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Chapitre I. Le cancer du poumon 

 

I.1. L’anatomie du poumon 

 

Les poumons droit et gauche, enveloppés par la cavité pleurale, sont situés dans 2 

cavités hémithoraciques distinctes, séparées par le cœur et les structures médiastinales et 

bordés dans leur partie basse par le diaphragme. Dans les descriptions anatomiques, le 

poids du poumon est la mesure habituelle fournie. La gamme de poids normale de chaque 

poumon chez un adulte est d'environ 300 à 450 g (Jr and Farver, 2008). Lorsque le poids du 

poumon augmente, il s’agit d’une indication de congestion, d'œdème ou d'exsudats 

inflammatoires. Le volume pulmonaire, mesuré à l'état gonflé par déplacement d'eau peut 

varier de 3,5 à 8,5 L pour les deux poumons (Jr and Farver, 2008; Thurlbeck, 1979). Le 

poumon droit est légèrement plus volumineux (53%) que le poumon gauche (47%) (Jr and 

Farver, 2008). En raison de leur nature élastique, les poumons rétrécissent d’environ un tiers 

de leur taille lorsque la cavité thoracique est ouverte (Parson, 2009). Le poumon est 

recouvert d'une plèvre viscérale lisse et translucide, celle-ci repose sur le poumon ce qui lui 

donne une couleur rose. Avec l'âge, la plèvre accumule invariablement des pigments noirs 

dont la quantité reflète le degré d'exposition aux particules environnementales (Jr and 

Farver, 2008). Le poumon gauche comprend deux lobes et le poumon droit en compte trois. 

Les lobes sont divisés en plusieurs segments séparés les uns des autres par des cloisons 

appelées scissures. Chaque lobe contient les bronches qui sont reliées à la trachée et 

formées d’alvéoles connectées entre elles par les bronchioles (Figure 1). 

 

Figure 1 : l’anatomie du système respiratoire montrant la trachée, les deux poumons 

avec leurs lobes et voies aériennes. 
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I.2. L’épidémiologie 

 

Le cancer du poumon est le 3ème cancer le plus fréquent chez la femme après le 

cancer du sein et le cancer colorectal (CCR), il est le 2ème cancer chez l’homme derrière le 

cancer de la prostate. Le cancer du poumon est la principale cause de décès par cancer 

dans le monde, avec une mortalité annuelle supérieure à 1 million (Herbst et al., 2008). En 

France, le nombre de nouveaux cas est estimé à 38500 par an, avec une mortalité annuelle 

de près de 30000 dont prés de ¾ sont des hommes (Ribassin-Majed et al., 2017). 

 

I.3. Les facteurs de risque 

 

Entre 80% et 90% des cancers du poumon sont liés au tabagisme (Centers for 

Disease Control and Prevention [CDC], 2005). Le pourcentage restant représente des 

patients non-fumeurs (tabagisme passif et / ou pollution). Le cancer bronchique chez des 

patients non-fumeurs représente la 7ème cause de mortalité par cancer dans le monde (Sun 

et al., 2007; Thun et al., 2008). Les cancers du fumeur et du non-fumeur présentent des 

caractéristiques cliniques et moléculaires différentes, ce qui suggère qu'ils appartiennent à 

deux entités distinctes. De nombreuses études épidémiologiques concernant le cancer du 

poumon chez les non-fumeurs ont décrit des facteurs de risque, tels que le tabagisme passif, 

les maladies pulmonaires préexistantes, l’exposition aux agents cancérigènes et la 

prédisposition génétique (McCarthy et al., 2012; Samet et al., 2009; Subramanian and 

Govindan, 2007; Sun et al., 2007). 

 

I.4. Les symptômes  

 

Dans la majorité des cas, le cancer du poumon est malheureusement diagnostiqué à 

un stade tardif voire métastatique. Ceci est dû aux particularités de l’anatomie pulmonaire 

permettant à la tumeur de croître et potentiellement de se disséminer pendant une période 

considérable sans que le patient ne présente de symptômes de la pathologie. Le cancer est 

alors diagnostiqué à un stade avancé, pour lequel la tumeur est inopérable dans près de 

80% des cas. Ce diagnostic tardif explique en partie le taux de survie de 15% des patients à 

5 ans (Spiro et al., 2007). Les symptômes du cancer du poumon sont multiples, ceux qui 

sont liés aux voies respiratoires représentent des symptômes universels tels que l’apparition 

d’une toux, des expectorations sanguinolentes (hémoptysies), des douleurs thoraciques et 

un essouflement. Le patient peut également présenter des anomalies aspécifiques, telles 

que la perte de poids et la fatigue musculaire (Corner et al., 2005; Muers and Round, 1993). 

 

Les ganglions lymphatiques et le diaphragme sont également montrés. L'oxygène est 

inhalé dans les poumons et passe au travers des membranes minces des alvéoles pour 

joindre la circulation sanguine (voir l’encadré). Adapté de « PDQ Cancer Information 

Summaries » (Cancer Information Summaries, 2002). 
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I.5. Les outils de diagnostic 

 

Bien que les symptômes du cancer bronchique soient connus, aucune preuve ne 

permet de prédire le type et le stade de la tumeur qui reste cliniquement silencieuse pendant 

son développement précoce. Les trois dernières décennies ont vu une évolution 

exponentielle des outils et techniques de diagnostic du cancer du poumon, notamment grâce 

à la tomodensitométrie qui permet de numériser et de reconstruire en 2D ou 3D la tumeur 

dans sa structure anatomique. Aujourd’hui, le scanner représente la technique de référence 

pour le diagnostic d’une tumeur pulmonaire après la radiologie thoracique classique en 

première ligne. Cette évolution technique remarquable s’est accompagnée du 

développement de nombreux outils précis d’imagerie, tels que la tomographie par émission 

de positons (TEP), la micro-endoscopie confocale et la bronchoscopie d’auto-fluorescence 

(Sutedja, 2003). Le dépistage par tomodensitométrie joue un rôle majeur dans l’amélioration 

de la médiane de survie des patients bien supérieur à celui de la radiologie pulmonaire 

classique (The National Lung Screening Trial Research Team, 2011). Cependant, des 

clones cellulaires potentiellement malins demeurent inférieurs au seuil de détection par cette 

technique, ce qui nécessite le développement des outils de diagnostic plus précis et 

sensibles pour la détection et le traitement précoce, notamment à travers des biomarqueurs 

sériques tels que des acides nucléiques (Chen et al., 2016; Leon et al., 1977; Sanfiorenzo et 

al., 2013; Underhill et al., 2016), des protéines (Farlow et al., 2010; Patz et al., 2007), des 

microvésicules (Jakobsen et al., 2015; Park et al., 2013) et cellules tumorales circulantes (Ilie 

et al., 2014; Parkinson et al., 2012). Malgré le progrès conceptuel et technique réalisé dans 

ce domaine, de nombreuses études ont besoin d’élargir leur cohorte de patients. En outre, le 

dépistage du cancer à travers la biopsie liquide (cellules tumorales circulantes et ADN 

tumoral circulant) représente un grand défi vu l’hétérogénéité des signatures tumorales dans 

la circulation sanguine (Yong, 2014). 

 

I.6. L’établissement des différents stades du cancer du poumon 

 

Un système formel basé sur un code alphanumérique a été adopté pour décrire la 

croissance et l’extention d’un cancer solide, y compris le cancer du poumon, c’est le système 

TNM pour tumeur, gonglion et métastase respectivement (van Meerbeeck and Janssens, 

2013; Mirsadraee et al., 2012). Cette classification repose sur une évaluation de la  taille de 

la tumeur primaire et de sa capacité d’extension soit dans les tissus proches, tels que les 

ganglions lymphatiques (N), soit vers des régions distantes via des métastases (M). Les 

sites métastatiques les plus communs pour le cancer du poumon sont le cerveau, le tissu 

osseux, les glandes surrénales, le foie, les reins et le second poumon (Popper, 2016). Les 

chiffres ou les lettres apparaissant après T, N et M fournissent d’amples détails sur chacun 

de ces facteurs. Des nombres plus élevés signifient que le cancer est plus avancé. La 

combinaison des différentes catégories T, N et M permet de conclure à un stade global du 

cancer (van Meerbeeck and Janssens, 2013; Mirsadraee et al., 2012). 

 

I.7. La classification des cancers pulmonaires 
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Les carcinomes pulmonaires se divisent grossièrement en deux sous-groupes selon 

leurs caractéristiques cliniques et histopathologiques. Le cancer bronchique non à petites 

cellules (CBNPC) qui représente près de 80% du diagnostic de cancer du poumon, et le 

cancer bronchique à petites cellules (CBPC) qui correspond à 20% des cas (Herbst et al., 

2008). L’évolution de la classification histologique du CBPC se résume de la manière 

suivante. En 1962, le Dr Kreyberg a proposé la classification du CBPC en 2 sous-types qui 

sont le carcinome en grains d’avoine et le carcinome à cellules polygonales (Kreyberg, 

1962). La classification actuelle ne reconnaît que le CBPC pur ou combiné (Travis, 2012). Le 

CBPC combiné est défini comme une tumeur pulmonaire formée majoritairement de petites 

cellules, avec au moins 10% de cellules plus grandes qui sont alors qualifiées comme un 

CBNPC. 

 

I.7.1. Les sous-types du cancer bronchique non à petites cellules 

 

Le CBNPC est actuellement défini par des caractéristiques pathologiques. Les deux 

phénotypes histologiques prédominants sont les adénocarcinomes (ADCs, ~ 50%) et les 

carcinomes épidermoïdes (CEs; ~ 40%) (Brambilla, 2010; Davidson et al., 2013). En général, 

les ADCs proviennent des voies respiratoires distales, alors que les CEs ont pour origine les 

voies plus proximales et sont plus fortement associés au tabagisme et à l’inflammation 

chronique que les ADCs (Brambilla, 2010; Davidson et al., 2013). Les ADCs ont souvent une 

histologie glandulaire et expriment des biomarqueurs compatibles avec une origine dans le 

poumon distal, y compris le facteur de transcription de la thyroïde 1 (TTF-1) et la kératine 7 

(KRT-7) (Brambilla, 2010; Davidson et al., 2013). En revanche, les CEs sont caractérisés par 

une différenciation squameuse rappelant l'épithélium pseudostratifié qui tapisse la trachée et 

les voies respiratoires supérieures (Rock et al., 2010). Cliniquement, les CEs se distinguent 

des ADCs par l’abondance de la Cytokératine 5, la Cytokératine 6 et / ou les facteurs de 

transcription SRY-box 2 (SOX-2) et p63 (Brambilla, 2010; Davidson et al., 2013; Lu et al., 

2010). D'autres sous-types de CBNPC comprennent le carcinome à grandes cellules qui est 

diagnostiqué par exclusion si la tumeur ne présente pas les caractéristiques des ADCs ou 

des CEs. En 2011, la Société Thoracique Américaine et la Société Respiratoire Européenne 

ont développé une nouvelle classification des ADCs en éliminant le terme de carcinome 

« broncho-alvéolaire » et en introduisant les nouveaux concepts d’adénocarcinome in situ et 

d’adénocarcinome mini-invasif pour les petits adénocarcinomes présentant une croissance 

lépidique pure ou prédominante avec une invasion ≤ 5 mm, dans le but de définir les patients 

qui, s’ils subissent une résection chirurgicale, auraient 100% de chance de survie au cancer 

(Travis et al., 2011). 

 

I.8. Les approches thérapeutiques 

 

I.8.1. Le cancer bronchique à petites cellules 

 

Comparé au CBNPC, le CBPC se caractérise par une croissance rapide et un 

potentiel métastatique précoce et répandu. Par conséquent, 60% à 70% des patients 

présentent un cancer de stade étendu lors du premier diagnostic (Veronesi et al., 2015), ce 
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qui se définit comme un cancer s’étant propagé au-delà des ganglions lymphatiques et 

ganglionnaires ipsilatéraux et ne pouvant pas être inclus dans un seul champ de radiation. Il 

n'existe actuellement aucune méthode d'efficacité prouvée pour la détection précoce du 

CBPC (Aberle et al., 2013; 2011). En outre, aucune thérapie ciblée n'est approuvée pour une 

utilisation contre le CBPC. En effet, le protocole thérapeutique dépend du stade de la 

tumeur. En général, un CBPC de stade limité (un cancer confiné au thorax dans un seul 

champ de radiation) est traité avec une radiochimiothérapie concomitante, alors qu’un 

cancer de stade étendu est traité uniquement avec la chimiothérapie (Byers and Rudin, 

2015). A l’heure actuelle, le traitement le plus efficace comprend une chimiothérapie par 

cisplatine (agent endommageant l’ADN suite à la formation de ponts intra-brins entre 2 

guanines) en association avec la radiothérapie (Amini et al., 2014). Les essais cliniques ont 

montré la supériorité de la radiothérapie hyperfractionée et l'importance de commencer les 

séances aussi tôt que possible au cours du traitement (De Ruysscher et al., 2006; Turrisi et 

al., 1999). Malgré la réponse vigoureuse à la première ligne de chimiothérapie (Simon et al., 

2004), ceci est fortement contrastée par la résistance à la deuxième ligne de chimiothérapie 

ainsi qu’aux thérapies mises en place à la suite de la récidive (Byers and Rudin, 2015). 

 

I.8.2. Le cancer bronchique non à petites cellules 

 

I.8.2.1. Les thérapies conventionnelles 

 

Les traitements conventionnels du CBNPC consistent en une résection chirurgicale 

lorsque la tumeur est accessible, une radiothérapie standard et une chimiothérapie à base 

de sels de platine. Une thérapie combinée à ces approches est recommandée dans la 

pratique clinique (Li et al., 2016). La majorité des patients sont diagnostiqués à un stade 

avancé perdant par conséquent la fenêtre d’opportunité pour une intervention chirurgicale, 

ce qui représente un obstacle principal au traitement du CBNPC. Ainsi, la radiothérapie et la 

chimiothérapie représentent les seules approches thérapeutiques contre les tumeurs 

chirurgicalement inaccessibles (Ettinger et al., 2016). La radiothérapie et la chimiothérapie à 

base de sels de platine jouent un rôle clé dans le traitement du CBNPC en endommageant 

l'ADN et en induisant la mort préférentiellement des cellules tumorales (Li et al., 2016). 

Cependant, malgré ces thérapies conventionnelles, le taux de survie à cinq ans des patients 

atteints de CBNPC n'a toujours pas été significativement amélioré (Spira and Ettinger, 2004). 

La chimiothérapie classique demeure limitée par sa toxicité importante et la résistance 

thérapeutique fréquemment acquise (Vanneman and Dranoff, 2012). 

 

I.8.2.2. Les thérapies ciblées 

 

Au cours des deux dernières décennies, le paradigme du traitement du cancer est 

passé d'agents cytotoxiques relativement non spécifiques à des thérapies sélectives inhibant 

des voies critiques nécessaires pour la croissance et la progression tumorale. Une liste 

impressionnante de cibles thérapeutiques potentielles a été mise en évidence modifiant 

d’une manière radicale l’évaluation clinique et le traitement des patients (Tableau 1) (Chen et 

al., 2014). L'histoire de la thérapie ciblée est étroitement liée au succès de l'imatinib (Glivec) 
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dans le traitement de la leucémie myéloïde chronique (Druker, 2004). Cet inhibiteur de 

tyrosine kinase (iTK) bloque la protéine kinase ABL qui est activée par la translocation BCR-

ABL (Nowell, 2007). Le succès de l'imatinib dans cette pathologie fût une véritable 

opportunité pour le développement de molécules ATP-mimétiques capables d’inhiber les 

protéines réceptrices à domaine tyrosine kinase. En effet, il a été démontré que ces iTKs 

peuvent entrer en compétition efficacement avec les sites de fixation de l’ATP et ainsi inhiber 

sélectivement la poche catalytique des protéines kinases (Druker, 2004). Cependant, la 

sensibilité aux iTKs dépend de la présence d’anomalies « conductrices » encore appelées 

mutations activatrices mais aussi de mutations inhibitrices susceptibles de bloquer la 

réponse aux traitements. La stratégie thérapeutique permettant d’améliorer la réponse aux 

thérapies ciblées repose donc sur la caractérisation moléculaire précise de la tumeur et pas 

uniquement sur le type et le stade définis par le pathologiste. Le développement des 

plateformes de séquençage à haut débit permettent aux cliniciens d'examiner l'ampleur des 

mutations génétiques au sein des tumeurs et d’orienter le diagnostic et la prise en charge. 

Les différentes mutations du gène codant pour le récepteur du facteur de croissance 

épidermique (EGFR) ont été les premières à être découvertes chez des patients atteints 

d’ADC pulmonaire et à être associées à la réponse aux iTKs. Plus de 20000 tests pour la 

recherche de mutations de l’EGFR sont réalisés par an dans le cancer du poumon 

(Shepherd et al., 2005). À l'heure actuelle, les iTKs de l’EGFR de 1ère génération, le gefitinib 

et l’erlotinib, ainsi que leur analogue de 2ème génération, l’afatinib, sont approuvés pour le 

traitement de première intention du CBNPC métastatique présentant des mutations 

activatrices de l’EGFR (L858R ou la délétion de l’exon19 [Del19]). L’osimertinib est un iTK de 

l’EGFR de 3ème génération. Cet iTK est approuvé pour traiter le CBNPC avancé ou 

métastatique ayant développé une résistance acquise aux inhibiteurs de l’EGFR, notamment 

via l’apparition de la mutation résistante T790M (Sullivan and Planchard, 2016). Par la suite, 

l'identification des mutations KRAS et BRAF (Davies et al., 2002; Santos et al., 1984) 

découvertes chez des patients atteints d’ADC pulmonaire a été associée à la réponse aux 

iTKs (Gazdar, 2009; Paez et al., 2004; Pao et al., 2004;). D’autres mutations et 

amplifications des gènes codant pour des récepteurs à domaine tyrosine kinase (RTKs) ont 

été identifiées dans le CBNPC, y compris les mutations du gène codant pour le recepteur de 

type 2 de la famille EGFR humaine (ERBB2 codant pour la protéine HER-2), du gène codant 

pour le récepteur du facteur de croissance des hépatocytes (MET), du gène codant pour le 

récepteur du facteur de croissance des fibroblastes 1 et 2 (FGFR1 et FGFR2), du gène du 

récepteur kinase orphelin ROS-1 (ROS1), du gène codant pour le récepteur tyrosine kinase 

des neurotrophines type 1 (NTRK1), ainsi que le réarrangement oncogénique du gène 

codant pour la kinase anaplastique du lymphome (ALK) (Engelman et al., 2007; Fernandez-

Cuesta et al., 2014; Rikova et al., 2007; Stephens et al., 2004; Vaishnavi et al., 2013) 

(Tableau 1). Il est utile de noter que le cetuximab (anticorps bloquant de l’EGFR) n’a pas 

montré d’effets significatifs sur la survie globale des patients atteint de CBNPC (Sgambato et 

al., 2014). En plus, l'utilisation de cetuximab n'est pas recommandée en association avec 

une chimiothérapie chez des patients précédemment traités avec le cisplatine (Kim et al., 

2013). Les mutations survenant sur les iTKs ne sont pas les seules à permettre d’orienter la 

stratégie thérapeutique. Ainsi, d’autres thérapies ciblées basées sur des agents anti-

angiogéniques ont été développées parallèlement y compris dans le CBNPC (Corrales et al., 

2017). L'angiogenèse est une caractéristique du cancer essentielle pour la croissance, la 

progression et les métastases de nombreux types de tumeurs solides (Carmeliet and Jain, 

2000; Makrilia et al., 2009). Les mécanismes responsables de l’angiogenèse tumorale 

comprennent plusieurs voies de signalisation mettant en jeu le facteur de croissance 
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endothélial vasculaire (VEGF-A) et son récepteur VEGFR-2, le facteur de croissance des 

fibroblastes (FGF) et les voies de signalisation du facteur de croissance dérivé des 

plaquettes (PDGF) (Amini et al., 2014; Raica and Cimpean, 2010; Saylor et al., 2012). À ce 

jour, le bevacizumab (anti-VEGF) reste le seul traitement anti-angiogénique ayant reçu une 

Autorisation de Mise sur le Marché en association avec les sels de platine dans le traitement 

du CBNPC avancé (Corrales et al., 2017). Son utilisation est restreinte aux patients atteints 

de tumeurs ayant une histologie non squameuse (Sandler et al., 2006; Soria et al., 2013). 

 

La progression des cellules cancéreuses et la formation des métastases sont deux 

mécanismes fortement dépendants de la fonction lysosomale (Gocheva et al., 2006; 

Kirkegaard and Jäättelä, 2009). Dans une cellule tumorale, le lysosome présente des 

altérations importantes par comparaison à une cellule saine, notamment au niveau du 

volume du compartiment lysosomal, de la distribution intracellulaire, de sa composition ainsi 

que l’efficacité de ses enzymes (Sui et al., 2013). Ces altérations sont corrélées à l’invasion, 

l’angiogenèse et la résistance à la chimiothérapie (Fehrenbacher and Jäättelä, 2005). Il 

existe actuellement 5 catégories de traitements ciblant le lysosome dans le cancer. Tous ces 

traitements sont en phase de recherche préclinique à l’exception des dérivés de chloroquine 

(CQ) qui sont utilisés dans plusieurs essais cliniques en combinaison avec d’autres 

traitements dans de nombreux cancers tels que le CBNPC (identifiants : NCT00969306, 

NCT00809237 et NCT01649947). La CQ est un traitement préventif de la malaria (Ursing et 

al., 2016), cet agent lysosomotrope inhibe l’acidification des endosomes ce qui perturbe 

l’activité des enzymes lysosomales bloquant ainsi l’autophagie (Dunmore et al., 2013). Dans 

le cancer bronchique, l’activation de l’autophagie est l’un des mécanismes décrits dans la 

résistance aux inhibiteurs de l’EGFR (e.g. erlotinib, gefitinib). La combinaison entre l’erlotinib 

ou le gefitinib avec la CQ permet de contourner la résistance thérapeutique en augmentant 

l’efficacité de ces iTKs. Néanmoins, l’utilisation de la CQ dans le cancer bronchique n’a pas 

montré d’amélioration significative sur la survie globale des patients (Tang et al., 2015; Zou 

et al., 2013). 

 

I.8.2.3. L’immunothérapie 

 

Au cours des dernières années, les inhibiteurs de points de contrôle immunitaire sont 

apparus comme des agents thérapeutiques prometteurs dans le cancer CBNPC. À ce jour, 

les points de contrôle immunitaire les mieux caractérisés et les plus appropriés sur le plan 

thérapeutique sont l'antigène cytotoxique associé aux lymphocytes T4 (CTLA-4) (Callahan et 

al., 2010) et la voie de la protéine-1 de mort cellulaire programmée (PD-1, codé par le gène 

PDCD1) (Zitvogel and Kroemer, 2012). Dans les premières études, les inhibiteurs du ligand 

de PD-1 (PDL-1, codé par le gène CD274) ont montré une activité anti-tumorale prometteuse 

et des réponses cliniques durables dans un sous-ensemble de patients (Sundar et al., 2015). 

Sur la base de ces résultats encourageants, plusieurs inhibiteurs de PD-1 / PD-L1 sont 

entrés dans le développement clinique, et deux agents (nivolumab et pembrolizumab) ont 

obtenu une approbation réglementaire aux États-Unis pour le traitement du CBNPC 

(Herzberg et al., 2017). Dans plusieurs grandes études randomisées, les inhibiteurs de PD-1 

/ PD-L1 ont produit des améliorations significatives dans la survie globale établissant un 

nouveau niveau de soins dans ce cancer (Sundar et al., 2015). Des recherches et des essais 

cliniques sont en cours pour combiner l'immunothérapie avec la chimiothérapie ciblée pour 
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identifier les patients susceptibles d’avoir une réponse optimale aux inhibiteurs de la voie 

PD-1 / PD-L1 (Sundar et al., 2015). 
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Tableau 1 : les altérations géniques potentiellement importantes dans l’ADC et le CE. 
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I.9. La résistance et l’échapement thérapeutique du cancer bronchique non à petites 

cellules 

 

La résistance à la thérapie ciblée limite inévitablement l'efficacité des traitements du 

CBNPC, y compris les iTKs. De ce fait, comprendre les bases biologiques de la résistance 

aux iTKs est la clé du développement des futures stratégies thérapeutiques. Des études 

récentes soulignent la nature grandement hétérogène et polyvalente des tumeurs présentant 

une résistance intrinsèque ou acquise aux traitements. En plus de l’EGFR et d’ALK, 

plusieurs autres acteurs oncogéniques ont été découverts dans le CBNPC, notamment au 

sein de l’ADC bronchique représentant le sous-type histologique le plus fréquent et 

hébergeant des altérations oncogéniques dans plus de 60% des tumeurs (Barlesi et al., 

2016; Kris et al., 2014) (Figure 2). 

 

 
Figure 2 : la répartition des altérations connues des conducteurs oncogéniques dans 

les ADCs pulmonaires avec des pourcentages estimés pour chaque mutation. 

 

 

“ADC, adenocarcinoma; ALK, anaplastic lymphoma kinase; CDKN2A, cyclin-dependent 

kinase inhibitor 2A; DDR2, discoidin domain-containing receptor 2; Del19, EGFR exon 19 

deletion; DNMT3A, DNA (cytosine 5-)-methyltransferase 3α; EGFR, epidermal growth 

factor receptor; EZH2, enhancer of zeste homologue 2; FGFR1, fibroblast growth factor 

receptor 1; GEMM, genetically engineered mouse model; Ins20, EGFR exon 20 insertion; 

KEAP1, kelch-like ECH-associated protein 1; LKB1, liver kinase B1; MLL2, mixed-lineage 

leukaemia 2; N/A, not available; NF1, neurofibromin 1; NRG1, neuregulin 1;NTRK1, 

neurotrophic tyrosine kinase receptor type 1; PDGFRA, platelet-derived growth factor 

receptor-α; PIK3CA, PI3K catalytic subunit-α; SCC, squamous cell carcinoma; SOX2, 

SRY-box 2; TET2, TET methylcytosine dioxygenase 2”. * Le statut se réfère à des 

mécanismes par lesquels chaque gène est altéré dans les tumeurs par mutation (M), gain 

de nombre de copies (C) ou par fusion (F). Adapté de Chen et al., 2014. 

Pour environ 40% des ADCs, Les altérations génétiques sous-jacentes demeurent 

inconnues, environ 25% des cas portent la mutation KRAS, pour lesquelles les thérapies 

ciblées ne sont pas encore disponibles. Adapté de Lin and Shaw, 2016. 
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I.9.1. La résistance intrinsèque / primaire aux inhibiteurs de tyrosine kinase 

 

La résistance primaire ou intrinsèque est généralement définie comme une 

inefficacité immédiate du traitement. Les mécanismes sous-jacents à la résistance 

intrinsèque aux iTKs ne sont pas entièrement élucidés, mais ils comprennent des altérations 

insensibles au traitement dans la kinase cible, tels que des mutations du domaine tyrosine 

kinase de l’EGFR. Par exemple, des insertions activatrices dans l’exon 20 de son domaine 

tyrosine kinase confèrent une résistance aux iTKs de première génération (Yasuda et al., 

2013). Bien que la mutation ponctuelle T790M soit l’une des mutations les plus étudiées 

dans le cadre de la résistance acquise, des études ont montré la préexistence des clones 

exprimant cette mutation en amont de la thérapie ciblée, favorisant la résistance aux iTKs 

(Su et al., 2012). En revanche, des altérations génétiques en dehors de la kinase cible 

peuvent également contribuer à la perte de sensibilité aux iTKs, tels que l’amplification de 

MET, ou l’inhibition des membres de la famille des activateurs pro-apoptotiques de BCL-2 

chez les patients exprimant un EGFR muté avant l’exposition aux iTKs (Karachaliou et al., 

2015). En outre, des altérations dans des gènes régulant la transition épithélio-

mésenchymateuse ont été décrites parmi les mécanismes de résistance intrinsèque de la 

tumeur (Byers et al., 2013). 

 

I.9.2. La résistance acquise/secondaire aux inhibiteurs de tyrosine kinase 

 

Au cours des dernières années, des efforts considérables ont conduit à l'élucidation 

de multiples mécanismes de résistance acquise aux iTKs. Conceptuellement, ces 

mécanismes peuvent être considérés comme des manifestations de l'évolution des cellules 

cancéreuses sous la pression sélective des thérapies ciblées. La compréhension de chaque 

mécanisme est primordiale pour développer des stratégies thérapeutiques qui 

surmonteraient, voire préviendraient la résistance aux iTKs. 

 

I.9.2.1. Les mutations somatiques 

 

Les mutations somatiques secondaires de la kinase cible permettent une activation 

constitutive du récepteur malgré la présence de l'inhibiteur. En général, ces altérations 

entravent la capacité de la kinase à lier la molécule inhibitrice en modifiant la conformation 

de sa poche catalytique. Dans le CBNPC exprimant un EGFR muté, la mutation T790M dans 

l'exon 20 a été l'une des premières mutations résistantes décrites. Elle est détectée chez 50 

à 60% des récidives. La mutation T790M de l’EGFR représente la cause dominante de la 

résistance à l'erlotinib ou au gefitinib (Arcila et al., 2011; Sequist et al., 2011; Yu et al., 

2013a). D’autres mutations somatiques ont été décrites dans le CBNPC avec une fréquence 

plus faible par rapport à celles de l’EGFR, notamment la mutation ALK-L1196M qui confère 

une résistance contre le crizotinib (Choi et al., 2010) et le réarrangement de NTRK1 

(Vaishnavi et al., 2013). Plus récemment, des mutations secondaires (G595R et G667C) de 

NTRK1 induisant une résistance à l’entrectinib ont été décrites dans le CCR (Russo et al., 

2016), ce qui met en relief l’importance d’avoir des données moléculaires concernant ces 

deux mutations dans le CBNPC métastatique. 
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I.9.2.2. L’amplification de la cible 

 

L'augmentation du nombre de copies des récepteurs oncogéniques par amplification 

est également une cause importante et décrite dans la résistance acquise aux iTKs. Par 

exemple, l'amplification de l'EGFR a été identifiée dans des tumeurs résistantes à l’erlotinib 

ou le gefitinib (Sequist et al., 2011). Ainsi, les cellules tumorales demeurent dépendantes de 

la kinase. 

 

I.9.2.3. L’activation des voies de signalisation de contournement 

 

Les cellules tumorales orchestrent un réseau de voies de signalisation pour soutenir 

leur survie. Lorsqu'une voie dominante est inhibée par un iTK, la dérivation vers des voies de 

signalisation parallèles peut permettre aux cellules de réactiver des effecteurs critiques en 

aval de la cible, permettant une survie et une croissance continue de la tumeur. À titre 

d'exemple, l'amplification de MET a été l'un des premiers mécanismes décrits de la 

résistance contre des inhibiteurs de l’EGFR (Yu et al., 2013a). Ceci conduit à la 

phosphorylation de HER-3 et la réactivation de la voie de signalisation PI3K / AKT en 

contournant l’EGFR. D'autres exemples de trans-activation ont été validés cliniquement sur 

des échantillons tumoraux y compris l’activation du récepteur 3 du facteur de croissance des 

fibroblastes (FGFR-3) dans la résistance aux inhibiteurs de l’EGFR (Crystal et al., 2014). Les 

études en cours sur les mécanismes de résistance aux iTKs ont mis en relief la complexité 

profonde de la biologie tumorale et ont souligné l’importance du développement de nouvelles 

stratégies thérapeutiques pour lutter contre la résistance et surmonter ainsi l’échappement 

thérapeutique. 

 

I.9.2.4. Le rôle du trafic des récepteurs à domaine tyrosine kinase dans l’échappement 

thérapeutique 

 

Le trafic de matériel biologique à travers les membranes est un mécanisme évolutif 

conservé et indispensable pour l’homéostasie cellulaire. On peut distinguer 2 voies 

principales de trafic intracellulaire, une voie menant à l’internalisation et au stockage des 

RTKs dans la cellule et une seconde conduisant à l’intégration des RTKs dans les exosomes 

en vue de leur transfert vers les cellules cibles. Dans le cancer, l'activité aberrante de la 

machinerie d'exportation entraîne la modulation du microenvironnement tumoral à travers 

une communication intercellulaire, mettant notamment en jeu des microvésicules 

extracellulaires. De nombreuses études ont mis en évidence l’importance des exosomes 

dans la médiation de cette communication (Tkach and Théry, 2016). Les exosomes sont des 

microvésicules de diamètre variant de 40 à 100 nm qui sont dérivés de la maturation des 

endosomes (Colombo et al., 2014). Ils transfèrent leur contenu cellulaire vers les cellules 

avoisinantes modifiant ainsi le microenvironnement tumoral afin de promouvoir 

l'immunosuppression induite par la tumeur, l'angiogenèse et la formation de niche pré-

métastatique (Simons and Raposo, 2009; Théry et al., 2009; Wilson et al., 2014). En outre, 

la cellule peut se débarrasser des molécules anti-cancéreuses via les exosomes, constituant 

ainsi une barrière supplémentaire contre l'action correcte des ces agents (Azmi et al., 2013). 

Dans l’avenir, la stratégie idéale de prise en charge thérapeutique nécessite donc de prendre 
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en compte la fonction des exosomes dans l’échappement thérapeutique. Leur rôle dépend 

de leur contenu en acides nucléiques, lipides ou protéines. Cependant, tous les RTKs ne 

sont pas systématiquement destinés aux exosomes. En effet, l’internalisation des RTKs et 

leur incorporation dans les endosomes pourrait permettre de désensibiliser les cellules 

tumorales aux traitements par des iTKs et diminuerait ainsi l'efficacité thérapeutique de ces 

derniers. Par exemple, une mutation qui entraîne une signalisation aberrante d’un RTK à 

partir des endosomes peut échapper à l’inactivation du récepteur par des inhibiteurs. De 

même, dans certains cas, les cellules tumorales expriment des niveaux élevés de formes 

clivées intracellulaires ou même nucléaires d'un RTK particulier, engendrant une 

signalisation de résistance sous l’effet du stress induit par les iTKs. Ceci conduit à des 

changements de sensibilité aux thérapies ciblées disponibles (Scaltriti et al., 2007; Tomas et 

al., 2014). 

Par conséquent, la signalisation des RTKs n’est pas limitée à la membrane 

plasmique, mais elle peut se poursuivre de façon continue au niveau des plateformes de 

signalisation intracellulaires pour activer des voies de signalisation distinctes. Ce mécanisme 

est détaillé dans le chapitre II (voir II.4 pour consulter des explications sur la signalisation à 

partir des endosomes). 
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Chapitre II. Les récepteurs à domaine tyrosine kinase 

 

Au cours du développement, les mécanismes régissant la prolifération, l’organisation 

et le mouvement cellulaire sont parfaitement synchronisés de manière à assurer le maintien 

de l’homéostasie cellulaire. Les cellules et les tissus exercent un contrôle spatial étroit des 

RTKs exprimés, permettant la morphogenèse et la fonction des tissus, tout en empêchant 

les divisions et les migrations cellulaires aberrantes susceptible d’aboutir à la formation de 

tumeurs. L’analyse du rôle clé de la régulation du trafic intracellulaire des RTKs au cours du 

développement permet de constater qu’un dysfonctionnement au niveau de la machinerie de 

transport de ces récepteurs contribue potentiellement au développement du cancer, ce qui 

peut même affecter la sensibilité et la résistance de la tumeur aux inhibiteurs 

pharmacologiques. 

En 1962, le Dr Stanley Cohen a isolé et caractérisé une protéine provenant de la 

glande salivaire et induisant l'ouverture des yeux et l'éruption des dents chez les souris 

nouveau-nées (Cohen, 1962). Des expérimentations ultérieures ont démontré qu'elle pourrait 

stimuler la prolifération des cellules épithéliales, elle a donc été nommée le facteur de 

croissance épidermique (EGF) (Cohen, 1965). Dix ans plus tard, le Dr Graham Carpenter a 

identifié la présence du récepteur de liaison spécifique à l'EGF sur les cellules cibles, l’EGFR 

(Carpenter et al., 1975, 1978). Dans les années 1980, l'EGFR a été cloné, séquencé et 

ensuite reconnu comme un RTK (Ullrich et al., 1984). L'identification de l'EGFR en tant que 

RTK a contribué à des études pionnières permettant de faire évoluer notre compréhension 

de l'activation des RTKs (Riedel et al., 1986; Schlessinger, 1988) et des voies de 

signalisation en aval régulées par l’EGFR telles que les voies PI3K / AKT, Ras / Raf / Mek / 

ERK et PLCγ1 / PKC. Depuis la découverte de ce prototype des RTKs, de nombreux 

membres de cette famille de récepteurs de surface cellulaire sont apparus comme 

régulateurs clés des processus cellulaires critiques, tels que la prolifération, la 

différenciation, la survie cellulaire, le métabolisme, la migration cellulaire et le contrôle du 

cycle cellulaire (Blume-Jensen and Hunter, 2001; Ullrich and Schlessinger, 1990). L’Homme 

possède 58 RTKs connus, appartenant à 20 sous-familles (Figure 3).  

Tous les RTKs possèdent une architecture moléculaire similaire, avec des domaines 

de liaison de ligands dans leur partie extracellulaire, une seule hélice transmembranaire et 

une partie cytoplasmique contenant le domaine régulateur juxtamembranaire, le domaine 

tyrosine kinase et la queue carboxy-terminale (Lemmon and Schlessinger, 2010). La 

topologie globale des RTKs, leur mécanisme d'activation et les composants clés des voies 

de signalisation intracellulaire qu'ils déclenchent sont fortement conservés dans l’évolution. 

En outre, de nombreuses maladies résultent de changements génétiques ou d'anomalies qui 

altèrent l'activité, l'abondance, la distribution cellulaire ou la régulation des RTKs. Les 

mutations dans les RTKs et l'activation aberrante de leurs voies de signalisation 

intracellulaire sont directement associées au cancer, au diabète, à l'inflammation, aux 

troubles osseux sévères, à l'athérosclérose et à l'angiogenèse (Blume-Jensen and Hunter, 

2001; Lemmon and Schlessinger, 2010). Ces liens étroit avec divers mécanismes 

pathologiques ont favorisé le développement d’études visant à analyser les mécanismes 

d’activation de ces récepteurs et à plus long terme ont abouti au développement d'une 

nouvelle génération de médicaments qui bloquent ou atténuent l'activité des RTKs. 
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Figure 3 : les différentes sous-familles des RTKs. 

 

 

 

 

 

 

 

II.1. Les mécanismes d’activation des récepteurs à domaine tyrosine kinase 

 

En général, la liaison aux facteurs de croissance actifs induit la dimérisation et 
l’activation du RTK (Ullrich and Schlessinger, 1990). Cependant, il est important de noter 
qu'un sous-ensemble de RTKs forme des oligomères (homo- ou hétéro-dimères) même en 
l'absence de ligand. Par exemple, le récepteur de l’insuline et le récepteur de l’IGF-1 sont 
exprimés sur la surface de la cellule en tant que dimères liés par un pont disulfure de type αß 
2 en dehors de la stimulation par leurs ligands (Ward et al., 2007). La liaison de l'insuline ou 
de l'IGF-1 induit des changements structuraux dans ce dimère stimulant l'activité tyrosine 
kinase et la signalisation cellulaire. Certaines études ont suggéré que le facteur de 
croissance épidermique (EGF) se lie et active des oligomères préexistants de son récepteur 
(Clayton et al., 2005; Gadella and Jovin, 1995), mais la nature et la taille précises de ces 
oligomères n’ont pas été décrites. En outre, il est prouvé que l'activation de certains RTKs, 

Les RTKs contiennent 20 sous-familles, schématiquement présentées avec leurs 

membres listés sous chaque récepteur. Les domaines structuraux dans la partie 

extracellulaire sont marqués selon la clé de la figure. Les domaines intracellulaires sont 

représentés sous forme de rectangles rouges. D’après Lemmon and Schlessinger, 2010. 
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tels que Tie-2 (un récepteur de l'angiopoïétine) et des récepteurs Eph, peut nécessiter la 
formation de plus grands oligomères (Barton et al., 2006; Smith et al., 2004). L'activation du 
récepteur nécessite que le ligand lié stabilise une conformation spécifique entre des 
récepteurs dimériques ou oligomériques actifs. Un récepteur activé phosphoryle ensuite une 
ou plusieurs tyrosines dans le domaine cytoplasmique d’un RTK voisin et le récepteur 
phosphorylé sert alors de site d'assemblage et d'activation de protéines de signalisation 
intracellulaire (Ullrich and Schlessinger, 1990). D’une manière originale, une étude récente a 
démontré l’implication de la région transmenbranaire dans le rapprochement des régions 
juxtamembranaires intracellulaires induisant un changement conformationnel entrainant  
l'activation de l’EGFR. En effet, les données fonctionnelles ont prouvé que l'activation du 
récepteur nécessite une interaction N-terminale entre les hélices transmembranaires, 
favorisant une interaction antiparallèle entre les segments juxtamembranaires et la levée de 
l’inhibition exercée par la membrane plasmique (Endres et al., 2013) (Figure 4). Cependant, 
sans EGF et uniquement à haute densité membranaire, l’EGFR intact peut échapper à cette 
inhibition (Arkhipov et al., 2013; Endres et al., 2013). 

 

 

Figure 4 : représentation schématique de l’architecture d’activation de l’EGFR. 

Adapté d’Endres et al., 2013. 

 

II.2. Les voies de signalisation canoniques de l’EGFR 

 

L’EGFR, HER-1 chez l’humain, est également appelé ERBB-1 suite à la mise en 

évidence d’une forte homologie à la protéine rétrovirale v-ERBB du virus de l’érythroblastose 

aviaire qui induit la transformation oncogénique des cellules du poulet. Ses ligands connus 

comprennent l’EGF, le facteur de croissance transformant (TGF-α), l’amphiréguline, l’épigen 

(EPGN), la betacelluline (BTC), l’épiréguline (EREG) et l’EGF se liant à l’héparine (HB-EGF) 

(Yarden and Sliwkowski, 2001). L’EGF, l’amphiréguline et le TGF-α sont les 3 ligands 

spécifiques de l’EGFR. La liaison d’un ligand induit l’activation du récepteur engendrant ainsi 

une cascade de signalisation intracellulaire, permettant à la cellule d’avoir une réponse 

appropriée vis-à-vis des signaux extracellulaires. L'activation du récepteur conduit à la 

phosphorylation des résidus de tyrosine clés dans la partie COOH-terminal de l'EGFR et par 

conséquent, fournit des sites d’ancrage spécifiques pour des protéines adaptatrices 

cytoplasmiques contenant des domaines d’homologie de type 2 à la kinase Src (SH2) et de 

liaison à la phosphotyrosine (Hynes and Lane, 2005). Ces protéines se lient à des résidus 
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spécifiques de phosphotyrosine et initient la transduction du signal par l’intermédiaire de 

plusieurs voies (Figure 5). 

 

II.2.1. La voie Ras / Raf / MAPK 

 

C'est une voie d'une importance cruciale régulant la prolifération et la survie 

cellulaires. Suite à la phosphorylation de l'EGFR, le complexe formé par les protéines 

adaptatrices Grb-2 et Sos (son of sevenless) se lie directement, ou via la protéine 

adaptatrice Shc à des sites d'amarrage spécifiques sur le récepteur (Batzer et al., 1994; 

Lowenstein et al., 1992). Cette interaction induit à une modification conformationnelle de 

Sos, qui devient alors capable de recruter Ras-GDP et de déclencher un échange du GDP 

en GTP, ce qui conduit à l’activation de Ras. L’une des voies de survie engendrée par Ras-

GTPpasse à travers l’activation de Raf-1 qui, par étapes intermédiaires, phosphoryle ERK1/2 

(« extracellular signal regulated kinase 1 et 2 ») qui sont des protéines kinases activées par 

les mitogènes appartenant à la famille des MAPKs (Hallberg et al., 1994; Liebmann, 2001). 

Les MAPKs activés sont transloqués dans le noyau où ils phosphorylent des facteurs de 

transcription spécifiques impliqués dans la prolifération cellulaire (Gaestel, 2006; Hill and 

Treisman, 1995). 

 

II.2.2. La voie phosphatidylinositol 3-kinase / AKT 

 

Cette voie est impliquée dans la croissance cellulaire, la résistance à l'apoptose, 

l'invasion et la migration (Shaw and Cantley, 2006; Vivanco and Sawyers, 2002). La 

phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) est une enzyme dimérique composée d'une sous-unité 

régulatrice p85, responsable de l'ancrage aux sites d'amarrage spécifiques de l’EGFR et 

d'une sous-unité catalytique p110 qui génère le phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate 

(PIP3). Ce dernier recrute la « 3-phosphoinositide-dependent protein kinase 1 » (PDK-1) et 

Akt. PDK-1 est responsable de la phosphorylation et de l'activation de la protéine serine / 

thréonine kinase AKT (Vivanco and Sawyers, 2002). Le mécanisme d’activation de PI3K 

dépend de l’hétérodimérisation de l'EGFR avec HER-3. En effet, l’EGFR ne possède pas des 

sites d'ancrage directes pour la sous-unité p85, alors que ces sites sont abondants sur HER-

3 (Carpenter et al., 1993; Yarden and Sliwkowski, 2001). Néanmoins, la sous-unité p85 peut 

se lier à l’EGFR par l’intermédiaire de la protéine d'échafaudage Gab-1 (Mattoon et al., 

2004). 

 

II.2.3. La voie phospholipase Cγ 

 

La phospholipase Cγ interagit directement avec l'EGFR activé et hydrolyse le 

phosphatidylinositol-4,5-diphosphate (PIP2) pour donner l'inositol-1,4,5-triphosphate (IP3), 

important pour la libération de calcium intracellulaire et le 1,2-diacylglycérol (DAG), un 

cofacteur dans l'activation de la protéine kinase C (PKC) (Ji et al., 1999; Patterson et al., 
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2005). L'activation de PKC peut, à son tour, entraîner une activation de la voie des MAPKs et 

c-Jun (McClellan et al., 1999; Schönwasser et al., 1998). 

 

II.2.4. La voie des transducteurs de signal et activateurs de transcription 

 

Les transducteurs de signal et activateurs de transcription (STAT) interagissent avec 

les résidus de phosphotyrosine via leurs domaines SH2 lors de leur dimérisation, ils 

transloquent vers le noyau et stimulent l'expression de gènes cibles spécifiques (Haura et al., 

2005). L'activation constitutive des protéines STAT et en particulier STAT-3 a été trouvée 

dans de nombreux cancers primaires et lignées cellulaires tumorales (Bromberg, 2002). 

L'activité intensifiée des RTKs membranaires, tels que l’EGFR, favorise une activation 

constitutive de STAT-3, ce qui peut contribuer à l'oncogenèse ou à la progression tumorale 

(Bromberg, 2002). 

 

II.2.5. La voie de la kinase Src 

 

La kinase Src est l’archétype et fait partie d’une famille de protéines non-réceptrices à 

domaine tyrosine kinase codées par 9 gènes différents et dont les membres jouent un rôle 

essentiel dans la régulation de la prolifération cellulaire, de la migration, de l'adhésion, de 

l'angiogenèse et de la fonction immunitaire (Summy and Gallick, 2006; Yeatman, 2004). Src 

est une kinase cytosolique qui active une série de substrats, y compris les protéines kinases 

d'adhésion focale (FAK), PI3K et STAT (Summy and Gallick, 2006; Yeatman, 2004). Bien 

que Src puisse fonctionner de manière indépendante, elle coopère également avec d'autres 

transducteurs de signal suite à l’activation des RTKs. L'interaction entre l’EGFR et Src est 

complexe. D'une part, Src sert de transducteur de signal permettant de maintenir l'activation 

de l’EGFR. D'autre part, il est soupçonné d’être impliqué dans la résistance aux inhibiteurs 

de l’EGFR via une activation ou une association indépendante avec d'autres récepteurs 

(Jorissen et al., 2003; Leu and Maa, 2003). 

 

II.3. Les voies de signalisation non-canoniques de l’EGFR 

 

Plusieurs travaux ont souligné la fonction non-canonique de l’EGFR qui agit comme 

un facteur de transcription et un régulateur de la chromatine dans le noyau, régulant ainsi 

l'expression des gènes, la réplication de l'ADN ou encore la réparation des dommages à 

l'ADN (Tomas et al., 2014). En outre, l’EGFR peut même exercer son impact à l'extérieur de 

la cellule par la sécrétion de vésicules exosomales. Le concept émergeant des rôles non-

canoniques de la famille EGFR révèle un schéma étonnant et élaboré sur les fonctions 

moléculaires des RTKs membranaires, offrant de nouvelles idées sur la biologie de ces 

récepteurs ainsi que le développement de stratégies thérapeutiques complètes. 
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Figure 5 : les voies de signalisation de l’EGFR. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
  

L'activation de l'EGFR conduit à l'homodimérisation / hétérodimérisation, à la 

phosphorylation de résidus spécifiques de tyrosine et au recrutement de plusieurs 

protéines à la partie intracellulaire des récepteurs. La Phospholipase Cγ (rose) et les 

facteurs de transcription STAT (bleu) se lient directement au récepteur, alors que la voie 

de Ras / Raf / MAPK (orange) et PI3K (verte) nécessite plusieurs protéines adaptatrices 

spécifiques (jaune). En même temps, les récepteurs activés subissent une endocytose et 

suivent deux voies possibles: la dégradation lysosomale ou la translocation nucléaire 

médiée par l'importation du récepteur. Une fois dans le noyau, l'EGFR peut soit se 

comporter comme un cofacteur se liant à d'autres facteurs de transcription pour stimuler 

la transcription des gènes cibles (seul le gène codant pour la cycline D1 est présenté sur 

la figure). Les deux voies entraînent une activation nucléaire des gènes liés à la 

prolifération cellulaire, à la survie, à l'invasion et à la métastase. Les iTKs sont en 

concurrence sur le site de liaison de l’ATP dans le domaine kinase du récepteur. DAG, 

1,2-diacylglycérol; IP3, inositol-1,3,5-triphosphate; PLCγ, phospholipase Cγ; ERK-1, 

kinase-1 régulée par le signal extracellulaire; ERK-2, kinase-2 régulée par le signal 

extracellulaire; FAK, kinase d'adhésion focale; PKC, protéine kinase C. Adapté de Scaltriti 

and Baselga, 2006. 
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II.3.1. La signalisation nucléaire 

 

Les fonctions de l'EGFR nucléaire ont été largement étudiées et sont principalement 

liées à la régulation transcriptionnelle, la transduction de la signalisation kinase et 

l'interaction protéine–protéine (Figure 6). Ces différentes fonctions peuvent affecter une 

variété de fonctions physiologiques et pathologiques telles que la prolifération cellulaire, la 

progression tumorale, la réplication / synthèse de l'ADN, la réparation des dommages à 

l'ADN et la résistance thérapeutique. 

 

II.3.1.1. La régulation transcriptionnelle 

 

L'EGFR nucléaire possède une activité de transactivation intrinsèque au niveau de sa 

queue carboxy-terminale qui régule l’activité des promoteurs de gènes cibles codant pour la 

cycline D1 (Lin et al., 2001), iNOS (Lo et al., 2005), Aurora-A (Hung et al., 2008), la 

cyclooxygénase-2 (cox-2) (Lo et al., 2010), c–Myc (Jaganathan et al., 2011), B-Myb (Hanada 

et al., 2006), la thymidylate synthase (Kim et al., 2009), les protéines de résistance du 

cancer du sein (BCRP) (Huang et al., 2011) et STAT-1 (Han et al., 2013). Ces gènes cibles 

sont liés à la tumorigenèse, l'instabilité des chromosomes, la résistance thérapeutique ou 

l’inflammation. 

En 2001, l'EGFR nucléaire activé par l'EGF a d'abord été décrit comme un co-

activateur transcriptionnel qui se lie indirectement à une séquence de réponse riche en AT 

(ATRS) dans le promoteur du gène codant pour la cycline D1 pour stimuler son expression 

(Lin et al., 2001). En 2010, l'ARN hélicase A (RHA) a été identifié comme un partenaire de 

liaison à l’ADN de l'EGFR (Huo et al., 2010) en fonctionnant comme médiateur par sa liaison 

à l'ATRS. En outre, la mucine MUC-1 a également été associée à l'EGFR nucléaire pour 

stimuler l'expression du gène de la cycline D1 (Bitler et al., 2010). D'autre part, il a été 

prouvé que la protéine de leucémie promédélocytaire suppresseur de tumeur (PMLIV) 

interagit avec l'EGFR nucléaire et réprime l'activité transcriptionnelle du promoteur du gène 

de la cycline D1 en inhibant l'hyperacétylation d’histones dans son promoteur (Kuo et al., 

2013). En plus de la cycline D1, l'EGFR nucléaire activé induit l’expression d’autres gènes 

cibles, tels les gènes codant pour iNOS, Aurora-A, c-Myc et B-Myb à travers son association 

avec des facteurs de transcription, y compris les protéines STAT et E2F1 (Hung et al., 2008). 

Étant donné que l'EGFR ne contient pas de domaine de liaison à l'ADN, son association 

avec les facteurs de transcription semble être essentielle pour induire l’expression de chaque 

gène cible. Cependant, il n'est pas encore clair si des partenaires liés à l'ADN sont impliqués 

dans la transcription des gènes codant pour la thymidylate synthase et BCRP (Kim et al., 

2009). Par conséquent, d'autres facteurs de transcription restent à découvrir. 

 

II.3.1.2. L’interaction EGFR–protéines nucléaires 

 

Les dommages à l'ADN, telles que ceux induits par la radiothérapie ou le cisplatine, 

déclenchent la translocation nucléaire de l'EGFR et son interaction subséquente avec la 
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protéine kinase dépendante de l'ADN (DNAPK), une enzyme clé et requise pour la jonction 

d'extrémités non homologues d’ADN suite à une cassure double-brin (Dittmann et al., 2005; 

Hsu et al., 2009; Liccardi et al., 2011). En effet, cette interaction induit une surexpression de 

c-Myc conduisant ainsi à une survie cellulaire et une radiorésistance. Un mécanisme a été 

proposé dans lequel l'EGFR nucléaire inactive une protéine récemment identifiée comme 

partenaire nucléaire de l’EGFR, la polynucléotide phosphorylase (PNPase), à travers la 

phosphorylation de PNPase par DNAPK (PNPase possède une activité exoribonucléase 

responsable de la dégradation l'ARNm de c-Myc) (Yu et al., 2012). En outre, l’irradiation 

induit la phosphorylation de l'EGFR sur la thréonine 654, entraînant son transfert nucléaire et 

conférant une résistance à la radiothérapie (Dittmann et al., 2010). 

Dans le noyau, l’EGFR exerce également sa fonction kinase comme l'illustre la 

phosphorylation médiée par l'EGFR de l'antigène nucléaire cellulaire prolifératif lié à la 

chromatine (PCNA), entraînant une augmentation de sa stabilité et un maintien de ses 

fonctions, telles que la réplication la réparation des dommages à l’ADN (Wang et al., 2006a). 

En 2013, l’EGFR vIII (variant tronqué de l’EGFR constitutivement activé dont le domaine 

extracellulaire N-terminal de liaison au ligand est manquant) (Lammering et al., 2003) a été 

décrit comme un substrat de la phosphorylation catalysée par l’EGFR. Après translocation 

dans le noyau, l’EGFR vIII phosphorylé serait capable de former des complexes avec STAT-

3 induisant ainsi la phosphorylation de ce dernier, ce qui conduit à une progression maligne 

du glioblastome (GBM) (Fan et al., 2013). Différents types de modifications post-

traductionnelles des histones sont connus pour jouer des rôles fondamentaux dans la 

dynamique et les fonctions de la chromatine (Bannister and Kouzarides, 2011). Cependant, 

les stimuli qui régulent en amont ces fonctions importantes ne sont pas entièrement élucidés. 

D’une manière intéressante, l'EGFR nucléaire phosphoryle l'histone H4 au résidu tyrosine-72 

qui recrute des histone-méthyltransférases pour augmenter son taux de méthylation sur la 

Lysine K20. Cette étape constitue un événement clé dans la régulation de la synthèse de 

l'ADN et dans la réparation des cassures double-brins (Chou et al., 2014). 

Un autre mécanisme mettant en jeu l’EGFR nucléaire dans la régulation de la 

réponse aux dommages à l’ADN a été mis à jour. L’ATM est une protéine serine / thréonine 

kinase qui module la réponse aux dommages à l'ADN, en particulier les cassures double-

brins, en contrôlant l'arrêt du cycle cellulaire et l'apoptose (Shiloh and Ziv, 2013). Cependant, 

les stimuli régulant en amont l'activation de l’ATM restent mal connus. Récemment, un 

mécanisme novateur sous-jacent à la régulation de l’ATM permettant la résistance à la 

radiothérapie a été décrit. L’interaction de l’EGFR avec l’ATM au niveau du site de cassures 

double-brins suite à l’irradiation permet la phosphorylation d’ATM sur la tyrosine 370 (Y370) 

(Lee et al., 2015). L’EGFR peut également augmenter la phosphorylation de la protéine de 

maintenance du minichromosome 7 (MCM-7) via l’activation de la protéine tyrosine kinase 

non réceptrice Lyn (Huang et al., 2013). Ainsi, la signalisation de l’EGFR est 

fonctionnellement impliquée dans la régulation de l’initiation et l’élongation de la réplication 

de l'ADN, ce qui constitue une étape importante pour l'initiation de la prolifération cellulaire 

dans les cancers humains. Ces résultats ouvrent une nouvelle voie vers l'étude de la relation 

entre les RTKs et la structure chromatinienne. 
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Figure 6 : le réseau de signalisation nucléaire de l’EGFR. 

 

 

 

 

 

 

II.3.2. La signalisation exosomale 

 

L'EGFR sécrétée dans les exosomes peut exister sous sa forme totale ou la partie 

carboxy-terminale attachée à la membrane. La sécrétion des deux formes est renforcée suite 

à la stimulation des kératinocytes humains par l’EGF (Sanderson et al., 2008). Ces formes 

de l'EGFR sont détectées dans les cellules cancéreuses du pancréas alors que le domaine 

extracellulaire de l'EGFR existe sous une forme soluble dans le surnageant du milieu de 

culture (Adamczyk et al., 2011; Perez-Torres et al., 2008; Sanderson et al., 2008). 

 

II.3.2.1. La communication intercellulaire 

 

Les exosomes enrichis en EGFR sont sécrétés dans le microenvironnement tumoral 

et peuvent à leur tour être absorbés par les cellules endothéliales, ce qui conduit à une 

angiogenèse tumorale (Al-Nedawi et al., 2009). Le transfert intercellulaire de l’EGFR médié 

L'EGFR a systématiquement été détecté dans les noyaux des cellules cancéreuses des 

échantillons de tumeurs primaires et des tissus hautement prolifératifs. L'EGFR se lie à 

plusieurs facteurs de transcription pour réguler la transcription des gènes codant pour de 

la cycline D1, iNOS, B-Myb, Aurora Kinase A, COX-2, c-Myc et BCRP. De plus, il a été 

prouvé que l'EGFR phosphoryle et active à la fois PCNA et DNAPK dans le noyau. 

D’après Brand et al., 2011. 
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par les exosomes tumoraux déclenche l’angiogenèse par activation des voies des MAPKs et 

d’AKT, accompagné de la stimulation de l'expression du VEGF et de sa signalisation 

autocrine dans les cellules endothéliales (Al-Nedawi et al., 2009). D’une manière très 

intéressante, Wilson et ses collaborateurs ont démontré que dans les cellules du CBNPC 

humain A549, le mécanisme de libération d’exosomes est étroitement lié à une protéine de 

tri, la sortiline (également appelé récepteur 3 de la neurotensine [NTSR-3]) (Wilson et al., 

2014). En effet, cette sortiline occupe un rôle central en favorisant la formation d’un 

complexe formé par l’assemblage de la sortiline avec deux RTKs, le récepteur des 

neurotrophines TrkB (également connu sous le nom de NTRK-2) et l'EGFR. Ce complexe, 

nommé TES, exerce un contrôle sur les cellules endothéliales en activant l'angiogenèse 

suite au transfert d'exosomes. 

 

II.3.2.2. L’EGFR exosomal en tant que biomarqueur de diagnostic 

 

L'EGFR exosomal a été étudié dans différentes tumeurs malignes telles que le 

pancréas (Adamczyk et al., 2011; Arscott and Camphausen, 2011), le poumon (Park et al., 

2013; Wilson et al., 2014; Yamashita et al., 2013), la vessie (Welton et al., 2010) et le CCR 

(Choi et al., 2011; Demory Beckler et al., 2013). En effet, l’EGFR a été retrouvé dans cinq 

lignées cellulaires du cancer du pancréas humain grâce à l'analyse du sécrétome couplée à 

la spectrométrie de masse (Adamczyk et al., 2011). Les patients atteints de cancer du 

poumon présentent des taux supérieurs d'EGFR exosomal dans le plasma comparés aux 

sujets sains (Yamashita et al., 2013). En plus de la circulation sanguine, les exosomes 

dérivés des effusions pleurales du cancer du poumon humain sont très enrichis en EGFR 

(Park et al., 2013). En outre, des ligands de l'EGFR, tels que l'amphiréguline, le TGF-α et le 

HB-EGF sont également présents dans les exosomes tumoraux et sont corrélés à une 

invasion accrue des cellules tumorales (Higginbotham et al., 2011). Ces résultats mettent 

l’accent sur l’intérêt de prendre en considération l'EGFR exosomal en tant que biomarqueur 

de diagnostic en oncologie. L’endocytose de l’EGFR et la maturation endosomale 

subséquente est à l’origine de la biogenèse des exosomes. Ce processus est soumis à une 

régulation spatiale étroite médiée par des facteurs contrôlant à la fois l’internalisation et 

l’adressage de l’EGFR dans différents compartiments intracellulaires. Une dérégulation du 

trafic intracellulaire de l’EGFR peut affecter son relargage dans le microenvironnement 

tumoral et influencer la durée et l’ampleur de sa signalisation. 

 

II.4. L’influence de l’épissage alternatif de l’EGFR sur sa signalisation 

 

L’EGFR contient 30 exons (Figure 7) et l’épissage alternatif du messager génère 8 

variants (Abou-Fayçal et al., 2017). Ces derniers codent pour des isoformes solubles de 

l’EGFR (sEGFRv2, sEGFRv3 et sEGFRv4) ou des isoformes non-solubles (mLEEK, 

EGFRvA, EGFRvIII, EGFRvIVa, et EGFRvIVb). En plus de l’épissage alternatif, le clivage 

enzymatique est un mécanisme décrit dans la biogenèse des isoformes solubles de l’EGFR 

(Perez-Torres et al., 2008; Sanderson et al., 2008). Les isoformes sEGFRs ont été détectées 

dans de nombreux tissus sains notamment la sEGFRv2 qui est fortement exprimée dans le 

placenta, ce qui suggère un rôle de cette isoforme dans ce tissus (Armant et al., 2015; Ilekis 
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et al., 1995). Dans plusieurs cancers, tels que le cancer de l’ovaire, du sein et le CBNPC, les 

isoformes solubles de l’EGFR sont exprimées à l’intérieur de la tumeur ainsi que dans le 

sérum des patients (Abou-Fayçal et al., 2017; Lemos-González et al., 2007; Maramotti et al., 

2016). Etant donné qu’elles ne contiennent que le domaine extracellulaire, l’expression des 

isoformes solubles ralentit la croissance et la progression tumorale des cellules de 

méningiome (Guillaudeau et al., 2012). Dans le CBNPC et les cancers des voies aéro-

digestives supérieures, l’expression des isoformes solubles est inhibée par rapport à des 

sujets sains, ce qui suggère qu’elles représentent potentiellement un biomarqueur dans la 

détection précoce de ces tumeurs (Lemos-González et al., 2007). Contrairement aux 

variants sEGFRs, l’EGFRvIII représente le variant le plus commun de l’EGFR auquel 

manquent les exons 2-7 du domaine extracellulaire. Par conséquent, l’EGFRvIII ne peut pas 

lier son ligand (Nagane et al., 1996). Néanmoins, ce récepteur est constitutivement 

phosphorylé et induit de multiples voies de signalisation à travers une dimérisation basale lui 

conférant un fort potentiel oncogénique (Huang et al., 2009; Nagane et al., 1996). L’EGFRvIII 

est souvent co-exprimé avec la forme sauvage notamment dans les tumeurs avec une 

amplification de l’EGFR telles que le GBM, le cancer du sein et le cancer bronchique (Abou-

Fayçal et al., 2017; Ekstrand et al., 1991; Moscatello et al., 1995). Dans ces modèles, 

l’expression de l’EGFRvIII est associée à une agressivité tumorale accrue et a un mauvais 

pronostic. Les variants EGFRvIV a et b présentent une délétion immédiatement en aval du 

domaine tyrosine kinase, ce qui leur confère une stabilité supérieure, ainsi qu’une 

dimérisation basale accrue avec l’activation des voies de signalisation distinctes (Abou-

Fayçal et al., 2017; Ekstrand et al., 1992). Ces variants n’ont été détectés que dans le GBM 

et la littérature ne présente pas de données concernant leur potentiel oncogénique dans 

d’autres modèles (Abou-Fayçal et al., 2017; Pines et al., 2010). L’EGFRvA est caractérisé 

par une substitution de l’exon 28 par une séquence riche en sérine/thréonine dans la queue 

c-terminale (Zhou et al., 2013). Ce variant est également détecté dans le GBM et code pour 

un récepteur plus stable suite à une diminution de son interaction avec la ligase Cbl (Song et 

al., 2016). L’EGFRvA stimule la migration et l’invasion des cellules cancéreuses via 

l’activation de STAT3 (Zhou et al., 2013). Récemment, un nouveau transcrit d’épissage 

alternatif de l’EGFR a été décrit, le variant mLEEK (Piccione et al., 2012). L’isoforme mLEEK 

perd le domaine extracellulaire, transmembranaire et le site de liaison à l’ATP dans le 

domaine tyrosine kinase. Elle est exprimée dans de nombreux tissus sains et surexprimée 

dans plusieurs cancers tels que le cancer de l’ovaire et du poumon. D’une manière 

intéressante, l’isoforme mLEEK est localisée dans le noyau où elle régule l’expression des 

gènes impliqués dans la réponse aux facteurs de stress cellulaire (Piccione et al., 2012). 
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Figure 7 : représentation schématique de la structure de l’EGFR. Le domaine tyrosine 

kinase est en vert. 

Adapté de (Abou-Fayçal et al., 2017). 

 

 

 

II.5. La régulation spatiale de l’EGFR 

 

L’EGFR activé engendre une signalisation principalement à partir de la membrane 

plasmique (Brankatschk et al., 2012; Sousa et al., 2012). L’endocytose du récepteur  

déclenche le processus d’atténuation du signal. Cependant, l'internalisation de l'EGFR activé 

peut engendrer des voies de signalisation spécifiques à partir des compartiments 

intracellulaires. De ce fait, le trafic endocytaire de l’EGFR joue un double-rôle dans le 

rétrocontrôle de la signalisation de ce récepteur (Vieira et al., 1996). 
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II.5.1. L’endocytose dépendante de la clathrine 

 

La clathrine est composé de 3 chaînes lourdes et légères. Son domaine N-terminal 

structuré en hélice β permet de médier l’interaction avec ses partenaires d’interaction. D'un 

point de vue structural, lorsque la clathrine s’auto-polymérise, ces hélices sont repliées sous 

la cage qui entoure la vésicule endocytée (Figure 8a) (Marsh and McMahon, 1999). 

L'endocytose médiée par la clathrine est responsable de l'internalisation des nutriments, des 

agents pathogènes, des antigènes, des facteurs de croissance et des récepteurs. Elle 

représente le mécanisme le mieux caractérisé de l'entrée des molécules dans la cellule. Ce 

mécanisme est visible en microscopie électronique (Figure 9a). Les complexes adaptateurs 

sont des composants clés de cette voie et interragisent directement avec la clathrine elle-

même ou avec d'autres protéines régulatrices ou encore avec le contenu des cages de 

clathrines pour stimuler la formation du manteau de clathrine enrobant la vésicule 

internalisée (Le Roy and Wrana, 2005). La dynamine est une GTPase multidomaine qui est 

recrutée au niveau des zones de repliment de la membrane. Elle s’assemble en spirale ou 

collier pour induire la dissociation de la membrane et la libération des vésicules internalisée 

(Figure 9b) (Antonny et al., 2016). Par la suite, une réaction de dissociation permet de 

recycler les constituants du manteau de clathrine qui seront utilisés dans une endocytose 

ultérieure. 

 

II.5.1.1. Le complexe de protéines adaptatrices AP-2 

 

Le complexe de protéines adaptatrices AP-2 est l'adaptateur majeur de la clathrine à 

la membrane plasmique. Il est le mieux caractérisé de tous les complexes adaptateurs AP. A 

l’image des autres complexes AP, AP-2 est un hétérotétramère constitué de deux grandes 

sous-unités α et β2, une sous-unité moyenne μ2 et une petite sous-unité σ2. Les domaines 

N-terminaux de α et β2, conjointement avec μ2 et σ2, sont assemblés en un noyau ou une 

tête. Les domaines C-terminaux de α et β2 forment l’appendice du complexe et sont reliés au 

noyau par des régions charnières souples (Owen et al., 2004) (Figure 8b). Les domaines C-

terminaux des sous-unités α et β2 interagissent avec d'autres protéines impliquées dans 

l'endocytose médiée par la clathrine et forment un réseau interconnecté. Le domaine N-

terminal de la sous-unité α se lie aux phospholipides et est ainsi impliqué dans le 

recrutement d'AP-2 à la membrane plasmique. La sous-unité μ2 possède également le site 

de liaison aux phospholipides et elle interagit en plus avec le signal d'internalisation YXXZ 

(tyrosine-X-X-résidu hydrophobe) qui se trouve dans les protéines de cargaison (Owen et al., 

2004). L'implication du complexe AP-2 dans l'endocytose de l’EGFR a fait l'objet d'un débat 

suite à des études contradictoires sur les effets de l'extinction des sous unités de ce 

complexe sur l'endocytose de l’EGFR (Motley et al., 2003; Rappoport and Simon, 2009). 

L’EGFR interagit avec la sous-unité μ2 de l'AP-2 (Huang et al., 2003). En revanche, la 

stimulation à l'EGF induit la phosphorylation des résidus tyrosine de la sous-unité β2 d’AP-2 

d’une manière dépendante du motif dileucine dans la queue carboxy-terminale de l'EGFR 

(Huang et al., 2003). Cependant, la mutation de ce motif n’affecte pas l'endocytose de 

l’EGFR, mais perturbe l’adressage du récepteur vers la voie de dégradation. Ceci suggère 

que le motif dileucine de l’EGFR ou la phosphorylation de la sous-unité β2 du complexe AP-

2 facilite le recrutement des protéines de tri en aval. Ces études suggèrent que bien que 
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l'AP-2 ne soit pas absolument nécessaire à l'endocytose de l'EGFR médiée par la clathrine, 

son interaction avec l'EGFR et son rôle dans le recrutement d'autres composants de la 

machinerie endocytaire peuvent faciliter l’internalisation et l’engagement du récepteur dans 

cette voie. 

 

 

Figure 8 : représentation schématique des principaux domaines de la clathrine et du 

complexe AP-2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

(a) Une triscèle de clathrine composée de trois chaînes lourdes et légères. La clathrine 

interagit avec ses ligands via son domaine N-terminal sous forme d'hélice β. Lorsque la 

clathrine s'auto-polymérise dans une cage (panneau droit), ces hélices sont repliées sous 

la cage de formation. (b) Le complexe de protéines adaptatrices majeur est le complexe 

AP-2. Ceci est composé de quatre sous-unités (α, β2, µ2 et σ2). La cargaison interagit 

principalement avec la sous-unité µ2 (en rouge), tandis que les domaines d'appendice 

(orange et vert) sont responsables de la liaison à d’autres protéines régulatrices (quatre 

domaines d’interactions sont mis en évidence par des lignes pointillées). Le panneau de 

droite montre une représentation d'un cadre de membrane plasmique contenant la 

cargaison et logeant un complexe AP-2 étroitement emballé, générant une surface 

d'interaction protéique dense.  
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Figure 9 : l’endocytose médiée par la clathrine. 

 

 

 

 

 

 

 

II.5.1.2. Grb-2 et l’ubiquitination de l’EGFR  

 

Une autre protéine adaptatrice de liaison à l'EGFR est la protéine 2 liée au récepteur 

des facteurs de croissance (Grb-2) (Figure 10). Cette protéine lie l'EGFR activé par son 

(a) Le bourgeonnement d’une vésicule suite à l’invagination de la membrane et la 

polymérisation de la clathrine. Adapté de (Perry and Gilbert, 1979). (b) L’assemblage des 

protéines adaptatrices avec la clathrine induit l’invagination et le bourgeonnement de la 

vésicule contenant la cargaison. La dynamine s’assemble au niveau de la zone 

d’invagination membranaire et provoque la fission de la membrane. Un dévêtement 

ultérieur de la vésicule endocytée permet une nouvelle utilisation des composants de la 

machinerie d’endocytose. Adapté de Conner and Schmid, 2003. 

Les AP-2 sont stabilisés par des protéines de regroupement telles que le substrat de 

l’EGFR, Eps-15. Adapté de Schmid and McMahon, 2007. 
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domaine SH2 (Batzer et al., 1994). Cette interaction aboutit à des effets opposés sur la 

signalisation. En effet, Grb-2 recrute l'ubiquitine ligase E3 (Cbl), entraînant une ubiquitination 

mono- et polymérique sur les résidus lysine dans le domaine catalytique de l'EGFR (Huang 

et al., 2006), ce qui aboutit à une régulation négative à travers l’initiation de l’adressage du 

récepteur vers la voie de dégradation. En revanche, les domaines SH3 de Grb-2 

interagissent avec la protéine adaptatrice Sos, un facteur d'échange du nucléotide GTP de la 

protéine Ras (Chardin et al., 1993). L’interaction Sos–Ras induit l’activation de Ras et par 

conséquent l'initiation de la cascade de signalisation Raf / MAPK (voir II.2.1 pour consulter 

des explications sur cette voie de signalisation), ainsi que l'activation de PI3K. L'interaction 

de Grb-2 avec sa protéine associée Gab-1 induit également l'activation de PI3K (Mattoon et 

al., 2004). En effet, Gab-1 interagit avec la sous-unité P85 de PI3K. L’activation de PI3K et la 

production conséquente de PIP3 induit un enrichissement de Gab-1 à la membrane 

plasmique suite à l’interaction du domaine PH de Gab-1 avec l’PIP3. A la membrane, 

l'interaction directe Gab1–EGFR potentialise la voie des MAPKs, illustrant ainsi une boucle 

positive de signalisation suite à la stimulation par l’EGF (Rodrigues et al., 2000). 

L'ubiquitination de l'EGFR est reconnue par des protéines liées au manteau de 

clathrine, y compris les protéines d’interaction avec l'AP-2, l’Epsine-1 et l’Eps-15 (Figure 10). 

Bien que l'ubiquitination soit connue pour faciliter le recrutement de l’EGFR activé dans les 

puits recouverts de clathrine et ainsi promouvoir son endocytose (Bertelsen et al., 2011; 

Madshus and Stang, 2009), un EGFR muté et dépourvu de 15 résidus de lysine dans son 

domaine kinase demeure normalement internalisé (Huang et al., 2007). En plus, l’extinction 

d'Epsine-1 ou d’Eps-15 n’affecte pas l’internalisation de l’EGFR suite à la stimulation par 

l’EGF (Chen and Zhuang, 2008; Huang et al., 2004) sauf dans une seule étude qui a signalé 

une diminution de l'internalisation de l’EGFR en raison de l’extinction d’Epsine-1 (Kazazic et 

al., 2009). L'étendue de la contribution de l'ubiquitination et des effecteurs dépendants de 

l'ubiquitination (e.g. Epsine-1 et Eps-15) à l'internalisation de l'EGFR peut dépendre du type 

de cellule et des conditions physiologiques. D’une manière intéressante, la mutation de 21 

résidus de lysine, dont trois pouvant être acétylés, entraîne une diminution de l'internalisation 

du récepteur (Goh et al., 2010), ce qui suggère que l'acétylation pourrait être nécessaire 

pour la dimérisation et l’endocytose de l’EGFR (Yuan et al., 2005). En conclusion, les 

mécanismes de régulation de l’endocytose de l’EGFR demeurent incomplètement élucidés, 

notamment en ce qui concerne le rôle d’Epsine-1. Ce processus est complexe et implique 

une combinaison de nombreux facteurs fonctionnant à la fois de façon redondante et 

coopérative. 



 

Hussein AL-AKHRASS | Thèse de doctorat | Université de Limoges |  50 

 

 

Figure 10 : un modèle illustrant les événements requis pour le recrutement de l’EGFR 

dans des fosses enduites de clathrine. 

 

 

 

 

 

 

II.5.2. L’endocytose indépendante de la clathrine 

 

L’endocytose dépendante de la clathrine offre une voie d'internalisation rapide. 

Cependant, des mécanismes plus lents et indépendants de la clathrine ont également été 

décrits. La concentration du ligand est importante pour diriger le passage du récepteur à 

travers la voie endocytaire. En effet, des concentrations élevées d’EGF (20 ng / mL) favorise 

l'endocytose indépendante de la clathrine (Sigismund et al., 2008), mais de manière 

dépendante d'Epsine-1 et d’Eps-15 (Sigismund et al., 2005), probablement en raison de la 

saturation de la voie médiée par la clathrine. Néanmoins, des études ont démontré que 

l’extinction de la clathrine inhibe l’endocytose de l’EGFR indépendamment de la 

concentration du ligand (Henriksen et al., 2013; Kazazic et al., 2006). Plus récemment, une 

étude a démontré la corrélation entre l’endocytose indépendante de la clathrine et le taux 

d’ubiquitination de l’EGFR par Grb-2 et Cbl, bien que le lien mécanistique entre ces deux 

processus demeure à élucider (Sigismund et al., 2013). La nature même du ligand est 

importante et peut influencer le mécanisme d’endocytose. L'activation du récepteur par l’EGF 

ou le TGF-α entraîne uniquement une endocytose dépendante de la clathrine, tandis que le 

HB-EGF et la BTC stimulent l’internalisation par les deux voies (Henriksen et al., 2013). 

La liaison du ligand à l'EGFR induit la dimérisation et l’activation des récepteurs 

permettant à Cbl de se lier directement ou indirectement par Grb-2. Le recrutement de 

Cbl entraîne une mono- et une polyubiquitination de la queue c-terminale de l'EGFR. Les 

chaînes poly-ubiquitines interagissent avec l’Epsine-1 et l’Eps-15. La membrane revêtue 

de clathrine invagine ensuite et est libérée dans l'intérieur de la cellule. D’après Madshus 

and Stang, 2009. 
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Plusieurs exemples illustrent l’endocytose indépendante de la clathrine. Ils incluent 

l'absorption par la cavéoline (Anderson, 1998) ou par macropinocytose en réponse à la 

stimulation par l'EGF dans la lignée A431 (West et al., 1989). Ainsi, un nombre croissant de 

preuves soutient l’existence d'un mécanisme d’internalisation de l'EGFR indépendant de la 

clathrine et qui pourrait être dû à une saturation de la clathrine à la membrane ou à la 

réponse cellulaire à un ligand puissant. Ce mécanisme maintiendrait l'homéostasie du signal 

en ciblant le récepteur vers la voie de dégradation (Mayor et al., 2014; West et al., 1989). 

 

II.5.3. Le tri post-endocytaire de l’EGFR 

 

Deux voies majeures existent pour le trafic de l’EGFR depuis les endosomes 

précoces : (i) la voie de recyclage vers la surface de la cellule, (ii) la voie de dégradation 

lysosomale. Un équilibre délicat entre ces deux voies maintient la balance entre une 

signalisation soutenue à la fois dans les endosomes et à la membrane plasmique ou 

l'atténuation du signal grâce à la voie de la dégradation. En outre, la sous-compartimentation 

de la signalisation se produit au sein de la voie endocytaire. Une sous-population des 

endosomes précoces exprime la protéine adaptatrice APPL-1 qui interagit avec AKT et 

soutient ainsi sa signalisation (Schenck et al., 2008). De plus, le complexe constitué de 

protéines d’échafaudage composé de LAMTOR-1, -2 et -3 interagit avec ERK-1 pour 

maintenir une signalisation MAPK continue et dépendante de l'EGF à partir des endosomes 

tardifs et du lysosome, favorisant ainsi la prolifération cellulaire in vivo (de Araújo et al., 

2013). 

 

II.5.3.1. L’adressage vers le corps multivésiculé et les complexes ESCRT (complexe de 

tri endosomal requis pour le transport) 

 

L'ubiquitination du récepteur est cruciale pour trier l'EGFR activé dans les endosomes 

(Eden et al., 2012). Les complexes ESCRT chargent le récepteur ubiquitinylé dans des 

vésicules intraluminales pendant la maturation des endosomes, ce qui permet de l’adresser 

vers la dégradation lysosomale. Les récepteurs ubiquitinylés sont reconnus par des 

protéines omniprésentes contenant un domaine d’interaction avec l'ubiquitine, ainsi que par 

les facteur d'échange Rab-5, Rabex-5 (Penengo et al., 2006), le substrat de tyrosine kinase 

régulé par le facteur de croissance des hépatocytes (Hrs) (un composant du complexe 

ESCRT-0) et la protéine du gène de susceptibilité tumorale 101 (Tsg-101) (un composant du 

complexe ESCRT-I). En effet, l'ubiquitination de l’EGFR est nécessaire pour son interaction 

avec Hrs et son adressage lysosomal (Eden et al., 2012). L'interaction de Hrs avec Tsg-101 

favorise le recrutement des complexes ESCRT, avec une scission dépendante d’ESCRT-III 

complétant la biogenèse des vésicules intraluminales (Schöneberg et al., 2017) (Figure 11). 

Avant le chargement de l’EGFR dans ces vésicules, l'ubiquitine est éliminée par des 

enzymes déubiquitinylantes et est recyclée pour maintenir le pool d'ubiquitine libre. Un 

moyen supplémentaire de régulation négative du signal est la déphosphorylation directe de 

l’EGFR par des phosphatases (Eden et al., 2010; Tiganis, 2002). La fusion du corps 

multivésiculé avec le lysosome entraîne la dégradation du récepteur (Ganley et al., 2011; 

Vanlandingham and Ceresa, 2009). Cependant, les vésicules intraluminales peuvent aussi 



 

Hussein AL-AKHRASS | Thèse de doctorat | Université de Limoges |  52 

 

être sécrétées à l’extérieur de la cellule suite à la fusion du corps multivésiculé avec la 

membrane plasmique (Colombo et al., 2014). Par conséquent, la biogenèse du corps 

multivésiculé peut contribuer à la biogenèse et la sécrétion d’exosomes dans la matrice 

extracellulaire. 

 

Figure 11 : le tri d’un RTK au sein de la voie endocytaire implique des protéines 

contenant un domaine d’interaction avec l’ubiquitine. 

 

 

 

 

 

 

 

 

II.5.3.2. Le recyclage de l’EGFR 

 

L'importance de l'ubiquitinylation dans la dégradation de l’EGFR activé est largement 

décrite dans la littérature. Des mutants de l’EGFR ne pouvant pas être ubiquitinylés 

échappent à la voie de dégradation et sont plutôt recyclés à la membrane plasmique (Eden 

et al., 2012). Ainsi, le recyclage pourrait servir de voie de défaut. Cependant, l'identification 

de plusieurs effecteurs du recyclage de l'EGFR suggère un processus actif et régulé. La 

famille des Rab GTPases compte plus que 60 petites protéines jouant un rôle clé dans la 

régulation du trafic post-membranaire (Pylypenko and Goud, 2012). Le recyclage de l’EGFR 

peut se produire soit directement à partir des endosomes précoces à travers la voie régulée 

par Rab-4 et Rab-35, soit à partir du compartiment de recyclage endocytaire (ERC) par une 

voie dépendante de Rab-11 (Figure 12). L’ERC étant une série de membranes tubulaires et 

vésiculaires réparties dans des régions périnucléaires et régulant le recyclage vers la 

Suite à l’activation par un ligand, le RTK est ubiquitinylé par Cbl. Les protéines contenant 

un domaine d’interaction avec l’ubiquitine agissent comme des liens entre les récepteurs, 

l’AP-2 et la clathrine. Pendant la maturation endocytaire, la machinerie ESCRT prend en 

charge les récepteurs ubiquitinylés, ce qui conduit à leur inclusion dans des vésicules 

intraluminales créant ainsi le corps multivésiculé destiné à fusionner avec le lysosome. 

L’amorçage de l’inclusion des récepteurs dans les vésicules intraluminales se fait par 

l’intermédiaire des composants Hrs et STAM du complexe ESCRT-0. D’après Clague et 

al., 2012. 
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membrane plasmique (Xie et al., 2016). Un autre exemple permettant d’illustrer le recyclage 

de l’EGFR à partir de l’ERC est celui du ligand de la cyclophiline modulant le calcium 

(CAML) qui interagit avec le domaine kinase de l'EGFR favorisant le recyclage du récepteur 

suite à l’activation par l'EGF. Ce recyclage se déroule potentiellement à partir de l’ERC et il 

joue un rôle dans la signalisation prolongée de l’EGFR suite à la stimulation par un ligand 

(Tran et al., 2003). L’Eps-15S, une isoforme courte d’Eps-15, cible l'EGFR endocyté vers le 

recyclage à partir de l’ERC et d’une manière dépendante de Rab-11 (Chi et al., 2011). En 

outre, la protéine adaptatrice Odine, un substrat de la kinase Src (Emaduddin et al., 2008), 

favorise le recyclage des récepteurs stimulés par l'EGF (Tong et al., 2013). Bien que le 

mécanisme de recyclage soit corrélé avec une signalisation prolongée, Odine a également 

été décrite comme un régulateur négatif de la signalisation de l’EGFR (Pandey et al., 2002). 

Le ligand peut également diriger le trafic de l’EGFR en fonction de la stabilité de l’interaction 

ligand–récepteur de façon dépendante du pH (French et al., 1995). Par exemple, la liaison 

de l’EGF est stable au pH réduit des endosomes, ce qui permet de cibler la voie de la 

dégradation. En revanche, le TGF-α se dissocie au pH endosomal. La déubiquitinylation qui 

en résulte lors de cette dissociation permet au récepteur d'échapper à l’adressage lysosomal 

et d'être recyclé à la membrane plasmique, en accord avec les effets mitogènes accrus du 

TGF-α (Roepstorff et al., 2009). En outre, les partenaires de dimérisation de l’EGFR peuvent 

dicter son destin. En plus de former des homodimères, l’EGFR peut former des 

hétérodimères avec d'autres membres de la famille EGFR. Alors que les homodimères de 

l'EGFR sont triés pour la dégradation, les hétérodimères ne recrutent pas Cbl, évitant ainsi la 

dégradation et sont plutôt recyclés. Par exemple, les hétérodimères EGFR / ERBB-2, qui 

sont surexprimés dans de nombreuses tumeurs humaines, sont internalisés à un rythme plus 

lent, avec un recyclage accru à la surface de la cellule (Peschard and Park, 2003). 

 

 

Figure 12 : l’itinéraire des récepteurs entrant dans la cellule par endocytose 

dépendante (récepteur bleu) ou indépendante (récepteur rouge) de la clathrine. 
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II.5.3.3. Des voies alternatives d’adressage intracellulaire de l’EGFR 

 

Le tri de l'EGFR activé pour la dégradation lysosomale (et donc l'atténuation du 

signal) ou le recyclage vers la membrane plasmique (i.e. signalisation prolongée) est 

fondamental pour la régulation de la signalisation de l’EGFR. Cependant, des tris alternatifs 

de l’EGFR activé émergent, notamment ceux concernant son trafic vers le noyau et la 

mitochondrie. L'EGFR possède une séquence de localisation nucléaire dans son domaine 

juxtamembranaire qui interagit avec l’importine-β (Wang et al., 2010). Cependant, il existe un 

large éventail de publications qui analysent le trafic de l’EGFR sans aborder le transport 

nucléaire. Ainsi, les mécanismes exacts régissant sa translocation nucléaire restent 

controversés (voir II.3.1 pour consulter des explications sur la signalisation nucléaire de 

l’EGFR). Le transport de l'EGFR aux mitochondries est un mécanisme à la fois constitutif et 

en réponse à une gamme de stimuli tels que la stimulation par un ligand. L'EGFR 

mitochondrial phosphoryle la sous-unité II de la cytochrome c oxydase (CoxII), impliquée 

dans l’initiation de l'apoptose, ce qui réduit son activité (Demory et al., 2009). Par 

conséquent, un rôle de l’EGFR mitochondrial dans l’échappement thérapeutique a été 

suggéré (Cao et al., 2011). Cependant, le mécanisme de la translocation et la fonction 

mitochondriale de l’EGFR reste à élucider. 

 

II.6. La dérégulation du trafic de l’EGFR dans le cancer 

 

L'expression anormale et la dérégulation du trafic intracellulaire de l’EGFR jouent des 

rôles importants dans l'oncogenèse. Les dérégulations du trafic résultent en un défaut de 

localisation et par conséquent un échappement du récepteur à la dégradation, ce qui conduit 

à une signalisation proliférative soutenue (Roepstorff et al., 2008; Sorkin and von Zastrow, 

2009). Différents mécanismes par lesquels les modulations du trafic et de la fonction de 

l'EGFR conduisent potentiellement à une progression tumorale ou modifient la réponse aux 

molécules anti-cancéreuses. 

 

II.6.1. Les effets des inducteurs de stress cellulaire sur le trafic de l’EGFR 

 

Le trafic entre l'endosome précoce, le compartiment de recyclage endocytaire (ERC) et 

l'endosome de recyclage est présenté. Rab-5 et l'antigène 1 de l’endosome précoce 

(EEA-1) jouent un rôle clé dans la génération et la maintenance de des endosomes 

précoces. Certaines cargaisons sont sélectionnées dans l'endosome précoce par les 

complexes ESCRT pour entrer dans la voie du corps multivesiculé et être transportées 

vers des endosomes tardifs (flèche pointillée). Les cargaisons de l’endocytose 

dépendante de la clathrine peuvent être recyclées vers la surface de la cellule grâce à 

une voie de recyclage rapide nécessitant Rab-4 et Rab-35. Les deux types de cargaison 

peuvent passer de l'endosome précoce à l'ERC par un procédé qui nécessite le tri par 

des protéines diverses. De l'ERC, le recyclage des deux types de cargaison nécessite 

Rab-11. D’après Grant and Donaldson, 2009. 
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Les inducteurs de stress cellulaire, y compris l'irradiation UV, l'antibiotique 

anisomycine, le cisplatine et le facteur de nécrose tumorale alpha (TNF-α), ont tous été 

trouvés pour induire une internalisation de l'EGFR indépendante du ligand (Figure 13). Tous 

ces inducteurs déclenchent une activation de la p38 MAPK qui est requises pour 

l'internalisation de l'EGFR dans ces conditions. Le stimulus le mieux caractérisé est 

l'irradiation UV (Tomas et al., 2014). 

L'irradiation UV induit une internalisation rapide de l’EGFR médiée par la clathrine et 

indépendante du ligand (Tomas et al., 2015; Zwang and Yarden, 2006). Contrairement à 

l’EGFR, le trafic d'autres récepteurs incluant c-Met, le récepteur de l'insuline et le récepteur 

de la transferrine n’est pas affecté par l'irradiation UV (Tomas et al., 2015; Zwang and 

Yarden, 2006). Alors que l'internalisation de l'EGFR activé dépend de son activité tyrosine 

kinase et nécessite une autophosphorylation de multiples résidus tyrosines, l'internalisation 

induite par les UV est indépendante de cette activité (Oksvold et al., 2002). Au lieu de cela, 

elle nécessite une phosphorylation des résidus de serine et de thréonine dans la queue 

carboxy-terminale cytoplasmique de l’EGFR (Oksvold et al., 2004), ainsi que l'activation 

continue de p38 MAPK (Zwang and Yarden, 2006). Contrairement à l'EGF qui stimule la 

dégradation de l'EGFR, les UV induisent une accumulation stable du récepteur ou un arrêt 

de la maturation endosomale (Oksvold et al., 2002). Bien que la dégradation de l'EGFR soit 

observée après une exposition UV à long terme, cela peut refléter un clivage non spécifique 

par les caspases suite au déclenchement de l'apoptose plutôt que par le tri de l’EGFR vers la 

dégradation lysosomale (He et al., 2003). 

L’anisomycine est un antibiotique qui induit également une internalisation de l’EGFR 

médiée par p38 MAPK et indépendante de son activité tyrosine kinase (Vergarajauregui et 

al., 2006). Suite au traitement à l’anisomycine, l'EGFR est phosphorylé sur la Ser 1039 et la 

Thr 1041, ainsi que d'autres résidus Ser / Thr en aval de p38 MAPK. Ces résidus sont 

phosphorylés mais à des niveaux très faibles en réponse à l’EGF (Tong et al., 2009, 2014). 

Les variations du niveau de phosphorylation de l’EGFR sont en relation avec des voies de 

trafic intracellulaires distinctes du récepteur et constituent une nouvelle piste afin d’étudier le 

trafic de l'EGFR dans le futur. De manière surprenante, bien que la réponse globale de 

l'EGFR à l'anisomycine et aux UV semble similaire, l'anisomycine déclenche une 

dégradation rapide de l'EGFR par l'intermédiaire de mécanismes d’ubiquitinylation 

indépendants du lysosome (Vergarajauregui et al., 2006). 

Les cytokines inflammatoires, telles que le TNF-α, induisent une activation transitoire 

de p38 MAPK et par conséquent une phosphorylation et une internalisation de l’EGFR. Ceci 

est suivi d'un recyclage rapide de l’EGFR à la membrane plasmique une fois que p38 MAPK 

est inactivée (Zwang and Yarden, 2006).  

Le cisplatine quant à lui déclenche également la phosphorylation, l'internalisation et 

l’arrêt endosomal de l'EGFR. Son action dépend de l’activation de p38 MAPK et est 

indépendante de l’ubiquitinylation ou de la dégradation de l'EGFR (Tomas et al., 2015; 

Zwang and Yarden, 2006). 
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Figure 13 : les différentes destinations de l’EGFR en fonction des inducteurs de stress 

cellulaire. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Le ligand et les inducteurs de stress cellulaires divers stimulent l'internalisation de l'EGFR 

et son trafic intracellulaire. Suite à la stimulation par le ligand ou l’exposition à un stress 

cellulaire, l'EGFR est internalisé et peut ensuite être recyclé à la membrane plasmique ou 

trié vers le corps multivésiculé (MVE), les mitochondries, ou le noyau. Sur la figure, les 

différentes couleurs de fond mettent en évidence le trafic de l’EGFR vers des destinations 

subcellulaires spécifiques (compartiments rouges) sous l’effet de différents inducteurs de 

stress cellulaires (en haut). À chaque compartiment intracellulaire, l'EGFR stimulée par un 

stress cellulaire possède à la fois des fonctions dépendantes et indépendantes de son 

activité tyrosine kinase. Bien que l’EGFR stimulé par un ligand soit principalement destiné 

à la dégradation lysosomale, la plupart des inducteurs de stress provoquent l'arrêt de 

l'EGFR dans des endosomes non dégradants, conduisant à une signalisation soutenue. 

D’après Tan et al., 2016. 
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II.6.2. Les mutations oncogéniques et le défaut du trafic de l’EGFR 

 

La surexpression et les mutations oncogéniques particulières de l'EGFR conduisent à 

une dimérisation spontanée du récepteur entraînant son activation (Shan et al., 2012). Deux 

types majeurs de mutations de l’EGFR ont été identifiés au sein des tumeurs et sont 

associés à une activation constitutive du récepteur : les mutants EGFR tronqués et les 

mutations dans le domaine tyrosine kinase (Boerner et al., 2003). Des mutations activatrices 

de l’EGFR ont été décrites dans le CBNPC. Ces mutations stimulent le trafic de l’EGFR vers 

le ERC, entraînant une signalisation prolongée du récepteur notamment à travers son 

interaction avec la kinase Src, un partenaire crucial de la signalisation oncogénique de 

l’EGFR (Chung et al., 2009). La synergie entre ces deux kinases est due à une colocalisation 

et un trafic intracellulaire commun (Donepudi and Resh, 2008). D’une manière intéressante, 

l’EGFR muté dans le CBNPC semble avoir une ubiquitination altérée par Cbl, entraînant un 

défaut de la dégradation du récepteur (Shtiegman et al., 2007). Dans le GBM, l’EGFR vIII 

abrite une délétion de 267 aa dans le domaine extracellulaire (Gan et al., 2009) et est régulé 

négativement suite à l’ubiquitination médiée par Cbl (Davies et al., 2006). 

 

II.6.3. L’influence des partenaires de l’EGFR dans la régulation de son trafic 

 

Les protéines associées à l’EGFR pendant son trafic intracellulaire affecte 

potentiellement son destin et par conséquent sa signalisation. Le facteur d'échange de 

nucléotide guanine Vav-2 est un régulateur de Rho GTPases connue pour réguler 

l'adhésion, la migration et la prolifération cellulaire en réponse à la signalisation déclenchée 

par les facteurs de croissance. La surexpression de Vav-2 retarde l’internalisation et la 

dégradation de l'EGFR. Vav-2 stabilise l’EGFR internalisé dans les endosomes précoces 

Rab-5+ soutenant ainsi sa signalisation et contribuant à une augmentation prolongée de la 

phosphorylation d’ERK et d’AKT (Thalappilly et al., 2010). CD44s est une protéine de 

surface cellulaire et produit de l’épissage alternatif de CD44. Une étude récente a démontré 

que CD44s stimule la conversion de Rab-7–GTP en Rab-7–GDP, ce qui inhibe la 

dégradation lysosomale de l’EGFR et soutient ainsi la signalisation AKT suite à la stimulation 

par l’EGF (Wang et al., 2017). Un autre exemple de l'importance de la régulation du trafic de 

l’EGFR dans la tumorigénèse est l'interaction entre les suppresseurs de tumeurs PTEN 

(homologue à la phosphatase et la tensine) et SPRY-2 (homologue sprouty 2). Une 

expression réduite de SPRY-2 provoque une hyperactivation de la signalisation PI3K / AKT 

d'une manière dépendante de PTEN, entraînant une prolifération et une invasion accrue des 

cellules du cancer de la prostate (Gao et al., 2012). Cette régulation positive du signal 

résulte d’une internalisation accrue de l'EGFR et d’une signalisation soutenue au niveau des 

endosomes précoces, dans un mécanisme impliquant l'activation du p38 MAPK. Comme 

décrit précédemment, l’activation de p38 facilite l'internalisation médiée par la clathrine et 

l'échappement à la dégradation de l'EGFR, ce qui aboutit à une signalisation cellulaire 

soutenue. La prolyl-hydroxylase PHD-3 contrôle l'activité de l'EGFR en agissant comme une 

protéine d'échafaudage qui s'associe à l'adaptateur endocytaire Eps-15 pour favoriser 

l'internalisation de l'EGFR. Une expression réduite de PHD-3 dans les cellules tumorales 

supprime l'internalisation de l'EGFR et hyperactive sa signalisation pour augmenter la 

prolifération et la survie cellulaire (Garvalov et al., 2014). Les protéines de tri peuvent 
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également affecter le trafic de l’EGFR. Les protéines de tri de nexine 1 et nexine 2 (SNX-1 et 

SNX-2) sont homologues à la protéine de tri vacuolaire 5p chez la levure (VPS5p). SNX-1 et 

SNX-2 sont impliquées dans le tri de l’EGFR activé vers la dégradation lysosomale 

(Gullapalli et al., 2004). L’ensemble de ces résultats suggérent l’importance des protéines de 

tri dans le trafic des RTKs. C’est la raison pour laquelle nous nous sommes intéressés par la 

suite à la fonction d’une protéine de tri cellulaire connue, la sortiline, dans le trafic des RTKs. 
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Chapitre III. La sortiline 

 

III.1. La découverte de la sortiline 

 

Le tri des enzymes lysosomales néo-synthétisées du Golgi vers les endosomes 

tardifs dans des cellules eucaryotes est un processus de transport sophistiqué impliquant 

des récepteurs de tri spécifiques dans le réseau trans-Golgien (Kornfeld and Mellman, 

1989). Chez les mammifères, les récepteurs de mannose-6-phosphate (M6PR) de 46 et 275-

kDa sont des récepteurs de tri connus pour lier les résidus de mannoses phosphorylés dans 

les hydrolases lysosomales, adressant ainsi ces enzymes vers les endosomes tardifs qui 

fusionneront ensuite avec le lysosome (Kornfeld and Mellman, 1989; Pearse and Robinson, 

1990). Chez la levure, une voie de tri indépendante des M6PRs a été démontrée par 

l'identification de la protéine 10 de tri de protéines vacuolaires (VPS10) (Marcusson et al., 

1994) et d'une protéine hautement homologue (VPS10 homologue 2) codée par le gène 

VTH2 (Cooper and Stevens, 1996). Ces deux protéines sont capables de cibler la 

carboxypeptidase Y vers la vacuole, un organite de la levure équivalent au lysosome chez 

les mammifères (Cooper and Stevens, 1996; Marcusson et al., 1994). Chez l’humain, le 

défaut de stockage des enzymes lysosomales suite à une perturbation de leur adressage 

lysosomal est est une maladie rare, la mucolipidose II (Paik et al., 2005). Elle résulte d’une 

mutation du gène codant pour la N-acétylgucosamine-1-phosphotransférase, ce qui conduit 

à un défaut de phosphorylation des résidus mannose des hydrolases. Par conséquent, les 

patients atteints de la mucolipidose présentent une insuffisanse enzymatique dans les 

lysosomes (Hwu et al., 1994). Néanmoins, certains patients présentent un taux normal 

d’enzymes lysosomales dans les cellules du foie, du rein, du cerveau et de la rate, ce qui 

suggère la présence des mécanismes alternatifs de tri de ces enzymes chez les mammifères 

(Glickman and Kornfeld, 1993; Owada and Neufeld, 1982; Waheed et al., 1982). La 

découverte de la sortiline a commencé en 1994 où Gliemann et al. ont découvert une 

protéine d’environ 100 kDa qui se lie à la protéine associée aux récepteurs (RAP) en 

étudiant la maturation des récepteurs des lipoprotéines de basse densité (LRP) (Gliemann et 

al., 1994). La même année, Zsürger et al. ont découvert un récepteur de la neurotensine par 

chromatographie d’affinité sur des lysats du cerveau des nouveau-nés humains (Zsürger et 

al., 1994). La protéine apparentée est constituée d’une seule chaîne et présente un poids 

moléculaire d’environ 100 kDa. En 1997, Petersen et al. ont identifié la protéine de 95 kDa 

désignée gp95 / sortiline par chromatographie d'affinité à la RAP à partir de lysats de tissus 

cérébraux humains (Petersen et al., 1997). Un an après, Mazella et al. ont cloné le récepteur 

de la neurotensine décrit précédemment et qui a été identique à la sortiline, représentant 

ainsi le premier récepteur transmembranaire au neuropeptide n’appartenant pas à la famille 

des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) (Mazella et al., 1998). Aujourd’hui, la famille 

des récepteurs à domaine VPS10P compte 5 membres (Hermey, 2009). Tous les membres 

représentent des récepteurs transmembranaires de type I à domaine transmembranaire 

unique. Ils partageant également la présence du domaine VPS10P dans leur partie N-

terminale (Figure 14). 
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Figure 14 : les 5 membres de la famille des récepteurs à domaine VPS10P.  

D’après Hermey, 2009. 

 

III.2. Les sites actifs de trafic dans la séquence de la sortiline 

 

La sortiline est une protéine ubiquitaire, les expressions les plus élevées ont été 

trouvées dans le cerveau, la moelle épinière, les testicules et les muscles squelettiques 

(Hermans-Borgmeyer et al., 1999; Mazella et al., 1985; Petersen et al., 1997). La sortiline est 

synthétisée sous forme d’une pro-protéine de 831 acides aminés (aa) qui est convertie en 

protéine mature dans le Golgi suite au clivage de 44 aa dans dans son domaine N-terminal 

par la furine (Petersen et al., 1997). Le peptide clivé empêchait, par encombrement stérique, 

les ligands d’accéder à des sites de liaison dans la pro-sortiline (Munck Petersen et al., 

1999). Ainsi, la furine est responsable de la génération d’une sortiline bioactive. Le site de 

clivage par la furine se trouve dans certains précurseurs de facteurs de croissance et pro-

récepteurs de facteurs de croissance, y compris le récepteur de l'insuline (Bravo et al., 1994) 

et le facteur de croissance des hépatocytes β (Hosaka et al., 1991). Le domaine VPS10P 

constitue tout le domaine luminal / extracellulaire de la sortiline. Cette homologie de 

séquence conservée entre la levure et l’Homme a permis de définir un domaine structural 

riche en cystéine (Petersen et al., 1997) (Figure 15a). La petite queue C-terminale révèle 

une homologie de séquence avec le domaine C-terminal des M6PRs, notamment avec celui 

du M6PR cation indépendant de 275 kDa (Figure 15a). En effet, la séquence C-terminale 
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extrême de la sortiline contient un tronçon de 9 aa (HDDSDEDLL) qui est retrouvé à la fin de 

la queue C-terminale de ce M6PR (Petersen et al., 1997). Ce nanopeptide est 

potentiellement important, il possède deux sites fonctionnels, un site de phosphorylation par 

la caséine II et le motif dileucine adjacent (Figure 15b). Ces deux sites représentent les sites 

fonctionnels majeurs des M6PRs pour le tri entre le Golgi et les endosomes tardifs. Bien que 

le site de phosphorylation par la caséine II soit essentiel pour le recrutement du complexe 

AP-1 et par conséquent la formation des vésicules trans-Golgiennes, le motif dileucine est 

impliqué dans des mécanismes de tri ultérieurs (Petersen et al., 1997). En plus de ces deux 

sites, la sortiline contient au moins deux autres signaux de tri. La séquence YSVL (aa 14-17 

dans la queue cytoplasmique) qui respecte le motif consensus YXXZ, où Z représente un 

résidu hydrophobe volumineux ou aromatique (Sandoval and Bakke, 1994; Trowbridge et al., 

1993) (Figure 15b). Cette séquence est impliquée dans l’internalisation rapide et le tri des 

protéines membranaires, telles que CD3γ et le récepteur M6PR de 46 kDa (Johnson et al., 

1990; Trowbridge et al., 1993). D’une manière intéressante, ce signal de tri est retrouvé dans 

la séquence du domaine VPS10P chez la levure (Reitman et al., 1981). Le deuxième signal 

de tri est la séquence FLVHRY (aa 9-14 dans la queue cytoplasmique). Immédiatement 

adjacente au domaine transmembranaire et partiellement chevauchante avec le tetrapeptide 

YSVL (Figure 15b), cette séquence constitue un autre signal d’internalisation / tri 

conformément au motif (F/Y)XXXX(F/Y) (Reitman et al., 1981; Sandoval and Bakke, 1994; 

Trowbridge et al., 1993). 

 

 

 

 

a 
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Figure 15 : les sites actifs de tri dans la séquence de la sortiline. 

 

 

 

 

 

b 

(a) Représentation schématique de l’homologie entre la sortiline, VPS10P chez la levure 

et le M6PR cation indépendant de 275 kDa chez l’Homme. (b) La séquence primaire de la 

sortiline. Le peptide signal de 33 aa est représenté en italique, le pro-peptide de 44 aa 

dans la sortiline immature en bleu, les domaines transmembranaires en rouge et les sites 

actifs de tri dans le domaine C-terminal en vert souligné. La flèche noire indique le site 

prédit de clivage du peptide signal. La flèche bleue indique le site de clivage de la sortiline 

immature par la furine. Adapté de Petersen et al., 1997. 
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III.3. Les voies alternatives du trafic de la sortiline 

 

Suite à son activation, la sortiline suit au moins trois voies alternatives de trafic à 

partir du Golgi (étape 1) (Figure 16). Elle peut être adressée vers la surface de la cellule par 

la voie constitutive de vésicules sécrétoires (étape 2). A la membrane cellulaire, la sortiline 

peut subir le clivage de son domaine extracellulaire par la métalloprotéase 10 (ADAM-10) 

(Evans et al., 2011) ou ADAM-17 (Hermey et al., 2006), et un clivage par les γ-secrétases 

(Nyborg et al., 2006) (étape 3). La libération du domaine extracellulaire produit une forme 

soluble de la sortiline dépourvue des domaines transmembranaire et intracellulaire. Ainsi, 

cette forme soluble demeure incapable d’adresser ses ligands, tels que les neurotrophines, à 

la dégradation par le lysosome (Evans et al., 2011). Néanmoins, environ 95% de la sortiline 

restent intactes à la surface cellulaire et interagissent avec des ligands ou des récepteurs 

membranaires (Nykjaer and Willnow, 2012). La sortiline peut également faciliter l'endocytose 

médiée par la clathrine en se liant à l’AP-2 (étape 4) (Morinville et al., 2004; Nielsen et al., 

2001). A partir des endosomes tubulaires ou précoces, les récepteurs internalisés peuvent 

retourner au Golgi (étape 5) (Mari et al., 2008; Seaman, 2007) où le tri rétrograde nécessite 

l’interaction de la sortiline avec AP-1 et les protéines retromères GGA (Kim et al., 2010; 

Nielsen et al., 2001). Pendant son transport antérograde, la sortiline peut être adressée vers 

les endosomes précoces (étape 6) (Canuel et al., 2008). Les ligands et dans certains cas la 

sortiline sont ciblés vers la dégradation lysosomale (étape 7) (Tanimoto et al., 2017). Une 

troisième voie pour l'exportation de la sortiline du Golgi représente sa sécrétion dans le 

milieu extracellulaire par l’intermédiaire de vésicules exprimant la secrétogranine (étape 8) 

(Yang et al., 2011), ou par des vésicules extracellulaire tels que les exosomes (Wilson et al., 

2014). 

 

Figure 16 : les différentes voies du trafic de la sortiline. 

D’après (Nykjaer and Willnow, 2012). 
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III.4. L’influence de l’épissage alternatif de la sortiline sur son trafic et sa fonction 

 

Le gène codant la sortiline contient 20 exons (Figure 17a). 10 isoformes de SORT1 

sont obtenus par épissage alternatif. Des anomalies peuvent cependant survenir lors du 

mécanisme d’épissage alternatif et ainsi modifier la fonction de la protéine finale. Parmi les 

protéines importantes pour réguler l’épissage alternatif correct de la sortiline, on trouve la 

protéine de liaison à l’ADN TAR DNA-binding protein-43 (TDP-43). Cette protéine a pour 

fonction d’inhiber la production d’une forme tronquée de la sortiline délétère pour les cellules. 

Le mécanisme d’action de TDP-43 est basé sur l’inhibition de l’inclusion de l’exon 17b dans 

le transcrit mature de la sortiline (Mohagheghi et al., 2016). Au contraire, chez l’homme un 

défaut de localisation nucléaire de TDP-43 caractérisé par une aggrégation cytoplasmique 

conduit à l’insertion de l’exon 17b dans le transcrit final. Cet exon codant un codon stop 

prématuré, l’isoforme obtenue génère une protéine tronquée , non-fonctionnelle et relargée 

dans le milieu extracellulaire (Prudencio et al., 2012). Dans le cerveau, la SORT1 normale 

joue notamment le rôle de récepteur de la progranuline (PGRN) et est impliquée dans la 

régulation du niveau de PGRN via son internalisation. La PGRN est un facteur de croissance 

impliqué dans de nombreux  mécanismes allant de la réponse inflammatoire à la 

tumorigenèse. Elle est exprimée dans de nombreux types cellulaires du système nerveux 

central. Lorsque SORT1 est tronquée à la suite de l’inclusion de l’exon 17b dans le transcrit 

mature, l’internalisation de la PGRN est inhibée ainsi que son adressage lysosomal. Ce 

défaut de régulation de l’épissage alternatif de SORT1 dépendant de la TDP-43 permet 

d’expliquer l’altération du métabolisme de la PGRN dans certaines pathologies 

neurodégénératives. Ainsi, dans la dégénèrescence lobaire fronto-temporale, la 

séquestration de TDP-43 dans le cytoplasme inhibe la fonction nucléaire de cette dernière 

sur l’exon 17 et contribue ainsi à la dégénèrescence neuronale. (Figure 17b) (Prudencio et 

al., 2012). 

 

III.5. La structure du domaine VPS10P de la sortiline 

 

La structure du domaine extracellulaire de la sortiline liant la neurotensine a été 

déterminée par cristallographie. Le domaine VPS10P se compose de 3 domaines 

structuraux. La partie N-terminale (résidus 45-576) se révèle comme le premier exemple 

d'une structure hélicoïdale formée de dix feuillets β. L’hélice est suivie de deux petits 

domaines, désignés 10CC-a et 10CC-b (résidus 577-633 et 634-716, respectivement). Ces 

deux domaines constituent le module 10CC qui possède un faible contenu de structures 

secondaires et interagit fortement avec l’hélice β. Cette étude a démontré également que le 

domaine C-terminal de la neurotensine se lie au tunnel entourant la lumière de l’hélice du 

domaine VPS10P (Quistgaard et al., 2009). 

 

III.6. Les ligands de la sortiline 

 

La sortiline mature lie différents ligands : son propre pro-peptide (Munck Petersen et 

al., 1999), la neurotensine (Mazella et al., 1998), la pro-forme du facteur de croissance 
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nerveuse β (pro-NGFβ) (Nykjaer et al., 2004), la pro-forme du facteur neurotrophique dérivé 

du cerveau (pro-BDNF) (Teng et al., 2005), la pro-granuline (Tanimoto et al., 2017), la 

lipoprotéine lipase (LpL) (Nielsen et al., 1999), l’apo-lipoprotéine AV-14 (Nilsson et al., 2008), 

l’isoforme 4 du transporteur de glucose (Glut-4) (Shi and Kandror, 2005) et la RAP (Petersen 

et al., 1997). La sortiline peut aussi former des hétérodimères avec des récepteurs 

membranaires, tels que le récepteur des neurotrophines p75NTR (Nykjaer et al., 2004). 

L’étude de la compétition entre les ligands montre que la neurotensine a la plus forte affinité 

pour la sortiline et inhibe la liaison de tous les autres ligands connus (Quistgaard et al., 

2009). 
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Figure 17 : (a) Représentation schématique de la structure de la sortiline. (b) Le modèle 

illustrant l’influence de l’exon 17b sur le métabolisme de la progranuline. 

Adapté de (Prudencio et al., 2012) 
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III.7. Le trafic de la neurotensine par la sortiline 

 

La neurotensine est fortement exprimée dans le système nerveux central et 

périphérique. Ce neuropeptide présente des fonctions neurales, endocrines, 

cardiovasculaires et digestives (Rostène and Alexander, 1997). Jusqu’à présent, trois 

récepteurs de la neurotensine ont été clonés dont deux appartiennent à la famille des RCPG 

qui sont NTSR-1 et NTSR-2 (Vincent et al., 1999). La sortiline s’est révélée comme un 

récepteur insolite de la neurotensine n’appartenant pas à la famille des RCPG (Mazella et 

al., 1998). La présence des sites efficaces d’internalisation / tri dans la séquence de la 

sortiline suggère un rôle de cette protéine dans le transport intracellulaire de la neurotensine. 

Morinville et al ont examiné le trafic intracellulaire de la sortiline suite au traitement à la 

neurotensine dans la lignée cellulaire HT29 de carcinome humain. A l’état basal, la sortiline 

est majoritairement localisée dans le Golgi. Une faible proportion (environ 10%) de la 

sortiline est localisée à la membrane plasmique, tandis qu’une proportion plus importante 

(environ 25%) est à l’intérieur du noyau (Morinville et al., 2004). Suite à la stimulation par la 

neurotensine, le complexe sortiline–neurotensine est internalisé et il est ainsi engagé dans la 

voie endosomale. Ensuite, ce complexe est adressé au réseau trans-Golgien. A ce niveau, la 

sortiline présente un poids moléculaire inférieur à celui de la sortiline présente à la 

membrane ou dans les endosomes précoces (Morinville et al., 2004). Ceci suggère la 

présence des deux formes distinctes de la sortiline avec des fonctions différentes selon le 

type de cellules. La sortiline ayant un poids moléculaire supérieur régule l’endocytose de la 

neurotensine à partir de la membrane plasmique, tandis que l’autre forme de poids 

moléculaire inférieur joue un rôle dans le tri au niveau du réseau trans-Golgien. La présence 

de ces deux formes suggère l’existence d’un mécanisme de clivage préalable de la forme 

mature et permet ainsi de s’interroger sur la nature des enzymes impliquées. 

 

III.8. La sortiline et la signalisation de mort induite par les pro-neurotrophines 

 

Bien que la sortiline agisse comme un récepteur de la neurotensine (Hermans-

Borgmeyer et al., 1999; Mazella et al., 1998), elle est bien exprimée dans des régions du 

système nerveux central qui ne synthétisent, ni ne répondent à ce neuropeptide (Sarret et 

al., 2003), ce qui suggère l’existence de fonctions supplémentaires de la sortiline. En effet, la 

sortiline est exprimée pendant l'embryogenèse dans des zones où le NGF et son précurseur, 

le pro-NGF, ont des effets bien caractérisés (Hermans-Borgmeyer et al., 1999; Sarret et al., 

2003). Ces neurotrophines peuvent être libérées par les tissus neuronaux (Beattie et al., 

2002; Hasan et al., 2003) et peuvent réguler le développement neuronal par des 

signalisations de survie ou de mort cellulaire. Le NGF induit la survie ou la mort cellulaire par 

liaison à deux récepteurs différents, TrkA (Zhang et al., 2000) et p75NTR (Soilu-Hänninen et 

al., 1999) respectivement. En revanche, le pro-NGF induit sélectivement l'apoptose à travers 

le récepteur de mort p75NTR mais pas TrkA (Lee et al., 2001). Cependant, toutes les cellules 

exprimant p75NTR ne répondent pas au pro-NGF, ce qui suggère que des protéines 

membranaires supplémentaires sont requises pour l'induction de la mort cellulaire. Nykjaer et 

al. ont mis en évidence le rôle du pro-NGF dans la formation d’un complexe de signalisation 

à travers une interaction simultanée avec p75NTR et la sortiline (Nykjaer et al., 2004). Ainsi, la 

sortiline agit comme un co-récepteur et un commutateur moléculaire régissant le signal pro-
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apoptotique transduit par p75NTR. Par conséquent, la sortiline favorise la signalisation 

apoptotique dans les cellules neuronales exprimant à la fois TrkA et p75NTR, suite à sa liaison 

de forte affinité au pro-NGF (Nykjaer et al., 2004). En absence de sortiline, les protéases 

extracellulaires peuvent cliver le pro-NGF (Lee et al., 2001) et la forme mature induit une 

signalisation de survie cellulaire à travers TrkA. Une question évidente soulevée par ces 

résultats est de savoir s’ils reflètent une propriété unique du pro-NGF ou si les précurseurs 

d'autres membres de la famille des neurotrophines sont également actifs dans la modulation 

de la signalisation de p75NTR. Un mutant non-clivable du BDNF a été générés (Teng et al., 

2005). Les résultats ont démontré qu'il s'agit d'un ligand pro-apoptotique efficace dans les 

neurones sympathiques in vitro. Pour initier la mort cellulaire, le pro-BDNF nécessite à la fois 

p75NTR et la sortiline (Teng et al., 2005). Ces résultats suggérent que les pro-neurotrophines 

ne soient pas seulement des précurseurs intracellulaires, mais qu'elles pourraient également 

être des ligands ayant des fonctions physiologiques distinctes. 

 

 

III.9. L’effet antidépresseur du pro-peptide de la sortiline 

 

Le canal potassique TREK-1 a été identifié comme cible thérapeutique pour le 

traitement de la dépression (Heurteaux et al., 2006). Dans le cerveau de rat, TREK-1 et la 

sortiline sont exprimés fortement dans des structures cérébrales impliquées dans la 

physiopathologie de la dépression, tels que le cortex préfrontal, l’amygdale, l’hippocampe, le 

noyau accumbens, le rachis dorsal et l’hypothalamus (Sarret et al., 2003). L’étude des 

relations structure-fonction a permis d’identifier la séquence partielle W17-R28 de la spadine 

comme une partie présentant une affinité à la forme mature de la sortiline similaire au pro-

peptide entier (Westergaard et al., 2004). De ce fait, un peptide a été conçu afin de tester 

son rôle potentiel dans la régulation du flux ionique engendré par TREK-1. Ce peptide 

conserve la séquence W17-R28 ainsi que les acides aminés A12-P16 en amont pour maintenir 

un stress conformationnel (Mazella et al., 2010). Dans les neurones corticaux, ce peptide lie 

et bloque TREK-1 spécifiquement (Mazella et al., 2010). In vivo, les souris traitées par la 

spadine résistent à la dépression, de façon comparable aux souris TREK-1-/-.(Heurteaux et 

al., 2006; Mazella et al., 2010) Un traitement intraveineux de 4 jours avec la spadine induit 

non seulement un effet antidépresseur efficace, mais aussi augmente la phosphorylation du 

facteur de transcription de liaison aux éléments de réponse à l’AMP cyclique (CREB) dans 

les cellules de la zone sous-granulaire du gyrus denté, ainsi que dans la neurogénèse 

(Mazella et al., 2010). Ce travail montre également le développement d'une méthode fiable 

pour doser la spadine dans le sérum de souris en utilisant la technologie AlphaScreen (une 

méthode basée sur la proximité physique de deux billes, donneuses et acceptrices 

conjuguées à des protéines). Ces résultats démontrent la fonction de la spadine comme un 

antidépresseur putatif de nouvelle génération avec un début d'action rapide. La spadine peut 

être considérée comme le premier peptide antidépresseur naturel, sans effets secondaires 

notamment vis-à-vis de l’absorption du glucose par les adipocytes et l’inflammation (Hivelin 

et al., 2017). 
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III.10. La sortiline régule le trafic de Glut-4 

 

Un défaut de translocation de Glut-4 sur la membrane plasmique dans les adipocytes 

et les myocytes squelettiques contribue potentiellement au développement du diabète sucré 

de type 2 (Abel et al., 2001; Bogan, 2012; Huang and Czech, 2007). Glut-4 est localisé dans 

des vésicules de stockage spécialisées (VSS) formées dans l’appareil de Golgi (Kupriyanova 

and Kandror, 2000; Lin et al., 1997). L’insuline stimule la translocation membranaire de Glut-

4 et induit ainsi une diminution proportionnelle et simultanée du nombre des VSS (Bryant et 

al., 2002). L’étude de la biogenèse des VSS montre qu’elles sont formées suite à l’induction 

de l’expression de la sortiline au 2ème jour lors de la différenciation des adipocytes 3T3-L1 

(Shi and Kandror, 2005). Une expression antérieure de Glut-4 conduit à une dégradation 

rapide du transporteur, alors que la surexpression de la sortiline augmente la formation des 

VSS et stimule l’absorption de glucose en réponse à l’insuline (Shi and Kandror, 2005). 

D’une manière très intéressante, la double transfection de la sortiline et de Glut-4 dans les 

adipocytes indifférenciés conduit à la formation des VSS fonctionnelles (Shi and Kandror, 

2005). Ces résultats montrent que l’expression de la sortiline est essentielle et suffisante à la 

formation et à la régulation du trafic antérograde des VSS. Une étude récente a démontré 

que la sortiline contrôle le transport rétrograde de Glut-4 dans les adipocytes 3T3-L1 en 

protégeant le transporteur de la dégradation lysosomale (Pan et al., 2017). Du point de vue 

mécanistique, le domaine VPS10P de la sortiline interagit avec le domaine luminal / 

extracellulaire de Glut-4, tandis que la queue C-terminale de la sortiline interagit avec les 

GGA (Nielsen et al., 2001; Pan et al., 2017). Ainsi, les endosomes contenant Glut-4 

retournent au Golgi, sortant par conséquent de la voie d’adressage vers le lysosome. Il serait 

judicieux que des études ultérieures abordent les mécanismes qui régissent l’engagement 

de la sortiline dans le transport antéro- ou rétrograde de Glut-4. 

 

III.11. La modulation du trafic des lipoprotéines par la sortiline 

 

Plusieurs études d'association pan-génomiques ont démontré une corrélation entre le 

locus 1p13.3 contenant SORT1 (le gène coant pour la sortiline) et le risque d’infarctus de 

myocarde (Aulchenko et al., 2009; Kathiresan et al., 2008, 2009; Sabatti et al., 2009; 

Teslovich et al., 2010; Wallace et al., 2008; Willer et al., 2008). Musunuru et al. ont démontré 

qu'un polymorphisme d’un seul nucléotide (SNP), rs12740374, dans ce locus crée un site 

fonctionnel de liaison du facteur de transcription C / EBP stimulant ainsi l'expression 

hépatique de SORT1 (Musunuru et al., 2010). La surexpression de la sortiline est fortement 

corrélée à une diminution du taux plasmatique des lipoprotéines de basse densité (LDL), 

notamment les LDL de très faible densité (VLDL) (Musunuru et al., 2010). Les auteurs 

proposent un modèle dans lequel la sortiline régule négativement la sécrétion hépatique des 

LDL. Cependant, le locus 1p13.3 contient deux autres gènes (CELSR2 et PSRC1) dont 

l’expression est régulée de la même manière que SORT1 et dont les fonctions sont encore 

inconnues (Kathiresan et al., 2008; Linsel-Nitschke et al., 2010). De plus, cette étude 

n’aborde pas la modulation de la sortie hépatique des LDL par la sortiline du point de vue 

mécanistique. 
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Un mode d'action plus direct de la sortiline dans le métabolisme des LDL a été 

suggéré par Linsel-Nitschke et al. (Linsel-Nitschke et al., 2010). Celui-ci est basé sur 

l'augmentation de l'absorption des LDL par les cellules embryonnaires de rein humain (HEK-

293) surexprimant la sortiline. Les auteurs ont proposé un rôle de la sortiline hépatique dans 

l’élimination des LDL de la circulation sanguine jouant un rôle protecteur contre les maladies 

coronariennes. Les deux études susmentionnées montrent une corrélation négative entre le 

niveau d’expression de la sortiline et le taux plasmatique des LDL. Cependant, une étude 

récente ne montre pas une telle corrélation dans un modèle de souris KO pour la sortiline 

(Kjolby et al., 2010). Dans ce cas, la perte d’expression de la sortiline est corrélée à une 

réduction des LDL et a une diminution de l'hypercholestérolémie et de l'athérosclérose chez 

les souris KO. En outre, la surexpression de la sortiline spécifiquement dans les hépatocytes 

murins a entraîné une augmentation de la sécrétion de VLDL et des niveaux plus élevés de 

cholestérol plasmatique (Kjolby et al., 2010). Des études complémentaires in vitro sur des 

cultures primaires d’hépatocytes ont démontré une interaction directe de la sortiline avec 

l’apolipoprotéine B (apoB100). Sur la base de ces données, un rôle de la sortiline dans le 

trafic des lipoprotéines a été proposé (Kjolby et al., 2010). Contrairement au modèle de 

Linsel-Nitschke et al. (Linsel-Nitschke et al., 2010), Kjolby et al ne détectent aucune 

différence dans l'endocytose des LDL en fonction de l’expression hépatique de la sortiline 

(Kjolby et al., 2010). 

Tous ces modèles suggèrent une implication de la sortiline dans les maladies 

cardiovasculaires. Cependant, la mécanistique et l’itinéraire intracellulaire précis de la 

sortiline n’est pas complètement clarifié et ne permet pas de déterminer précisément sa 

fonction dans ces différents modèles. 

 

III.12. L’implication de la sortiline dans le cancer 

 

Les données de la littérature révèlent une implication de la sortiline dans différents 

modèles cancéreux (Wilson et al., 2016). La sortiline apparait comme un oncogène dans le 

CCR (Massa et al., 2013, 2014), le GBM (Xiong et al., 2013), la leucémie (Bellanger et al., 

2011; Fauchais et al., 2008; Garza-Veloz et al., 2015), le mélanome (Truzzi et al., 2008), les 

cancers du rein (De la Cruz-Morcillo et al., 2016), du sein (Demont et al., 2012; Roselli et al., 

2015), de l’ovaire (Ghaemimanesh et al., 2014) et du poumon (Wilson et al., 2014). Dans la 

plupart de ces modèles, la sortiline semble avoir un potentiel pré-métastatique l’impliquant 

ainsi dans la progression tumorale notamment suite à l’action des neurotrophines ou de la 

neurotensine. En revanche, la sortiline agit comme un suppresseur de tumeur dans le cancer 

de la prostate (Tanimoto et al., 2015, 2017). Il serait indispensable que des études 

fournissent d’amples renseignements sur la mécanistique sous-jacente au rôle de la sortiline 

dans plusieurs de ces modèles, ainsi qu’élargir la cohorte des patients notamment dans le 

cadre du cancer de l’ovaire. Une brève récapitulation des données concernant l’implication 

de la sortiline dans ces différents modèles est donnée ci-dessous, ainsi qu’un tableau 

regroupant les études majeures concernant cette implication. 

 

III.12.1. L’implication de la sortiline dans le cancer colorectal  
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Dans les lignées du CCR HT-29, Lovo, et Caco-2, la sortiline membranaire peut subir 

le clivage et la perte de son domaine extracellulaire (Navarro et al., 2002). Cette forme 

soluble de la sortiline a été détectée également dans des cellules normales telles que les 

cellules microgliales (Evans et al., 2011; Hermey et al., 2006). De ce fait, ce mécanisme 

semble être une propriété spécifique de la sortiline indépendante de la lignée cellulaire 

utilisée. Le clivage de la partie extracellulaire de la sortiline est indépendant du ligand, mais il 

est fortement activé par l’ester de phorbol PMA (Navarro et al., 2002) et pourrait ainsi 

impliquer la PKC connue pour activer le clivage du domaine extracellulaire des récepteurs 

membranaires via les métalloprotéases (Schlöndorff and Blobel, 1999). Le domaine clivé 

représente une protéine active qui peut être internalisée par les cellules cancéreuses 

induisant une augmentation de la concentration intracellulaire de calcium et une activation de 

la voie PI3K d’une manière dépendante de la phosphorylation des kinases FAK et Src 

(Massa et al., 2013). Ces résultats suggèrent un rôle du domaine VPS10P de la sortiline 

soluble dans le maintien de la survie des cellules du CCR. De plus, l’internalisation de la 

sortiline soluble diminue l’expression de plusieurs intégrines et modifie l’architecture des 

desmosomes stimulant ainsi le détachement des cellules (Massa et al., 2014). Le potentiel 

de la sortiline soluble dans la modification de la morphologie et de l’adhésion cellulaire 

suggère un rôle complémentaire de cette protéine dans l’individualisation des cellules, un 

processus crucial pour l’initiation des métastases (van Zijl et al., 2011). Il est utile de noter 

que la sortiline interagit avec NTSR-1 à la surface des cellules du CCR (Martin et al., 2002). 

Cet hérétodimère est internalisé suite à la stimulation par la neurotensine, d’où la nécessité 

d’exploiter le rôle potentiel de NTSR-1 comme une porte d’entrée du domaine VPS10P à 

l’intérieur de la cellule. La fonction pré-métastatique de la sortiline dans le CCR a également 

été suggérée par Akil et al. qui ont trouvé que le BDNF induit une surexpression de la 

sortiline (forme totale) dans des lignées primaires et métastatiques (Akil et al., 2011), ce qui 

sous-entend que la sortiline pourrait agir sur le trafic des neurotrophines dans ce modèle. 

 

III.12.2. L’implication de la sortiline dans le glioblastome 

 

L’expression du pro-BDNF, p75NTR et de la sortiline augmentent avec le grade 

pathologique chez une cohorte de patients atteints de GBM et elle est corrélée à l’agressivité 

de la tumeur (Xiong et al., 2013). Les auteurs s’appuient sur la diminution du rapport pro-

BDNF / BDNF-mature pour expliquer la résistance de ces cellules contre l’apoptose malgré 

l’expression forte du pro-BDNF. Ils montrent également qu’in vitro, la surexpression du pro-

BDNF engendre une signalisation apoptotique dans la lignée C6 de GBM de rat (Xiong et al., 

2013). En accord avec ces résultats, Pinet et al. ont trouvé que l’extinction du marqueur 

mésenchymateux YKL-40 dans des lignées de GBM diminue l’expression de TrkB, p75NTR et 

de la sortiline et engendre un phénotype moins agressif (Pinet et al., 2016). 

 

III.12.3. L’implication de la sortiline dans le cancer du rein 

 

De La Cruz-Morcillo et al. ont trouvé que le pro-BDNF, p75NTR, et dans une moindre 

mesure TrkB et la sortiline sont surexprimés dans le tissus tumoral par comparaison avec le 

tissus contrôle dans une cohorte de patients atteints de carcinome rénal à cellules claires 
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(De la Cruz-Morcillo et al., 2016). Ces auteurs montrent pour la première fois que le pro-

BDNF augmente la viabilité et la migration des cellules cancéreuses du rein in vitro. 

Cependant, dans cette étude, ces mécanismes ne sont pas corrélés à l’expression de la 

sortiline. 

 

III.12.4. L’implication de la sortiline dans la leucémie 

 

Fauchais et al. ont démontré que la privation sérique stimule la sécrétion du BDNF 

par des lignées de lymphocytes B aussi bien que l’expression membranaire de ses 

récepteurs p75NTR et TrkB. Le BDNF exerce un effet autocrine et anti-apoptitique sur les 

cellules B. Cet effet protecteur du BDNF dépend de la sortiline qui semble être un élément 

clé dans cette boucle de régulation (Fauchais et al., 2008). Ces résultats suggèrent un rôle 

de la sortiline dans la survie des cellules de la leucémie lymphoblastique de type B, au 

regard de l’expression des neurotrophines et de leurs récepteurs dans des conditions de 

culture normale dans les lignées de lymphome diffus à grandes cellules (Bellanger et al., 

2011). Une analyse transcriptomique de 45 gènes sur une cohorte de 73 patients atteints 

d’une leucémie aigue lymphoblastique a décrit une corrélation positive entre l’expression de 

SORT1 et l’échappement thérapeutique exclusivement chez les adultes (18 patients) et 

uniquement à la 8ème semaine de traitement (Garza-Veloz et al., 2015). Le nombre restreint 

de données ne permet pas de conclure sur le rôle de la sortiline dans la résistance 

thérapeutique dans ces différents modèles. 

 

III.12.5. L’implication de la sortiline dans le cancer du sein 

 

De nombreuses lignées cancéreuses du sein expriment et secrètent le pro-NGF dans 

le milieu de culture (Demont et al., 2012). Des analyses immunohistochimiques ont révélé 

une surexpression du pro-NGF dans des échantillons tumoraux de cancer du sein en 

comparaison avec des biopsies contrôles. Une corrélation entre l’expression des marqueurs 

et l’invasion des ganglions lymphatiques a été établie (Demont et al., 2012). Contrairement à 

son rôle pro-apoptotique dans les neurones (Beattie et al., 2002), le pro-NGF stimule la 

migration des cellules cancéreuses du sein (Demont et al., 2012). Le mécanisme sous-jacent 

à cette boucle autocrine dépend de TrkA et de la sortiline avec une activation des kinases 

AKT et Src mais pas de la voie des MAPKs (Demont et al., 2012). Une étude récente a 

analysé l’expression de la sortiline dans 318 tissus tumoraux du sein (Roselli et al., 2015). 

En accord avec les résultats obtenus dans ce modèle, la sortiline est fortement exprimée 

dans le carcinome canalaire invasif, ainsi que dans le carcinome lobulaire invasif (Roselli et 

al., 2015). L’expression de la sortiline était corrélée avec l’atteinte des ganglions 

lymphatiques (Roselli et al., 2015). In vitro, l’inhibition de l’expression de la sortiline est 

associée à une diminution de la migration, la prolifération, l’activation des kinases FAK et 

Src. Ces résultats suggérent un potentiel pré-métastatique de la sortiline dans le cancer du 

sein, en accord avec les résultats obtenus dans le cadre du CCR (Massa et al., 2013, 2014). 
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III.12.6. L’implication de la sortiline dans le cancer de l’ovaire 

 

Une étude sur 7 échantillons tumoraux de carcinome ovarien a montré une 

surexpression de la sortiline en comparaison avec 5 tissus contrôles (kystes ovariens) 

(Ghaemimanesh et al., 2014). L’extinction de l’expression de la sortiline par siARN augmente 

l’apoptose et diminue la prolifération des cellules Caov-4 de carcinome ovarien 

(Ghaemimanesh et al., 2014). Les auteurs en déduisent un rôle de la sortiline dans la survie 

des cellules tumorales de l’ovaire et proposent que la sortiline puisse représenter une 

nouvelle cible thérapeutique dans ce cancer. 

 

III.12.7. L’implication de la sortiline dans le mélanome 

 

Les cellules tumorales de mélanome primaire et métastatique synthétisent et 

secrètent les neurotrophines et elles expriment leurs récepteurs (Truzzi et al., 2008). Les 

neurotrophines exercent leur fonction autocrine en favorisant la viabilité cellulaire d’une 

manière dépendante des récepteurs de la famille Trk (Truzzi et al., 2008). Elles stimulent 

également la migration des cellules cancéreuses notamment les cellules des lignées 

métastatiques. L’induction de la migration par les neurotrophines dépend de p75NTR et des 

Trks. D’une manière intéressante, le pro-NGF induit la migration des cellules du mélanome 

via la sortiline et p75NTR (Truzzi et al., 2008). Ces résultats indiquent que la sortiline joue un 

rôle dans la progression du mélanome et suggèrent une fonction dans la sécrétion des 

neurotrophines par les cellules cutanées dans la modulation du microenvironnement tumoral. 

 

III.12.8. L’implication de la sortiline dans le cancer du pancréas 

 

Les cellules de l’adénocarcinome ductulaire du pancréas peuvent migrer aussi bien 

collectivement qu’individuellement (Friedl and Wolf, 2003; Hegerfeldt et al., 2002). La 

neurotensine module la migration de ces cellules d’une manière largement dépendante de la 

matrice extracellulaire (Mijatovic et al., 2007). La neurotensine inhibe la migration collective 

mais elle stimule la migration individuelle des cellules cancéreuses du pancréas sur une 

matrice de vitronectine, cet effet dépend principalement de la sortiline (Mijatovic et al., 2007). 

La neurotensine altère l’expression des sous-unités αV et β5 des intégrines (Mijatovic et al., 

2007). Elle induit aussi des altérations dans le cytosquelette d’actine modifiant ainsi les 

propriétés adhésives des cellules (Mijatovic et al., 2007). Les auteurs de cette étude 

suggèrent une implication forte de la neurotensine et de la sortiline dans le processus 

métastatique du cancer pancréatique. 

 

III.12.9. L’implication de la sortiline dans le cancer de la prostate 

 

Le facteur de croissance pro-granuline stimule la migration, l’invasion et la 

prolifération des cellules cancéreuses de la prostate à travers l’activation d’AKT et de la voie 
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des MAPKs (Monami et al., 2009). Au niveau transcriptomique, la pro-granuline est 

surexprimée dans le tissus tumoral prostatique, ce qui suggère un rôle de ce facteur de 

croissance dans la formation des métastases (Monami et al., 2009). La sortiline est 

faiblement exprimée dans différentes lignées cancéreuses de la prostate, notamment le 

cancer de la prostate hormono-résistant (Tanimoto et al., 2015). La surexpression de la 

sortiline provoque une diminution de l’activation et de la stabilité d’AKT (Tanimoto et al., 

2015). Ces résultats sont compatibles avec ceux obtenus à la suite de l’inhibition de la pro-

granuline (Monami et al., 2009). La surexpression de la sortiline inhibe également la 

migration, l’invasion et la prolifération des cellules cancéreuses de la prostate (Tanimoto et 

al., 2015). D’une manière intéressante, la sortiline favorise l’endocytose (clathrine 

dépendante) de la pro-granuline, ainsi que son adressage vers la dégradation lysosomale 

atténuant la signalisation oncogénique (Tanimoto et al., 2015). Ces résultats suggèrent 

fortement que la perte de l’expression de la sortiline est associée à une progression du 

cancer de la prostate. En revanche, des altérations dans la biogenèse des endosomes ont 

été décrites dans le cancer de la prostate (Johnson et al., 2014). Ceci a conduit à l’étude des 

signatures transcriptomiques des gènes impliqués dans la biogenèse ou associés aux 

endosomes. L’expression de SORT1 est significativement corrélée à un mauvais 

pronostique et un risque d’échappement thérapeutique (Johnson et al., 2015). Cependant, la 

cohorte des patients est restreinte et les auteurs n’abordent pas l’expression protéique de la 

sortiline qui ne représente pas le cœur de cette étude (Johnson et al., 2015). 

 

III.12.10. L’implication de la sortiline dans le cancer du poumon 

 

D’une manière extrêmement intéressante, Wilson et al. ont découvert un complexe 

formé par l’assemblage d’une protéine de tri, la sortiline, avec deux RTKs qui sont l’EGFR et 

TrkB (Wilson et al., 2014). Ce complexe (nommé complexe TES) est secrété dans les 

exosomes de la lignée du CBNPC A549 et exerce un contrôle sur les cellules endothéliales 

favorisant ainsi l’angiogenèse tumorale (Figure 18). L’extinction de la sortiline inhibe 

fortement le chargement et la sécrétion de ces deux RTKs dans les exosomes. En outre, la 

sortiline exosomale présente un poids moléculaire inférieur à celui de la sortiline 

intracellulaire (Wilson et al., 2014). Ces résultats soulignent l’importance de la sortiline dans 

le tri des RTKs et suggèrent un rôle clé de cette protéine dans le trafic intracellulaire de ces 

récepteurs en amont du chargement dans les vésicules intraluminales. 
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Figure 18 : le rôle de la sortiline dans la biogenèse des exosomes. 

 

 

 

 

 

 

  

Pendant la voie sécrétoire, la sortiline est synthétisée sous forme d’une pro-protéine qui 

est clivée dans le Golgi par des convertases (étape 1). En aval de la voie sécrétoire, 

plusieurs itinéraires existent pour la sortiline. Seul son rôle dans le chargement de l’EGFR 

et de TrkB dans les exosomes est présenté (étapes 2-6). L’étape 7 représente l’effet pro-

angiogénique de ces exosomes sur la cellule cible. D’après Wilson et al., 2014. 
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Cancer Auteurs Effet Méchanistique Patients 

GBM Xiong et al., 2015 
+apoptose in 

vitro 
Pro-

BDNF/p75NTR/sortiline 
65 

Sein 

Demont et al., 
2012 

+migration 
Pro-NGF/TrkA/sortiline 

+AKT +MAPK 
X 

Roselli et al., 
2015 

+migration 
+prolifération 

+FAK +Src 318 

Poumon 
Wilson et al., 

2014 
+angiogenèse +MAPK X 

Rein 
De la Cruz 

Morcillo et al., 
2016 

+migration 
Pro-BDNF/ 

p75NTR/sortiline/TrkB-T1 
83 

CRC 

Massa et al., 2013 +Migration +PI3K +FAK +Src X 

Massa et al., 2014 +Migration 
Altération des 

desmosomes et des 
intégrines 

X 

Pancréas 
Mijatovic et al., 

2007 
+Migration 
individuelle 

≥ intégrines αV β5 X 

Ovaire 
Ghaemimanesh 

et al., 2014 
-apoptose X 7 

Mélanome Truzzi et al., 2008 +Migration Pro-NGF/p75NTR/sortiline X 

Prostate 
Tanimoto et al., 

2015 

-Prolifération -
Migration -
Invasion 

-Progranuline -AKT X 

 

Tableau 2 : récapitulatif des études majeures sur l’implication de la sortiline dans le 

cancer. Pour chaque cancer, l’effet potentiel de la sortiline, la méchanistique sous-jacente et 

le nombre de patients recrutés sont indiqués. + : stimule / active ; - : inhibe ; ≥ augmente ; X : 

absence. 

 

III.13. « A new role under sortilin’s belt in cancer » (Wilson et al., 2016) 
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Objectifs 
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Comme précisé ci-dessus (voir III.11. pour consulter des explications sur l’implication 

de la sortiline dans le cancer), des preuves accrues soulignent l’implication de la sortiline 

dans la modulation de la progression tumorale. Les recherches de Wilson el al. ont dévoilé 

un rôle crucial de la sortiline dans le chargement des RTKs dans les exosomes des cellules 

du CBNPC (Wilson et al., 2014). Ces travaux suggèrent fortement un rôle de la sortiline dans 

le trafic intracellulaire qui précède la sécrétion exosomale de ces récepteurs. Face à ces 

résultats originaux et au rôle étendu de la signalisation de l’EGFR dans la survie des cellules 

cancéreuses (Shan et al., 2012), nous avons voulu investiguer le rôle de la sortiline dans la 

prise en charge de l’EGFR dans le cadre du CBNPC. Ce projet a pour objectifs : 

 

(i) d’exploiter la nature (active vs passive) de l’association entre la sortiline et l’EGFR 

grâce à l’évaluation de l’effet de l’internalisation de l’EGFR, par stimulation avec un 

ligand, sur cette interaction. 

(ii) d’identifier le compartiment intracellulaire où débute l’interaction EGFR–sortiline et 

de traquer ce complexe pour chercher potentiellement des voies d’adressage 

supplémentaires de l’EGFR médiées par la sortiline. 

(iii) de déterminer les domaines d’interaction entre ces deux protéines, ainsi que de 

suivre l’effet des mutations somatiques de l’EGFR sur cette interaction mais aussi 

d’analyser les répercussions probables sur le tri de l’EGFR par la sortiline. 

(iv) de suivre l’effet de l’extinction / surexpression de la sortiline sur le trafic et la 

signalisation de l’EGFR. 

(v) de réaliser des analyses fonctionnelles qui permettront de caractériser les cellules 

modifiées pour l’expression de la sortiline et d’évaluer leur croissance in vivo. 

(vi) d’évaluer l’expression de la sortiline en fonction du grade pathologique de la 

tumeur au sein d’une cohorte de patients atteints du CBNPC. 

(vii) de réaliser des analyses in silico en se servant des bases de données 

accessibles pour stratifier les patients en fonction de l’expression de SORT1 afin 

d’évaluer la corrélation avec la survie globale. L’objectif ultime étant d’évaluer la 

valeur pronostique de la sortiline dans le CBNPC. 
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Matériels et méthodes 
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Western Blot 

 

Les cellules ont été lavées avec du PBS 1X (Gibco, France) et ensuite lysées dans 

du tampon de lyse cellulaire (Cell Signaling) contenant 1% de cocktail d'inhibiteurs de 

protéases (Roche, France) et un inhibiteur de phosphatases (Sigma, France). Les lysats 

cellulaires ont été soniqués (Vibra-Cell Sonifier, fixé à 50% d'amplitude) à trois reprises (2 s 

chacune, avec au moins 1 min de repos sur les impulsions de glace) et les débris ont été 

éliminés par centrifugation à 18 000 g. Les protéines solubilisées (30 µg) ont été soumises à 

une SDS-PAGE et l'analyse par transfert de Western en utilisant des anticorps spécifiques 

pour la sortiline (BD Biosciences, #612101 ; Dilution 1/200), P-EGFR (Tyr 1068, Cell 

Signaling, Ozyme, France, #3777 ; Dilution 1/1000), EGFR (Cell Signaling, Ozyme, Life 

Technologies , Fischer Scientific, France, #4267; Dilution 1/1000), P-ERK1/2 (Thr202 / 

Thr204; Cell Signaling, Ozyme, #4370; Dilution 1/1000), ERK1/2 (Cell Signaling, Ozyme, 

#9102; Dilution 1/1000), P-AKT (Ser 473, Cell Signaling, Ozyme, #4060; Dilution 1/1000) 

AKT (Cell Signaling, Ozyme, #4691; Dilution 1/1000), EEA-1 (Cell Signaling, Ozyme, #3288; 

Dilution 1/1000), Rab-5 (Cell Signaling, Ozyme, #3547; Dilution 1/1000), Rab-7 (Cell 

Signaling, Ozyme, #9367; Dilution 1/1000), Rab-11 (Cell Signaling, Ozyme, #5589; Dilution 

1/1000), LAMP2 (Santa Cruz Biotechnology, Tebu, France, sc-18822; Dilution 1/200), TGN-

46 (sigma, T7576; Dilution 1/200) , v5 (Life Technologies, Fischer Scientific, MA5-15253; 

Dilution 1/1000), GFP tag (Life Technologies, Fischer Scientific, MA5-15256; Dilution 1/1000) 

et actine (Sigma, a5441; Dilution 1/10000) (utilisé comme témoin de chargement). Les 

anticorps primaires sont détectés par des anticorps secondaires (Dako, Agilent, France; 

Dilution 1/1000) conjugués à la peroxydase de raifort (HRP). Les bandes immunoréactives 

sont alors détectées avec de l’ECL+, un substrat de chimioluminescence. Les membrabne 

sont révélées avec une G-Box (Ozyme, France). 

 

Immunoprécipitation 

 

Les cellules ont été lavées avec du PBS glacé et lysées dans du tampon de lyse IP 

(Tris-HCl 50 mM, pH 7,5, 150 mM de NaCl, 1% de Triton X-100, 2 mM EDTA, tous les 

réactifs de Sigma) contenant 1% cocktail d'inhibiteurs de protéases (Roche) et un inhibiteur 

de phosphatases (Roche). Après une première centrifugation à 18 000 g, les lysats ont été 

saturés par incubation pendant 1 h à 4°C avec 10% (v / v) de cocktail protéique de la souche 

de S. aureus non productrice de la protéine A (Sigma). Le cocktail protéique a été éliminé 

par centrifugation pendant 5 min à 18 000 g. 1 mL de la protéine A couplée à des billes de 

sépharose (Sigma) a été lavé trois fois avec le tampon IP et remis en suspension dans 1 mL 

de tampon IP. Ensuite, 200 µg de lysat protéique et 2 µg d'anticorps ont été solubilisés dans 

1 mL de tampon IP contenant 50 µl de la solution de protéine A couplée à des billes de 

sépharose préparée précédemment et incubés pendant une nuit à 4 °C avec agitation 

légère. Le lysat contrôle a été mélangé avec une IgG de souris ou de lapin. après 1 nuit, les 

immunoprécipitats ont été lavés trois fois avec 1 mL de tampon de lyse IP à 4 °C, puis 

chauffés dans un tampon de chargement (Bio-Rad) à 95 °C pendant 5 min. Les billes ont été 

éliminées par centrifugation de 5 min à 18000 g et les lysats immunoprécipités ont été 

déposés sur un gel SDS-PAGE et analyser par Western Blot (Bio-Rad). 
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Culture cellulaire et traitements 

 

Les lignées cellulaires HEK-293T, A549 et H1650 utilisées dans cette étude ont été 

obtenues auprès de l’«American Type Culture Collection» (ATCC) alors que les lignées 

cellulaires H3255 et H1975 ont été généreusement fournies par Sylvie Gazzeri de l’Insitut 

Albert Bonniot (Grenoble, France) et Patrick Brest de l’Institut de Recherche sur le Cancer et 

le Vieillissement de Nice (IRCAN, France), respectivement. Toutes les lignées cellulaires ont 

été maintenues dans le milieu GlutaMAXTM (Gibco), le milieu Eagle modifié de Dulbecco 

supplémenté de 10% de sérum bovin fœtal (IDbio), 1% d'acides aminés non essentiels 

(Gibco) et d'antibiotiques (IDbio). Toutes les cellules ont été cultivées dans un incubateur 

humidifié réglé à 5% de CO2 et à 37°C. Les cellules ont été cultivées dans des conditions 

sériques normales avant la stimulation avec l’EGF (Life Technologies) à 50 ng.mL-1. Pour les 

traitements avec des composés chimiques, les cellules A549 ont été prétraitées avec le 

Dynasore 100 μM (Sigma), la bafilomycine A1 (Sigma) ou MG-132 (sigma) (10 µM) pendant 

2 h avant la stimulation avec l’EGF (50 ng.mL-1, 30 min). 

 

Prolifération cellulaire et cytométrie en flux 

 

La prolifération cellulaire a été mesurée à l'aide de l'essai de cytométrie en flux Alexa 

Fluor 488 Click-it EdU (Invitrogen). En résumé, les cellules ont été incubées pendant une 

nuit sur des plaques à six puits, incubées avec l’EdU pendant 2 h, puis stimulées pendant 1 

h avec de l'EGF (50 ng.mL-1). La prolifération a été évaluée par cytométrie de flux sur un 

instrument FACS Calibur (BD Biosciences) et les données ont été analysées à l'aide du 

logiciel Cell Quest (BD Biosciences). Chaque expérience a été répétée au moins trois fois. 

L'expression de l'EGFR à la surface cellulaire a été analysée par cytométrie de flux sur des 

cellules vivantes sans perméabilisation. Après lavage dans du PBS glacé, les cellules ont été 

immunomarquées sur de la glace pendant 10 min avec un anti-EGFR conjugué à l’APC 

(Biolegend) dans du PBS contenant 2% de BSA. Après deux autres lavages dans du PBS 

glacé contenant 2% de BSA et un lavage dans du PBS glacé, les cellules ont été mises en 

suspension dans du PBS et analysées par cytométrie en flux sur un instrument FACS 

Calibur (BD Biosciences, France). Les données ont été analysées à l'aide du logiciel Cell 

Quest. Les mesures ont été comparées au contrôle isotopique (IgG anti-rat conjugué à 

l’APC, Biolegend) pour déterminer les seuils de fond et de positivité. Chaque expérience a 

été répétée au moins trois fois. 

 

Transfections transitoire et stable 

 

Pour les transfections transitoire et stable, les cellules ont été transfectées en utilisant 

le réactif de transfection JetPei (transfection Polyplus, Ozyme). Des transfection de shARN à 

l’aide de lentivirus ont été utilisées pour générer des lignées cellulaires stables de sortilin-

knockdown comme décrit précédemment par Wilson et al. (Wilson et al., 2014). Pour la 

sortiline, la séquence du shARN a été TRCN0000005295 (59-

CCGGCCAGTGTACTTTACCAATATACTCGAGTATATTGGTAAAGTACACTGGTTTTT-39). 

Le vecteur de l’EGFR sauvage a été généreusement fourni par Matthew Meyerson (Greulich 
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et al., 2005) (plasmide Addgene n° 11011). Celui de l’EGFR-GFP a été généreusement 

fourni par Alexander Sorkin (Carter and Sorkin, 1998) (addgene plasmid # 32751); La forme 

totale et tronquée de la sortiline ont été généreusement fournies par Gina Finan (Finan et al., 

2011). 

 

ARN interférent 

 

Pour les tests d'interférence, les cellules A549 inactivées pour l’expression de la 

sortiline ont été transfectées en utilisant l’INTERFERin (Polyplus transfection, Illkirch, 

France). Dans chaque transfection, 100 nM de siARN contre l’EGFR (SignalSilence® EGF 

Receptor siRNA I, Ozyme) ou siARN contrôle (signalSilence® Control siRNA [Non 

conjugué], Ozyme) ont été utilisés. 

 

Transcription inverse et PCR en temps réel 

 

Le kit Qiagen RNeasy a été utilisé pour isoler l'ARN total des cellules selon les 

recommandations du formisseur (Qiagen). L'ADNc a été préparé en utilisant le kit de 

transcription inverse d'ADNc à haute capacité (Applied Biosystems). La réaction a été 

arrêtée par incubation à 95 °C pendant 5 min. 100 ng d'ADNc ont été utilisés pour chaque 

réaction de qPCR qui a été effectuée avec des sondes TaqMan (Applied Biosystems) sur un 

appareil de qPCR ABI Step One Plus (Applied Biosystems). Les amorces de qPCR et les 

sondes pour l’EGFR (Hs01076090_m1) et HPRT (Hs02800695_m1) proviennent de Life 

Technologies, et les amorces / sonde de la sortiline ont été réalisées spécifiquement pour 

cette étude. La séquence de l’amorce sens a été AGCCAGTGGGTCTCCTACAC. Celle de 

l’amorce anti-sens a été CACTCCACAGACCCTGAAGA. La séquence de la sonde a été 

TCCTTGAAAGGAACTGTGAAGAGAAGGACT. 

 

Immunofluorescence et essai de ligature de proximité 

 

Les cellules ont été cultivées sur des lamelles de verre et lavées deux fois dans du 

PBS avant d’être fixées dans du méthanol glacé pendant 10 min sur de la glace. Après la 

fixation, les cellules ont été lavées avec un tampon de lavage, PBS contenant 1% (p / v) de 

BSA et bloquées pendant 30 min avec du PBS contenant 3% de BSA (IDbio). Les cellules 

ont été immunomarquées à 4 °C pendant une nuit avec l'anticorps primaire (Dilution 1/100) 

dans la solution de blocage. Le lendemain matin, les cellules ont été lavées trois fois (PBS, 

1% BSA), et les anticorps primaires ont été marqués soit avec des anti-IgG de lapin 

conjugés à l’Alexa Fluo 488, soit avec des anticorps anti-IgG de souris conjugés à l’Alexa 

Fluo 594 pendant 2 h à température ambiante (Life Technologies, dilution 1/1000). Les 

cellules ont été lavées trois fois (PBS, 1% BSA). Enfin, les cellules ont été montées en 

utilisant un milieu de montage Fluoroshield (Sigma) contenant du 4',6-diamidino-2-

phénylindole (DAPI) pour marquer les noyaux. Les images de fluorescence ont été obtenues 

à l'aide des microscopes à épifluorescence (Zeiss Axiovert) équipés d'un système d'imagerie 

confocale à balayage laser (Zeiss LSM 510 META ou LSM880). Les coefficients de Manders 
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ont été calculés à l'aide du logiciel Zeiss LSM 510 META ou ZEN (Zeiss) à partir d’images 

non saturées avec une tranche optique de 0,8 μm. Au moins 30 cellules ont été acquises 

pour chaque condition. L'expression à la surface cellulaire de l'EGFR ou de la sortiline 

(calculée à partir de la différence d’expression sur la cellule entière et les moyennes de 

fluorescence intracellulaire) a été analysée à l'aide du logiciel ImageJ (NIH, Bethesda). 

Pour l’essai de ligature de proximité (PLA), les cellules ont été fixées avec du 

paraformaldéhyde 4% pendant 10 min puis perméabilisées pendant 30 min sur de la glace 

dans du PBS 0,1% de Triton X-100 (Sigma). Par la suite, les cellules ont été lavées avec du 

PBS, et une solution de saturation (PBS, 2% BSA) a été appliquée pendant 30 min à 37 °C 

dans une chambre humidifiée. Les anticorps primaires contre l'EGFR (souris monoclonal, 

dilution 1/100, Life Technologies) et la sortiline (lapin polyclonal, dilution 1/100, Abcam) ont 

été dilués dans la solution de saturation et les échantillons ont été incubés pendant 30 min à 

37 °C. Les cellules ont ensuite été lavées avec un tampon A du kit PLA Duolink II (Olink 

Bioscience, Sigma). Par la suite, la sonde Duolink II PLA anti-souris Minus et la sonde PLA 

Duolink II anti-lapin Plus ont été ajoutées aux cellules et l'échantillon a été incubé pendant 60 

min à 37 °C. Pour lier les deux sondes, les cellules ont été lavées dans du tampon A et 

incubées pendant 30 min à 37 °C dans un tampon de ligature Duolink II dilué dans de l'eau 

distillée filtrée contenant de la ligase. Après ligature, les cellules ont été lavées dans du 

tampon A, puis incubées pendant 100 min à 37 °C avec le tampon d'amplification Duolink II 

contenant la polymérase. Les cellules ont ensuite été lavées trois fois dans le tampon B et 

montées avec un milieu de montage in situ contenant le DAPI. Les analyses quantitatives 

obtenues à partir de chaque échantillon indépendant ont été effectuées à l'aide du logiciel 

ImageJ (NIH, Bethesda) en fonction des valeurs moyennes de fluorescence. Au moins 50 

cellules ont été acquises pour chaque condition et les résultats ont été normalisés par 

rapport aux cellules témoins. 

 

Fractionnement subcellulaire sur gradient d’OptiPrep 

 

Les cellules ont été lavées avec du PBS glacé, rapidement gonflées avec du tampon 

osmotique (Tris-HCl 10 mM [Sigma], pH 7,4) et raclées dans un tampon d'homogénéisation 

(Tris-HCl 10 mM, pH 7,4, EGTA 1 mM , 0,5 mM, EDTA, saccharose 0,25 M, tous les réactifs 

de Sigma) contenant 1% de cocktail d’inhibiteurs de protéases et de phosphatases. Les 

cellules ont été homogénéisées à l'aide d'un homogénéisateur Dounce (IKALabortechnik) et 

les surnageants post-nucléaires (PNS) ont été obtenus par centrifugation de l'homogénat 

pendant 10 min à 1000 g. Les PNS ont été centrifugés à 10000 g pendant 20 min à 4 °C 

pour précipiter la membrane plasmique, les mitochondries et le réticulum endoplasmique 

rugueux. Le PNS a ensuite été fractionné sur un gradient de densité d’OptiPrep (Sigma) 

discontinu 10-30% (p / v) tel que décrit par Li et Donowitz (Li and Donowitz, 2008). 

Une solution d’OptiPrep de travail (WS) à 50% (p / v) a été préparée en mélangeant 5 

volumes d'OptiPrep avec 1 volume de solution de diluant (saccharose 0,25 M, EDTA 6 mM, 

Tris-HCl 60 mM, pH 7,4). Ensuite, le WS de 50% d'OptiPrep a été dilué dans des milieux 

d'homogénéisation (HM) (saccharose 0,25 M, EDTA 1 mM, Tris-HCl 10 mM, pH 7,4) pour 

obtenir neuf solutions contenant différents pourcentages d'OptiPrep (10%, 12,5% 15%, 

17,5%, 20%, 22,5%, 25%, 27,5% et 30%). Les couches d’OptiPrep ont été stratifiées 

manuellement dans un tube d’ultracentrifugeuse, avec les concentrations les plus fortes au 

https://imagej.nih.gov/ij/
https://imagej.nih.gov/ij/
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fond et les concentrations les plus faibles en haut. Le PNS a été dilué dans le HM et chargé 

sur le dessus des couches avant d'être ultracentrifugé à 100000 g pendant 16 h à 4 °C. Le 

lendemain matin, 20 fractions à partir des 10 couches ont été recueillies et les protéines ont 

été précipitées en utilisant 20% (p / v) d'acide trichloroacétique (Sigma) et 10% (p / v) 

d'acétone glacée (Sigma). Les protéines précipitées ont été granulées par centrifugation à 

18000 g pendant 30 min à 4 °C, puis lavées deux fois dans de l'acétone glacée par 

centrifugation répétée de 18000 g pendant 2 min à 4 °C. Les protéines ont été solubilisées 

dans le tampon de chargement et ont été chauffées à 95 °C pendant 5 min. Les protéines 

ont été déposées puis séparées par électrophorèse SDS-PAGE dans l'ordre de la collecte 

(i.e. à partir des vésicules les plus légères aux plus lourdes au fond du tube). L’analyse par 

Western Blot a été effectuée avec les anticorps correspondants. 

 

Extraction des protéines nucléaires et cytoplasmiques 

 

L’extraction des protéines nucléaires et cytoplasmiques a été faite selon le protocole 

du kit « NE-PER™ Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagents » (Thermo Fisher, France). 

En résumé, 106 cellules ont été transférées dans un tube 1.5 mL puis centrifugées à 500g 

pendant 3 min. Le culot cellulaire a été lysé avec le tampon CER I glacé (VCER I = 10.Vculot 

cellulaire), vortexé vigoureusement pendant 15 s pour suspendre le culot et incubé sur glace 

pendant 10 min. Ensuite, le tampon CER II glacé a été rajouté (VCER II = Vculot cellulaire /2), le 

lysat a été vortexé pendant 5 s, incubé 1 min sur la glace, vortexé de nouveau pendant 5 s et 

centrifugé à vitesse maximale pendant 5 min. Le surnageant correspondant aux protéines 

cytoplasmiques a été transféré immédiatement dans un autre tube, le culot insoluble 

contenant les noyaux a été lysé avec le tampon NER (VNER = 5.Vculot cellulaire), vortexé 15 s 

toutes les 10 min pendant 40 min. Enfin, le lysat nucléaire a été centrifugé à vitesse 

maximale pendant 10 min et le surnageant a été transféré dans un autre tube. A l’issu des 

extractions, les protéines nucléaires et cytoplasmiques ont été analysées par Western Blot. 

 

Greffe de cellules tumorales in vivo 

 

Des souris NOD SCID (Janvier Labs,France) ont été élevées et suivies à l’animalerie 

EOPS de la Faculté de Médecine de Limoges en respectant les recommandations 

européennes conernant l’expérimentation animale. Le protocole expérimental a été déposé 

auprès du comité d’éthique. Les souris ont été injectées par voie sous-cutanée dans la 

cuisse gauche avec 1.106 cellules dans 20 μL de PBS. Le volume tumoral (= Longueur x 

Largeur x [(Longueur + Largeur) / 2]) a été mesuré deux fois par semaine. Les souris ont été 

sacrifiées 25 jours après l'injection. Les tumeurs ont été prélevées, puis fixées avec du 

formaldéhyde 4% avant d’être incorporées dans de la paraffine puis traitées pour les 

marquages immunohistochimiques. 
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Analyse ex vivo : immunohistochimie sur les TMA de patients atteints 

d’adénocarcinome bronchique 

 

Les microarrays de tissus d'adénocarcinome pulmonaire contenant 48 cas avec des 

informations sur les résultats du grade pathologique ont été fournis par US Biomax 

(BCS04017a, US Biomax, États-Unis). De plus, 30 blocs de paraffine contenant des tumeurs 

d'adénocarcinome pulmonaire ont été cédés par le CRB (Centre de ressources biologiques) 

du Service de pathologies du CHU de Limoges (protocole [AC-2013-1853, DC-2011-1264]). 

Tous les patients ont été informés de l'utilisation de leurs échantillons de tissus dans des 

études de recherche et ont signé une déclaration de non opposition pour l’utilisation de leur 

prélèvement à des fins de recherche. Les marquages immunohistochimiques ont été réalisés 

sur des sections consécutives de 5 μm d'épaisseur. Des anticorps contre la sortiline 

(Alomone, Israël, 1/175), l’EGFR (Cell Signaling, Ozyme, 1/25) et le Ki-67 (Dako, 1/200) ont 

été utilisés pour le marquage des tissus. Leica Bond-Max a été utilisé avec le kit Bond 

Polymer Filter. Pour le marquage de la sortiline et de l'EGFR, les échantillons ont été 

prétraités avec la solution de récupération 1 du kit (ER1) pendant 5 min. Pour le marquage 

Ki-67, les échantillons ont été prétraités pendant 20 min avec la solution de récupération 2 

(ER2). Le marquage a été effectué avec le même dispositif (Leica Bond-Max) et les lames 

ont été montées avec un milieu de montage non aqueux. Les images ont été acquises avec 

un scanner de lames Hamamatsu. Chaque capture d'image a été quantifiée visuellement par 

la méthode du score Hirsh adaptée (Pirker et al., 2012) et les quantifications ont été 

effectuées en triple aveugle. Pour évaluer le pourcentage de noyaux Ki67 positifs, nous 

utilisons le logiciel publique Immunoratio (Tuominen et al., 2010). 

 

Analyses in silico et base de données 

 

La survie globale en fonction de l’expression SORT1 a été obtenue en utilisant une 

courbe de Kaplan-Meier pour le cancer du poumon avec le programme KMplot (kmplot) à 

l'aide de données extraites de la base de données Gene Expression Omnibus (GEO) avec 

les numéros d'accès GSE14814, GSE19188 , GSE29013, GSE30219, GSE31210, 

GSE3141, GSE31908, GSE37745 et GSE50081. Les données d'expression de l'EGFR, de 

SORT1 et les données globales correspondantes sur la survie du patient et l'état vital ont été 

extraites de la base de données cBioPortal tiré des archives de l'Atlas du génome du 

cancer (TCGA, Nature 2014, TCGA provisoire), représentant des données sur un total de 

673 patients atteints d'adénocarcinome pulmonaire. 

 

Analyses statistiques 

 

Les analyses statistiques ont été effectuées en utilisant le logiciel StatView (v.5.0). 

Les données présentées sont représentatives d'au moins trois expériences indépendantes. 

Les résultats sont présentés à partir d’histogrammes représentant la moyenne + / - l’écart-

type (« standard deviation »). Des analyses de variance (ANOVA) ou des tests t de Student 

ont été réalisés pour comparer les résultats entre les différentes conditions ou entre les 

différentes cellules. Une valeur de p ≤ 0,05 est considéré comme significative (* p ≤ 0,05, ** p 

http://153.1.200.58:8080/immunoratio/
http://kmplot.com/analysis/
http://www.cbioportal.org/
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≤ 0,01; *** p ≤ 0,001). La survie globale a été déterminée à partir d’analyse de survie de type 

Kaplan-Meier. L’influence de l'expression de l'EGFR et de SORT1 sur la survie globale a été 

analysée en utilisant un modèle de régression de Cox. Les seuils ont été déterminés à l'aide 

de Cutoff Finder (Budczies et al., 2012). 

 

http://molpath.charite.de/cutoff/
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Résultats 
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Chapitre IV. La sortiline contrôle l’internalisation de l’EGFR et limite la 

croissance tumorale 

 

Une activation aberrante des RTKs est détectée dans environ 75% des ADCs 

pulmonaires (Cancer Genome Atlas Research Network, 2014). Les RTKs relayent les 

signaux extracellulaires à l’intérieur de la cellule engendrant ainsi une signalisation impliquée 

dans de nombreux processus, tels que la prolifération, la migration et la survie cellulaire 

(Lemmon and Schlessinger, 2010). L’EGFR est l’archétype des RTKs (Tomas et al., 2015; 

Ullrich et al., 1984). La liaison d’un ligand, tel que l’EGF, entraine la dimérisation du 

récepteur et l’autophosphorylation des résidus tyrosine dans son domaine cytoplasmique. 

L’EGFR engendre ainsi une signalisation intracellulaire et est alors internalisé (Capuani et 

al., 2015). L’internalisation de l’EGFR ainsi que son tri intracellulaire sont étroitement régulés 

par des protéines adaptatrices amarrées au domaine C-terminal de l’EGFR (Torrisi et al., 

1999). 

L’internalisation et la dégradation rapide de l’EGFR sont sous un contrôle spatio-

temporel étroit pour limiter la signalisation engendrée par les MAPKs (Sorkin and von 

Zastrow, 2009). Ce mécanisme de rétrocontrôle qui régit par la dégradation lysosomale 

induite par le ligand constitue la fin du signal contrecarrant ainsi le potentiel oncogénique de 

l’EGFR (Kawamata et al., 1994). En effet, la surexpression de l’EGFR est une caractéristique 

commune à plusieurs cancers. En outre, l’inactivation des protéines de tri qui régulent à la 

fois l’intensité et la durée de la signalisation joue un rôle clé dans la croissance tumorale 

dépendante de l’EGFR à travers une signalisation soutenue représentant l’une des 

caractéristiques centrales du cancer (Hanahan and Weinberg, 2011). 

Etant donné que plusieurs facettes du trafic de l’EGFR restent non résolues 

(Rappoport and Simon, 2009) et que l’internalisation du récepteur représente une étape 

cruciale pour inhiber sa signalisation, nous avons cherché à déterminer si une autre protéine 

pouvait intervenir dans la régulation du trafic intracellulaire de l’EGFR suite à la stimulation 

par l’EGF. La sortiline qui est un récepteur de type I appartient à la famille des protéines à 

domaine VPS10P (Mazella et al., 1998; Petersen et al., 1997) représente un candidat 

potentiel. Cette protéine est majoritairement localisée dans l’appareil de Golgi et elle est 

continuellement recyclée entre celui-ci et la membrane plasmique (Nykjaer and Willnow, 

2012). Le domaine VPS10P constitue la partie extracellulaire / luminale de la sortiline est 

connue pour son implication dans le trafic des RTKs spécifiques, les récepteurs des 

neurotrophines dans les neurones (Nykjaer et al., 2004; Teng et al., 2005). Dans une étude 

antérieure, nous avons démontré que la sortiline facilite le transport et le chargement de 

l’EGFR dans des vésicules extracellulaires exprimant des marqueurs exosomaux (Wilson et 

al., 2014). Etant donné que l’EGFR n’est pas présent dans les exosomes provenant des 

cellules inactivées pour l’expression de la sortiline, nous avons donc analysé la fonction 

exacte de la sortiline dans le trafic intracellulaire de l’EGFR. 

 Nos résultats sont en accord avec ceux de Wilson et al, qui démontre que l’EGFR 

interagit avec la sortiline à l’état basal. Cependant, la stimulation des cellules A549 par l’EGF 

(50 ng.mL-1) augmente significativement cette interaction à partir de 2 min de traitement. 

Sans stimulation par son ligand, l’EGFR est majoritairement membranaire, tandis que la 

sortiline colocalise avec le marqueur de l’appareil de Golgi TGN-46 et celui des endosomes 

précoces Rab-5. La stimulation par l’EGF induit l’internalisation et la dégradation de l’EGFR, 
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ce qui est confirmé par l’augmentation de sa colocalisation avec Rab-5 et le marqueur 

lysosomal LAMP-2. L’EGFR colocalise, dans une moindre mesure, avec TGN-46. Cette 

observation est compatible avec sa translocation nucléaire induite par le ligand et qui 

nécessite le passage préalable par l’appareil de Golgi (Brand et al., 2011). En revanche, 

l’EGF induit une délocalisation de la sortiline vers les endosomes précoces, ce qui est 

confirmée par l’augmentation significative de sa colocalisation avec Rab-5. L’EGFR et la 

sortiline sont colocalisés dans ces mêmes organites intracellulaires à la suite à la stimulation 

par l’EGF, suggèrant ainsi que la sortiline et l’EGFR interagissent ensemble durant la phase 

précoce de l’internalisation du RTK (Henriksen et al., 2013). 

 D’une manière intéressante, la rétention de l’EGFR à la membrane plasmique suite à 

l’action du Dynasore (un inhibiteur des dynamines) (Macia et al., 2006) démontre une 

augmentation de la triple colocalisation entre l’EGFR, la sortiline et l’antigène-1 des 

endosomes précoces (EEA-1) suite à la stimulation par l’EGF. D’une manière surprenante, le 

traitement au Dynasore seul met en relief une forte interaction EGFR–sortiline à la 

membrane plasmique suggérant une interaction indépendante de la phosphorylation de 

l’EGFR. En effet, la stimulation par l’EGF ne montre pas d’effet significatif sur cette 

interaction dans les cellules A549 pré-traitées par le Dynasore. Ces résultats indiquent que 

l’association entre l’EGFR et la sortiline débute à la membrane plasmique en amont du 

recrutement d’EEA-1. Afin de valider cette interaction membranaire, nous avons utilisé la 

lignée cellulaire non-tumorale HEK-293T qui présente une faible expression endogène de 

l’EGFR et de la sortiline (Nykjaer et al., 2004; Stern et al., 2007). Dans cette lignée, nous 

avons co-surexprimé l’EGFR et la forme totale ou la forme tronquée de la sortiline. La 

sortiline tronquée dépourvue de sa partie C-terminale est incapable d’être recyclée à partir 

de la membrane plasmique vers les endosomes ou le Golgi. L’EGFR interagit fortement avec 

la sortiline tronquée à la surface des cellules HEK-293T. Ces résultats confirment 

l’interaction membranaire entre l’EGFR et la sortiline et indiquent que celle-ci est accentuée 

suite à l’enrichissement de la sortiline à la membrane plasmique indépendamment de la 

stimulation par l’EGF. 

 A la lumière de ces résultats, nous avons voulu définir quels étaient les domaines 

d’interaction entre l’EGFR et la sortiline. La co-surexpression de l’EGFR avec le domaine 

intra- ou extracellulaire de la sortiline dans les cellules HEK-293T indique que le domaine 

extracellulaire de l’EGFR interagit avec le domaine VPS10P (extracellulaire) de la sortiline. 

Ces résultats suggèrent que les mutations somatiques dans le domaine tyrosine kinase de 

l’EGFR n’affectent pas son interaction avec la sortiline. Les lignées exprimant un EGFR muté 

(H1650, H3255 et H1975) ont révélé une forte interaction basale entre l’EGFR et la sortiline 

supérieure à celle détectée dans les cellules A549 exprimant un EGFR sauvage. Ce résultat 

est en accord avec le fait que le trafic des mutants de l’EGFR soient augmenté en 

comparaison avec celui de à la forme sauvage (Chung et al., 2009; Tomas et al., 2014). La 

stimulation par l’EGF induit une augmentation de l’association entre l’EGFR et la sortiline 

dans les lignées H1650 et H3255 mais pas dans la lignée H1975, suggèrant un trafic plus 

intense de l’EGFR dans cette lignée. L’ensemble de ces résultats suggèrent un rôle de la 

sortiline dans l’internalisation de l’EGFR à partir de la membrane plasmique. 

 L’inactivation de la sortiline par transfection lentivirale de shARN dirigé contre la 

sortiline (SORT1 shRNA) permet de maintenir l’EGFR à la membrane plasmique des cellules 

A549 malgré la stimulation par l’EGF. Dans ces cellules, l’EGFR est constitutivement actif et 

il engendre une signalisation intracellulaire d’une manière indépendante du ligand. En plus, 

l’EGFR échappe à la dégradation lysosomale dans les cellules A549 SORT1 shRNA. En 
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accord avec cette signalisation activée par l’EGFR, les cellules A549 SORT1 shRNA 

présentent un taux de prolifération supérieur à celui des cellules contrôles (A549 pLKO). 

L’extinction de la sortiline n’affecte pas le niveau des transcrits de l’EGFR ni l’activité 

lysosomale dans ces cellules. Ces résultats confirment que la rétention membranaire de 

l’EGFR et son hyperphosphorylation sont dûes à un défaut d’internalisation et d’adressage 

intracellulaire de l’EGFR. Dans notre modèle, le taux supérieur d’EGFR dans les cellules 

inhibées pour l’expression de la sortiline est causé par une accumulation de l’EGFR mature 

dans la cellule et un délai de dégradation par le lysosome. Nous avons ensuite démontré 

que la lignée H1975 qui est résistante aux inhibiteurs de l’EGFR, tels que le géfitinib, 

exprime un niveau faible de sortiline endogène. Cependant, la surexperession de la sortiline 

inverse le phénotype résistant de ces cellules comme cela a pu être démontré via la 

diminution de la phosphorylation d’AKT et d’ERK, ainsi que la diminution du taux de 

prolifération cellulaire. 

In vivo, les cellules A549 SORT1 shRNA montrent une croissance tumorale 

significativement plus importante que celle des cellules pLKO, en accord avec le taux de 

prolifération supérieur des cellules SORT1 shRNA in vitro. Les analyses 

immunohistochimiques démontrent quant à elles que l’expression du marqueur de 

prolifération (ki67) est supérieure dans ces cellules en comparaison avec les cellules pLKO 

reflétant la croissance tumorale supérieure des cellules SORT1 shRNA. 

 Les approches ex vivo menées sur une cohorte de patients atteints d’ADC 

pulmonaire, apportent la preuve que l’expression de la sortiline diminue significativement 

avec le grade tumoral alors que celle du marqueur de prolifération ki67 augmente. Ce 

résultat suggère que l’expression de la sortiline est inversement corrélée au taux de 

prolifération des cellules tumorales. Ceci a été confirmé par les analyses in silico qui ont 

révélées qu’une expression élevée de SORT1 est fortement corrélée à une meilleure survie 

globale des patients atteints d’ADC pulmonaire. De plus, Une expression élevée de SORT1 

est corrélée avec une meilleure survie des patients exprimant un EGFR amplifié ou ayant 

des mutations sensibles aux iTKs. Etant donné que la sortiline atténue la signalisation 

proliférative de l'EGFR, comme cela a pu être observé dans la lignée cellulaire résistante au 

géfitinib, son expression dans les tumeurs représente donc potentiellement un nouveau 

marqueur possédant une valeur prédictive sur la réponse thérapeutique. 
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Chapitre V. L’extinction de l’expression de sortiline inhibe la translocation 

nucléaire de l’EGFR 

 

Comme précisé dans l’introduction du manuscrit (II.3.1), le transport de l’EGFR vers 

le noyau représente une signalisation non-canonique qui a été corrélée à la prolifération 

cellulaire et la résistance thérapeutique dans le cancer (Hsu et al., 2009; Tomas et al., 2014; 

Wang et al., 2010). Dans le noyau, l’EGFR peut stimuler l’expression des gènes cibles en 

s’associant à des facteurs de transcription au sein des complexes transcriptionnels, ou 

engendrer une signalisation kinase nucléaire (Lin et al., 2001; Lo et al., 2010; Wang et al., 

2006a). Etant donné que la translocation nucléaire de l’EGFR nécessite son passage par le 

Golgi (Tomas et al., 2014) où la majorité de la sortiline réside (Nielsen et al., 2001; Nykjaer 

and Willnow, 2012), nous avons voulu analyser le rôle potentiel de la sortiline dans le 

contrôle du trafic nucléaire de l’EGFR. L’acquisition d’images en microscopie confocale a 

révélé la présence de complexes EGFR–sortiline dans le noyau des cellules A549 (Figure 

17a). La stimulation par l’EGF augmente significativement le taux nucléaire de ce complexe 

(Figure 19b). A l’état basal, le fractionnement subcellulaire a montré une diminution de 

l’expression de l’EGFR dans la fraction correspondant aux noyaux des cellules A549 SORT1 

shRNA en comparaison avec les cellules contrôles (Figrue 17c). Bien que la stimulation par 

l’EGF induise une translocation nucléaire de l’EGFR dans les deux lignées, le taux d’EGFR 

nucléaire demeure significativement inférieur dans les cellules éteintes pour l’expression de 

la sortiline (Figure 19d et e). Ce résultat est en adéquation avec la rétention membranaire de 

l’EGFR observée dans ces mêmes cellules à la suite de la stimulation par l’EGF ainsi 

qu’avec le défaut de tri intracellulaire de l’EGFR induit par la perte d’expression de la 

sortiline. Ces résultats suggèrent également une inhibition de la signalisation nucléaire de 

l’EGFR dans la lignée A549 SORT1 shRNA. Cependant, 3 gènes cibles de l’EGFR sont 

constitutivement surexprimés dans les cellules éteintes pour l’expression de la sortiline en 

comparaison avec la lignée pLKO (Figure 19f). Ces gènes sont liés à la prolifération 

cellulaire (c-Myc et CCND1) et la résistance à la chimiothérapie (ABCG2) (Mo and Zhang, 

2011; Musgrove et al., 2011; Schmidt, 1999). Cette signature transcriptomique a été validée 

dans deux autres lignées cancéreuses éteintes pour l’expression de la sortiline et présentant 

un EGFR amplifié, les lignées A431 de carcinome épidermoïde et U87-MG de glioblastome 

(Figrue 17f). L’ensemble de ces résultats suggèrent une fonction nucléaire inédite du 

complexe EGFR–sortiline. 
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Figure 19 : l’extinction de la sortiline altère le trafic nucléaire de l’EGFR. 

(a) Pile d’images acquises en Z stack au microscope confocal à partir de cellules A549 pLKO 

stimulées par l’EGF. (b) Quantification du signal nucléaire du PLA par rapport aux cellules 

A549 pLKO non stimulées par l’EGF. (c) Fractionnement subcellulaire montrant la répartition 

de l’EGFR dans la membrane plasmique (pm), le cytoplamse (c), le noyau (n) et le 

cytosquelette (cs) des cellules A549 pLKO et SORT1 shRNA stimulées par l’EGF. (d) Les 

protéines nucléaires (n) et cytoplasmiques (c) ont été extraites à partir des cellules A549 

pLKO et SORT1 shRNA stimulées ou pas avec l’EGF et analysées par Western Blot pour les 

protéines indiquées. (e) Quantification de la translocation nucléaire de l’EGFR et de la 

sortiline à partir des mêmes conditions expérimentales que (d). (f) Analyse par PCR 

quantitative de l’expression génique de C-Myc, CCND1 et ABCG2 dans les lignées 

indiquées.  
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Discussion 
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L’EGFR est l’archétype des RTKs, il représente le RTK le plus dérégulé dans les 

cancers humains (Rappoport and Simon, 2009). La signalisation engendrée par l’EGFR est 

fortement impliquée dans la prolifération, la survie et la formation des métastases (Garvalov 

et al., 2014; Sigismund et al., 2008). Au niveau génomique, la mutation ou l’amplification du 

gène codant pour l’EGFR peuvent augmenter sa signalisation intracellulaire. Au niveau 

protéomique, l’EGFR transactive d’autres RTKs via son association avec ces récepteurs au 

sein d’un hétérodimère. Etant donné la complexité des mécanismes régissant la signalisation 

aberrante de l’EGFR, plusieurs études de la répartition subcellulaire et du trafic de ce 

récepteur ont été menées (Chung et al., 2009; Garvalov et al., 2014; Tan et al., 2016). Il est 

actuellement communément admis que la signalisation engendrée par l’EGFR ne se restreint 

pas à la surface cellulaire, mais elle s’étend potentiellement aux plateformes de signalisation 

à partir de l’EGFR s’accumulant dans les endosomes, échappant ainsi à la dégradation 

(Tomas et al., 2014). 

 

La fonction de la sortiline dans la prise en charge de l’EGFR membranaire et la 

régulation de sa signalisation 

 

Notre étude est la première à démontrer la fonction d’une protéine de tri cellulaire 

possédant un domaine VPS10P, la sortiline, dans le trafic intracellulaire de l’EGFR ainsi que 

son rôle majeur afin de contrôler et de limiter la signalisation proliférative induite par ce RTK. 

Nous proposons un modèle dans lequel la sortiline trie l’EGFR en le prenant en charge à 

partir de la surface cellulaire modulant ainsi son accumulation membranaire et sa 

signalisation autocrine sous-jacente. La liaison d’un ligand induit l’internalisation de l’EGFR 

et sa dégradation par la voie lysosomale (Tomas et al., 2014). L’association de la sortiline 

avec l’EGFR membranaire est indipensable pour l’endocytose précoce du récepteur et son 

adressage lysosomal, deux mécanismes cruciaux pour le contrôle spatiotemporel de la 

signalisation à travers un RTK (Casaletto and McClatchey, 2012). La dérégulation de ce 

contrôle contribue potentiellement à l’initiation et la progression de la tumeur, notamment 

dans le cadre du CBNPC où environ 75% des cas présentent une activation aberrante des 

RTKs conduisant à une agressivité tumorale supérieure (Cancer Genome Atlas Research 

Network, 2014).  

La stimulation par l’EGF induit l’internalisation de l’EGFR et favorise son association 

avec la sortiline. En effet, le complexe EGFR–sortiline est détecté à l’état basal, comme 

démontré précédemment dans les corps muti-vésiculés et comme le souligne l’effet du 

Dynasore dans la mise en relief d’une association constitutive entre ces deux partenaires. Le 

Dynasore est à un inhibiteur de la dynamine, il bloque l’endocytose aussi bien que la 

maturation endosomale (Macia et al., 2006). Le traitement par le Dynasore a révélé la 

présence des complexes EGFR–sortiline à la surface cellulaire. Cependant, ces structures 

membranaires pourraient correspondre à des sites de formation des endosomes précoces, 

vu la capacité du Dynasore à inhiber la dissociation des invaginations membranaires en 

forme de « U » durant la formation des endosomes précoces. Dans le but de clarifier le site 

initial de formation du complexe EGFR–sortiline et d’identifier ainsi la phase précise où 

débute cette interaction, nous avons utilisé un vecteur conçu par Finan et al. codant pour 

une sortiline tronquée dépourvue du domaine intracellulaire contenant des sites actifs de tri 

(Finan et al., 2011). Etant donné que la sortiline circule continuellement entre le Golgi et la 

surface cellulaire, l’utilisation de cette forme tronquée induit un enrichissement de la sortiline 
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à la membrane plasmique et une inhibition de son engagement dans le transport rétrograde. 

La sortiline tronquée interagit fortement avec l’EGFR à la surface cellulaire, ce qui valide la 

présence de ce complexe au niveau de la membrane plasmique en dehors des sites de 

formation des endosomes. La stimulation par l’EGF augmente l’interaction entre l’EGFR et la 

sortline exclusivement dans les cellules surexprimant la forme totale de la sortiline. 

Néanmoins, l’interaction entre ces 2 protéines demeure plus forte dans les cellules 

surexprimant la sortiline tronquée, ce qui pourrait s’expliquer par l’altération du trafic 

endocytaire et rétrograde de cette protéine empêchant la dégradation de l’EGFR et par 

conséquent la dissociation de ce complexe. Ces résultats sont concordant avec le fait qu’il 

existe une association entre l’EGFR et la sortiline d’une manière indépendante du ligand. 

Nous avons également démontré que cette interaction implique le domaine VPS10P de la 

sortiline et le domaine extracellulaire de l’EGFR. La fonction de la sortiline dans la prise en 

charge de l’EGFR est ainsi étendue aux formes mutées du récepteur indépendamment du 

type de mutation du domaine tyrosine kinase intracellulaire. Un trafic intracellulaire intense 

augmente la formation du complexe EGFR–sortiline, comme observé dans les lignées de 

CBNPC présentant un EGFR muté et ayant une capacité accrue à être internalisé (Martin et 

al., 2004). De façon surprenante, la stimulation par l’EGF n’induit pas une augmentation de 

l’association entre l’EGFR et la sortiline dans la lignée H1975, contrairement aux autres 

lignées du CBNPC utilisées dans cette étude. Ce résultat suggère un trafic cellulaire plus 

intense de l’EGFR dans cette lignée. Ainsi, l’ensemble de ces données montrent que 

l’augmentation de l’association EGFR–sortiline est indirectement liée à l’activation du 

récepteur, vu que la phosphorylation de l’EGFR déclenche la mise en place de la machinerie 

d’endocytose dont la sortiline représente un élément clé. Dans notre modèle, que ce soit 

induit par un ligand ou non, le déclenchement du trafic rétrograde de l’EGFR corrèle avec 

une interaction accrue avec la sortiline au niveau de la membrane plasmique, ce qui nous a 

conduits à évaluer l’impact de l’inhibition de l’expression de la sortiline sur la prise en charge 

de l’EGFR durant son transport rétrograde. 

L’extinction de l’expression de la sortiline induit un délai dans l’internalisation de 

l’EGFR et l’accumulation membranaire qui s’ensuit. A la surface cellulaire, l’EGFR accumulé 

est constitutivement activé et il engendre une signalisation de prolifération constitutive. Cette 

activation de l’EGFR est très probablement due à la densité membranaire élevé du récepteur 

qui permet de lever l’inhibition exercée par la bicouche phospholipidique sur les domaines 

juxta-membranaires et favorise ainsi l’interaction entre ces domaines, un mécanisme 

indispensable pour l’activation du domaine tyrosine kinase (Arkhipov et al., 2013; Endres et 

al., 2013). L’accumulation de l’EGFR a été observée dans d’autres lignées cancéreuses 

présentant un EGFR amplifié, la lignée de glioblastome U87-MG et la lignée A431 du 

carcinome épidermoïde de la peau. Ces résultats mettent l’accent sur le caractère ubiquitaire 

de la fonction de la sortiline dans la régulation du trafic de l’EGFR dans différents cancers. 

En effet, la sortiline joue le rôle d’un co-récepteur de p75NTR et cette association est 

indispensable pour engendrer la signalisation à travers cet axe. Ce mécanisme a été validé 

dans plusieurs modèles dont les cellules neuronales (Nykjaer et al., 2004; Teng et al., 2005) 

et les cellules lymphocytaires (Fauchais et al., 2008). Vu l’accumulation de l’EGFR induite 

par l’inactivation de l’expression de la sortiline dans d’autres modèles cancéreux, nous 

proposons une fonction élargie de la sortiline dans la régulation de la signalisation 

dépendante de ce récepteur. La signalisation proliférative et autocrine est dépendante de 

l’EGFR membranaire ce qui conduit à une prolifération cellulaire accrue des cellules 

inactivées pour l’expression de la sortiline in vitro. En accord avec ces résultats, nous avons 
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démontré qu’in vivo, l’expression de la sortiline est inversement corrélée à l’expression du 

marqueur de prolifération ki67 ainsi qu’à la croissance tumorale. L’augmentation de la 

prolifération est donc provoquée par un délai dans l’internalisation de l’EGFR pendant son 

transport rétrograde et sa signalisation membranaire consécutive. Cependant, l’inhibition de 

la voie sécrétoire / antérograde n’affecte pas l’interaction entre ces deux protéines. Ceci 

indique que la stimulation de l’interaction entre l’EGFR et la sortiline déclenchée par le ligand 

implique bien l’EGFR mature et non le récepteur au cours de sa synthèse ou de sa 

maturation. 

 

La translocation nucléaire du complexe EGFR–sortiline 

 

Outre les plateformes de signalisation, le noyau représente la destination 

intracellulaire ultime de l’EGFR suite à la translocation nucléaire à partir du Golgi, ce qui 

conduit à une signalisation nucléaire et non-canonique du récepteur (Brand et al., 2011). 

Face à ce constat et suite à l’identification de la sortiline comme un régulateur clé du 

chargement de l’EGFR dans les exosomes des cellules de CBNPC (Wilson et al., 2014), 

nous nous sommes intéressés au rôle de la sortiline dans le tri de l’EGFR précédant la 

biogenèse des corps multi-vésiculés, des organites intracellulaires contenant les nano-

vésicules destinées à la sécrétion. En accord avec la rétention membranaire de l’EGFR, 

l’inhibition de l’expression de la sortiline provoque une diminution du taux nucléaire de ce 

récepteur à l’état basal. De plus, la translocation nucléaire de l’EGFR suite à la stimulation 

par son ligand est également inhibée. Ces résultats ont suggéré une diminution de la 

signalisation nucléaire de l’EGFR, notamment à travers la régulation de ses gènes cibles, 

dans les cellules SORT1 shARN. D’une manière surprenante, l’inhibition de l’expression de 

la sortiline stimule l’expression de trois gènes cibles de l’EGFR impliqués dans la 

prolifération et la résistance thérapeutique (c-Myc, CCND1 et ABCG2). La surexpression de 

ces 3 gènes est également observée dans les lignées U87-MG et A431. Des travaux 

antérieurs ont démontré que la surexpression de c-Myc dans le glioblastome est sous le 

contrôle de la neurotensine qui stimule ainsi la prolifération cellulaire (Ouyang et al., 2016). 

Etant donné que la sortiline est inhibée dans les cellules de GBM U87-MG SORT1 shARN, 

cela suggère que la surexpression de c-Myc constatée ne dépend pas de l’interaction de la 

neurotensine (NTS) avec la sortiline (NTSR-3). En effet dans ce modèle l’activation de 

l’expression de c-Myc dépendrait plutôt de l’interaction de la NTS avec NTSR-1 (Ouyang et 

al., 2016). Il serait donc intéressant de vérifier si une augmentation de l’expression de la 

sortiline dans ces cellules pourrait bloquer l’expression de c-Myc ou encore de vérifier si 

l’absence d’expression de SORT-1 renforce la voie NTS / NTSR-1 et déclenche ainsi une 

surexpression de l’EGFR associée à une activation autocrine / paracrine comme cela a été 

constaté précédemment dans le cancer bronchique (Younes et al., 2014). Une activation 

aberrante de la voie NTS / interleukine-8 (IL-8) a été décrite dans plusieurs modèles 

cancéreux tels que le carcinome hépatocellulaire et le CCR (Wang et al., 2006b; Yu et al., 

2013b). L’IL-8 induit une résistance aux iTKs des cellules de cancer bronchique en leur 

conférant des propriétés de cellules souches (Liu et al., 2015). L’IL-8 induit également 

l’expression du transporteur ABCG2 dans le carcinome hépatocellulaire (Park et al., 2014). 

Hors, il est actuellement admis que le transporteur ABCG2 est l’un des principaux canaux 

MDR (« multidrug resistance ») des cellules souches cancéreuses (Zhou et al., 2001). De ce 

fait, il serait très intéressant de rechercher l’effet potentiel de l’IL-8 dans l’induction de 
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l’expression de ce marqueur suite à l’inhibition de l’expression de la sortiline, ainsi que de 

vérifier l’expression des marqueurs de cellules souches cancéreuses dans les cellules 

inactivées pour l’expression de la sortiline. Ce mécanisme compensatoire dépendant de 

l’activation d’une voie alternative devra être clarifié dans des études ultérieures. La 

translocation nucléaire inédite de la sortiline suite à la stimulation par un facteur de 

croissance suggère une fonction du couple EGFR–sortiline en tant que facteurs 

transcriptionnels. L’EGFR ne contient pas de domaine de liaison à l’ADN (Huo et al., 2010). 

Puisqu’aucune donnée de la littérature n’aborde la translocation et la fonction potentielle de 

la sortiline dans le noyau, nous avons cherché si cette protéine possède un domaine prédit 

de liaison à l’ADN en utilisant les bases de données accessibles (« Protein Data Bank 

archive-information » et « DNA Binding Protein prediction ») (Szilágyi and Skolnick, 2006). 

En se basant sur la structure tridimensionelle de la sortiline complexée avec la neurotensine 

(Quistgaard et al., 2009), les résultats n’ont pas prédit de domaine de laison à l’ADN 

(probabilité : 0.3703). Par conséquent, ces deux protéines exerceraient un contrôle 

transcriptionnel en association avec d’autres facteurs de transcription. 

 

L’altération de la signalisation proliférative et de la résistance au gefitinib par la 

sortiline 

 

Wilson et al., ont précédemment démontré que la sortiline est un acteur 

indispensable du trafic rétrograde de l’EGFR (Wilson et al., 2014). La dérégulation de ce 

transport est également corrélée à la résistance thérapeutique dans de nombreux modèles 

cancéreux dont le CBNPC (Gazdar, 2010; Tomas et al., 2014). Afin de vérifier cela, nous 

avons étudié l’effet de la surexpression de la sortiline dans la modulation du phénotype 

oncogénique de la lignée H1975 résistante aux iTKs. Nos résultats indiquent que la 

surexpression de la sortiline diminue le taux de prolifération et altère la résistance de cette 

lignée au gefitinib. A la suite de la surexpression de la sortiline, une diminution de la 

signalisation proliférative a été observée suggérant un adressage accru de l’EGFR vers la 

dégradation lysosomale dans les cellules H1975. Ces résultats suggèrent l’absence d’un 

taux suffisant de sortiline endogène pour achever ce tri dans ces cellules. A la lumière de 

ces résutats, nous avons suggéré un rôle suppresseur de tumeur de la sortiline dans les 

cellules du CBNPC, ce qui nous a conduits à évaluer sa valeur pronostique en analysant les 

changements de son expression au sein d’une cohorte de 30 patients atteints d’ADC 

pulmonaire du CHU de Limoges, ainsi que 48 patients de la société américaine « US 

Biomax ». En parallèle, nous avons utilisé une approche in silico reposant sur les bases de 

données accessibles (673 patients). 

 

La valeur prédictive de la sortiline sur la survie globale des patients atteints d’ADC 

pulmonaire 

 

Les patients atteints d'ADC pulmonaire présentent des tumeurs peu différenciées ou 

anaplasiques avec un taux de prolifération élevé ayant une faible expression de la sortiline. 

L’expression de la sortiline diminue en effet significativement à partir du grade II tandis que 

le nombre de noyaux positifs pour ki67 augmente comme attendu. Afin de fournir des 

https://www.rcsb.org/pdb/home/home.do
https://www.rcsb.org/pdb/home/home.do
http://dnabind.szialab.org/
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explications biologiques concernant la perte d’expression de la sortiline dans les ADCs 

pulmonaires avancés, nous avons analysé des données accessibles sur le site de TCGA. 

Ces données concernent la perte putative d'hétérozygotie (LOH), les mutations ou la 

méthylation du promoteur de SORT1. Ce gène codant pour la sortiline est situé sur le 

chromosome 1 au locus 1p13.3, flanqué par les gènes MYBPHL (Myosine Binding Protein H 

Like) et PSMA5 (Proteasome Subunit Alpha 5). Après avoir validé que tous les patients 

présentaient la même LOH pour la sortiline et ses gènes voisins, nos analyses statistiques 

ont révélé que la LOH se produit depuis le stade I et que sa fréquence est significativement 

plus élevée au stade III (p = 0,0010 entre les stades I et III ). La LOH pourrait donc expliquer 

en partie la diminution de l’expression de SORT1 dans les stades avancés d’ADC 

pulmonaire. En revanche, les mutations de SORT1 ne se produisent que chez 0,4% des 

patients, un seul patient avec une mutation dans SORT1 a été détecté parmi les 524 cas 

référencés dans la base de données, ce qui suggère que les mutations ne représentent pas 

un facteur causal qui expliquerait l'expression réduite ou la perte de fonction de SORT1 dans 

les stades pathologiques avancés. De même, nous n'avons détecté aucune différence 

significative dans la méthylation du promoteur de SORT1 entre les stades I et III. Cependant, 

Ces données ne sont pas fournies par le TCGA pour le tissu témoin du même patient. Il est 

utile de noter qu’en se basant sur nos analyses in silico, aucune corrélation entre 

l’expression de la sortiline, le stade tumoral et la survie globale n’a été révélée dans les 

autres sous-types de cancer bronchique, tels que le CE. La corrélation inverse entre 

l’expression de la sortiline et l’agressivité tumorale nous a conduits à analyser les 

changements d’expression de cette protéine en fonction de la survie globale des patients. 

Nos analyses in silico révèlent une forte corrélation entre l’expression élevée de la sortiline et 

une meilleure survie globale des patients atteints d’ADC pulmonaire. Nos résultats sont donc 

en accord avec ceux obtenus in vitro et qui montrent que la sortiline limite la prolifération 

cellulaire et la croissance tumorale . De nombreuses études publiées tentent de corréler la 

surexpression de l’EGFR avec la survie globale des patients atteints de cancer bronchique. 

Cependant, les données concernant la valeur pronostique de l'expression de l’EGFR sont 

incohérentes et confuses (Fang and Wang, 2014; Hirsch et al., 2003; Lee, 2006). Il existe 

une forte controverse entre l’expression de l’EGFR et la survie des patients. Certaines 

publications indiquent qu’une expression élevée de l'EGFR est corrélée avec une survie 

médiocre alors que d'autres études ne concluent pas aux mêmes résultats (Lee, 2006). Il est 

intéressant de noter que chez les patients exprimant un taux élevé d’EGFR, une expression 

élevée de SORT1 améliore significativement la survie globale. Dans notre modèle, l’impact 

de l’expression de l’EGFR sur la survie globale semble dépendre des facteurs régissant sa 

signalisation oncogénique et modulant l’atténuation de celle-ci à travers un trafic 

intracellulaire qui adresserait ce récepteur activé vers la dégradation. Alors qu’aucune 

corrélation n’a été révélée entre l’expression de SORT1 et la présence des mutations 

oncogéniques telles que KRAS et BRAF, SORT1 est plus exprimée chez les patients avec 

un EGFR présentant des mutations sensibles aux iTKs. L’expression de la sortiline est 

associé à un phénotype tumoral moins agressif suggèrant que son expression a la capacité 

potentiel d’inverser la résistance au gefitinib des cellules de la lignée H1975 in vitro. 
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La sortiline, une épée à double tranchant dans le cancer 

 

L’ensemble de nos résultats identifient la sortiline comme un facteur de bon pronostic 

chez les patients atteints d’ADC bronchique, en accord avec son rôle supresseur de tumeur 

observé dans le cadre du cancer de la prostate (Tanimoto et al., 2015). Cependant, dans 

d’autres modèles cancéreux tels que le CCR, le cancer de l’ovaire et du sein, la sortiline 

paraît comme une protéine oncogénique qui favorise principalement la migration cellulaire 

présentant ainsi un effet pro-métastatique (Ghaemimanesh et al., 2014; Massa et al., 2013, 

2014; Roselli et al., 2015). L’allure de l’expression de la sortiline en fonction du stade tumoral 

diffère selon le type de cancer, ce qui suggère une différence dans les mécanismes 

régissant l’expression de la sortiline entre les différents modèles. Ces mécanismes 

pourraeint impliquer la LOH, la méthylation du promoteur de SORT1 ou des régulations post-

transcriptionnelle notamment à travers des miRNA dont l’expression varierait différemment 

entre les stades et le type du cancer. Jusqu’à présent, ces mécanismes demeurent non 

élucidés dans la littérature. Dans le cancer de l’ovaire, Ghaemimanesh et al. ont démontré 

que la sortiline est surexprimée dans le tissus tumoral en comparaison avec le tissus 

contrôle provenant des kystes ovariens (Ghaemimanesh et al., 2014). Cependant, leur 

cohorte est restreinte à 7 patients. Malgré ce nombre restreint et l’absence d’approches 

mécanistiques concernant l’implication de la sortiline dans la survie des cellules de 

carcinome ovarien, les auteurs suggèrent que la sortiline pourrait être une nouvelle cible 

thérapeutique dans le cancer de l’ovaire. Ces études ont besoin d’être étayées par des 

approches abordant les acteurs de cette signalisation « pro-survie » suggérée par les 

auteurs. Dans le cancer du sein, Demont et al. ont démontré que le pro-NGF stimule la 

migration des cellules cancéreuses à travers une boucle autocrine impliquant TrkA et la 

sortiline (Demont et al., 2012). Les auteurs montrent que l’expression du pro-NGF augmente 

avec le grade pathologique. Ils n’abordent cependant pas l’expression de la sortiline qui 

semble être indispensable pour la signalisation induite par le pro-NGF dans ce modèle. En 

utilisant une analyse de type Kaplan-Meier dans le cancer du sein, nous avons pu constater 

qu’une expression élevée de SORT1 est corrélée à un taux de survie significativement plus 

élevé (p=0,0018). D’où la nécessité d’explorer l’expression de la sortiline dans des 

échantillons tumoraux de sein dans le futur. A l’image d’autres protéines matures dont le 

clivage aboutit à une forme présentant un poids moléculaire plus léger et biologiquement 

active, telles que p75NTR (Schachtrup et al., 2015), Massa et al. ont démontré que le clivage 

de la sortiline membranaire cause le relargage d’une forme soluble qui représente un ligand 

actif. Ce ligand exerce un effet pro-métastatique sur les cellules du CCR à travers 

l’augmentation de la concentration calcique dans les cellules réceptrices, ainsi qu’une 

activation de la voie PI3K dépendante de la phosphorylation des kinases FAK et Src (Massa 

et al., 2013). Cette démonstration valide la différence de fonction de la sortiline en fonction 

de son poids moléculaire. Ces résultats sont en accord avec le rôle pro-angiogénique de la 

sortiline clivée démontré par Wilson et al. dans le CBNPC (Wilson et al., 2014). En effet, la 

sortiline joue un rôle dans le chargement et le relargage des RTKs, l’EGFR et TrkB, dans le 

microenvironnement tumoral à travers les exosomes des cellules A549. Ces exosomes 

stimulent l’expression des facteurs pro-angiogéniques dans les cellules réceptrices. La 

sortiline provenant du surnageant des cellules A549 présente un poids moléculaire inférieur 

à celui détecté dans le lysat cellulaire, ceci reflète une différence dans son rôle pro-tumorale 

vs suppresseur de tumeur dépendamment de sa forme. Etant donné que la sortiline est 

accrochée à la bicouche phospholipidique des exosomes provenant des cellules A549, cette 
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forme demeure différente de la forme soluble décrite par Massa et al. dans le CCR. Afin de 

confirmer l’ensemble des données concernant le clivage de la sortiline, il serait nécessaire 

de séquencer toutes les formes clivées dans ces modèles. Cela permettrait de déterminer la 

séquence exacte qui régit les fonctions anti- ou pro-tumorale de cette protéine, ainsi que son 

trafic intracellulaire à la fois dans les cellules émettrices et réceptrices. Le clivage de la 

sortiline pourrait abolir des sites actifs de tri intracellulaire, notamment à travers la perte des 

motifs régissant son trafic intracellulaire (e.g. motif dileucine) (Johnson et al., 1990; Mari et 

al., 2008). 
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En conclusion, nos travaux montrent que l’expression de la sortiline est modulée dans 

des tumeurs bronchiques humaines. Cette étude identifie la sortiline comme un marqueur de 

bon pronostic chez les patients atteints d’ADC pulmonaire. La sortiline est indispensable 

pour déclencher l’internalisation de l’EGFR et sa dégradation subséquente. La perte de 

l’expression de la sortiline induit une rétention membranaire de l’EGFR dans un état 

hyperphosphorylé, une prolifération cellulaire accrue et une croissance tumorale accélérée. 

La sortiline inverse également la résistance aux iTKs in vitro. Collectivement, ces travaux 

confirment le rôle clé de la régulation spatiotemporelle de la signalisation à travers un RTK 

dans l’initiation et la progression du cancer. Cette étude marque le rôle d’une protéine de tri 

appartenant à la familles des protéines à domaine VPS10P dans l’atténuation de la 

signalisation proliférative engendrée par un RTK pour limiter la croissance tumorale. De 

nombreuses perspectives sont suggérées par ce travail : 

 

i. La mise au point un modèle de cellules tumorales dans lesquelles nous stimulerons 

l’expression de la sortiline d’une manière inductible. Dans cette optique, nous 

pourrons valider l’effet de l’induction de cette expression sur la résistance aux iTKs in 

vivo, ainsi que traquer la signalisation proliférative de l’EGFR. Ces manipulations 

présentent un intérêt majeur pour étudier l’impact de la sortiline dans la modulation 

de l’agressivité tumorale. 

ii. Le clivage de la sortiline joue un rôle prépondérant dans la modulation de son trafic et 

par conséquent sa fonction. Dans les exosomes, la sortiline présente un poids 

moléculaire inférieur à celui détecté dans le lysat cellulaire total et elle exerce une 

fonction pro-angiogénique sur les cellules réceptrices (Wilson et al., 2014). Nous 

souhaitons poursuivre ce travail en analysant par spectrométrie de masse la 

séquence de la sortiline secrétée dans les microvésicules circulantes. Ces analyses 

concerneront à la fois le surnageant des lignées cellulaires ainsi que notre 

sérothèque construite à partir des patients atteints de cancer bronchique. Les 

résultats qui en découleront feront partie d’un projet se focalisant sur le rôle potentiel 

des enzymes de clivage dans la manipulation des fonctions pro- ou anti-tumorale de 

la sortiline. 

iii. Les miRNA sont des ARN simple-brin qui, en s’appariant à des ARNm, guident leur 

dégradation ou la répression de leur traduction en protéine (Brest et al., 2011). Etant 

donné que l’expression de la sortiline est différentielle entre les stades d’ADC 

pulmonaire, l’étude de la régulation potentielle de son expression par des miRNA 

représente une approche intéressante. 

iv. VPS10P est le domaine extracellulaire de la sortiline impliqué dans son interaction 

avec l’EGFR. Nous souhaitons évaluer l’implication d’autres membres de la famille 

des protéines à domaine VPS10P dans l’atténuation de la signalisation proliférative 

de l’EGFR. Dans cette perspective, il serait intéressant d’étendre cette étude à 

d’autres RTKs dérégulés dans le cancer bronchique, tels que ALK et ROS-1. 
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Concours Ma Thèse en 180s (MT180s) 

 

 Lauréat au concours MT180s de l’Université de Limoges. 

 Prix du public de la finale MT180s interuniversitaire au sein de l’Université 

Confédérale Léonard de Vinci (Universités de Limoges, Poitiers, La Rochelle, 

Orléans et Tours) le 26 Avril 2016. 

 Lien pour accéder à la vidéo : https://www.youtube.com/watch?v=GEcUY9rzm9o 

 Discours : 

 

Dans la mythologie grecque, Hermès était le messager de l'aile-chaussé des 

Olympiens, c’est le fils bien-aimé de Zeus et de la nymphe, Maia. Il a été commis à de 

nombreuses responsabilités confiées par Zeus, le plus important était de servir de lien 

entre les deux mondes, prendre des messages aux dieux pour l’humanité. En appliquant 

la sagesse de la philosophie antique à la recherche biomédicale moderne, on remarque 

une véritable ressemblance entre la façon dont les deux mondes, l'humanité et les dieux, 

ont co-évolué et les moyens du développement de la tumeur: c’est la communication par 

des messagers, appelés exosomes ou oncosomes qui pendant des années étaient 

inconnues des scientifiques. 

En effet, la tumeur nait et croit dans un environnement qui lui est hostile où les 

cellules immunitaires, ces gendarmes cellulaires, traquent les cellules à l’intégrité 

compromise. Pour se nourrir et respirer, cette tumeur utilise des serviteurs, les vaisseaux 

sanguins. Hélas, la malice d’une cellule cancéreuse dépasse un simple désir d’exister et 

de se nourrir, bien au contraire, à envahir, conquérir, réduisant les chances de guérison. 

Face à un tel constat, il devient indispensable que notre catapulte de médicament puisse 

bombarder cette place forte, atteindre le cœur de la tumeur de manière rapide et 

efficace. Notre adversaire est le cancer du poumon, nous essayons de le comprendre à 

travers ses messagers, émanant de la tumeur et circulant dans le sang du patient. Ces 

messagers ressemblent à des astres 10000 fois plus petits qu’un millimètre. L’identité de 

leur ensemble est loin d’être connue, pour nous, ils représentent un reflet de la tumeur 

expéditrice, il faut les espionner, se glisser dans leurs valises et percer leur mystère. 

D’une manière intéressante, nous avons dévoilé l’identité d’un messager au dessein 

sombre, qui une fois libéré par la tumeur, répand sa volonté et impose la construction de 

plus de vaisseaux sanguins, soit plus de nutriments, plus d’oxygène pour alimenter la 

déesse tumorale. En décryptant les messages transportés, je pourrais déterminer les 

désirs de la déesse, anticiper sa stratégie offensive et envahissante, étouffer ses « 

messagers-obscurs » avant même leur naissance. Dans le but de la démunir de tout outil 

de lutte contre les médicaments anticancéreux. Le but ultime serait de semer le doute 

entre la tumeur et son environnement, et pourquoi ne pas fabriquer et injecter dans le 

sang du patient des messagers curatifs qui pourraient retourner la force de la déesse 

contre elle-même? 

 

 

https://www.youtube.com/watch?v=GEcUY9rzm9o
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Une représentation vulgarisée du rôle des microvésicules circulantes dans la 

communication entre la cellule tumorale et son microenvironnement, ainsi que de la 

contribution de la recherche biomédicale moderne dans l’identification de nouvelles 

cibles thérapeutique. Dessin réalisé par Anaïs Himeur (page FaceBook : 

@anaistaoshimeur), Amandine Magnaudeix, Hussein Al Akhrass et Thomas Naves. 
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Un rôle inédit de la sortiline dans le contrôle du transport rétrograde de l’EGFR pour 
limiter la croissance tumorale 

Le cancer du poumon est le troisième cancer le plus fréquent chez les femmes et le 
deuxième chez les hommes, il est la cause principale de décès par cancer dans le monde, 
avec une mortalité annuelle supérieure à 1 million. Malgré des progrès remarquables dans la 
thérapie ciblée, la majorité des patients atteints de cancer du poumon sont diagnostiqués 
dans un stade avancé où ils ne connaissent pas d'amélioration significative de leur survie 
globale. Les récepteurs à domaine tyrosine kinase, tels que le récepteur du facteur de 
croissance épidermique (EGFR), traduisent les informations du microenvironnement dans la 
cellule en activant des voies de signalisation homéostatiques. L'internalisation et la 
dégradation de l'EGFR suite à la liaison du ligand limitent l'intensité de la signalisation 
proliférative, ce qui contribue à maintenir l'intégrité cellulaire. Dans les cellules cancéreuses, 
la dérégulation du trafic de l’EGFR aboutit à des effets divers sur la progression tumorale. 
Dans cette étude, nous avons identifié la sortiline comme un régulateur clé de 
l'internalisation de l'EGFR à partir de la membrane plasmique. La perte de l’expression de la 
sortiline dans les cellules tumorales augmente la prolifération cellulaire en soutenant la 
signalisation de l’EGFR à la surface de la cellule, ce qui accélère la croissance tumorale. 
Chez les patients atteints de cancer du poumon, l'expression de la sortiline diminue avec 
l’augmentation du grade pathologique et l’expression de son gène, SORT1, est fortement 
corrélée à une meilleure survie globale, en particulier chez les patients présentant une forte 
expression de l'EGFR. Ainsi, la sortiline représente un nouveau régulateur du trafic 
intracellulaire de l’EGFR, elle agit en contrôlant l'internalisation de ce récepteur et en limitant 
la croissance tumorale. 

Mots-clés : Cancer, Signalisation, EGFR, Sortiline. 

A new role of sortilin in the control of EGFR retrograde trafficking to limit tumour 
growth. 

Lung cancer is the third most common cancer in women and the second in men, it is the 

leading cause of cancer-related death worldwide, with an annual mortality of more than 1 

million. Despite remarkable advances in targeted therapy, the majority of patients with lung 

cancer are diagnosed at an advanced stage where they do not experience a significant 

improvement in overall survival. Tyrosine kinase receptors such as the epidermal growth 

factor receptor (EGFR) transduce information from the microenvironment into the cell and 

activate homeostatic signalling pathways. Internalisation and degradation of EGFR after 

ligand binding limits the intensity of its proliferative signalling, thereby helping to maintain cell 

integrity. In cancer cells, deregulation of EGFR trafficking has a variety of effects on tumour 

progression. Here, we report that sortilin is a key regulator of EGFR internalisation. Loss of 

sortilin in tumour cells promotes cell proliferation by sustaining EGFR signalling at the cell 

surface, ultimately accelerating tumour growth. In lung cancer patients, sortilin expression 

decreases with increased pathologic grade, and the expression of SORT1 (the gene 

encoding sortilin) is strongly correlated with a better survival, notably in patients with high 

EGFR expression. Thus, sortilin is a novel regulator of EGFR intracellular trafficking acting 

by controlling receptor internalisation and limiting tumour growth. 

Keywords: Cancer, Signalling, EGFR, Sortiline. 
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