléter les résultats obtenus par Q-RT-PCR, une analyse de l’expression 

protéique des différentes formes de TrkB (entière, tronquée et phosphorylée) et de BDNF a 

été réalisée par western blot (figure 28). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 29 : Effet du traitement par le K252a sur l’expression protéique de la voie 
neurotrophique. L’expression protéique de BDNF, TrkB (trois formes) de p75 et de la sortiline a été 
évaluée par Western Blot. La densité de chaque bande a été mesurée à l’aide du logiciel ImageJ. Les 
résultats sont représentatifs de 3 expérimentations et sont comparés aux cellules non traitées 
normalisés à 1 et représenté par les pointillés. Les statistiques ont été réalisées à l’aide du logiciel 
Statview 5.0. * p<0.05 ; ** p<0.01 ; *** p<0.001.

 
L’inhibition de la signalisation des NTs par le K252a ne modifie pas l’expression du 

BDNF dans les lignées cellulaires. Cependant, l’analyse ne révèle que la part intra-

cytoplasmique de la NT. En revanche, l’expression du récepteur TrkB, sous ses deux 

formes, entière et tronquée, est significativement augmentée dans les deux lignées. Comme 

décrit dans la littérature (Tapley et al., 1992b), le traitement par le K252a induit une 

diminution significative de sa forme phosphorylée, ce qui est concordant avec l’inhibition de 
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la signalisation. De plus, l’analyse a aussi démontré une absence de variations du récepteur 

p75NTR et une augmentation de la sortiline dans les deux lignées. 

Comme les précédents résultats montrent une inactivation du récepteur TrkB 

(diminution de la phosphorylation) et une absence de variation de l’expression intracellulaire 

du BDNF, la sécrétion du ligand dans le surnagent de culture a été recherchée par ELISA 

(figure 29). 

 

 

Figure 30 : Dosage du BDNF extracellulaire dans les surnageants de culture traitées ou non par 
le K252a. Les lignées SW480 et SW620 ont été traitées ou non avec le K252a pendant 3h à 100nM. 
La sécrétion de BDNF a été évaluée par la méthode ELISA dans le surnageant des cultures. Les 
résultats sont représentatifs de 3 expérimentations. Les statistiques ont été réalisées à l’aide du 
logiciel Statview. 

 

Nos résultats montrent que l’utilisation du K252a n’entraîne pas de variation 

significative du taux de BDNF, ce qui corrobore les données obtenues avec l’analyse des 

lysats cellulaires (BDNF intracellulaire). Néanmoins, pour compléter cette approche, et 

comme l’analyse par western blot ne nous permet pas de déterminer l’existence d’une 

interaction entre BDNF et le récepteur TrkB, nous avons évalué par immunofluorescence 

indirecte, la fixation du ligand (BDNF) sur son récepteur (TrkB) en présence ou non de 

l’inhibiteur K252a (figure 30). De façon parallèle, l’analyse des interactions possibles entre 

TrkB et la sortiline, ainsi que du BDNF et de la sortiline, a aussi été menée par 

immunofluorescence indirecte en microscopie confocale. 
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Figure 31 : Effet du K252a sur la localisation de BDNF et de TrkB dans les cellules SW480 et 
SW620. Les cellules ont été traitées ou non avec du K252a pendant 3h à 100nM. L’immunomarquage 
a été réalisé comme décrit dans la section « matériels et méthodes ». Le noyau a été coloré au DAPI 
(bleu). Le BDNF a été marqué à l’aide d’un alexa fluor 488nm (vert) et son récepteur TrkB par un 
alexa fluor 594nm (rouge). 

 

Le traitement par le K252a induit une relocalisation du BDNF et du TrkB au niveau 

membranaire où ils sont colocalisés, principalement dans la lignée SW480. Ces résultats 

suggèrent que le ligand a la capacité de se fixer sur son récepteur afin de déclencher les 

signalisations en aval, ce qui, une fois de plus suggère une tentative de compensation du 

défaut de signalisation.   

Dans le but d’approfondir les précédents résultats montrant l’augmentation de 

l’expression de la sortiline (figure 28), nous avons réalisé une étude préliminaire de co-

marquage du BDNF et de la sortiline pour étudier le rôle de cette dernière (figure 31). 
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Figure 32. Effet du K252a sur la localisation du BDNF et de la sortiline dans les SW480 et les 
SW620. Les cellules ont été traitées ou non avec du K252a (3h, 100nM), un immunomarquage a été 
réalisé comme décrit dans la section « matériels et méthodes ». Le noyau a été coloré au DAPI 
(fluorescence bleue). Le BDNF a été marqué à l’aide d’un alexa fluor 488nm (fluorescence verte) et la 
sortiline par un alexa fluor 594nm (fluorescence rouge). 

 

Une légère augmentation d’expression de la sortiline après traitement par le K252a 

est observée dans la lignée SW480, confirmant les données transcriptomique et 

protéomique. De même, l’augmentation de l’expression du BDNF est également retrouvée 

dans les 2 lignées confirmant les résultats précédents (Figures 27 et 28). Cependant, nous 

n’avons pas vraiment mis en évidence de co-localisation entre ces deux partenaires, qui 

aurait pu être imputable au rôle de la sortiline comme molécule de co-transport des NTs.  
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Figure 33 : Effet du K252a sur la localisation de la sortiline et de TrkB dans les SW480 et les 
SW620. Après avoir traité ou non avec du K252a (3h, 100nM), les cellules ont été fixées puis un 
immunomarquage a été réalisé comme décrit dans la section « matériels et méthodes ». Le noyau 
cellulaire a été coloré au DAPI (fluorescence bleue). Le récepteur TrkB a été marqué à l’aide d’un 
alexa fluor 488nm (fluorescence verte) et la sortiline par un alexa fluor 594nm (fluorescence rouge).  

 

Nous avons pu confirmer que l’inhibition des NTs par le K252a entraîne une 

augmentation de l’expression du récepteur TrkB alors que ce n’est pas le cas pour la 

sortiline (Figure 32). Ainsi, l’augmentation d’expression de la sortiline observée au niveau 

transcriptomique et par analyse protéomique par western blot ne semble pas reposer sur ses 

fonctions classiques de molécule de co-transport ou de co-recepteur pour les NTs. 

Dans la suite de l’étude, nous avons focalisé nos travaux sur le couple BDNF/TrkB et 

la signalisation en aval. 

 

I-1-4 Effet du K252a sur les signalisations en aval de TrkB : 

PI3K/AKT/mTOR et Erk 

Dans la première partie de nos résultats concernant la réponse cellulaire suite au 

traitement par le K252a, molécule inhibitrice de la signalisation des NTs, nous avons montré 
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une augmentation d’expression des deux formes, entière et tronquée, du récepteur TrkB. 

Celle-ci n’affecte pas l’expression du ligand, le BDNF, mais semble renforcer sa liaison au 

TrkB. Néanmoins, l’absence de phosphorylation du récepteur est, comme attendu, en faveur 

d’une inhibition de sa signalisation. 

Dans la suite du travail, nous nous sommes intéressés à l’activation de la voie PI3K-

AKT et de la voie Erk car ce sont les principales à être activées comme démontré lors des 

travaux précédents de l’équipe (Akil et al, 2011). Pour cela nous avons évalué par western 

blot, l’expression des formes totales et phosphorylées des protéines AKT, mTOR et Erk1/2 

(figure 33). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 34 : Effet du K252a sur l’expression et la phosphorylation des protéines de la voie 
PI3K/AKT/mTOR. L’expression protéique d’AKT, de mTOR et de Erk, ainsi que de leurs formes 
phosphorylées a été évaluée par Western Blot. La densité de chaque bande a été mesurée à l’aide du 
logiciel ImageJ. Les résultats sont représentatifs de 3 expérimentations et sont comparés a ceux des 
cellules non traitées, normalisé à 1, représenté par les pointillés. Les statistiques ont été réalisées à 
l’aide du logiciel Statview. . * p<0.05 ; ** p<0.01 ; *** p<0.001. 
 

Comme le montre l’analyse par western blot, l’expression de la forme phosphorylée 

de la protéine AKT est significativement diminuée, ce qui témoigne de la baisse de son 

activation. De la même façon, une diminution significative de la forme phosphorylée de la 

protéine mTOR est observée dans les deux lignées. En revanche, la baisse de 

phosphorylation de Erk ne se manifeste que légèrement et uniquement dans la lignée 

SW480. L’utilisation du K252a permet donc de modifier la signalisation de la voie PI3K/AKT 
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dans les deux lignées et la voie ERK dans la lignée SW480. Ainsi ces données confirment 

que, en présence d’inhibiteur, même si le BDNF est capable de se fixer sur le récepteur 

TrkB, il ne peut pas pour autant déclencher la voie de signalisation située en aval.  

I-1-5 K252a et devenir cellulaire 

Nos précédents résultats ayant démontré que le K252a permet l’inhibition de la 

signalisation de survie autocrine induite par le couple TrkB/BDNF, nous avons recherché 

l’impact de cette inhibition sur le devenir cellulaire. Pour cela, nous avons analysé la viabilité 

cellulaire ainsi que l’activité métabolique des cellules traitées au K252a (figure 34). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 35 : Effet du K252a sur la viabilité et l’activité métabolique des lignées de CCR. Les 
cellules de CCR ont été traitées ou non en présence de K252a (3h à 100nM). La viabilité cellulaire a 
été évaluée par cytométrie en flux (A). L’activité mitochondriale a été déterminée par le test MTT (B). 
Les résultats sont représentatifs de 3 expérimentations.  

 

L’inhibition des NTs par le K252a  n’entraîne pas de variation de la viabilité cellulaire 

dans les deux lignées de CCR utilisées après 3h de traitement (Figure 34 A). De la même 

manière, le K252a n’agit pas sur l’activité métabolique puisqu’aucune variation significative 

dans les deux lignées n’est observée pandant les 3h de traitement (Figure 34 B). Ces 

résultats confirment ceux obtenus pour la viabilité. La réponse de la lignée issue de la 

tumeur primaire (SW480) ne diffère pas de celle de la lignée issue d’un envahissement 

ganglionnaire (SW620). 
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Nos résultats ne montrant pas d’atteinte du métabolisme ni de la viabilité cellulaire, il 

est probable qu’une autre voie de survie soit activée pour contrebalancer l’effet de l’inhibition 

de la signalisation des NTs.  

 

I-1-6 K252a et induction d’une autophagie fonctionnelle 

Suite à l’utilisation du K252a, nous avons observé une diminution de la 

phosphorylation de la protéine mTOR, sans perte de viabilité. Cette protéine étant impliquée 

dans la régulation négative de l’autophagie, nous avons analysé l’effet du K252a sur 

l’activation de cette voie de survie.  

Pour cela, l’expression des protéines Beclin 1, ATG5 et la conversion de LC3I en 

LC3II ont été évaluées par western blot (figure 35). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 36 : Effet du K252a sur l’expression protéique d’acteurs autophagiques. L’expression 
protéique de Beclin1, d’ATG5 et de la LC3 a été évaluée par Western Blot. La densité de chaque 
bande a été mesurée à l’aide du logiciel ImageJ. Les résultats sont comparés a ceux des cellules non 
traitées, normalisé à 1, représenté par les pointillés et sont représentatifs de 3 expérimentations. Les 
statistiques ont été réalisées à l’aide du logiciel Statview. . * p<0.05 ; ** p<0.01 ; *** p<0.001. 

 

Une augmentation significative de l’expression de la protéine Beclin1, impliquée dans 

l’initiation de l’autophagosome, et de l’expression de la protéine ATG5 impliquée dans son 

élongation a été retrouvée pour les deux lignées. De même, une augmentation du ratio 

LC3II/LC3I (augmentation significative de la forme LC3-II compléxée à la 

phosphotydiléthanolamine) démontre l’activation de l’autophagie. Ainsi, le blocage de la 

signalisation des NTs par le K252a permet l’induction de l’autophagie dans les lignées de 

CCR. Celle-ci semble être plus importante dans la lignée SW480 (tumeur primaire) que dans 
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la lignée SW620 (envahissement ganglionnaire), que ce soit au niveau basal ou suite au 

traitement par le K252a. 

La mise en évidence de la forme complexée aux autophagosomes de la protéine LC3 

constitue un élément caractéristique de l’activation autophagique. Nous avons donc cherché 

à confirmer les résultats obtenus par western blot en mettant en évidence par 

immunofluorescence la présence d’autophagosomes, révélés par la fluorescence de la LC3 

endogène, dans les cellules traitées au K252a (figure 36). 

 
 

Figure 37 : Effet du K252a sur l’expression de la LC3 endogène. Les cellules ont été traitées ou 
non avec du K252a (3h, 100nM) ou avec de la rapamycine (3h, 20µM) utilisée comme témoin positif 
d’induction de l’autophagie. Le marquage de la LC3 endogène a été réalisé à l’aide d’un anticorps 
couplé à l’alexa fluor 488nm (vert). Les noyaux ont été colorés à l’aide du DAPI (bleu). L’expression 
relative en 3D de la LC3 est obtenue par « surface plot » réalisée avec le logiciel ImageJ.  
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Le traitement avec la rapamycine (inducteur de l’autophagie par inhibition de mTOR 

et utilisé comme témoin positif) induit une forte augmentation de l’expression de la protéine 

LC3 par rapport à celle observée dans la condition « non traitées » correspondant à 

l’autophagie basale. Le K252a permet lui aussi d’augmenter nettement cette expression, qui 

se caractérise par une fluorescence ponctuée, associée aux autophagosomes. Ainsi, 

l’inhibition de la signalisation des NTs par le K252a permet bien l’induction de l’autophagie. 

Pour s’assurer de la fonctionalité du processus autophagique et donc valider notre 

précédente hypothèse mettant en avant l’activation de l’autophagie, nous avons bloqué le 

flux en utilisant de la chloroquine. Cette molécule empêche l’activité lysosomale en inhibant 

l’acidification de ce compartiment. De cette facon, la molécule LC3 II, constituant de 

l’autophagosome mais également substrat du processus de recyclage, doit être accumulée, 

ce qui est visible en western blot (figure 37). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 38 : Effet de la chloroquine sur le flux autophagique des cellules de CCR. L’expression 
protéique de la LC3 a été évaluée par Western Blot après traitement ou non par la chloroquine (3h, 
25µM). La densité de chaque bande a été mesurée à l’aide du logiciel ImageJ. Les résultats sont 
comparés a ceux des cellules non traitées, normalisé à 1, représenté par les pointillés et sont 
représentatifs de 3 expérimentations.  Les statistiques ont été réalisées à l’aide du logiciel Statview. * 
p<0.05 ; ** p<0.01 ; *** p<0.001. 

 

Le traitement par la chloroquine met en évidence une forte accumulation de la forme 

LC3II, ce qui permet de s’assurer de la fonctionnalité de l’autophagie dans les 2 lignées. 

 

I-2- Effet de l’inhibition pharmacologique (Chloroquine) et génétique 

(siRNA ATG5) de l’autophagie dans les lignées de CCR. 

 Les précédents résultats ont montré que l’inhibition de la signalisation des NTs par 

l’utilisation du K252a permet d’induire une autophagie fonctionnelle, sans présenter de 
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modifications du devenir cellulaire. Par conséquent, dans l’objectif de sensibiliser les cellules 

à la mort, nous avons réalisé une nouvelle approche visant à inhiber l’autophagie pour en 

observer les conséquences sur la signalisation des NTs et sur le devenir cellulaire. 

I-2-1 Validation de l’inhibition de l’autophagie par siRNA ATG5. 

La transfection des cellules par siRNA a été réalisée en utilisant l’interférine comme 

agent transfectant. Nous avons validé notre modèle de siRNA dirigés contre ATG5 par 

western blot (figure 38).  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 39 : Effet de l’inhibition de l’autophagie par siRNA ATG5 sur l’expression protéique 
d’ATG5 et de LC3. L’expression protéique d’ATG5 et de LC3 a été évaluée par Western Blot après 
transfection ou non des cellules par siRNA ATG5. La densité de chaque bande a été mesurée à l’aide 
du logiciel ImageJ. Les résultats sont comparés a ceux des cellules non traitées, normalisé à 1, 
représenté par les pointillés et sont représentatifs de 3 expérimentations. Les statistiques ont été 
réalisées à l’aide du logiciel Statview. . * p<0.05 ; ** p<0.01 ; *** p<0.001. 

 

L’inhibition de la protéine ATG5 est effective puisque la transfection provoque une 

perte d’un facteur 3 pour la lignée SW480 et d’un facteur 2 pour la lignée SW620. De plus, 

cette inhibition induit une diminution significative dans les deux lignées, du ratio LC3II/LC3I 

(diminution de la forme LC3II). Ce résultat a été conforté par l’observation au microscope 

confocal de l’immunomarquage de la protéine LC3 endogène après transfection (figure 39). 
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Figure 40 : Détection de la LC3 endogène dans les cellules après transfection par siRNA ATG5. 
Les cellules ont été transfectées avec des siRNA ATG5 comme décrit dans la section « matériels et 
méthodes », puis un immunomarquage dirigé contre  la LC3 a été réalisé comme décrit 
précédemment. Le noyau cellulaire a été coloré au DAPI (bleu). La LC3 a été marquée à l’aide d’un 
anticorps couplé à l’alexa fluor 488nm (vert).  

 

Ainsi, l’utilisation de siRNA ATG5 induit une forte diminution de l’expression de la LC3 

endogène dans les lignées de CCR. Par cette double approche, nous avons validé 
l’utilisation de siRNA ATG5 pour inhiber le processus autophagique.  
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I-2-2 Inhibition de l’autophagie et devenir cellulaire 

Afin de déterminer l’effet sur le devenir cellulaire de l’inhibition de l’autophagie par la 

CQ ou l’utilisation de siRNA ATG5, nous avons évalué la viabilité et l’activité métabolique 

des deux lignées cellulaires (figure 40). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     

 
  
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 41 : Effet de la chloroquine et des siRNA ATG5 sur la viabilité et le métabolisme des 
lignées de CCR. Les cellules de CCR ont été maintenues en culture en présence ou non de CQ (3h , 
25µM) (A,B) ou ont été transfectées ou non par siRNA ATG5 (C,D). La viabilité cellulaire (A,C) et 
l’activité métabolique (B,D) ont été déterminées comme précédemment. 

 

L’inhibition de l’autophagie par la chloroquine pendant 3h à 25µM n’entraîne aucune 

variation significative de la viabilité cellulaire (figure 40A). Néanmoins, l’activité métabolique 
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se trouve significativement diminuée : dans les SW480, elle diminue de 50% et de 65% dans 

les SW620 (figure 40B). Ces résultats montrent donc que la lignée SW620 est plus sensible 

à la CQ que la lignée originaire de la tumeur primaire en ce qui concerne l’activité 

métabolique. 

La CQ est une molécule connue comme étant toxique pour les lignées cellulaires 

(Yang et al., 2013). C’est la raison pour laquelle nous avons réalisé la même analyse en 

inhibant l’autophagie par siRNA ATG5. Alors que la viabilité cellulaire est altérée au sein de 

la lignée SW480 (perte de 25% (figure 40 C)), elle n’est pas affectée dans la lignée SW620. 

D’autre part, l’inhibition de l’autophagie par siRNA ATG5 n’entraîne aucune variation de 

l’activité métabolique, quelle que soit la lignée considérée (figure 40 D). En conclusion, 

l’inhibition d’ATG5 rend donc la lignée SW480 plus sensible laissant supposer que 

l’autophagie est un mécanisme plus important pour la survie des cellules issue de la tumeur 

primaire. 

Ces résultats révèlent une altération importante de l’activité métabolique lorsque les 

cellules sont traitées avec la CQ. Celle-ci n’est pas retrouvée avec les siRNA, ce qui laisse 

penser qu’elle n’est pas en lien directe avec l’inhibition de l’autophagie mais plutôt avec 

l’utilisation de la CQ elle même. De plus, la viabilité cellulaire étant peu diminuée, cela 

suppose qu’une autre voie de survie pourrait être impliquée dans la survie cellulaire. Nous 

nous sommes alors intéressés à la signalisation neurotrophique lors de l’inhibition de 

l’autophagie.  
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I-2-3 Inhibition de l’autophagie et transcrits TrkB, BDNF, p75NTR et 

sortiline. 

Les précédents résultats ont révélé que la viabilité cellulaire est peu diminuée lorsque 

l’autophagie est inhibée. Cela suppose qu’une autre voie pourrait être impliquée dans la 

survie cellulaire. Nous nous sommes alors intéressés à la signalisation neurotrophique lors 

de l’inhibition de l’autophagie. Pour cela, nous avons analysé par PCR quantitative 

l’expression des transcrits codant les NTs lorsque les cellules sont traitées par la CQ (figure 

41).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 42 : Effet de la CQ sur l’expression des transcrits codant BDNF, TrkB, p75
NTR

et de la 
sortiline. Les cellules de CCR ont été traitées ou non avec la CQ (3h, 25µM) puis récupérées comme 
décrit dans la section « matériels et méthodes ». L’expression des transcrits codant BDNF, TrkB145 
(FL), TrkB95 (Tr), p75NTR et la sortiline a ensuite été évaluée par RT-PCR quantitative et analysée 
comme précédemment. 
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Le blocage du flux autophagique par la CQ entraîne de nombreuses variations 

d’expression des transcrits codant les NTs. Le transcrit codant BDNF est très fortement 

augmenté dans les deux lignées puisqu’il passe de 1 à 125 unités relatives pour la lignée 

SW480 et de 1 à 85 unités relatives pour la lignée SW620. Le taux de transcrit codant 

TrkB145 (forme entière et fonctionnelle notée FL) augmente significativement dans les deux 

lignées alors que le taux de transcrit codant TrkB95 (forme tronquée notée Tr) varie de façon 

opposée dans les 2 lignées (augmentation dans les SW480 et diminution dans les SW620). 

Le transcrit codant le p75NTR ne montre aucune variation alors que, le transcrit codant la 

sortiline est augmenté significativement dans les deux lignées. Les variations impliquant 

BDNF et son récepteur fonctionnel (FL TrkB) laissent penser à la mise en place d’une 

signalisation en aval du couple TrkB/BDNF. 
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I-2-4 Inhibition de l’autophagie et protéines TrkB, BDNF : 

expression et localisation. 

Nous avons recherché par western blot l’expression des protéines de l’axe 

TrkB/BDNF lorsque l’autophagie est inhibée par la CQ ou par siRNA ATG5 dans les deux 
lignées de CCR (figure 42).  
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Figure 43 : Effet de l’inhibition de l’autophagie sur l’expression protéique des NTs. Les 
expressions protéiques de BDNF, TrkB et Phospho-TrkB ont été évaluées par Western Blot soit après 
avoir traité les cellules à la CQ (A ; 25µM, 3h) soit après avoir transfecté les cellules par le siRNA 
ATG5 (B). La densité de chaque bande a été mesurée à l’aide du logiciel ImageJ. Les résultats sont 
représentatifs de 3 expérimentations. Les statistiques ont été réalisées à l’aide du logiciel Statview. 
Les résultats statistiques sont comparés aux cellules non traitées normalisés à 1 et représenté par les 
pointillés. * p<0.05 ; ** p<0.01 ; *** p<0.001. 
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L’inhibition de l’autophagie que ce soit par la CQ ou le siRNA ATG5 induit une 

augmentation significative de l’expression de BDNF. Ce résultat est corrélé à l’augmentation 

d’expression de la forme complète du récepteur TrkB (FL TrkB) dans les deux lignées, alors 

que la forme tronquée n’augmente de façon significative que dans la lignée SW480. De plus, 

l’augmentation significative de la forme phosphorylée du récepteur laisse supposer son 

activation. Ces résultats sont reproduits avec les deux types d’inhibition, ce qui renforce 

l’idée que le blocage de l’autophagie potentialise l’axe TrkB/BDNF. 

Comme le western blot concernant BDNF nous renseigne seulement sur la part 

intracellulaire de cette NT, un dosage du BDNF dans le milieu de culture a été réalisé par 

ELISA lorsque les cellules sont cultivées en présence de CQ (figure 43). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 44 : Sécrétion du BDNF dans les surnageants des cellules traitées à la CQ. La sécrétion 
de BDNF a été évaluée par la méthode ELISA dans le surnageant de culture des lignées SW480 et 
SW620 après traitement ou non avec la CQ (3h, 25µM). Les résultats sont représentatifs de 3 
expérimentations. Les statistiques ont été réalisées à l’aide du logiciel Statview. * p<0.05 ; ** p<0.01 ; 
*** p<0.001. 

 

 

Le traitement par la CQ induit une sécrétion plus importante de BDNF dans la lignée 

SW480. Ces résultats, associés à ceux montrant l’augmentation de la phosphorylation de 

TrkB dans la lignée SW480 (figure 42), suggèrent que la fixation du ligand enclenche la 

signalisation en aval. La lignée SW620 ne présente quant à elle, pas de variation 

significative de la sécrétion du BDNF extracellulaire, ce qui souligne la différence entre les 

deux lignées. Nous avons alors évalué par immunomarquage (en microscopie confocale)  la 

fixation de BDNF sur TrkB lorsque l’autophagie est inhibée soit par la CQ soit par siRNA 

ATG5 (figure 44). Des résultats semblables ont été obtenus dans les deux cas. 
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Figure 45 : Effet de la CQ sur la localisation de BDNF et de TrkB dans les SW480 et les SW620. 
Les cellules ont été traitées ou non avec la CQ pendant 3h à 25µM, puis un immunomarquage a été 
réalisé comme décrit dans la section « matériel et méthode ». Le noyau cellulaire a été coloré avec du 
DAPI (bleu). Le BDNF a été marqué à l’aide d’un anticorps couplé à l’alexa fluor 488nm (vert) et son 
récepteur TrkB par un alexa fluor 594nm (rouge). 

 

L’augmentation de la quantité de BDNF et de TrkB dans les cellules traitées par la 

CQ confirme les résultats déjà obtenus. De plus, les deux acteurs sont retrouvés au niveau 

de la membrane plasmique et sont colocalisés, particulièrement dans la lignée SW480. Ainsi, 

le BDNF se fixe sur son récepteur TrkB et entraîne son activation comme démontré  

précédemment (figure 42). 

Pour conforter cette observation, nous avons réalisé le marquage de la forme 

phosphorylée du TrkB dans les modèles cellulaires traités avec la chloroquine (figure 45). 
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Figure 46 : Effet de la CQ sur la localisation du phospho TrkB après traitement des cellules de 
CCR à la CQ. Après avoir traité ou non les cellules de CCR avec la CQ (3h, 25µM), un 
immunomarquage a été réalisé comme décrit dans la section « matériels et méthodes ». L’observation 
a été réalisée au microscope confocal.  Le noyau cellulaire a été coloré au DAPI (bleu). Phospho TrkB 
a été marqué à l’aide d’un alexa fluor 488nm (vert).  

 

L’expression de la forme phosphorylée de TrkB est effectivement augmentée après 

traitement dans les deux lignées, comme observé par western blot. De plus, nos résultats 

montrent que le marquage de phospho TrkB est ponctiforme et qu’il se situe 

préférentiellement au niveau membranaire laissant supposer qu’il s’agit de la forme fixée au 

BDNF.  
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I-2-5 Inhibition de l’autophagie et signalisation PI3K/AKT/mTOR 

médiée par le couple TrkB/BDNF. 

Après avoir analysé et montré les évènements membranaires associés à l’activation 

de TrkB par BDNF, nous avons recherché par western blot l’état d’activation des protéines 

liées à la signalisation PI3K/AKT quand l’autophagie est inhibée soit par le CQ, soit par 

siRNA ATG5 (figure 46).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 47 : Effet de l’inhibition de l’autophagie sur l’expression protéique de la voie 
AKT/mTOR. Les expressions protéiques d’AKT, phospho AKT, mTOR et phospho mTOR ont été 
évaluées par Western Blot, soit après avoir traité les cellules à la CQ (A ; 25µM, 3h) soit après avoir 
transfecté les cellules par le siRNA ATG5 (B).. La densité de chaque bande a été mesurée à l’aide du 
logiciel ImageJ. Les résultats sont comparés a ceux des cellules non traitées, normalisé à 1, 
représenté par les pointillés et sont représentatifs de 3 expérimentations. Les statistiques ont été 
réalisées à l’aide du logiciel Statview. * p<0.05 ; ** p<0.01 ; *** p<0.001. 
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Lorsque l’autophagie est inhibée, que ce soit par l’utilisation de la CQ ou par siRNA 

ATG5, les formes phosphorylées de la protéine AKT et de mTOR sont significativement 

augmentées dans les deux lignées. Par conséquent, l’inhibition de l’autophagie permet 

d’activer la voie de signalisation AKT en aval du couple TrkB/BDNF. 

 

I-3- Etude et effets de la double inhibition neurotrophines/autophagie  

dans les lignées de CCR. 

L’ensemble des résultats obtenus a démontré que l’inhibition des NTs permet 

d’induire l’activation du mécanisme autophagique. L’inverse a aussi été observé. Il existerait 

donc une relation entre ces deux signalisations, notamment établie par le nœud de 

signalisation mTOR de sorte à assurer la survie des cellules de CCR. Néanmoins, l’inhibition 

séparée de ces deux voies a montré l’incapacité à induire la mort cellulaire. Par conséquent, 

notre étude a été poursuivie par l’analyse des effets d’une inhibition simultanée des NTs et 

de l’autophagie. 

 

I-3-1 Effet de la double inhibition sur la sécrétion de BDNF 

Nous nous sommes interessés à la formation du complexe TrkB/BDNF lors de la 

double inhibition pharmacologique des deux voies de survie. Pour cela, nous avons évalué la 

secrétion de BDNF par ELISA dans le milieu de culture (figure 47). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 48 : Effet de la double inhibition sur la sécrétion du BDNF extracellulaire dans les 
surnageants de culture. La sécrétion de BDNF a été évaluée par la méthode ELISA dans le 
surnageant de culture des lignées SW480 et SW620 après traitement simultané avec le K252a (100 
nM) et la CQ (25 µM) pendant 3h comme précédemment.  
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 Après 3h de traitement, la sécrétion de BDNF diminue de façon significative dans les 

SW480. L’une des raisons peut être la fixation du ligand sur le récepteur TrkB. En revanche, 

le taux de BDNF ne varie pas dans le milieu de culture des SW620. 

 

I-3-2 Effet de la double inhibition sur la localisation de BDNF et de 

TrkB 

Pour tenter de répondre à cette question, nous avons recherché par 

immunofluorescence indirecte l’expression et la localisation de TrkB et BDNF dans les 

cellules doublement traitées (figure 48). 

 

Figure 49 : Effet de la double inhibition (K252a + CQ) sur la localisation du BDNF et du TrkB 
dans les cellules de CCR. Après traitement simultané ou non des cellules de CCR par le K252 
(100nM) et la CQ (25µM) pendant 3h, un immunomarquage a été réalisé comme décrit dans la 
section « matériels et méthodes ». L’observation a été réalisée au microscope confocal. Le noyau 
cellulaire a été coloré au DAPI (bleu). Le BDNF a été marqué à l’aide d’un alexa fluor 488nm (vert) et 
son récepteur TrkB par un alexa fluor 594nm (rouge).  
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Nous observons une augmentation d’expression de la NT et de son récepteur, 

comme c’était le cas lors des simples traitements. En revanche, les deux acteurs ne 

semblent être colocalisés au niveau membranaire que dans la lignée SW480. 

 

I-3-3 Effet de la double inhibition sur le devenir cellulaire 

Les données précédentes montrent que les traitements seuls (K252a ou CQ) 

n’empêchent pas la fixation du BDNF sur TrkB et n’induisent pas de variations importantes 

du devenir cellulaire.  Dans la suite du travail, nous avons recherché les effets de la double 

inhibition sur la survie des cellules de CCR pour 2 temps de traitements : 3 et 72h (figure 

49). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 50 : Effet de la double inhibition des neurotrophines et de l’autophagie sur la viabilité et 
l’activité métabolique des lignées de CCR après 3h ou 72h de traitement. Les cellules de CCR 
ont été maintenues en culture en présence ou non de K252a (100nM) et/ou de CQ (25µM). La viabilité 
cellulaire (A) a été déterminée par incorporation d’iodure de propidium en CMF et l’activité 
métabolique (B pour 3h ; C pour 72h) par MTT. Les résultats sont représentatifs de 3 
expérimentations. Les statistiques ont été réalisées à l’aide du logiciel Statview. * p<0.05 ; ** p<0.01 ; 
*** p<0.001. 
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L’inhibition simultanée des NTs par le K252a et de l’autophagie par la CQ n’entraîne 

pas de modifications significatives au niveau de la viabilité cellulaire pour un traitement de 

3h, quelle que soit la lignée considérée. Cependant, la double inhibition réalisée pendant le 

même temps modifie de manière significative l’activité métabolique. En effet, celle-ci chute 

de 40% dans la lignée SW480 et de 60% dans la lignée SW620. Cette variation étant plus 

importante dans la lignée SW620 laisse supposer que cette dernière est plus sensible au 

double traitement après seulement 3h de traitement. 

Le temps de traitement relativement court pourrait être à l’origine de l’absence d’effet 

visible sur la viabilité cellulaire alors que l’activité métabolique est, elle, affectée. Nous avons 

alors répété ces analyses lors d’un double traitement de 72h.  

Alors que 72h de traitement au K252a seul ne modifie pas l’activité métabolique dans 

la lignée SW480, les traitements avec la CQ seule ou avec K252a & CQ la réduisent de 

manière significative (diminution de 22% et 25% respectivement). Cette dernière est 

fortement altérée dans la lignée SW620, quel que soit le traitement considéré après 72h pour 

atteindre une diminution d’environ 70% dans le cas du double traitement. Par conséquent, 

dans les deux lignées, l’utilisation du double traitement induit une diminution de l’activité 

métabolique et donc une altération du comportement cellulaire. 

 

I-3-4 Conséquences du renouvellement (24h) des différents 

traitements sur l’activité métabolique à 72h. 

La demi vie du K252a reste aujourd’hui inconnue. Celle de la CQ est de 46h chez 

l’animal (Moore et al., 2011). In vitro, et du fait de l’absence du métabolisme par les organes, 

la demi vie de la CQ demeure inconnue. Ces deux molécules, K252a et CQ, pourraient être 

dégradées lors de la cinétique d’utilisation. Aussi, une évaluation de leurs effets après 

renouvellement de celles-ci toutes les 24h dans le milieu de culture cellulaire a été 

recherchée (figure 50). 
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Figure 51 : Effet des traitements à 72h du K252a et/ou de la CQ après renouvellement des 

molécules toutes les 24h sur l’activité métabolique des cellules de CCR. Les cellules de CCR ont 
été traitées ou non avec du K252a (100nM) et/ou de la CQ (25µM). Les différents traitements ont été 
renouvelés quotidiennement. L’activité métabolique a été mesurée par MTT. Les résultats sont 
représentatifs de 3 expérimentations. Les statistiques ont été réalisées à l’aide du logiciel Statview.     

* p<0.05 ; ** p<0.01 ; *** p<0.001.  

 Le renouvellement des différentes molécules de traitement (K252a et CQ) toutes les 

24h n’induit pas de variations majeures en terme de métabolisme cellulaire. L’efficacité des 

molécules est donc la même quelque soit le mode d’administration utilisé. Par conséquent, 

les expérimentations ultérieures ont été menées après ajout des molécules en une seule 

fois.  

  

I-3-5 Effet des traitements sur l’apoptose cellulaire 

 En parallèle, le clivage de la protéine PARP a été recherché par western blot dans 

les cellules traitées par la double inhibition (figure 51), afin d’évaluer l’effet des traitements 

pendant 72h sur l’apoptose. 
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Figure 52 : Effet de l’inhibition simultanée des neurotrophines et de l’autophagie sur le clivage 
de la PARP, dans les lignées de CCR après 72h de traitement. Les cellules de CCR ont été 
traitées ou non le K252a, (100nM), ou la CQ (25µM) ou les deux simultanément. Le clivage de la 
PARP a été évalué par Western Blot. La densité de chaque bande a été mesurée à l’aide du logiciel 
ImageJ. Les résultats sont comparés à ceux des cellules non traitées et sont représentatifs de 3 
expérimentations. Les statistiques ont été réalisées à l’aide du logiciel Statview. . * p<0.05 ; ** p<0.01 ; 
*** p<0.001. 

 
Le clivage de la protéine PARP, servant à évaluer l’induction de l’apoptose, est 

significativement induit dans les deux lignées après traitement à la CQ. De plus, dans le cas 

de la double inhibition le clivage de la PARP est aussi augmenté significativement et de 

manière plus importante (0,5 vs 4,5 pour SW480 et 0.5 vs 10 pour SW620). Ces résultats 

démontrent que l’utilisation simultanée des deux molécules améliore l’effet observé lors des 

simples traitements (K252a ou CQ). 

Dans le but de confirmer les variations du clivage de la PARP, nous avons réalisé 

une analyse de l’apoptose et de la nécrose par un test à l’annexine V en présence d’IP, dans 

les lignées cellulaires traitées (figure 52). 
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Figure 53 : Effets de l’inhibition de l’autophagie et de la signalisation neurotrophique sur 
l’apoptose et la nécrose. Les cellules de CCR ont été maintenues en culture en présence ou non de 
K252a seul (72h, 100nM), de CQ seule (72h, 25µM) ou des deux molécules. L’apoptose précoce et 
tardive a été mesurée par cytométrie en flux à l’aide du test à l’Annexine V comme décrit dans la 
partie « matériels et méthodes ». Les résultats sont représentatifs de 3 expérimentations. Les 
statistiques ont été réalisées à l’aide du logiciel Statview. * p<0.05 ; ** p<0.01 ; *** p<0.001. 
 

Dans la lignée SW480, les traitements avec la CQ et le double traitement K252a+CQ 

augmentent significativement l’apoptose précoce (augmentation de 4% et 10% 

respectivement). Dans la lignée SW620, seule l’apoptose précoce est modifiée après le 

double traitement au K252a+CQ (augmentation de 10%). Ces résultats suggèrent que la 

réalisation de la double inhibition permet d’induire la mort cellulaire dans les deux lignées et 

par conséquent démontrent que l’utilisation simultanée des molécules permet de 

potentialiser leurs effets in vitro. 

Puisque le traitement simultané avec des deux molécules (K252a et CQ) améliore 

l’effet de leur utilisation seule, l’étape suivante de cette étude a été d’étudier leurs effets in 

vivo.  

 

 

 

     NT       K252a       CQ       K252a + CQ                                       NT         K252a        CQ    K252a + CQ 



 

132 

 

PARTIE II : APPROCHE IN VIVO DES INHIBITIONS NEUROTROPHIQUE ET 

AUTOPHAGIQUE. MISE EN EVIDENCE DE CES SIGNALISATIONS CHEZ LES 

PATIENTS. 

 

I-1- Effet de l’inhibition des neurotrophines et de l’autophagie sur la 

croissance tumorale dans le modèle murin Nude 

I-1-1 Mise en place de greffes sous cutanées dans le modèle murin 

Nude  

  Des greffes orthotopiques sous cutanées des deux lignées cellulaires sur le modèle 

murin Nude ont été réalisées. Pour la mise au point du modèle, nous avons choisi de greffer 

deux quantités de cellules: 500000 ou 106 cellules (figure 53). 

 

Figure 54 : Analyse de la croissance tumorale sur le modèle murin Nude après réalisation de 
greffes sous cutanées de cellules de CCR. 500 000 et 1 million de cellules ont été greffées en sous 
cutané sur le modèle murin Nude. La croissance tumorale a été suivie tous les deux jours et le volume 
tumoral a été déterminé selon la formule [L×W (L+W)] π/12 où L correspond à la longuieur et W à la 
largeur des tumeurs. Chaque groupe était constitué de 5 animaux.  
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Nos résultats mettent en évidence que l’apparition d’une tumeur nécessite un délai 

compris entre 10 et 15 jours. Quelle que soit la quantité de cellules greffées (500 000 ou 1 

million), la lignée SW480 présente un volume plus faible que celui obtenu avec la lignée 

SW620 (98mm3 vs 612mm3 dans la condition 1 million de cellules). 

A l’issue des 38 jours de suivi tumoral, les animaux ont été sacrifiés et nous avons 

réalisé une analyse histologique des tumeurs. En particulier, la recherche de l’antigène Ki67 

(marqueur de prolifération) et du CD31 (marqueur des cellules endothéliales) a été effectuée 

par immunohistochimie (figure 54). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 55 : Etude de la prolifération (Ki67) et de la vascularisation (CD31) dans des tumeurs 
obtenues après greffe sous-cutanée de cellules de CCR sur souris Nude. Les cellules de CCR 
ont été greffées en sous cutané sur le modèle murin Nude. La croissance tumorale a été suivie puis 
les tumeurs ont été analysées par immunohistochimie. Les marquages au Ki67 (A, C) et au CD31 (B, 
D) ont été effectués.  

Le marquage nucléaire du Ki67 est fortement présent dans les deux types de tumeur, 

mais plus particulièrement dans les tumeurs obtenues par greffe de cellules SW620 (Figure 

C) par rapport à la lignée SW480 (Figure A). Cette observation corrobore les résultats de 

l’analyse de la croissance tumorale (Figure 53), puisque la lignée SW480 présente une 

croissance plus lente. 

D 
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De plus, la présence du marqueur CD31 au sein des tumeurs dans les deux lignées 

est également mise en évidence. L’anticorps utilisé est spécifique des cellules endothéliales 

murines, ce qui permet de confirmer que les vaisseaux proviennent bien de l’hôte. Or, les 

tumeurs étant composées de cellules cancéreuses humaines, elles sont capables de 

détourner la circulation sanguine de l’hôte (souris). Ce résultat suggère qu’un traitement 

administré par circulation sanguine peut être utilisé dans ce modèle. 
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I-1-2 Effet des différents traitements sur la croissance tumorale 

  Pour envisager l’incidence des traitements sur la croissance tumorale, nous avons 

greffé en sous cutané les lignées SW480 et SW620 (1 million) et traité les tumeurs ainsi 

obtenues avec le K252a et/ou la chloroquine ou le double traitement (figure 55). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 56 : Effet des différents traitements (K252a, CQ et K252a + CQ) sur la croissance 
tumorale. 1 million de cellules de CCR ont été greffées en sous cutané sur le modèle murin Nude. 
Une fois le volume de 300mm3 atteint, des groupes ont été constitués. Le groupe témoin a été traité 
avec du PBS. Le groupe K252a (A) a été traité tous les 3 jours pendant 21 jours avec une 
concentration de 0.5mg/kg. Le groupe CQ (B) a reçu une injection tous les 2 jours pendant 12 jours à 
une dose de 10mg/kg. Le groupe K252a+CQ (C) a reçu les deux traitements conjugués. Chaque 
groupe était constitué de 5 animaux. Les statistiques ont été réalisées à l’aide du logiciel Statview. * 
p<0.05 ; ** p<0.01 ; *** p<0.001. 

 
Le traitement par le K252a (inhibiteur de la voie des NTs) permet de diminuer 

significativement le volume tumoral (ainsi que la vitesse de croissance) dès 12 jours dans la 

lignée SW480 (340mm3 vs 380mm3) et 9 jours dans la lignée SW620 (330mm3 vs 950mm3). 

Le traitement par la CQ (inhibiteur de l’autophagie) n’entraîne quant à lui pas de 

modifications significatives du volume de la tumeur.  

Temps (jours) Temps (jours)

Temps (jours) Temps (jours) 
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 Par contre et de façon inattendue, dans les deux lignées, le double traitement 

(K252a + CQ) permet une diminution rapide du volume tumoral et ce, dès 9 jours de 

traitement. Une diminution de 95% dans la lignée SW480 et de 75% pour la lignée SW620 

sont obtenues en comparaison aux volumes des tumeurs chez les souris contrôles. 

L’utilisation de la double inhibition permet donc de potentialiser l’effet des traitements seuls. 

De manière spectaculaire, la disparition de tumeurs chez certains animaux ayant reçu le 

traitement K252a+CQ a été constatée pour 40% des tumeurs originaires de la lignée SW480 

et pour 25% provenant de la lignée SW620. Nos observations ont ainsi mis en évidence le 

fait que la lignée SW480 répondait mieux au double traitement que la lignée SW620. 

 

I-2- Présence des signalisations neurotrophique et autophagique dans 

les tissus de patients présentant un CCR : étude ex vivo 

Les résultats obtenus démontrant la décroissance tumorale sur le modèle murin sont 

fortement encourageants en vue du développement de nouveaux traitements dans le cadre 

du CCR. Nous avons donc vérifié la présence de la signalisation des NTs et la réalité de 

l’autophagie dans les tissus de patients atteints de CCR (figure 56). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 57 : Détection des acteurs neurotrophiques et autophagique dans les tumeurs issues de 
patients présentant différents stades de CCR. Des  tissus de patients (n=3 pour chaque stade) ont 
été prélevés (30 µg), broyés et l’extraction protéique a été réalisée comme décrit dans la section 
« matériels et méthodes ». Les expressions protéiques de TrkB, Phospho-TrkB, AKT, phospho-AKT et 
LC3 ont été évaluées par Western Blot. La densité de chaque bande a été mesurée à l’aide du logiciel 
ImageJ. Les résultats sont représentatifs de 3 expérimentations. Les significativités sont exprimées 
par rapport au stade 0/I. Les statistiques ont été réalisées à l’aide du logiciel Statview. * p<0.05 ; ** 
p<0.01 ; *** p<0.001. 
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Les résultats  ex vivo ont mis en évidence que dans les tissus de patients atteints de 

CCR, les deux voies, neurotrophiques et autophagique, sont bien présentes et actives 

(comme en attestent les formes phosphorylées de TrkB et d’AKT ainsi que l’augmentation du 

ratio LC3II/LC3I). Une augmentation significative de l’expression du récepteur TrkB ainsi que 

de sa phosphorylation (activation) est corrélée au stade : plus le stade de la pathologie est 

avancé, plus la phosphorylation du récepteur TrkB est importante. Ces résultats sont en 

accord avec ceux trouvés lors de l’étude la protéine AKT appartenant à la voie de 

signalisation du récepteur TrkB, pour laquelle la phosphorylation est aussi augmentée. 

L’existence de l’autophagie dans les tissus de patients a aussi été mise en évidence. De 

manière très intéressante, dans ce cas également, l’augmentation du ratio LC3II/LC3I est 

fonction du stade de la pathologie. En effet, plus le stade est avancé plus celui-ci est élevé, 

laissant supposer une activation du mécanisme.Ces résultats renforcent l’implication des 

deux voies de survie que sont les NTs et l’autophagie dans le CCR et surtout leur co-

existence. Ils suggèrent ainsi leur inhibition comme une nouvelle stratégie thérapeutique 

dans le CCR. 
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PARTIE III : DEVELOPPEMENT D’UN MODELE MURIN DE CCR CHIMIQUEMENT 

INDUIT CHEZ LES SOURIS BALB-C. 

 

L’inconvénient majeur des greffes sous cutanées reste l’absence du micro-

environnement spécifique du tractus digestif. Afin de palier ce problème, la mise en place 

d’un modèle permettant le développement d’un CCR au niveau de la paroi colique est 

souhaitable. Nous avons donc tenté de mettre au point un modèle de CCR chimiquement 

induit chez des souris Balb/c. 

 

I-1- Analyse des paramètres macroscopiques des côlons chez le modèle 

murin chimiquement induit. 

Dans le cadre des études sur le développement et le traitement des CCR, un modèle 

murin se rapprochant le plus possible des conditions tumorales retrouvées chez les patients 

est important. Différentes équipes ont déjà établi des modèles murins de CCR en réalisant 

des modèles chimiquement induits ou modifiés génétiquement (Barderas et al., 2013; 

Neufert et al., 2007; Thaker et al., 2012a; Tong et al., 2011). Les résultats les plus 

prometteurs sont ceux obtenus avec l’utilisation d’azoxyméthane (AOM 10mg/kg), qui induit 

une fragilité au niveau de la muqueuse intestinale couplé au DSS (qui assure le maintien de 

l’inflammation) chez la souris BalbC. Nous avons donc tenté de reproduire ce modèle et 

nous avons réalisé un suivi des paramètres macroscopiques des souris (figure 57). 
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Figure 58 : Analyse de différents paramètres macroscopiques concernant les côlons provenant 
de modèles de CCR murin chimiquement induit. Des groupes de souris témoins (contrôle) et 
traitées ont été réalisés comme décrit dans la section « matériels et méthodes ». Après sacrifice des 
animaux, les côlons ont été prélevés puis analysés (mesure de la longueur et du poids). Les 
statistiques ont été réalisées à l’aide du logiciel Statview. * p<0.05 ; ** p<0.01 ; *** p<0.001.  
 

 

Les résultats préliminaires démontrent qu’aucune variation significative du poids des 

animaux n’a été constatée, suggérant que le traitement n’agit pas sur leur prise alimentaire. 

Aucune variation de la longueur des côlons n’a de plus été observée. Par contre, même si la 

longueur n’est pas significativement modifiée, le poids de l’organe est lui différent entre les 

animaux contrôles et traités (Figure B). En effet, dans le groupe traité, une diminution 

significative du poids du côlon a été démontrée (0,5g pour le groupe contrôle et 0,3g pour les 

animaux traités), suggérant une modification de composition de celui-ci. Cette modification a 

été recherchée au point de vue histologique. 

 

I-2- Analyse histologique des côlons chez le modèle murin de CCR 

chimiquement induit 

A l’issu du traitement, les animaux ont été sacrifiés et le colon a été prélevé. Nous 

avons réalisé une étude histologique de l’organe, avec notamment une recherche 

d’expression de la molécule CD45R (marqueur des cellules immunitaires) afin d’étudier la 

réponse immunitaire (figure 58). 
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Figure 59 : Analyse histologique (coloration HES) et immunohistochimique (marquage du 
CD45R) des côlons issus du modèle de CCR chimiquement induit. Des coupes de 4 µm 
d’épaisseur des côlons provenant des souris ayant subi ou non le traitement d’induction du CCR par 
l’AOM et le DSS ont été réalisées. Une coloration HES ainsi qu’un marquage immunohistochimique du 
CD45R ont été faits. Grossissement x100 et x200. 
 

L’analyse HES démontre que les côlons des individus traités présentent un 

amincissement de la muqueuse colique ainsi qu’une densité cellulaire très développée 

notamment au niveau des tissus lymphoïdes. De plus, le marquage du CR45R a permis de 

démontrer la présence plus importante de ces cellules immunitaires. Il est donc le reflet 

d’une inflammation plus importante. Cette inflammation chronique, induite par le traitement, 

favorise l’apparition de mutations cellulaires participant par conséquent à la création de 

cellules cancéreuses. L’ensemble de ces résultats suggère que le traitement par l’AOM/DSS 

permet donc une inflammation du côlon ainsi qu’une modification ou une altération de la 

composition de la paroi colique. Cependant, aucune lésion cancéreuse n’a été décelée.  

A la vue de ces premiers constats, une nouvelle série d’animaux a été réalisée en 

modifiant le protocole de traitement. Ainsi, les souris ont été traitées non plus avec 10mg/kg 

d’AOM mais 12mg/kg. 
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Figure 60 : Analyse histologique (coloration HES) et organisation cellulaire des côlons issus 
du modèle de CCR chimiquement induit. Des coupes de 4 µm d’épaisseur des côlons provenant 
des souris contrôle (A) ou ayant subi le traitement d’induction du CCR par l’AOM et le DSS (B) ont été 
faites. Une coloration HES a été réalisée comme précédemment. Grossissement x200 et x400.  

 

Les nouveaux résultats obtenus ont mis en évidence que le traitement induit une 

modification de l’organisation cellulaire, plus nette que celle visualisée lors de la première 

série de traitement (figure 59). 
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Dans le cas d’un individu non traité (donc sain), la muqueuse colique présente un 

aspect normal avec une organisation respectant les différentes couches de la paroi colique 

et des glandes de forme régulière. Les cellules ont un noyau situé au niveau du pôle basal et 

les vésicules de mucus ont un aspect clair et sont réparties le long de l’axe glandulaire. 

Au contraire dans le cas des souris ayant subi le traitement, la muqueuse colique 

présente un aspect anormal. En effet, une désorganisation des glandes est observée 

puisque leur membrane basale semble rompue et des glandes semblent être fusionnées. 

Des micro-foyers de dysplasie cellulaire avec des cellules pour lesquelles les noyaux sont 

délocalisés au niveau du pôle apical sont visibles. La présence de cellules en mitose est 

aussi détectée dans l’ensemble des glandes. Ces résultats sont le signe d’une prolifération 

cellulaire anarchique. 

 

En conséquence, même si des adénocarcinomes coliques n’ont pas été observés 

comme dans les publications à partir desquelles le protocole a été établi, ces résultats 

préliminaires restent encourageants et seront poursuivis dans l’avenir. 
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 Des travaux antérieurs menés au sein de notre laboratoire ont montré l’existence 

d’une voie de survie contrôlée par les neurotrophines (NTs) plus particulièrement induite par 

la signalisation du couple TrkB/BDNF dans le cadre du CCR (Akil et al., 2011). L’activation 

de cette voie conduit à la mise en place de boucles autocrines et paracrines de survie lors 

d’un stress cellulaire notamment en cas de privation sérique in vitro. La surexpression de 

TrkB ainsi que celle de BDNF a déjà été retrouvée dans différents types de cancers et est 

associée à un mauvais pronostic chez le patient (Fan et al., 2014; Li et al., 2014; Okamura et 

al., 2012; Zhang et al., 2008). Cette observation est corrélée à l’agressivité tumorale comme 

l’ont montré les travaux de notre équipe ainsi que ceux d’autres chercheurs (Akil et al., 2011; 

Dubanet et al., 2015; Fauchais et al., 2008; Sclabas et al., 2005; Vanhecke et al., 2011). 

Récemment, Tanaka et ses collaborateurs ont démontré que la voie de signalisation 

TrkB/BDNF est impliquée dans la prolifération, la migration et le phénotype invasif des 

cellules de CCR (Tanaka et al., 2014). Des résultats similaires avaient déjà été démontrés 

par Yu et ses collaborateurs (Yu et al., 2010) qui ont mis en évidence que l’inhibition de la 

signalisation induite par ce couple en utilisant le K252a, permet la suppression de 

métastases. Par conséquent, le couple TrkB/BDNF constitue une cible de choix dans le 

cadre du CCR (Akil et al., 2016; Roesler et al., 2011).  

Le récepteur de forte affinité aux pro-NTs, p75NTR, est l’un des acteurs médiateur de 

la mort cellulaire via son domaine DD. Son expression a déjà été associée au pronostic et 

donc au développement tumoral chez le patient (Fanburg-Smith and Miettinen, 2001; Rende 

et al., 2010). La sortiline est un récepteur à la neurotensine pouvant devenir un corécepteur 

des Trk ou de p75NTR. Elle a aussi un rôle dans le transport des NTs (Nykjaer et al., 2005). 

Ainsi, une partie des travaux de cette thèse a visé à inhiber la voie des NTs par le 

K252a. En effet, nous avions aussi réalisé l’inhibition des NTs par l’utilisation de shRNA anti 

TrkB, cependant cette technique s’est rapidement révélée létale pour les cellules traitées. 

Par conséquent, le K252a a été utilisée comme inhibiteur spécifique du récepteur TrkB 

(blocage de l’autophosphorylation du récepteur) (Tapley et al., 1992b) puisque nos premiers 

résultats avaient montré l’absence des formes TrkA et TrkC dans les deux modèles 

cellulaires utilisés. Néanmoins, des analyses plus récentes montrent une présence de TrkC 

en faible quantité (Genevois et al., 2013). Ainsi, l’utilisation du K252a (100 nM) a permis 

d’inhiber la signalisation des NTs et cela dans les deux lignées cellulaires provenant d’une 

part de la tumeur primaire (SW480) et d’autre part d’un envahissement ganglionnaire 

(SW620). Des résultats précédents obtenus avec le K252a ont montré que la molécule 

inhibe le rôle anti apoptotique médié par la signalisation TrkB/BDNF (Akil et al., 2011) et que, 

par conséquent, le K252a devient un inducteur d’apoptose (Guo et al., 2011). D’autres 
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données montrent que l’augmentation de la signalisation TrkB/BDNF intervient dans la 

résistance face aux chimiothérapies et que l’utilisation de K252a peut améliorer l’effet du 

cetuximab (inhibiteur de l’EGFR) dans le CCR (de Farias et al., 2012). Grâce à la fixation du 

K252a, l’activation des voies de signalisation et particulièrement PI3K/AKT/mTOR est 

inhibée, par blocage de l’autophosphorylation du TrkB. Cette donnée est particulièrement 

intéressante puisque dans le cas du neuroblastome, la protéine AKT correspond à la 

protéine signalisatrice clé majeure par laquelle le couple TrkB/BDNF exerce son action de 

résistance contre la chimiothérapie (Li et al., 2005). Néanmoins, nos travaux ont montré que 

la transcription des gènes codant le ligand BDNF et son récepteur TrkB mais aussi leur 

expression protéique sont augmentées après utilisation de K252a. Ces informations sont en 

accord avec d’autres études ayant montré que l’inhibiteur K252a n’empêche pas la fixation 

du BDNF sur TrkB mais inhibe bien la signalisation en aval du récepteur (Nye et al., 1992). 

Nos précédents résultats ont notamment été confirmés par l’observation des colocalisations 

de BDNF et de TrkB. Les dosages du BDNF exogène réalisés à partir des surnageants de 

culture n’ont quant à eux pas montré de variations malgré les conditions de culture. Or, le 

marquage intracellulaire du BDNF est augmenté. Comme la sécretion du BDNF dans les 

surnageants ne varie pas, cela peut être dû à une augmentation de la fixation du ligand sur 

son récepteur. Cette hypothèse sous-tend l’idée que lors de l’inhibition des NTs par le 

K252a, les cellules de CCR essaient de réactiver la voie pour favoriser leur survie ainsi que 

leur prolifération. De plus, la diminution de la signalisation du récepteur aux NTs, TrkB, 

n’induit pas de modification de la viabilité cellulaire, particulièrement dans la lignée SW480.  

 

En parallèle des NTs, les cellules de CCR peuvent solliciter l’autophagie comme 

autre moyen de survie. En effet, ce mécanisme est fortement incriminé dans ce cancer, 

notamment en favorisant la survie tumorale mais aussi la résistance aux différentes 

thérapies (Burada et al., 2015; Sakitani et al., 2015; Sato et al., 2007; Yang et al., 2013). 

Dans notre étude, l’inhibition des NTs par le K252a active la voie autophagique. Cela a été 

démontré par l’augmentation de l’expression de Beclin1 et de l’ATG5. De plus, 

l’augmentation du ratio LC3II/LC3I et l’apparition de sa forme liée aux autophagosomes ainsi 

que la diminution de la phosphorylation de mTOR (levée d’inhibition) ont aussi confirmé ce 

résultat. Ces données  suggèrent un relais rapide de l’autophagie quand la signalisation des 

NTs est défaillante, hypothèse absente de la littérature dans le cadre du CCR. Des résultats 

similaires ont été démontré au sein de notre laboratoire dans des lignées de glioblastome où 

l’autophagie a été identifiée comme mécanisme de survie en condition hypoxique lors de 

l’inactivation du récepteur TrkC (Jawhari et al ; 2016 ; en révision). D’autres études ont 
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montré que l’autophagie, en tant que mécanisme compensatoire, permet la protection 

cellulaire (survie) quand l’EGFR est inhibé avec l’erlotinib dans le cas du cancer du poumon 

(Li et al., 2013). Des résultats similaires ont aussi été réalisé dans le cas de l’anti-EGFR 

dans le CCR (Chen et al., 2016). Ces résultats sont en faveur du lien entre la voie des NTs 

et l’autophagie, probablement en partie via un des acteurs clé, commun à ces deux 

processus : la protéine mTOR. 

 Par la suite, pour cerner davantage cette relation compensatrice éventuelle nous 

avons inhibé l’autophagie et analysé la répercussion sur la voie de signalisation des NTs ; 

l’utilisation de la chloroquine (CQ) a été choisie dans une première approche. Il s’agit d’un 

inhibiteur classique du flux autophagique (Yang et al., 2013). Dans une seconde approche, 

l’inhibition de l’autophagie par siRNA dirigés contre la protéine ATG5 a été développée. 

Cette seconde méthode a permis de faire abstraction de l’effet toxique de la CQ (Janku et 

al., 2011). La partie de cette étude portant sur l’utilisation de siRNA dirigés contre ATG5 a 

démontré des résultats identiques à ceux obtenus avec la CQ (augmentation des transcrits 

de TrkB et BDNF et de la signalisation en aval). Par conséquent, les résultats obtenus avec 

l’utilisation de la CQ ne sont pas dus à la toxicité de la molécule mais bien à l’activité 

d’inhibition du processus autophagique. Comme précédemment avec le K252a, une 

augmentation des transcrits des acteurs de la voie des NTs ainsi que des protéines 

associées a été mise en évidence. De plus, l’augmentation de l’activation des voies en aval 

de TrkB, et particulièrement celle de la voie PI3K/AKT/mTOR, a été démontrée 

(augmentation des formes phosphorylées des protéines AKT, cible de la PI3K, et mTOR, 

régulateur principale de l’autophagie). De manière tout à fait intéressante, la quantité de 

BDNF est significativement augmentée après utilisation de la CQ dans la lignée SW480 alors 

que la lignée SW620 ne présente qu’une tendance à l’augmentation. Par conséquent, ces 

résultats suggèrent que la lignée provenant de la tumeur primaire répond plus fortement à 

l’inhibition de l’autophagie et qu’elle y est par conséquent plus sensible. Cette observation 

est en accord avec le fait que la lignée SW480 présente une autophagie de base plus 

importante que la lignée en provenance de l’envahissement ganglionnaire (Isozaki et al., 

2016; Sato et al., 2007). Ces éléments confirment une nouvelle fois que les cellules de CCR 

utilisent particulièrement la voie BDNF/TrkB pour assurer leur survie et que celle-ci est 

potentialisée en absence d’autophagie fonctionnelle.  

Cependant, l’inactivation de l’autophagie (quelle que soit la méthode utilisée) n’entraîne pas 

une mort cellulaire importante puisqu’elle n’est pas supérieure à 20%.  
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Les résultats obtenus lors de l’inhibition des NTs et de l’autophagie ont mis en 

évidence une surexpression transcriptionnelle et protéique de la sortiline. Les données de la 

littérature montrent que cette protéine assure le transport du ligand (BDNF) au sein de la 

cellule, ce qui ne semble pas être le cas dans notre modèle, puisque aucune colocalisation 

entre les 2 protéines n’a été mise en évidence. D’autre part, la sortiline peut servir de 

corécepteur au p75NTR et participer à la mort cellulaire induite par le domaine DD du p75NTR 

(Fauchais et al., 2008; Teng et al., 2005). Or, les cellules CCR survivent malgré la présence 

de K252a et dans nos modèles il n’y a pas de modification d’expression de p75. Une étude 

récente a montré que dans le cas du cancer du sein, la sortiline est impliquée dans 

l’agressivité cellulaire (Roselli et al., 2015). Elle peut donc contribuer ainsi au processus 

invasif retrouvé dans le cas de métastases. De plus, dans le cas du cancer du poumon, 

notre équipe a montré que la sortiline a la capacité de se lier au récepteur TrkB mais aussi à 

l’EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor), formant le complexe TES 

(TrkB/EGFR/Sortiline) qui peut être intégré dans des exosomes et potentialiser 

l’angiogenèse (Wilson et al., 2014).  Le lien entre sortiline et autophagie n’est quant à lui que 

très peu documenté.  Néanmoins, une étude rapporte que cette protéine a la capacité de se 

lier au TGFβ (Transforming Growth Factor) afin d’améliorer la dégradation lysosomale (Kwon 

and Christian, 2011). Par conséquent, des variations de l’expression de la sortiline suite à 

l’inhibition des NTs pourraient modifier le processus autophagique. 

Actuellement, la fonction de la sortiline, renforçant l’agressivité tumorale, est 

privilégiée, comme démontrée dans une étude récente où l’inhibition de l’expression de la 

sortiline par siRNA entraine une augmentation de l’apoptose d’environ 30% et une inhibition 

de la prolifération de l’ordre de 40% (Ghaemimanesh et al., 2014). Même si nos résultats 

laissent présager ce genre de fonction, ils sont bien entendu beaucoup trop préliminaires et 

nécessiteront des études approfondies.  

 

Ainsi, les résultats obtenus démontrent que l’inhibition d’une des deux voies de survie 

déclenche la mise en place de l’autre. Afin de sensibiliser les cellules à la mort, l’inhibition 

simultanée des deux voies a été étudiée. La réalisation du double traitement K252a/CQ a 

montré une baisse de la viabilité et de l’activité métabolique, accompagné d’une 

augmentation du clivage de la PARP. Ces observations ont été confirmées par l’étude in vivo 

sur le modèle de souris Nude montrant une diminution du volume tumoral. Néanmoins, les 

souris ayant reçu le traitement avec le K252a présentent aussi une croissance tumorale plus 

faible comparée aux individus contrôles. Cette donnée est concordante avec d’autres études 

menées dans le cas du cancer pancréatique ou encore du choriocarcinome et montrant que 
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l’inhibition des récepteurs Trk réduit la prolifération, induit l’apoptose et améliore la survie du 

modèle (Weeraratna et al., 2001, Kawamura et al., 2010). Nos résultats mettent de plus en 

avant que la lignée SW480 semble plus particulièrement sensible à cette double inhibition (in 

vitro et in vivo). Lors de ce travail, nous avons observé qu’après un traitement de 3h avec le 

K252a, cette fois ci associé avec la CQ, l’activité mitochondriale (reflet de l’activité cellulaire) 

était plus fortement diminuée que dans l’analyse à 72h pour la lignée SW480 (diminution de 

40% à 3h contre 20% à 72h). Cependant, lors de l’étude de la viabilité à ces deux temps de 

traitement, aucun effet significatif du traitement n’a été relevé dans la lignée originaire de la 

tumeur primaire. On peut supposer que cette lignée n’a pas répondu aussitôt au traitement 

puisque l’activité métabolique remonte par la suite. Ce retard de réponse pourrait être dû à la 

stimulation plus importante des NTs dans cette lignée contrairement à la lignée SW620 qui 

ne montre pas de réaugmentation de l’activité métabolique à 72h. Cette observation souligne 

une nouvelle fois la différence de comportement entre les deux lignées cellulaires. 

L’importance de cibler l’autophagie dans les cancers (Rebecca and Amaravadi, 2016; 

Reyjal et al., 2014; Wu and Yan, 2011) ainsi que le rôle « nocif » de la suractivation des NTs 

(Akil et al., 2011; Huang et al., 2010; Ricci et al., 2001) ont déjà été décrites. Dans le cas du 

glioblastome, l’inhibition du VEGFR (VEGF receptor) et de l’angiopoeitine 2 entraîne une 

diminution de la croissance tumorale chez la souris (Peterson et al., 2016). De plus, 

l’utilisation du VS-5584 (inhibiteur de PI3K et de mTOR) inhibe la croissance des cellules de 

mélanome, in vitro et in vivo (Shao et al., 2015). Enfin, très récemment, dans le cas du CCR, 

l’inhibition de Bcl-2 (impliquée dans l’induction de l’apoptose), et de mTOR ont démontré un 

effet antiprolifératif sur les cellules en conditions hypoxiques (Risberg et al., 2016). Les 

nouvelles recherches scientifiques utilisant le principe de la double inhibition sont 

particulièrement prometteuses. 

 

Des études cliniques ciblant l’autophagie sont également menées dans le cadre du 

CCR (Penn’s Abramson Cancer Center). De nombreuses études ont montrés l’importance 

du blocage de la signalisation autophagique et notamment de son flux, en association avec 

les traitements chimio thérapeutiques (Cui et al., 2014; Fan et al., 2015; O’Donovan et al., 

2015), avec une efficacité in vitro et in vivo. Par conséquent, l’utilisation de la CQ pourrait 

donc être considérée comme un adjuvant chimio thérapeutique non négligeable (Pascolo, 

2016). En effet, de nombreuses observations montrent que l’inhibition de l’autophagie induit 

la mort cellulaire en particulier par activation de l’apoptose ou même en ciblant la voie 

PI3K/AKT/mTOR dans le CCR (García-Mauriño et al., 2012). Toujours dans le cas de ce 

cancer, des résultats récents montrent l’intérêt de l’inhibition de l’autophagie comme 
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traitement complémentaire à l’oxaliplatine (YANG et al., 2016). De manière très intéressante, 

des résultats similaires alliant le ciblage de l’autophagie et l’utilisation de chimiothérapie ont 

été obtenus dans le cas du cancer du poumon (Wang et al., 2016b) mais aussi dans le 

cancer du sein (Chittaranjan et al., 2014) mettant en avant le rôle majeur du mécanisme. 

 

 Finalement, les résultats obtenus à partir des échantillons de tissus de patients 

atteints de CCR mettent en évidence l’importance des deux voies de survie que sont les NTs 

et l’autophagie. En effet, le récepteur TrkB est surexprimée dans les stades avancés de la 

pathologie et associé à un mauvais pronostic (Fujikawa et al., 2012). De plus, sa forme 

phosphorylée, c’est-à-dire activée, est fortement augmentée. En parallèle, une augmentation 

de l’expression du BDNF dans les stades avancés de CCR a déjà été décrite (Akil et al., 

2011; Tanaka et al., 2014). Ce constat est associé a une augmentation de la mobilité 

cellulaire et par conséquent l’apparition de métastases (Huang et al., 2015; Tanaka et al., 

2014). Ces résultats concernant les NTs sont à mettre en parallèle avec l’augmentation 

retrouvée pour le ratio LC3II/LC3I et donc une autophagie exacerbée. Une étude récente 

montre d’ailleurs l’intérêt d’utiliser la mesure de l’expression de marqueurs autophagiques 

comme Beclin1, LC3, ULK1 ou p62 comme marqueur pronostic du CCR (Schmitz et al., 

2016). De plus, ce travail démontre que l’expression de la protéine LC3 augmente dans les 

stades avancés de CCR. Finalement, l’augmentation de l’activité des deux mécanismes 

(autophagie (Schmitz et al., 2016) et BDNF/TrkB (Zhang et al., 2008)) a été identifiée comme 

marqueurs de mauvais pronostic chez les patients. En effet, une autophagie excessive est 

associée à l’apparition de métastases et l’augmentation de l’expression de TrkB favorise la 

prolifération, la migration et l’inhibition de l’anoïkis dans les cellules de CCR (Fujikawa et al., 

2012; Giatromanolaki et al., 2010). 

 

L’ensemble de ces travaux de thèse ont permis de montrer l’existence d’une 

« relation compensatrice » entre le mécanisme d’autophagie et la voie des NTs pour assurer 

la survie des cellules tumorales. Ces données ont été approfondies à l’aide d’un modèle in 

vivo. Les deux lignées possèdent un taux de prolifération in vitro différent puisque la lignée 

provenant de la tumeur primaire (SW480) prolifère beaucoup moins rapidement (facteur 3 

environ) que la lignée provenant de l’envahissement ganglionnaire (SW620). Ce résultat a 

été confirmé par la réalisation du marquage au Ki67 mais aussi par le suivi des greffes et de 

la croissance tumorale sur les modèles murins. En 2000, Hewitt et ses collaborateurs ont mis 

en évidence le fait que les lignées SW480 et SW620 présentent une morphologie différente, 



 

150 

 

une prolifération et une susceptibilité à l’apoptose disparate (Hewitt et al., 2000). Même si les 

deux lignées proviennent d’un même patient (d’après les données du fournisseur ATCC, 

American Type Culture Collection), la lignée SW480 provient de la tumeur primaire alors que 

la lignée SW620 provient d’un envahissement ganglionnaire régional. Nos résultats ont 

montré que la lignée SW480 présente un taux basal d’autophagie plus important que celui 

retrouvé dans la lignée SW620. De la même manière, la lignée originaire de la tumeur 

primaire présente une activation des NTs plus importante. Ces résultats suggèrent que les 

deux voies sont plus fortement sollicitées par la lignée originaire de la tumeur primaire. Par 

conséquent, cette lignée possède une plus forte sensibilité au double traitement. De plus, en 

conditions in vivo, la lignée SW480 engendre la formation d’une masse tumorale plus 

importante que celle provoquée par la lignée SW620. Par conséquent, l’apport nutritif 

(nutriments et oxygène) est différent dans les deux lignées et diminué suite à un défaut de 

vascularisation dans la tumeur primaire (Diaz-Cano, 2012). Ce genre de stress cellulaire est 

connu comme inducteur de l’autophagie (Hayat, 2013) et peut expliquer la plus grande 

sensibilité de la lignée SW480 à l’inhibition de l’autophagie. Puisque la lignée SW480 répond 

de manière plus importante à l’inhibition de l’autophagie par l’activation des NTs, il parait 

donc particulièrement intéressant de cibler les deux voies de signalisation simultanément 

dans les tumeurs primaires. Cette observation est en accord avec celle réalisée in vivo ayant 

montré l’effet plus important de la double inhibition dans le cas de la lignée SW480. Ces 

résultats démontrent aussi une plus grande résistance des SW620, cellules originaires de 

l’envahissement ganglionnaire, ce qui est concordant avec leur caractère plus agressif, 

métastasique. Cela suggèrent l’activation d’autres voies de survies pour permettre la 

résistance observée dans cette lignée (Mehlen and Puisieux, 2006). De plus, la lignée 

provenant de l’envahissement ganglionnaire résiste beaucoup plus fortement à l’induction de 

l’apoptose par l’utilisation de cisplatine (Huerta et al., 2003). Par conséquent, il est clair que 

la lignée SW620 est capable d’utiliser d’autres voies de survie que la lignée SW480 et 

accentue ainsi sa résistance face aux conditions stressantes. 

Même si notre étude a permis d’obtenir des résultats encourageants in vitro mais 

aussi in vivo, nos modèles d’étude demeurent relativement éloignés de la réalité. En effet, 

nous avons travaillé in vitro sur des cellules humaines de CCR et utilisé des greffes sous 

cutanées de cellules humaines chez la souris Nude. Dans ce modèle, nous nous sommes 

affranchi du microenvironnement original des tumeurs de CCR. Or celui-ci possède un rôle 

non négligeable dans la cancérogénèse colique. Des travaux ont démontrés que l’analyse de 

l’infiltrat immunitaire au sein de la cellule pourrait constituer un outil pronostic (Galon et al., 

2006, 2007) et que l’immunoscore (réponse immunitaire) en résultant devrait faire parti de 
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l’analyse clinique (Galon et al., 2014). En effet, les cellules immunitaires infiltrées au sein 

même de la tumeur ne sont pas les mêmes en fonction du stade considéré (Bindea et al., 

2013). De plus, la quantité d’une même population cellulaire varie en fonction du stade de la 

pathologie, comme par exemple pour les lymphocytes T ou B (Bindea et al., 2013). 

Néanmoins, le microenvironnement tumoral ne se résume pas uniquement au système 

immunitaire. Il est composé de cellules variées appartenant soit au tissu considéré ou à son 

environnement direct (fibroblastes, cellules vasculaires, cellules dendritiques, cellules 

immunitaires) (Hanahan and Weinberg, 2011). Ce microenvironnement cellulaire baigne 

dans la matrice extracellulaire qui leur permet de se déplacer. L’ensemble des cellules peut 

sécréter des facteurs solubles modulant l’activité des cellules environnantes (Peddareddigari 

et al., 2010). Si l’équilibre de cet environnement est modifié, des mutations cellulaires 

peuvent avoir lieu et des cellules cancéreuses apparaissent. Elles sont capables de 

détourner le rôle du microenvironnement dans leur propre intérêt (survie, croissance…) 

(Hanahan and Weinberg, 2011). L’une des modifications majeure réside dans la modification 

d’activité des fibroblastes. Ceux-ci sont fortement activés conduisant à une augmentation de 

leur prolifération et donc à une sécrétion exacerbée de protéines de la matrice extracellulaire 

(collagène et fibronectine). On parle alors de fibroblastes associés au cancer (CAF) 

(Peddareddigari et al., 2010). Par conséquent, le microenvironnement tumoral prend alors 

une place de choix dans l’étude des processus cancéreux. 

Dans le cas des souris Nude greffées en sous cutané, les cellules demeurent loin de 

leur environnement d’origine (paroi du côlon). Par conséquent, un modèle murin de 

développement chimique d’un CCR se rapprochant davantage des conditions originales de 

la tumeur a été expérimenté. D’autres études montrent l’établissement de différents modèles 

de cancérogénèse colorectale bien que ces modèles présentent des limites (Young et al., 

2013). Comme énnoncé dans l’introduction de ce mémoire, les mutations du gène APC sont 

retrouvées dans 90% des CCR sporadiques. Par conséquent le modèle murin muté pour le 

gène APC pourrait constituer un choix intéressant (Karim and Huso, 2013; Lévy et al., 2015).  

Parmi l’ensemble des modèles possibles, c’est celui du CCR chimiquement induit par 

l’injection d’azoxyméthane (AOM) et l’absorption de sel de dextran (DSS) (Tanaka et al., 

2003; Thaker et al., 2012b) qui a été choisi. Le traitement AOM/DSS constitue un modèle 

intéressant quant à la modification des cryptes intestinales (lésions primitives) (Karim and 

Huso, 2013). De plus, il présente l’avantage d’un faible coût de mise en place et demeure 

pratique, même si le suivi de la croissance tumorale reste compliqué. Nos résultats ne sont 

que préliminaires mais demeurent néanmoins encourageants. Ils démontrent une différence 

significative du poids du côlon après traitement, mais aussi une modification de la 
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composition de la paroi colique avec la présence d’une forte inflammation. Or cette dernière 

est étroitement associée à la cancérogénèse (Clevers, 2004b). Ces résultats sont donc de 

bon augure puisqu’ils ont déjà été retrouvé dans des modèles de CCR (Karim and Huso, 

2013; Thaker et al., 2012b). Néanmoins, ils demandent à être approfondis pour être utilisés 

ultérieurement. Ce modèle murin chimiquement induit permettrait aussi de restituer le 

microenvironnement immunaitaire de la tumeur. Celui-ci est en étroite communication avec 

les cellules tumorales et est capable de synthétiser de nombreuses molécules parmi 

lesquelles sont retrouvées les NTs (Vega et al., 2003). L’expression des Nts est fortement 

dépendante de l’activation des cellules immunitaires (Moalem et al., 2000). Les lymphocytes 

T  et B sont capables d’exprimer les récepteurs de la famille Trk ainsi que leurs ligands 

(Besser and Wank, 1999). Les monocytes sont eux aussi capables de sécréter les NTs et 

leur récepteurs (Besser and Wank, 1999; Caroleo et al., 2001).  De plus, Bayas et 

collaborateurs ont démontrés que les NTs (notamment le BDNF) étaient capables de 

moduler la production de molécules comme le TGFβ, impliqué dans la réponse des CAF aux 

cellules cancéreuses (Bayas et al., 2003). Il est donc clair que dans le cas de notre étude le 

microenvironnement tumoral tient une place importante dans la réponse aux différents 

traitements. En effet, l’utilisation d’une molécule comme le K252a ne cible pas 

spécifiquement les cellules de CCR et modifie donc certainement la réponse des cellules 

immunitaires. De plus, l’autophagie est elle aussi retrouvée dans celles-ci (Mintern and 

Harris, 2015). Par conséquent, cette seconde voie peut elle aussi être modifiée par les 

traitements utilisés au cours de ces travaux. Il est donc évident que l’utilisation d’un modèle 

murin permettant de restituer l’environnement cellulaire des cellules de CCR sera fortement 

interessant dans la poursuite de cette étude. 
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES 

L’ensemble de ce travail a mis en évidence que les neurotrophines (TrkB/BDNF) et 

l’autophagie sont deux mécanismes impliqués dans la survie des cellules de CCR. Ce travail 

est le premier à s’interesser à l’existence d’une relation entre les NTs et l’autophagie dans ce 

type de tumeur. Ces deux mécanismes pourraient être identifiés comme cibles 

thérapeutiques. L’ensemble de nos résultats montre que la sortiline est surexprimée après 

les différents traitements. Cela suppose un rôle important de cet acteur. Une approche et 

des analyses plus poussées sont nécessaires pour élucider son importance et son 

mécanisme d’action en réponse aux traitements dans le CCR. Nos résultats in vivo sont 

encourageants, montrant une décroissance tumorale, signe d’une induction de la mort 

cellulaire dont il reste à déterminer le mécanisme. 

Notre étude a aussi mis en évidence le fait que la double inhibition NTs/autophagie 

entraîne une diminution de la croissance tumorale chez le modèle murin immunodéprimé 

Nude. Néanmoins, ces résultats n’ont été obtenus que sur un temps de traitement 

relativement court. Il serait intéressant d’approfondir cet axe de recherche en étudiant le 

devenir tumoral à plus long terme afin de voir notamment si des échappements 

thérapeutiques se produisent.  

Un modèle murin plus proche de la réalité serait nécessaire pour confirmer les 

résultats obtenus. En effet, même si les résultats acquis lors de l’établissement du modèle 

de CCR chimiquement induit sont favorables, il sera par la suite nécessaire de finaliser cette 

mise au point. Aujourd’hui, sur le modèle développé, les premiers signes d’induction de CCR 

(notamment inflammation et désorganisation de la paroi colique) sont présents mais aucune 

tumeur n’a été répertoriée. A moyen terme, l’établissement de ce modèle permettrait de 

valider l’utilisation des NTs et de l’autophagie comme nouvelles cibles thérapeutiques dans 

le cadre du CCR. 

Enfin, nous avons mis en évidence la présence de l’activation des deux voies 

d’intérêt dans les différents stades tumoraux chez les patients atteint de CCR. Cela justifie la 

pertinence des travaux visant à terme à inhiber simultanément les deux voies de 

signalisation. Ces travaux de thèse sont renforcés par l’existence de 2 essais cliniques 

actuellement en cours ciblant l’autophagie dans le CCR, en association avec la 

chimiothérapie classique : étude NTC01206530, analysant l’efficacité et l’inocuité de 
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l’association FOLFOX/bevacizumab/hydroxychloroquine, et l’étude NCT02316340 

comparant l’association vorinostat/hydrochloroquine vs regorafenib (ClinicalTrials.gov). Une 

partie des futurs travaux pourrait donc consister à utiliser des cultures primaires de cellules 

de patients traités ou non avec des traitements anti-cancéreux et à analyser la réponse 

cellulaire aux différentes inhibitions (NTs ou autophagie). Ce travail fait actuellement l’objet 

d’un projet de collaboration avec ONCOMEDICS, société spécialisée dans le traitement 

personnalisé du cancer.  

Nos travaux ont permis une meilleure compréhension du CCR et surtout des 

mécanismes liés aux NTs et à l’autophagie quant à la survie cellulaire.  Ce travail ouvre de 

nouvelles perspectives en termes de stratégie thérapeutique et pourrait ainsi contribuer à 

une meilleure prise en charge des patients atteints d’un CCR.  
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L’ensemble de ce travail de thèse fait actuellement l’objet d’un article soumis à 

Journal of Cellular and Molecular Medicine. 
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Abstract  

Colorectal cancer (CRC) is the most common digestive cancer in the Western world. 

Despite effective therapies, resistance and/or recurrence frequently occur. The present study 

investigated the impact of two survival pathways— neurotrophic factors (TrkB/BDNF) and 

autophagy—on cell fate and tumor evolution. In vitro studies were performed on two CRC 

cell lines, SW480 (primary tumor) and SW620 (lymph node invasion), which were also used 

for subcutaneous xenografts on a nude mouse model. In addition, the presence of neurotrophic 

factors (NTs) and autophagy markers were assessed in tissue samples representative of 

different stages. On the basis of our previous study (which demonstrated that TrkB 

overexpression is associated with prosurvival signaling in CRC cells), we pharmacologically 

inhibited NTs pathways with K252a. As expected, an inactivation of the PI3K/AKT pathway 

was observed and CRC cells initiated autophagy. Conversely, blocking the autophagic flux 

with chloroquine or with ATG5-siRNA overactivated TrkB/BDNF signaling. In vitro, dual 

inhibition improved the effictiveness of single treatment by significantly reducing metabolic 

activity and enhancing PARP cleavage. These findings were accentuated in vivo, in which 

dual inhibition induced a spectacular reduction in tumor volume following long-term 

treatment (21 days for K252a and 12 days for CQ). Finally, significant amounts of phospho-

TrkB and LC3II were found in the patients’ tissues, highlighting their relevance in CRC 

tumor biology. Taken together, our results show that targeting NTs and autophagy pathways 

potentially constitutes a new therapeutic approach for CRC. 

Keywords: colorectal cancer, neurotrophins, autophagy, therapy 
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Introduction 

Colorectal cancer (CRC) represents the second cause of cancer-related mortality in 

developed countries (Jemal et al., 2011). In accordance with the UICC TNM classification 

(Obrocea et al., 2011), CRC is categorized into 5 stages (0 to IV), which expand into several 

subdivisions according to the degree of severity and metastasis. Whereas surgery and 

chemotherapy are more efficient on low-grade stages, there is no curative treatment for 

patients with advanced-stage CRC, and mortality remains very high because of the resistance 

of cancer cells, resulting in treatment avoidance (Housman et al., 2014). This aggressiveness 

could rely on uncontrolled growth factors pathway activation. Among them, neurotrophins 

(NTs) i.e. NGF, BDNF, NT3, NT 4/5, initially characterized in the nervous system (Levi-

Montalcini and Cohen, 1956), fixes a specific high-affinity, receptor—called Trk 

(tropomyosin receptor kinase) type A, B, and C respectively. Each subtype occurs as full-

length (145 kDa) or truncated (95 kDa) forms. NTs primarily promote cell survival and 

differentiation (Patapoutian and Reichardt, 2001) by activating either the PI3K/AKT 

(phosphatidylinositide 3 kinase/Akt) and/or MAPK (mitogenic activated protein kinase) 

and/or the PLC-γ (phospholipase C gamma) pathway (Friedman and Greene, 1999b). TrkB 

expression and activation have been described for several types of cancers such as 

lymphomas, breast, lung cancers etc…, as reported by our team and others (Akil et al., 2011; 

Au et al., 2009; Bai et al., 2015; Dubanet et al., 2015; Jia et al., 2015; Kim et al., 2015; 

Sclabas et al., 2005; Zhang et al., 2016). For CRC, we previously identified the BDNF/TrkB 

axis as a prosurvival pathway (Akil et al., 2011). Given its description as a potential target for 

anticancer therapy (Akil et al., 2016; Roesler et al., 2011), the use of the Trk inhibitor K252a 

(Tapley et al., 1992b) might result in the inactivation of TrkB signaling and induce a cellular 

response including cell death (Dubanet et al., 2015). However, its effectiveness could be 
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reduced by other cell survival mechanisms. Among these mechanisms, autophagy should be 

considered because it shares a common actor with TrkB signaling, the mTOR protein, 

downstream of the PI3K/AKT pathway. 

Autophagy is a self-recycling process occurring in eukaryotic cells in order to maintain 

homeostasis under basal conditions which is greatly enhanced under stress (Mizushima, 

2005). It allows the degradation of altered cellular components via sequestration in 

autophagosomes, which merge with lysosomes to form the autophagolysosome (Han et al., 

2015; Kroemer et al., 2010). Several specific autophagic genes called ATG (AuTophagy-

related Genes) are involved in the active process. The most important are ATG6 (called 

Beclin1 in mammals), ATG5, and ATG8, called microtubule-associated protein light chain 3 

or LC3 in mammals (Lorin et al., 2008). When LC3-I (cytosolic) combines with the 

autophagosome membrane, it is converted into the phosphatidylethanolamine-linked (PE) 

autophagosomal form - LC3II -, which is a commonly used autophagic marker (Kabeya et al., 

2000; Klionsky et al., 2016). Although the precise role of autophagy in cancer remains 

ambiguous, it is considered as a prosurvival process, allowing cell retention under stress 

conditions (metabolic or oxidative) especially in late stages. (Galluzzi et al., 2015). 

Furthermore, autophagy could be responsible for the resistance of cancer cells to therapy, as 

already reported for CRC [26]–[28]. Therefore, its inhibition could assist in promoting cancer 

cell death (Burada et al., 2015; Sakitani et al., 2015; Wang et al., 2016a) and represent a major 

challenge for the improvement of existing treatments (Sasaki et al., 2010a). Indeed, a recent 

study show that inhibition of autophagy prevent the development and progression of 

colorectal cancer in patients (Lévy et al., 2015). 

The present study investigated the dual role of NTs and autophagy pathways in two CRC 

cell lines representative of different stages. The therapeutic potential of twin inhibition 
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evidenced in vitro was checked and magnified in vivo on grafted animal. On the basis of our 

preliminary results, which confirmed the activation of both pathways in patients, this double 

therapeutic inhibition could be of considerable interest in the treatment of CRC. 

 

 

 

Materials and Methods 

Reagents and antibodies 

K252a (Alomone Labs, Jerusalem, Israel), chloroquine (CQ, Sigma, St. Quentin Fallavier, 

France), and rapamycin (Sigma) were used for NT, autophagy, and mTOR inhibition, 

respectively. The primary antibodies used for Pan-AKT (#2920), phospho-AKT (#4060), 

mTOR (#2972), phospho-mTOR (#2971), Beclin-1 (#3738), ATG5 (#2630), and LC3 

(#2763) were obtained from Cell Signaling Technology (Saint Quentin Yvelines, France). 

Other primary antibodies were TrkB (610101, BD Biosciences), phospho-TrkB (ABN1381, 

Millipore, Fontenay-Sous-Bois, France), BDNF (sc-546, Santa Cruz Biotechnology, 

Heidelberg, Germany), PARP (sc-8007, Santa Cruz), and actin (A5441, Sigma). 

Secondary antibodies were goat HRP conjugated with anti-rabbit IgG (DAKO, Les Ulis, 

France) or with anti-mouse IgG (DAKO). Others were dyed with Alexa Fluor 594 nm 

conjugated with anti-rabbit IgG (Thermofisher Scientific, Waltham, MA USA) or with Alexa 

Fluor 488 nm conjugated with anti-mouse IgG. DAPI was purchased from Sigma. 

Cell culture, transfection, and treatments 
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SW480 and SW620 were obtained from American Type Cell Collection (ATCC/LGC 

promochem, Molsheim, France), authenticated by the seller and cultured as previously 

described (Akil et al., 2011) in RPMI 1640 medium (Gibco Life Technologies, Paisley, UK). 

SW480 was a primary CRC-derived cell line (i.e., stage II), whereas SW620 was derived 

from the lymph node (i.e., stage III) of the same patient. Cells were used when they reached 

80% subconfluence. Cell cultures were used for a maximum of 10 passages. 

INTERFERIN transfection reagent (Polyplus, Cell Signaling Technology) was used for 

siRNA transfection. In total, 200,000 cells per well were transfected in 6-well plates with 

either 20 nM of negative control or ATG5 siRNA (Cell Signaling Technology). After 72 h 

with fresh medium, the cells were washed and recovered as described before. Silencing was 

confirmed by western blotting.  

 

Metabolic activity analysis 

Metabolic activity was determined with the MTT assay (CellTiter 96 Aqueous One solution 

Cell Proliferation Assay, Promega, Charbonnières-les-Bains, France) following supplier 

instructions.  

Western blot analysis 

After appropriate treatments, cells were collected, incubated for 15 min at 4°C with RIPA 

lysis buffer, sonicated and centrifuged for 20 min at 14,000 × g at 4°C. Supernatants were 

collected, and the protein concentration was determined with the Bradford assay (Sigma). 

Western blot analysis was conducted as described before (Akil et al., 2011). Band intensities 

were determined by densitometry using ImageJ software (NIH Bethesda, MD, USA). 
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Indirect immunofluorescence 

The experiments were realized as described previously (Akil et al., 2011) and analyzed using 

confocal microscopy (LSM 510 META, Zeiss). Images were processed with the ZEN 

software application, and surface plots of the fluorescence data were generated with the image 

processing program ImageJ.  

 

 

Quantitative RT-PCR 

RNA extraction was performed with the RNeasy mini kit according to manufacturer 

recommendations (Qiagen, Courtaboeuf, France). A high-capacity cDNA reverse 

transcription kit (Thermofisher) was used and PCR reactions were realized with TaqMan Fast 

Universal PCR Master Mix (Thermofisher) with appropriate primers and probes as described 

previously (Akil et al., 2011). Results were obtained with the StepOnePlus Real Time PCR 

System (Thermofisher). All cycle thresholds (Ct) were normalized to HPRT1 transcripts, and 

the relative quantities were calculated (untreated cells vs. treated cells).  

Mice xenografts and treatments 

All animal studies were conducted in accordance with the guidelines established by the 

regional Institutional Animal Care and Use Committee (Comité Régional d’Ethique sur 

l’Expérimentation Animale du Limousin n°87-005). Seven-week-old female NMRI-nude 

mice (Janvier Labs, St Berthevin, France) were subcutaneously injected with 1 × 10
6
 cells. 

Weekly length (L) and width (W) measurements were taken to track tumor growth, and the 

tumor volume was determined with the following formula: volume = [L×W (L+W)] π/12. 



 

164 

 

Once the tumor volume reached 300 mm
3 

(day 0), mice were divided into groups (control, 

K252a, CQ, and K252a+CQ), with n > 3 mice per group. A physiological saline solution of 

K252a (0.5 mg/kg) was administered intraperitoneally every 3 days for 21 days as described 

in [30]. CQ was administered intraperitoneally (10 mg/kg) every 2 days for 12 days, 

following a modified version of the protocol used in (Lefort et al., 2015; Sasaki et al., 2010b). 

Non-treated mice received a PBS injection every 3 days. At the end of the treatment, the 

animals were sacrificed and the tumors were recovered. 

 

Patient samples 

A total of 12 patients (men from 70 to 88 years old), who underwent CRC resection at 

Limoges University Hospital (France) between March 2011 and April 2014, were enrolled in 

this retrospective study, according to the Declaration of Helsinki. Exclusion criteria were 

applied as described before [33]. Tissue collection was approved by the local ethics 

committee (‘Comité de Protection des Personnes, Sud Ouest Outre Mer’; CPP SOOM4; 

number DC-2008-604). 30 mg of tumoral tissue were homogenized with ceramic bead in 

RIPA buffer, using Precellys mixer (MK 14 Precellys, Bertin Technology, Toulouse, France; 

5,500 rotations/second) and then centrifuged. The protein-containing supernatants were 

recovered and stored at −80°C until western blot analysis. 

Statistics 

All analyses were performed with Statview 5.0 software (Abacus Concepts, Piscataway, 

USA) and the ANOVA test. A p-value of <0.05 was considered statistically significant. 
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Results 

1- Inhibition of BDNF/TrkB signaling induced autophagy in CRC cell lines 

Since we previously demonstrated that CRC cells activate survival and proliferative loop 

through BDNF/TrkB signaling [8], we investigated here the consequences of NT inhibition in 

SW480 and SW620 cells cultured for 3 h with 100 nM K252a. Compared with control cells, a 

significant increase in the expression of BDNF transcripts (x16.8, p < 0.001), TrkB transcripts 

encoding the full length (145 kDa, x2.9, p < 0.001) and the truncated form (95 kDa, x24, 

p < 0.001) were observed in SW480 (i.e., stage II) treated with K252a (Fig. 1A). For SW620 

(i.e., stage III), a similar significant enhancement was only observed for the truncated TrkB 

(x3, p < 0.01). Protein levels confirmed the qPCR results for both TrkB forms, in both cell 

lines (full length, x6 in SW480 and x3 in SW620, p < 0.001; truncated, x35 for SW480 and x5 

for SW620, p < 0.001; Fig. 1B). The elevated transcription rate for BDNF observed for 

SW480 cell line was slightly confirmed by western blot analysis (Fig. 1B). Since, both 

technics evaluated intracellular BDNF, we assessed the secreted form and its ability to bind 

TrkB. BDNF quantification in the culture medium failed to exhibit significant variations 

between treated and control conditions in the two cell lines (data not shown). However, 

colocalization of BDNF with TrkB was increased after K252a treatment, especially in SW480 

cells, (Fig. 1C), suggesting that BDNF was able to interact with TrkB, even in the presence of 

K252a. Nevertheless, this enhanced receptor expression as well as the BDNF/TrkB membrane 

colocalisation failed to activate the downstair pathway, as evidenced by the decrease in 

phospho-TrkB, phospho-AKT and phospho-mTOR (p < 0.001 for both cell lines and for the 3 

proteins, Fig.1B), highlighting the survival inhibition of this pathway, which we expected to 

occur with K252a.  

As we previously reported for glioblastoma (Jawhari et al., 2016; manuscript in revision), 
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autophagy can substitute to NTs signaling in a short time (less than 24 h). Here, a decrease in 

mTOR phosphorylation during K252a treatment (Fig. 1B) was compatible with autophagy 

activation. This result was accompanied by an increase in Beclin1 (x3, p < 0.001 for SW480; 

x1.3 p < 0.05 for SW620) and ATG5 expression (x5, p < 0.001 for SW480; x1.2, p < 0.05 for 

SW620; Fig. 1D). In addition, we demonstrated the conversion of cytosolic LC3 I into PE-

linked LC3 II, one of the most widely used autophagic markers (LC3-II/LC3-I, x2 for both 

cell lines, p < 0.001; Fig. 1D). These results were confirmed through punctate localization of 

endogenous LC3 to autophagosomes with K252a treatment (Fig. 1E). By using an inhibitor of 

autophagic flow, chloroquine (CQ), we evidenced that autophagy was a functional process, as 

confirmed by an increased LC3II/LC3I ratio (p < 0.001 for both cell lines; Fig. 1D). In 

conclusion, during TrkB/BDNF inhibition, a functional autophagic process was activated. 

SW480 cells seemed to be more likely to undergo autophagy than SW620 cells. Because the 

inhibition of NTs signaling potentiated autophagy, we investigated whether the reverse was 

true and we verified the TrkB/BDNF activation when autophagy was inhibited. 

 

2- Inhibition of autophagy induced BDNF/TrkB pathway activation in CRC cell lines 

Autophagy was inhibited either pharmacologically with CQ or genetically with ATG5-

siRNA. The use of CQ increased significatively BDNF and full-length TrkB transcripts 

regardless of the cell line (Fig. 2A), which was confirmed at the protein level for both 

proteins and cell lines (p < 0.001; Fig. 2B). Evaluation of secreted BDNF detected only slight 

enhancement in SW480 (data not shown), consistent with the ability of BDNF to bind to 

TrkB that we observed in both cell lines (Fig. 2C). The suggested downstream activation of 

the NTs signaling was confirmed by the increase of phosphorylated form of TrkB (x2.5 for 

SW480 and x3.5 for SW620; p < 0.001), AKT (x4 for SW480 and x9 for SW620; p < 0.001) 
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and mTOR (x7 for SW480 and x4 for SW620; p < 0.001; Fig. 2B).  

To avoid the potential side effects of CQ, autophagy was also inhibited using ATG5-

siRNA. The efficiency of siRNA was assessed by the decrease in ATG5 expression and LC3-

II/LC3-I ratio (Fig. 3A: loss of almost 60% for SW480 and 50% for SW620; p < 0.001). As 

observed with CQ, the genetic autophagy downregulation resulted in increased expression of 

BDNF (x5 for SW480 and SW620; p < 0.001), phospho-TrkB (x2.4 for SW480; p < 0.001 

and x1.2 for SW620; p < 0.01), and the downstream effectors phospho-AKT (around x2 for 

SW480 and SW620; p < 0.001) and phospho-mTOR (x2.5 for SW480 and x4.5 for SW620; 

p < 0.001; Fig. 3B). These results emphasize that NTs signaling was activated when 

autophagy was blocked, thereby ensuring survival. Moreover, this relay seemed to be more 

loaded in primary CRC-derived cell lines (i.e., SW480) because of the special expression 

enhancement of FL TrkB and phopspho-TrkB (p < 0.001). 

 

3- Targeting both the TrkB/BDNF and the autophagy pathways jeopardized CRC cell 

line survival 

Because CRC cells used both the NTs and the autophagy to ensure their survival, dual 

inhibition was implemented to potentially sensitize cells to death. Although we failed to 

detect any change after 3 h of treatment (data not shown), significant modifications were 

identified after 72 h (Fig. 4A). Even if the separate inhibition affected metabolic activity, it 

decreased more importantly with dual treatment (loss of 30% for SW480, p < 0.01, and loss 

of 65 % for SW620, p < 0.001). To link this cytotoxicity to apoptotic cell death, we evaluated 

PARP cleavage under the same conditions (Fig. 4B) and showed a greater PARP cleavage 

when cells were treated with K252a + CQ (p < 0.01).  
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4- Dual inhibition of TrkB/BDNF and autophagy induced a spectacular decrease in 

tumor growth 

Because the in vitro results indicated that dual inhibition was more effective than single 

inhibition, we checked the effectiveness of this dual treatment on in vivo tumors developed in 

nude mice. The K252a significantly decreased tumor volume compared with control 

xenografts in both cell lines after 21 days of treatment (loss of 50%, p < 0.001 for SW480 and 

loss of 45%, p < 0.05 for SW620; Fig. 5A and 5B). On another hand, the CQ did not induce a 

significant decrease in tumor volumes even after 12 days of treatment. At the opposite, the 

dual inhibition induced a significant reduction in tumor volume compared with control after 

21 days of treatment (decrease of 95% for SW480, p < 0.001, and of 75% for SW620, 

p < 0.01). More surprisingly, 40% of the tumors in the case of SW480 and of 25% of the 

tumors in the case of SW620 totally disappeared. Finally, tumors from SW480 xenografts 

were more sensitive to dual treatment than those from SW620 xenografts. 

 

5- Relevance of neurotrophins and autophagy as potential targets in CRC patients 

To extend these results to CRC patients, NTs and autophagy markers expression was 

evaluated in tissue samples obtained from different stage tumors (3 patients per stage). An 

increase in phospho-TrkB and phospho-AKT was observed, highlighting the activation of 

these pathways. Moreover, the phosphorylation rate seemed dependent on the stage of the 

CRC, with an increase observed for advanced stages, especially in stage III and stage IV 

(p < 0.001) compared to stage 0/I. In addition, the LC3II/LC3I ratio also varied depending on 

stage, exhibiting increases in advanced stages (Fig. 6). These data emphasize the specific high 

level of TrkB expression and activation as well as the occurrence of autophagy in tumoral 

cells and corroborate the potential role of these signaling pathways in CRC aggressiveness. 
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Discussion 

Because CRC stays a world problem, new therapeutic targets are largely needed. This 

study focuses on inhibition of NTs (TrkB/BDNF) and/or autophagy, which are two survival-

signaling pathways and shows the efficiency of the twin treatment, which largely contribute to 

reduce tumor growth (Figure 7). 

Overexpression of TrkB and BDNF constitute poor prognostic factors of tumor 

aggressiveness in various cancers (Akil et al., 2011; Dubanet et al., 2015; Fauchais et al., 

2008; Sclabas et al., 2005; Vanhecke et al., 2011). This axis is also associated with the 

proliferation, migration, and invasion in the case of peritoneal carcinomatosis [36] and 

constitutes an autocrine and paracrine loop survival in stress response, as we previously 

demonstrated in CRC (Akil et al., 2011). In the present work, we used the pan-Trk inhibitor 

(K252a), in the primary CRC-derived cell line (SW480) and in the lymph-node-derived cell 

line (SW620). We observed the transcriptional and protein overexpression of TrkB and 

BDNF, which, even when binding together, failed to activate the AKT/mTOR pathway. This 

enhancement of both NT and receptor probably took place to try to restore this pathway. 

These results are consistent with previous reports, suggesting that K252a, although unable to 

block BDNF and TrkB interaction, is able to block downstream signaling (Nye et al., 1992). 

Nevertheless, this reduced signaling failed to induce a significant cytotoxicity, especially in 

SW480, suggesting the involvement of a different cell survival process. 

Among them, autophagy implication in CRC survival and in therapy resistance has already 

been shown (Burada et al., 2015; Sakitani et al., 2015; Sato et al., 2007; Yang et al., 2013). 

Here, we showed that inhibition of NTs with K252a resulted in activation of autophagy to 

ensure cell survival. A similar protective effect of autophagy has also been reported when the 

EGFR pathway is inhibited with erlotinib in non-small-cell lung cancer (Li et al., 2013) or 
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with anti-EGFR in CRC (Chen et al., 2016). Moreover, we described a similar compensatory 

effect of autophagy in response to hypoxia when TrkC signaling was reduced in glioblastoma 

(Jawhari et al., 2016, manuscript in revision). These results underscore the interplay between 

growth factors signaling (NTs) and autophagy. 

Subsequently, we used either chloroquine (CQ), a classical autophagic flux-blocking 

molecule (Yang et al., 2013), or siRNA ATG5 (to counteract the well-known toxicity of CQ 

(Janku et al., 2011)) to test the reciprocal effect of autophagy inhibition on TrkB/BDNF 

signaling. Both approaches increased NTs transcripts and proteins expression as well as 

subsequent AKT/mTOR signaling, demonstrating the activation of this pathway. Therefore, 

autophagy inactivation induced the activation of the TrkB/BDNF survival pathway.  

The dual inhibition of NTs and autophagy potentiated the effects of the single molecules in 

vitro, especially to induce apoptosis but also, in a spectacular way, in vivo on tumor growth. 

Similar positive effects of dual targetting efficiency have been described in vitro and in vivo 

(Cui et al., 2014; Fan et al., 2015; O’Donovan et al., 2015). Ongoing clinical trials already 

began in CRC, with the FOLFOX/bevacizumab/hydroxychloroquine study (clinical trial 

NCT01206530) for example. Recently, the use of CQ was considered as an adjunct to 

chemotherapy (Pascolo, 2016) and inhibition of autophagy is one last option to over come the 

RTK resistance (Aveic and Tonini, 2016) reinforcing the use of dual inhibition to fight 

cancer. 

Our study also revealed a difference between SW480 and SW620, already described in 

term of morphology, BrdU labeling index, and apoptosis susceptibility (Hewitt et al., 2000). 

SW480 presents a more important autophagy basal rate, probably due to their capacity to 

resist to a lower nutritional supply, due to defective vascularization frequently observed in 

primary tumor from which they come from (Diaz-Cano, 2012). This hypothesis is in 
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accordance with their higher sensitivity to the inhibition of autophagy, which induces NTs 

activation. So, targetting both autophagy and NTs in CRC primary tumors will be more 

effective, as observed in vivo. Moreover, an increased resistance of SW620 against treatments 

also suggests that other signaling pathways might be activated, in accordance with their 

capacity to adapt their behavior to different environment (i.e., lymph node area).  

Finally, the presence of phospho-TrkB and LC3II proteins was confirmed and increased 

with the stages of CRC in patient tissues. Because an excessive autophagic response was 

linked to metastasis and poor prognosis (Giatromanolaki et al., 2010) and an increased TrkB 

expression enhanced the malignant potential in terms of proliferation, migration, invasion, 

and anoikis inhibition in CRC cells (Fujikawa et al., 2012), these two pathways constitute 

potential therapeutic targets. 
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Figure legends  

Figure 1: Effect of tyrosine kinase receptor inhibitor (K252a) on TrkB/BDNF expression 

and autophagy induction. 

SW480 and SW620 were treated with 100 nM of K252a for 3 h, recovered, washed and total 

RNA and proteins were extracted (see Materials and Methods).  

A: BDNF, Full Length (FL) and Truncated (Tr) TrkB, transcripts expression was assessed by 

qPCR. Histograms are representative of 3 independent experiments. The fold expression was 

obtained by the comparative cycle threshold method using the GAPDH RNA expression level 

as internal control.   

B: BDNF, FL TrkB, Tr TrkB, phospho-TrkB (P TrkB), AKT, phospho-AKT (P AKT), 

mTOR, and phospho-mTOR (P mTOR), proteins expression were assessed by western 

blotting.  

C: Staining of SW480 and SW620 was realized with anti-BDNF antibody (green), anti-TrkB 

antibody (red), and DAPI (blue). Images were obtained through confocal microscopy 

(magnification ×1000). 

D: Beclin1, ATG5, and LC3 proteins expression was assessed by western blotting after 

treatment with either K252a (100 nM, 3h) or with CQ (25 µM, 3h).  

E: Staining of SW480 and SW620 was realized with anti-LC3 antibody (green) and DAPI 

(blue) through indirect immunofluorescence. Rapamycin (20 nM, 3 h) was used as a positive 

control for autophagy induction. Relative quantification was accomplished by using a green 

surface plot with the ImageJ software application.  
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The density of each band representative for protein expression was calculated with ImageJ 

software. Images show representative results performed for 3 experiments. Statiscally results 

are explained in comparison with non treated cells, normalized at 1 (*p < 0.05; **p < 0.01; 

***p < 0.001). 

 

Figure 2: Pharmacologic inhibition of autophagy with CQ induced TrkB/BDNF 

pathway activation in CRC cell lines. 

SW480 and SW620 were treated with 25 µM of CQ for 3 h, recovered, washed and total RNA 

and proteins were extracted (see Materials and Methods).  

A: BDNF, FL TrkB and Tr TrkB, transcripts expression was assessed by qPCR.   

B: BDNF, TrkB, phospho-TrkB, AKT, phospho-AKT, mTOR, and phospho-mTOR proteins 

expression was assessed by western blotting.  

C: Staining of SW480 and SW620 was realized with anti-BDNF antibody (green), anti-TrkB 

antibody (red), and DAPI (blue). Images were obtained through confocal microscopy 

(magnification ×1000).   

 

Figure 3: Transcriptomic inhibition of autophagy with siRNA ATG5 induced activation 

of the TrkB/BDNF pathway. 

SW480 and SW620 were transfected with siRNA ATG5, recovered, washed and total proteins 

were extracted (see Materials and Methods).  

A: ATG5, LC3 proteins expression was assessed by western blotting.  
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B: BDNF, TrkB, phospho-TrkB, AKT, phospho-AKT, mTOR, and phospho-mTOR was 

assessed by western blotting.  

The density of each band representative for protein expression was calculated with ImageJ 

software. Images show representative results performed for 3 experiments. Statiscally results 

are explained in comparison with non treated cells, normalized at 1 (*p < 0.05; **p < 0.01; 

***p < 0.001). 

 

Figure 4: Metabolic activity and PARP cleavage in CRC cell lines after K252a, CQ, and 

K252a + CQ treatments. 

SW480 and SW620 were treated with K252a, CQ, or both molecules for 72 h (see Materials 

and Methods).  

A: Metabolic activity was assessed through MTT testing. Histograms show the means ±SEM 

of at least 3 independent experiments (*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001).  

B: PARP cleavage was assessed by western blotting.  

The density of each band representative for protein expression was calculated with ImageJ 

software. Images show representative results performed for 3 experiments. Statiscally results 

are explained in comparison with non treated cells, normalized at 1 (*p < 0.05; **p < 0.01; 

***p < 0.001).  

Figure 5: Effects of NT inhibitor (K252a), autophagy inhibitor (CQ), and dual treatment 

on tumoral growth. 
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Nude mice were subcutaneously engrafted with SW480 or SW620 (1.10
6
 cells). When tumors 

reached a volume of 300 mm
3
, animals were divided into different groups and treated with 

K252a for 21 days or with CQ for 12 days, or with both molecules (see Materials and 

Methods). 

A: Tumor growth was determined weekly. Results are expressed in mean tumor volumes 

(mm
3
) ±s.d. in comparison with the non treated group (*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001) . 

B: Images of representative tumors. 

 

Figure 6: Neurotrophin and autophagy pathways are active in CRC patients 

Tumor samples from each stage were collected from at least 3 patients having CRC, lyzed and 

total proteins were extracted.  

FL TrkB, phospho-TrkB, AKT, phospho-AKT, and LC3 protein expression was assessed by 

western blotting.  

The density of each band was calculated with ImageJ software. Images show representative 

results performed for 3 experiments. Significant differences were obtained by comparison 

with Stage 0/I, considered as a pre-cancerous stage (*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001). 

 

Figure 7: Take home message of the study. 
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Le cancer colorectal (CCR) est le premier cancer digestif dans les pays occidentaux. 

Malgré les progrès thérapeutiques réalisés au cours des deux dernières décennies, la survie 

relative à 5 ans ne dépasse pas 56%, et s’abaisse à 11,3% pour les patients métastatiques. 

Le pronostic est lié au stade de développement de la maladie au moment du diagnostic. Les 

décès sont en rapport avec une résistance primaire de la masse tumorale aux thérapies, ou 

la survenue de récidive, en rapport avec une maladie microscopique résiduelle, non 

contrôlée par les thérapies systémiques adjuvantes. Le travail réalisé au sein de notre 

laboratoire portant sur deux voies de signalisation met en leurs rôles dans le CCR : les 

neurotrophines (NTs, facteurs de croissance impliqués dans la survie des cellules 

cancéreuses) et l’autophagie (processus de recyclage cellulaire impliqué dans la résistance 

au stress). Le but de cette étude a été d’analyser la part de ces deux voies dans la survie 

des cellules du cancer colo-rectal et l’impact de leur inhibition sur le devenir cellulaire et 

l’évolution tumorale.  

L’étude a été menée sur deux lignées cellulaires provenant du même patient : SW480 

(tumeur primaire) et SW620 (invasion ganglionnaire), aussi utilisées pour la réalisation de 

greffes sous cutanées sur le modèle murin Nude. De plus, la présence de principales 

protéines des NTs (TrkB) et de l’autophagie (LC3) a été analysée dans les tissus de patients.  

Des travaux précédents menés sur des cultures de CCR ont montré que la 

surexpression de TrkB était associée à la survie cellulaire. Nous avons donc choisi d’inhiber 

la voie des NTs avec le K252a (100nM). Sur culture cellulaire de CCR, in vitro, l’inactivation 

de la voie PI3K / AKT, induit une activation de l’autophagie. A l’opposé, le blocage du flux 

autophagique par une approche pharmacologique (avec la chloroquine, CQ ; 25µM) ou par 

une approche transcriptomique (siRNA anti-ATG5) induit une suractivation de la signalisation 

des NTs, via le couple TrkB/BDNF. Ainsi, les deux voies de survie se compensent 

mutuellement et la double inhibition permet l’amélioration de l’effet des simples traitements. 

L’utilisation des deux inhibiteurs in vivo induit une réduction spectaculaire du volume tumoral 

(voire même la disparition dans certains cas). Finalement, la présence de la forme active du 

TrkB (phospho TrkB) et de la forme active de la LC3 (LC3II), démontrant l’activation de ces 

deux voies dans les tissus de patients, a été observée. L’ensemble de ces résultats montre 

que l’activation des voies des NTs et de l’autophagie contribue à la survie des cellules de 

CCR. L’approche qui consiste à la double inhibition des NTs et de l’autophagie pourrait être 

un point majeur pour le développement de nouvelles thérapies dans le CCR. 

 


