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RESUME DES TRAVAUX 
 

L’asthme est une maladie chronique caractérisée par une inflammation, une hyperréactivité 
bronchique et un remodelage structural des voies aériennes. Les mécanismes impliqués dans ces 
modifications ne sont pas totalement élucidés. De nombreux médiateurs inflammatoires sont 
actuellement à l’étude, et nous nous sommes intéressés à l’un d’eux en particulier, le facteur de 
croissance des nerfs ou NGF. En effet, le NGF, bien connu pour son rôle dans la croissance et la 
survie des nerfs, est présenté actuellement comme un médiateur de l’inflammation, en particulier 
dans le système pulmonaire. 
 
 
Expression du NGF dans les voies aériennes 

 
Des taux plus élevés de NGF ont été mesurés dans le sérum des patients asthmatiques par 

rapport à des sujets contrôles non asthmatiques. Une augmentation des taux de NGF a également été 
mise en évidence dans le liquide de lavage bronchoalvéolaire de ces patients, et cette augmentation 
est encore plus grande après provocation allergénique. Ces résultats sont parallèles aux résultats 
observés dans les voies aériennes nasales chez les patients souffrant de rhinite allergique, montrant 
une augmentation des taux de NGF. La présence de NGF dans le liquide de 
lavage bronchoalvéolaire et nasal suggère une libération locale de NGF dans les voies aériennes.  
 

Nous avons alors voulu étudier au laboratoire les sources potentielles de NGF dans les voies 
aériennes. Une étude antérieure in vitro montrait l’expression constitutive de NGF par les 
fibroblastes pulmonaires humains en culture primaire (Olgart et Frossard, 2001). Par la suite, une 
étude in vivo a été réalisée par immunomarquage du NGF sur des coupes de biopsies bronchiques 
de patients non asthmatiques à l’aide d’un anticorps anti-NGF (Olgart-Höglund et al., 2002). Ces 
études ont montré un marquage des fibroblastes, confirmant les résultats obtenus in vitro, mais 
également un marquage de l’épithélium et du muscle lisse bronchique, suggérant que ces cellules 
structurales étaient des sources de NGF dans les voies aériennes. Nous avons confirmé ces données 
in vitro en montrant une expression constitutive du NGF par les cellules épithéliales pulmonaires 
A549, dans le surnageant de culture par dosage ELISA et par immunomarquage à l’aide d’un 
anticorps anti-NGF (Publication n°1). Nous avons également confirmé l’expression constitutive du 
NGF dans les cellules musculaires lisses bronchiques humaines en culture primaire, en mettant en 
évidence l’ARNm du NGF par PCR quantitative en temps réel et la protéine du NGF par dosage 
ELISA dans le surnageant de culture cellulaire (Publication n°2). 

 
Nous avons recherché quelles cellules produisant du NGF dans les voies aériennes 

pouvaient être impliquées dans l’augmentation des taux de NGF en conditions inflammatoires. Les 
conditions inflammatoires des voies aériennes ont été « mimées » in vitro par traitement des cellules 
par l’interleukine-1β (IL-1β), une cytokine pro-inflammatoire libérée en grandes quantités dans les 
voies aériennes des patients asthmatiques. L’IL-1β induit une augmentation de l’expression du NGF 
dans les cellules épithéliales humaines A549 (Publication n°1) et dans les cellules musculaires 
lisses bronchiques humaines (Publication n°2), avec une augmentation maximale de la protéine du 
NGF de près de deux fois les taux de base après 24h de traitement. Un immunomarquage réalisé sur 
des coupes de biopsies bronchiques provenant de patients asthmatiques montre un marquage de  
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l’épithélium et du muscle lisse bronchique, mais également des cellules inflammatoires infiltrées. 
Ainsi, l’ensemble de ces résultats suggère que les taux élevés de NGF mesurés dans les voies 
aériennes des patients asthmatiques pourraient avoir plusieurs origines cellulaires : d’une part les 
cellules structurales exprimant plus de NGF en conditions inflammatoires, et d’autre part les 
cellules inflammatoires infiltrées dans la muqueuse bronchique, exprimant le NGF de manière 
constitutive ou en quantités plus importantes. 

 
Enfin, nous avons voulu savoir si l’augmentation des taux de NGF en conditions 

inflammatoires pouvait être modulée par des traitements anti-inflammatoires comme les 
glucocorticoïdes utilisés dans le traitement de l’asthme. Nous avons ainsi montré in vitro que la 
sécrétion de NGF induite par l’IL-1β, de même que la sécrétion constitutive de NGF, sont inhibées 
après pré-traitement des cellules par la dexaméthasone (Publication n°1). Ces résultats sont en 
accord avec les résultats antérieurs obtenus in vitro au laboratoire dans les fibroblastes pulmonaires 
humains (Olgart et Frossard, 2001), et également avec les données obtenues in vivo montrant une 
diminution des taux circulants de NGF chez les patients asthmatiques traités par des 
glucocorticoïdes inhalés (Noga et al., 2001). Ces résultats suggèrent ainsi que les glucocorticoïdes 
inhibent la sécrétion de NGF en conditions inflammatoires et que les cellules structurales des voies 
aériennes pourraient être des cibles de l’action anti-inflammatoire des glucocorticoïdes.  
 
 
Rôle du NGF dans l’asthme 

 
De nombreuses études ont proposé un rôle potentiel du NGF dans l’hyperréactivité 

bronchique et l’inflammation des voies aériennes. Au contraire, peu d’études ont été consacrées au 
rôle potentiel du NGF dans le remodelage bronchique. Ce remodelage structural implique 
notamment un épaississement du muscle lisse bronchique, dû en partie à une prolifération excessive 
des cellules musculaires lisses bronchiques. Nous avons alors proposé l’hypothèse d’un rôle du 
NGF dans la prolifération accrue des cellules musculaires lisses bronchiques (Publication n°3). Les 
voies de signalisation du NGF sont bien connues dans les cellules neuronales : l’activation de son 
récepteur à haute affinité, le récepteur TrkA (Tropomyosin-related kinase A), conduit notamment à 
l’activation des MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase) ERK1/2 et p38. Or l’activation de ces 
mêmes MAPK est impliquée dans la prolifération du muscle lisse bronchique induite par d’autres 
facteurs de croissance comme l’EGF (Epidermal Growth Factor) ou le PDGF (Platelet-derived 
Growth Factor). Ainsi, le NGF pourrait participer à la prolifération des cellules musculaires lisses 
bronchiques par l’intermédiaire de l’activation de son récepteur TrkA, dont l’expression constitutive 
a été montrée in vivo dans les bronches humaines, en particulier dans le muscle lisse bronchique 
(Ricci et al., 2004). 

  
Nous avons ainsi montré que le NGF induit la prolifération des cellules musculaires lisses 

bronchiques humaines en culture primaire, via l’activation d’un récepteur TrkA fonctionnel exprimé 
sur ces cellules (Publication n°3). Deux voies de signalisation distinctes activées par le récepteur 
TrkA sont impliquées dans cet effet : l’activation de la protéine kinase C (PKC) conduisant à 
l’activation de la MAPK p38 d’une part, et l’activation de la voie ras/raf conduisant à l’activation 
de la MAPK ERK1/2 d’autre part. L’activation de ces deux voies est nécessaire à l’effet prolifératif 
du NGF dans les cellules musculaires lisses bronchiques humaines. 
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Dans les cellules neuronales, le NGF induit une internalisation du récepteur TrkA après 
activation, ayant notamment pour but de réguler l’expression du récepteur TrkA à la surface de ces 
cellules. En conditions inflammatoires, les taux de NGF élevés dans les voies aériennes pourraient 
contribuer à une activation massive des récepteurs TrkA exprimés sur le muscle lisse bronchique. 
Nous avons alors proposé l’hypothèse de mécanismes d’internalisation du récepteur TrkA après 
activation par le NGF, comme c’est le cas dans les cellules neuronales, afin de réguler l’expression 
de ce récepteur à la surface des cellules musculaires lisses bronchiques. Nous avons ainsi étudié les 
mécanismes d’internalisation, de dégradation et de resynthèse du récepteur TrkA après activation 
par le NGF dans ces cellules en culture primaire (Publication n°4). 

 
Les résultats obtenus montrent que l’activation du récepteur TrkA par le NGF conduit à son 

internalisation dans les cellules musculaires lisses bronchiques humaines, impliquant le recrutement 
de la clathrine, une molécule qui se polymérise sous la membrane cellulaire et favorise la formation 
des endosomes d’internalisation. Le récepteur TrkA est ensuite dégradé dans les lysosomes. De 
nouveaux récepteurs sont synthétisés et une augmentation de plus de 50% d’expression du récepteur 
TrkA est observée à la surface des cellules après 24h de traitement par le NGF (Publication n°4). 
Ainsi, nos résultats suggèrent que l’activation du récepteur TrkA par le NGF conduit après 
internalisation, dégradation et resynthèse, à une régulation positive de son expression à la surface 
des cellules. Ce mécanisme, en augmentant l’expression du récepteur TrkA à la surface du muscle 
lisse bronchique, pourrait induire une potentialisation des effets du NGF sur ces cellules dans les 
voies aériennes. Ceci reste bien sûr une hypothèse pour l’instant, qu’il faudra étudier plus en détail. 
Il faudra notamment vérifier la fonctionnalité des nouveaux récepteurs exprimés à la surface des 
cellules musculaires lisses bronchiques humaines in vitro, et étudier in vivo une augmentation 
potentielle de l’expression du récepteur TrkA dans les voies aériennes des patients asthmatiques. 
 
 
Conclusion 

 
Les travaux réalisés au cours de ce doctorat ont permis d’apporter des arguments 

supplémentaires à l’hypothèse d’un rôle du NGF dans les maladies inflammatoires comme 
l’asthme. Cependant, la découverte d’une expression constitutive de NGF dans les voies aériennes 
des sujets sains implique une fonction physiologique du NGF dans le système bronchique qu’il 
reste à définir et étudier. De plus, il reste à élucider un rôle potentiel de l’expression des récepteurs 
du NGF dans l’asthme. En effet, les expériences en cours au laboratoire suggèrent l’hypothèse 
d’une modification par le NGF de l’expression de ses récepteurs. Cette hypothèse reste à confirmer, 
mais une telle modification d’expression pourrait exister dans les voies aériennes des patients 
asthmatiques où les concentrations de NGF sont augmentées, et contribuer aux effets du NGF dans 
l’asthme. 
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1. LE FACTEUR DE CROISSANCE DES NERFS  
 

Le facteur de croissance des nerfs ou NGF appartient à la famille des neurotrophines, qui 

comprend chez l’homme également le facteur de croissance dérivé du cerveau (BDNF) et les 

neurotrophines 3 et 4/5 (NT-3 et NT-4/5). Au départ extrait à partir de sarcomes ou de glandes 

salivaires de souris et de venin de serpent, on sait aujourd’hui que le NGF est produit par un grand 

nombre de cellules, comme les cellules du système immunitaire, en particulier les lymphocytes 

(Ehrhard et al., 1994 ; Lambiase et al., 1997) et les mastocytes (Leon et al., 1994 ; Tam et al., 

1997). Il a été montré au laboratoire que les cellules inflammatoires infiltrées dans les voies 

aériennes synthétisent du NGF (Olgart Hoglund et al., 2002). Les cellules structurales peuvent 

également libérer du NGF : c’est le cas par exemple des fibroblastes (Lindholm et al., 1987 ; 

Lindholm et al., 1988) ou des cellules musculaires lisses vasculaires (Ueyama et al., 1993). Nous 

avons montré au laboratoire que le NGF est produit par les cellules structurales des voies aériennes 

in vivo (Kassel et al., 2001 ; Olgart Hoglund et al., 2002) et in vitro, en particulier les fibroblastes 

pulmonaires (Olgart et Frossard, 2001), les cellules épithéliales A549 (Pons et al., 2001)  

[Publication N°1] et les cellules musculaires lisses bronchiques (Freund et al., 2002) [Publication 

N°2]. 

 

 

1.1. Découverte du NGF 
 

Le NGF a été découvert il y a plus de 50 ans par Rita Levi-Montalcini et collaborateurs 

(Levi-Montalcini et Hamburger, 1951 ; Levi-Montalcini, 1987 ; Levi-Montalcini et al., 1995). Les 

premières expériences réalisées en 1948 ont utilisé la greffe de fragments de sarcome de souris sur 

des embryons de poulet âgés de 3 à 11 jours. Trois à cinq jours après la greffe, l’analyse 

histologique des embryons a montré une invasion du sarcome par des fibres sensitives issues du 

ganglion de la corne dorsale situé à proximité de la greffe. Les études complémentaires réalisées par 

Rita Levi-Montalcini et Viktor Hamburger ont montré que des fibres sympathiques allaient 

également innerver la greffe, et que la taille des ganglions innervant la tumeur grossissait 

progressivement, atteignant jusqu’à 6 fois leur volume de départ. Enfin, des greffes de tumeurs  
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Figure 1. Structure du 7S-NGF 
 
La sous-unité β portant l’activité biologique de facteur de croissance est sous forme de 
dimère et représentée en bleu. Les sous-unités γ représentées en vert sont fortement liées 
entre elles et aux sous-unités α par l’intermédiaire d’un ion zinc. Chaque site actif de la 
sous-unité γ est lié à l’extrémité C-terminale de la sous-unité β. 
 
D’après Bax et al., 1997 et Yarski et al., 2000 
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ont été réalisées sur les membranes chorio-allantoïdiennes d’embryons de poulet. La tumeur n’était 

pas en contact direct avec les tissus embryonnaires, mais seulement reliée aux autres tissus par le 

système circulatoire. Quatre jours après la greffe, la tumeur était innervée par des nerfs issus de 

l’embryon (Levi-Montalcini et Hamburger, 1951). L’ensemble de ces résultats a permis d’avancer 

l’hypothèse de l’existence d’un agent soluble libéré par la tumeur et favorisant son innervation. Cet 

agent fut isolé quelques années plus tard à partir de sarcomes et de glandes salivaires de souris de 

même qu’à partir de venin de serpent, et a été appelé facteur de croissance des nerfs ou NGF. 

 

 

1.2. Structure du 7S-NGF 
 

L’analyse du NGF après extraction des glandes salivaires sous-maxillaires de souris a 

permis l’identification d’une structure de haut poids moléculaire (entre 130 et 140 kDa). Cette 

structure a été appelée le 7S-NGF car son coefficient de sédimentation est de 7 svedbergs (S). Le 

7S-NGF a été mis en évidence uniquement dans les glandes salivaires, en particulier chez la souris 

(Bradshaw et al., 1994). Ce complexe est constitué de 3 sous-unités appelées α, β et γ.  Le 

complexe 7S-NGF soluble se dissocie à pH situé entre 5 et 8, les liaisons entre les différentes 

sous-unités ne sont stables qu’en dehors de cet intervalle de pH  (Yarski et al., 2000).  

La stœchiométrie du complexe 7S-NGF est généralement α2β2γ2 : le dimère β est situé au 

centre de la structure et les sous-unités α et γ forment autour une structure en fer à cheval, en 

s’arrangeant de manière symétrique autour de l’axe central formé par le dimère β (Figure 1). Les 

deux sous-unités α sont liées au β-NGF mais pas entre elles. Les 2 sous-unités γ sont aussi liées au 

β-NGF, mais également entre elles par une large surface de contact qui contribue à la stabilisation 

du complexe 7S-NGF (Bax et al., 1997). Cette stabilisation est renforcée par la présence de 2 

atomes de zinc, localisés aux interfaces entre les sous-unités α et γ. Ils sont liés à la structure grâce 

aux résidus Glu75 et His82 de chacune des sous-unités α, et aux résidus His217 et Glu222 de 

chacune des sous-unités γ (Bax et al., 1997).  
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Figure 2. Structure du gène murin du NGF et de ses différents transcrits 
 

Le gène codant pour le β-NGF est constitué de 6 exons séparés par 4 introns de tailles très
différentes allant de 0,1 à 35kb. Les premiers exons sont courts et non codants, et seul
l’exon 4 code pour la protéine du β-NGF. 80% d’homologie de séquence ont été mis en
évidence entre les gènes murins et humains du β-NGF, allant jusqu’à 90% d’homologie de
séquence dans le dernier exon. L’épissage alternatif de l’exon 2 ainsi que la présence d’un
deuxième promoteur interne en amont de l’exon 3 conduit à la formation de 4 transcrits A,
B, C et D. Les transcrits majeurs A et B ont été caractérisés chez l’homme, et conduisent à
la synthèse  de deux pré-pro-NGF de 34 et 27 kDa respectivement (voir Figure 3). 
 
D’après Carrier et al., 1996 et Yu et Fahnestock 2002 

Transcrit C 

Exons 1A 1B 2 3A 3B 4 

Introns 0,1kb 35kb 4kb 6kb 

Transcrit A 
(  Pré-pro-NGF 34 kDa) 

Transcrit B 
(  Pré-pro-NGF 27 kDa) 

Transcrit D 



Présentation du NGF 

  

1.3. La sous-unité β ou β-NGF 
 

La sous-unité β ou β-NGF se présente sous la forme d’un dimère à pH physiologique et c’est 

ce dimère qui porte l’activité biologique. Le β-NGF est inactif dans le complexe 7S, suggérant que 

cette forme de haut poids moléculaire serait plutôt une forme de stockage du NGF (Yarski et al., 

2000). 

 

1.3.1. Transcription du β-NGF 

 

1.3.1.1. Structure du gène codant pour le β-NGF 

 

Le gène codant pour la protéine du β-NGF est situé sur le chromosome 3 chez la souris 

(Zabel et al., 1985), et sur le bras court du chromosome 1 chez l’homme (Francke et al., 1983).  La 

structure du gène est similaire entre les différentes espèces : il est constitué d’une séquence 

contenant 6 exons séparés par 4 introns (Selby et al., 1987). Seul le dernier exon localisé à 

l’extrémité 3’ du gène possède un site ATG initiateur de la traduction protéique et code pour la 

protéine du NGF (Hallbook et al., 1988). Les premiers exons en position 5’ sont courts (D'Mello et 

Heinrich, 1991). De plus, les exons 1 et 3 sont divisés en sous-introns 1A et 1B, et 3A et 3B, 

pouvant subir un épissage alternatif et donner différents transcrits (Figure 2) (Carrier et al., 1992 ; 

Carrier et al., 1996). Les exons sont séparés par de longs introns de plusieurs milliers de 

nucléotides : chez l’homme par exemple, l’intron situé entre les exons 1 et 2 est composé de 45,5kb, 

et celui situé entre les exons 2 et 3 de 6,8kb (Carrier et al., 1996). La taille du gène varie entre les 

espèces en fonction de la taille des différents introns : elle est de 20kb chez le poulet (Carrier et al., 

1992), de 43kb chez la souris (Selby et al., 1987) et près de 60kb chez l’homme (Carrier et al., 

1996). Il existe néanmoins une homologie de séquence entre les gènes des différentes espèces. On 

trouve par exemple une homologie de séquence de plus de 80% en comparant le gène du β-NGF 

chez l’homme et chez la souris. Cette homologie peut même dépasser les 90% dans la séquence du 

dernier exon (Ullrich et al., 1983).  
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1.3.1.2. Structure du promoteur du gène du β-NGF 

 

Le promoteur du gène du β-NGF a été étudié en premier lieu chez la souris et présente 95% 

d’homologie avec le promoteur du NGF décrit chez le rat (Zheng et Heinrich, 1988).  L’existence 

de deux boîtes TATA a été mise en évidence en positions -49 et -28, ainsi que la présence de deux 

boîtes CAAT en positions -546 et -379 (Zheng et Heinrich, 1988).  

Ces promoteurs présentent une faible homologie de séquence avec le promoteur caractérisé 

chez l’homme. Chez l’homme comme chez la souris, une région promotrice de la transcription est 

décrite en positions -85 à -45, mais aucune séquence consensus de boîte TATA n’a pu être mise en 

évidence dans le promoteur du gène humain du β-NGF (Cartwright et al., 1992). Une séquence 

consensus pour le facteur de transcription AP-1 a été mise en évidence à l’extrémité 5’ de l’exon 1 

chez la souris, en position +36 (D'Mello et Heinrich, 1991). Cette séquence consensus est retrouvée 

dans le gène du β-NGF chez l’homme, où on trouve également un deuxième site consensus pour 

AP-1 en position -75, qui n’existe pas chez la souris (Cartwright et al., 1992). Un site consensus a 

également été identifié chez le rat entre les positions -90 et -59 et permet la fixation des facteurs de 

transcription de la famille C/EBP (« CCAAT/enhancer binding protein ») (Colangelo et al., 1998 ; 

Colangelo et al., 2004 ; McCauslin et al., 2006). Directement adjacent à cet élément de réponse, on 

trouve un site consensus CRE (« cAMP responsive element ») (Colangelo et al., 1998 ; McCauslin 

et al., 2006). Enfin, un site κB de fixation du facteur de transcription NFκB a été identifié dans le 

promoteur du NGF humain, à la position -669 (Jehan et al., 1993 ; Friedman et al., 1996). Cet 

élément de réponse κB est également retrouvé dans le promoteur du NGF chez la souris (Friedman 

et al., 1996). Un deuxième promoteur a été mis en évidence dans le gène du β-NGF chez la souris et 

chez l’homme. Ce promoteur est situé dans le troisième intron et est associé à un site d’initiation de 

la transcription fonctionnel situé au début de l’exon 3 (Racke et al., 1996).  

 

1.3.1.3. Les différents transcrits du β-NGF 

 

La présence de 2 promoteurs ainsi que des mécanismes d’épissage alternatif conduisent à la 

synthèse de différents ARN messagers (ARNm) du NGF. Ces transcrits ont particulièrement été 

étudiés chez la souris (Edwards et al., 1986 ; Selby et al., 1987), révélant la présence de 4 ARNm 

différents, appelés A, B, C et D, dont deux sont majeurs (A et B) et deux mineurs (C et D) (Figure 
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2). Le transcrit A code pour un précurseur de 34kDa. Le transcrit B résulte de l’épissage alternatif 

de l’exon 2 et code pour un précurseur de 27kDa (Edwards et al., 1986). Le transcrit C mineur 

résulte de l’activation du 2ème promoteur situé en amont de l’exon 3 (Selby et al., 1987). Enfin, le 

transcrit D, également mineur, résulte d’un épissage partiel des exons 1 et 3 (Edwards et al., 1986). 

Les mêmes transcrits ont été identifiés récemment chez le rat (Yu et Fahnestock, 2002), alors que le 

nombre de ces transcrits est beaucoup plus grand chez d’autres espèces comme chez le poulet 

(Bertaux et al., 2004). En effet, plus d’une vingtaine d’ARNm matures ont été identifiés chez le 

poulet, dus notamment à la présence d’exons auxiliaires supplémentaires dans le gène codant pour 

le NGF. Ces exons, encore appelés auxons, peuvent être considérés comme introns ou exons au 

moment de la transcription, augmentant ainsi le nombre d’ARNm synthétisés possibles (Bertaux et 

al., 2004). Les différents transcrits du NGF ont été peu étudiés chez l’homme, et seuls les transcrits 

majeurs A et B humains ont été caractérisés (Edwards et al., 1986).  

Le rôle de ces différents transcrits n’est toujours pas connu à l’heure actuelle. Une différence 

d’expression des transcrits majeurs A et B a été décrite chez la souris et le rat. En effet, à part dans 

les glandes salivaires et le placenta où les proportions sont inversées, le transcrit B codant pour le 

précurseur court du NGF est majoritaire dans les autres organes étudiés, comme dans l’intestin, le 

rein, le cœur et différentes structures du cerveau (Edwards et al., 1986 ; Selby et al., 1987). Les 

transcrits mineurs C et D sont détectés uniquement dans le cœur et le cortex cérébral, où ils 

représentent environ 5 à 10% des ARNm totaux du NGF dans ces organes (Fahnestock, 1991). De 

plus, une régulation différentielle de l’expression de ces différents transcrits a été mise en évidence 

en fonction de l’espèce étudiée. L’activation par le TGF-β1 (« Transforming growth factor-β1 ») 

induit chez la souris comme chez le rat une augmentation de l’expression de l’ARNm du NGF par 

les cellules gliales (Yu et Fahnestock, 2002). Cette augmentation est due chez le rat à une 

augmentation de l’expression du transcrit C. Au contraire, chez la souris, alors que l’expression du 

transcrit C n’est pas modifiée, ce sont celles des transcrits A et D qui augmentent (Yu et 

Fahnestock, 2002).  

Néanmoins, en sachant que les niveaux des différents transcrits évoluent de manière 

parallèle au cours du développement, et que tous les transcrits contiennent l’exon 4 codant pour la 

séquence du NGF mature, la question de la fonction et du rôle de la prédominance d’un transcrit du 

NGF par rapport à l’autre n’est pas résolue. 
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1.3.1.4. Régulation de la transcription du β-NGF 

 

La transcription du NGF peut-être modulée par différents facteurs, en particulier en 

conditions pro- et anti-inflammatoires, mais également suite à des lésions tissulaires, ou encore 

suite à l’activation des récepteurs β2-adrénergiques et des récepteurs VDR de la vitamine D3. 

 

1.3.1.4.1. Conditions pro- et anti-inflammatoires 

 

Une augmentation de l’ARNm du NGF en conditions inflammatoires a été mise en évidence 

dans les cellules neuronales en culture, en particulier après traitement par les cytokines pro-

inflammatoires comme le TNF-α (« Tumor necrosis factor-α ») et l’IL-1β (« Interleukin-1β ») 

(Gadient et al., 1990 ; Vige et al., 1991 ; Friedman et al., 1992 ; Hattori et al., 1993 ; Pshenichkin 

et al., 1994 ; Friedman et al., 1996 ; Dethleffsen et al., 2002), mais également dans des cellules 

structurales comme des fibroblastes de rat issus du tissu conjonctif entourant le nerf sciatique, des 

fibroblastes 3T3 de souris et des fibroblastes humains issus du prépuce (Lindholm et al., 1988 ; 

Hattori et al., 1993), ou des adipocytes de souris (Peeraully et al., 2004). Nous avons montré au 

laboratoire que l’IL-1β induit également une augmentation de la synthèse de NGF dans les 

fibroblastes pulmonaires humains (Olgart et Frossard, 2001), les cellules épithéliales A549 (Pons 

et al., 2001) [Publication N°1] et les cellules musculaires lisses bronchiques humaines (Freund et 

al., 2002) [Publication N°2]. Cette augmentation est due d’une part à une augmentation de la 

stabilité de l’ARNm du NGF (Lindholm et al., 1988 ; Vige et al., 1991 ; Pshenichkin et al., 1994), 

et d’autre part à une activation de la transcription du gène du NGF (Lindholm et al., 1988 ; Vige et 

al., 1991 ; Friedman et al., 1992 ; Pshenichkin et al., 1994 ; Friedman et al., 1996 ; Galve-Roperh 

et al., 1997 ; Heese et al., 1998). Deux voies de signalisation sont impliquées dans l’activation de 

cette transcription : d’une part l’activation du facteur de transcription NFκB (Friedman et al., 1996 

; Heese et al., 1998 ; Heese et al., 2006) et d’autre part l’induction de la synthèse de c-jun et c-fos, 

conduisant à la formation et l’activation du facteur de transcription AP-1 (Friedman et al., 1992 ; 

Pshenichkin et al., 1994).  

Le traitement par un glucocorticoïde anti-inflammatoire, la dexaméthasone, diminue les taux 

de base d’ARNm du NGF et bloque l’augmentation des taux d’ARNm du NGF induite en 

conditions inflammatoires (Lindholm et al., 1990 ; Lindholm et al., 1992 ; Pshenichkin et al., 1994 ; 
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Noga et al., 2005). Des résultats comparables ont été observés au laboratoire dans les fibroblastes 

pulmonaires (Olgart et Frossard, 2001) et les cellules épithéliales A549 (Pons et al., 2001) 

[Publication N°1]. 

 

1.3.1.4.2. Lésions tissulaires 

 

Des études ont montré qu’une lésion du nerf sciatique chez le rat (Heumann et al., 1987) et 

chez la souris (Dethleffsen et al., 2002) entraîne une augmentation rapide des taux d’ARNm du 

NGF à proximité de la lésion, le NGF participant à la régénération du nerf. Cette augmentation 

d’expression d’ARNm a lieu principalement dans les cellules non neuronales entourant la lésion 

(Lindholm et al., 1990) et implique l’augmentation de l’expression de c-fos et c-jun puis la 

formation et l’activation du facteur de transcription AP-1 (Hengerer et al., 1990 ; Metsis, 2001). 

Une augmentation des taux d’ARNm du NGF a été mise en évidence suite à d’autres lésions 

tissulaires chez le rat, comme au cours d’un infarctus (Hiltunen et al., 2001) ou au cours d’une 

ischémie cérébrale (Chang et al., 2005 ; Yoshida et al., 2005).  

 

1.3.1.4.3. Activation des récepteurs de la vitamine D3 et β2-adrénergiques 

 

L’activation du récepteur de la vitamine D3 (VDR) et du récepteur β2-adrénergique (β2R) 

sont également à l’origine d’une augmentation de la transcription du NGF dans les astrocytes 

(Mocchetti et al., 1989 ; Colangelo et al., 1996) ou les ostéoblastes (Veenstra et al., 1998) de rat, de 

même que dans les fibroblastes 3T3 de souris (Samina Riaz et Tomlinson, 2000). Le récepteur VDR 

se fixe sur son élément de réponse situé dans le promoteur du NGF, et il semble également que le 

facteur de transcription AP-1 soit impliqué dans cette régulation VDR-dépendante (Veenstra et al., 

1998). L’activation du récepteur β2R conduit à la phosphorylation du facteur CREB et l’activation 

de la transcription du NGF par l’intermédiaire des protéines C/EBP dans le cortex cérébral de rat 

(Colangelo et al., 1998) ou dans des cellules gliales de rat en culture primaire (Colangelo et al., 

2004). 
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1.3.1.4.4. Polymorphismes 

 

Un polymorphisme a été récemment caractérisé dans le promoteur du β-NGF chez les sujets 

caucasiens avec la transition d’une base T en base C en position -198 (Alam et al., 2005). Le rôle 

exact de ce polymorphisme n’est pas connu, mais il intervient dans le site consensus de liaison du 

VDR et pourrait ainsi modifier la liaison du VDR à cet élément de réponse, mais ceci n’a pas 

encore étudié pour l’instant (Alam et al., 2005). Il s’agit à l’heure actuelle du seul polymorphisme 

dans le promoteur du β-NGF décrit chez l’homme.  

 

1.3.2. Traduction du β-NGF 

 

La protéine du NGF est traduite à partir des deux transcrits majeurs A et B pour produire 

deux pré-pro-NGF de 34 et 27kDa, avec leur site d’initiation de la traduction situé respectivement 

en position -187 et -121 (Figure 3) (Fahnestock et al., 2004a). Le clivage de la séquence signal dans 

le réticulum endoplasmique conduit à des molécules de pro-NGF de 32 et 25 kDa (Darling et al., 

1983 ; Ullrich et al., 1983 ; Edwards et al., 1986 ; Selby et al., 1987 ; Edwards et al., 1988). Le 

pro-NGF contient 3 sites potentiels de glycosylation, deux dans le pro-segment, et un dans la forme 

mature. Alors que la glycosylation de la forme mature existe très peu (Seidah et al., 1996), une 

N-glycosylation dans le pro-segment serait importante pour le ciblage du pro-NGF en dehors du 

réticulum endoplasmique (Suter et al., 1991 ; Seidah et al., 1996). Néanmoins, de nombreux tissus 

expriment la forme non glycosylée du pro-NGF (Fahnestock, 1991 ; Chen et al., 1997). Le pro-

NGF subit ensuite d’autres modifications post-traductionnelles aux extrémités C- et N-terminales 

pour générer le NGF mature (Darling et al., 1983). Plusieurs autres formes de taille différente ont 

été identifiées chez la souris et le rat (Fahnestock et al., 2004a). 

La maturation de l’extrémité C-terminale du pro-NGF a lieu entre deux paires de résidus 

arginine, alors que celle de l’extrémité N-terminale intervient sur différents sites contenant des 

résidus basiques. La furine, mais aussi d’autres convertases sont capables de réaliser la maturation 

du NGF sur son extrémité N-terminale (Bresnahan et al., 1990 ; Seidah et al., 1996). La sous-unité 

γ du NGF participe à la maturation de l’extrémité C-terminale de la sous-unité β (Voir chapitre 

1.4.2). Plus récemment, des études ont montré que la plasmine et la métalloprotéinase de matrice 7 
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(MMP-7 pour « Matrix metalloproteinase-7 ») peuvent aussi cliver le pro-NGF et participer à cette 

maturation (Lee et al., 2001).  

Pendant de nombreuses années, la forme pro-NGF a simplement été considérée comme une 

forme intermédiaire dans la synthèse du β-NGF mature, sans rôle particulier : on supposait que son 

clivage était systématique et que le β-NGF mature était la forme majoritaire exprimée dans tous les 

tissus. De nombreuses études récentes montrent qu’en fait, le pro-NGF est la protéine sécrétée 

majoritairement par de nombreux tissus, comme par exemple par les cellules de la prostate, les 

follicules capillaires, les neurones sympathiques ou les astrocytes en culture primaire (Chen et al., 

1997 ; Delsite et Djakiew, 1999 ; Yardley et al., 2000 ; Fahnestock et al., 2001 ; Smith et al., 2002 ; 

Fahnestock et al., 2004a ; Fahnestock et al., 2004b ; Bierl et al., 2005). De plus, des études 

récentes démontrent que le pro-NGF lui-même est capable d’induire des effets pro-apoptotiques 

(Lee et al., 2001 ; Beattie et al., 2002 ; Chao et Bothwell, 2002 ; Ibanez, 2002 ; Fahnestock et al., 

2004b). Ainsi, le pro-NGF est non seulement une forme sécrétée en grandes quantités par les 

cellules, mais peut aussi de lui-même induire des effets différents de ceux induits par le β-NGF 

mature (Voir chapitre 2.2.4.3). 

 

 

1.3.3. Structure protéique du β-NGF 

 

La sous-unité β mature est constituée généralement d’une chaîne de 118 acides aminés. Mais 

il existe des fragments plus courts, résultant du clivage d’un octapeptide à l’extrémité N-terminale 

par des peptidases (Angeletti et al., 1973 ; Mobley et al., 1976), ou du clivage d’un résidu Arg à 

l’extrémité C-terminale par des carboxypeptidases (Moore et al., 1974 ; Silverman et Bradshaw, 

1982). Le β-NGF est la sous-unité la plus basique du complexe 7S-NGF, avec un point 

isoélectrique à 9,4 (Fahnestock, 1991). 
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Figure 3. Biosynthèse du NGF 
 

La traduction des transcrits A et B chez l’homme conduit à la synthèse de deux
pré-pro-NGF de 34 et 27kDa. Le clivage de la séquence signal dans le réticulum
endoplasmique conduit à la formation de deux pro-NGF de 32 et 25kDa. Ces précurseurs
sont ensuite à nouveau clivés pour donner la même forme mature du β-NGF de 13kDa
comportant une séquence de 118 acides aminés. 
 
D’après Fahnestock et al., 2004a 
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Chaque monomère β a une forme allongée, avec une partie centrale constituée de 4 feuillets 

β arrangés de manière anti-parallèle (Figure 4A) (Wiesmann et de Vos, 2001). Une extrémité est 

composée de 3 boucles en épingle à cheveux et 3 feuillets β courts anti-parallèles, alors que l’autre 

extrémité comporte 3 ponts disulfure indispensables à l’activité biologique (Jongstra-Bilen et al., 

1989). Deux de ces ponts disulfure sont formés entre les résidus Cys58 et Cys108 et entre les 

résidus Cys68 et Cys110, et forment une structure cyclique, dans laquelle passe le 3ème pont 

disulfure formé entre les résidus Cys15 et Cys80 (McDonald et Chao, 1995). Cette structure est 

appelée un nœud à cystéine (« cystine knot »), et est retrouvé dans la structure d’autres protéines, 

comme par exemple dans celle du TGF-β ou du PDGF (Oefner et al., 1992 ; Schlunegger et 

Grutter, 1993).  

Deux monomères de β-NGF s’associent de manière parallèle, grâce à des interactions entre 

les feuillets β (Edwards et al., 1988 ; McDonald et Chao, 1995). Ces interactions sont de type 

hydrophobe et résultent de l’interaction entre des résidus aromatiques, impliquant notamment le 

résidu Tyr52 et les résidus Trp21, Trp76 et Trp99 qui lorsqu’ils sont mutés, entraînent la 

déstabilisation du complexe et la perte de l’activité biologique (Bradshaw et al., 1994). Le reste des 

contacts est assuré par l’interaction entre des acides aminés aliphatiques, comportant des chaînes β 

ramifiées, et par la formation de nombreuses liaisons hydrogène, notamment entre les résidus 

Arg69, Arg100 et His75 et les résidus Asp16, Thr91 et Asp72 respectivement (Bradshaw et al., 

1994). La constante de dissociation du dimère β-NGF est de 10-13M, montrant la très grande 

stabilité de ce complexe (Server et Shooter, 1977). Le dimère de β-NGF a la forme d’un haltère 

(Figure 4B) avec les deux feuillets β formant la poignée, alors que les extrémités sont constituées 

d’une part par les nœuds à cystéine et les extrémités C- et N-terminales, et d’autre part par les 

boucles en épingle à cheveux et les feuillets β courts (Edwards et al., 1988).  

Parmi les différentes formes de NGF isolées à partir des glandes salivaires de souris, 2% 

sont glycosylées sur la sous-unité β au niveau du résidu Asn45, mais le rôle exact de cette 

modification n’est pas connu. En effet, la mutation du résidu Asn45 empêchant cette glycosylation 

ne modifie pas son activité biologique (Murphy et al., 1989).  
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Figure 4. Structure du β-NGF 
 

Chaque monomère de β-NGF est une chaîne de 118 acides aminés (A). La partie centrale
est formée de 4 feuillets β anti-parallèles (β1 à β4). Une extrémité de la structure comporte
3 ponts disulfure représentés en vert et blanc, et indispensables à l’activité biologique du
NGF, alors que l’autre extrémité est formée de 3 boucles en épingle à cheveux et de 3
feuillets courts anti-parallèles (β1’ à β1’’’). 2 chaînes s’associent de manière non covalente
selon un axe de symétrie vertical pour former un dimère (B). C’est ce dimère qui est présent
à pH physiologique et qui porte l’activité biologique.  
 
D’après Bradshaw et al., 1994 et McDonald et Chao, 1995 
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Curieusement, alors qu’aucune phosphorylation du β-NGF n’a été décrite sur des résidus Sérine ou 

Thréonine, une phosphorylation du β-NGF a récemment été mise en évidence sur d’autres résidus 

(Klumpp et al., 2006) : une N-phosphorylation a été mise en évidence sur des résidus Lysine, 

Histidine et Arginine, et une S-phosphorylation sur des résidus Cystéine (Klumpp et al., 2006). Ces 

phosphorylations sont nécessaires à l’activité biologique du NGF, mais le mécanisme de 

phosphorylation, de même que le rôle exact de ces phosphorylations dans l’activité du NGF ne sont 

pas encore connus. La nature des kinases responsables de ces phosphorylations est également à 

l’étude (Klumpp et al., 2006). 

 

 

1.4. Les sous-unités α et γ 
 

Les sous-unités α et γ appartiennent à la famille des kallicréines glandulaires, une 

sous-famille de sérine-protéinases de type chymotrypsine exprimées uniquement dans les glandes 

salivaires (Bradshaw et al., 1994 ; Yarski et al., 2000).   

 

1.4.1. La sous-unité α 
 

La sous-unité α du complexe 7S-NGF est codée par le gène mGK-4, localisé sur le 

chromosome 7 (Evans et Richards, 1985). Elle est d’abord synthétisée sous la forme d’une chaîne 

unique de 32kDa appelée pré-pro-sous-unité α, puis cette chaîne est clivée pour former la pro-sous-

unité α de 30kDa, qui est glycosylée (Darling et al., 1983). La pro-sous-unité α est ensuite clivée 

pour former 2 chaînes de 10 et 16kDa reliées par des ponts disulfure (Isackson et al., 1987). La 

maturation finale de la sous-unité α nécessiterait normalement le clivage de l’extrémité N-terminale 

fixée à l’intérieur de son site catalytique et bloquant son activité enzymatique. Ce clivage nécessite 

la présence d’un résidu Arginine en position 15, présent normalement dans toutes les sérine-

protéinases. Or dans la sous-unité α, ce résidu Arginine est substitué par un résidu Acide 

Glutamique. Cette substitution empêche le clivage nécessaire à sa maturation finale, et le site 

catalytique de la sous-unité α reste ainsi inactif (Isackson et Bradshaw, 1984 ; Isackson et al., 1984 

; Yarski et al., 2000).  

Les fonctions exactes des sous-unités α dans le complexe 7S-NGF restent encore mal 

connues. Il existe de nombreuses interactions hydrophobes entre les boucles des sous-unités α et 
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des résidus hydrophobes des sous-unités β (Bax et al., 1997). De plus, le point isoélectrique des 

sous-unités α varie de 4,1 à 4,6. Cette sous-unité est ainsi la plus acide du complexe 7S-NGF 

(Fahnestock, 1991), et interagit avec la partie centrale des sous-unités β basiques. L’ensemble des 

interactions formées entre les sous-unités α et β contribuent à stabiliser le complexe 7S-NGF 

(Fahnestock, 1991). 
 
 

1.4.2. La sous-unité γ 

 

La sous-unité γ du complexe 7S-NGF est codée par le gène mGK-3, localisé de manière 

contiguë au gène mGK-4 sur le chromosome 7 (Evans et Richards, 1985). Cette sous-unité est 

d’abord synthétisée sous la forme d’une chaîne unique, qui est ensuite clivée pour former un 

arrangement de plusieurs chaînes reliées par des ponts disulfure. La nature des enzymes 

responsables de ces différents clivages n'est pas connue, mais la séquence en acides aminés des sites 

de clivage suggère des enzymes de type trypsine (Fahnestock, 1991).  

Les sous-unités γ matures sont des protéines glycosylées ayant un poids moléculaire de 

26kDa (Ullrich et al., 1984). Six formes différentes ont été identifiées, qui varient en fonction de 

l’association de 2 ou 3 chaînes protéiques. Il n’existe aucune différence d’activité entre ces formes, 

mais la présence de sous-unités γ constituées de 3 chaînes polypeptidiques confère une plus grande 

stabilité au complexe 7S-NGF (Thomas et al., 1981 ; Nichols et Shooter, 1983).  

Les sous-unités γ participent à la maturation du NGF, grâce à une activité estérase (Greene et al., 

1968). L’extrémité C-terminale du β-NGF est constituée de 3 résidus Arg-Arg-Gly. La sous-unité γ 

induit un clivage entre les 2 résidus Arg, et reste lié par son site catalytique au résidu Arg118 de la 

nouvelle extrémité C-terminale du β-NGF (Berger et Shooter, 1977 ; Bothwell et Shooter, 1978). 

Le clivage du résidu Arg118 de l’extrémité C-terminale du β-NGF en cours de maturation par des 

carboxypeptidases (Voir paragraphe 1.3.3.) empêche la liaison à la sous-unité γ et la formation du 

complexe 7S-NGF, permettant ainsi la libération du β-NGF actif (Moore et al., 1974). La liaison à 

la sous-unité β est renforcée par la formation de nombreuses liaisons hydrogène impliquant des 

résidus exprimés autour du site catalytique de la sous-unité γ (Bax et al., 1997).  
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Figure 5. Les récepteurs des neurotrophines
 

Les neurotrophines se lient à deux types de récepteurs transmembranaires : A) les récepteurs de 
la famille Trk comportant une seule hélice transmembranaire et une activité tyrosine kinase
intrinsèque (TK). Le récepteur TrkA lie le NGF, le récepteur TrkB le BDNF et la NT-4/5, et le 
récepteur TrkC la NT-3. Il existe des réactions croisées : la NT-3 est également capable de lier 
les récepteurs TrkA et TrkB, mais avec une plus faible affinité. B) le récepteur p75 des 
neurotrophines p75NTR qui lie toutes les neurotrophines avec la même affinité de l’ordre du
nanomolaire. Ce récepteur appartient à la famille des récepteurs de la mort (death receptors) et
possède une séquence de domaine de mort (death domain DD) dans sa partie intracellulaire.  
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2. RECEPTEURS DU NGF ET VOIES DE SIGNALISATION 
 

Les neurotrophines forment des homodimères qui activent deux types de récepteurs : les 

récepteurs de la famille Trk (« Tropomyosin-related kinase »), liant les neurotrophines avec une 

affinité de l’ordre du picomolaire et comportant une activité tyrosine kinase intrinsèque, et le 

récepteur p75NTR ou récepteur p75 des neurotrophines, qui lie l’ensemble des neurotrophines avec la 

même affinité de l’ordre du nanomolaire, et lie également les pro-neurotrophines (Chao, 2003). 

Chaque récepteur Trk a un ligand privilégié : le NGF se lie au récepteur TrkA, le BDNF et la 

NT-4/5 au récepteur TrkB, et la NT-3 au récepteur TrkC. Il peut y avoir des réactions croisées : 

c’est le cas de la NT-3 qui peut également se lier aux récepteurs TrkA et TrkB (Figure 5) (Ryden et 

Ibanez, 1996). 

 

 

2.1. Le récepteur TrkA 
 

Le récepteur TrkA est exprimé à la membrane des cellules des systèmes nerveux central et 

périphérique chez l’homme (Muragaki et al., 1995), mais également sur des cellules non neuronales 

comme les cellules du système immunitaire ou les cellules structurales (Levi-Montalcini, 1987 ; 

Levi-Montalcini et al., 1995 ; Aloe et al., 1997). Dans les voies aériennes, le récepteur TrkA a été 

montré à la surface de cellules inflammatoires, en particulier les mastocytes purifiés issus du 

poumon humain (Tam et al., 1997) ainsi que les mastocytes in situ (Kassel et al., 2001). 

L’expression du récepteur TrkA a également été mise en évidence sur les cellules structurales des 

voies aériennes, comme sur les fibroblastes pulmonaires et les cellules musculaires lisses 

bronchiques in vitro sur cultures primaires (Ricci et al., 2004 ; Antonelli et al., 2005 ; Freund-

Michel et al., 2006)  [Publication n°3], et également in vivo par immunohistochimie sur des coupes 

bronchiques humaines (Ricci et al., 2004). La stimulation du récepteur TrkA par le NGF entraîne la 

survie cellulaire, une stimulation de la prolifération, la différenciation cellulaire, une inhibition de 

l’apoptose, et une augmentation de la libération des médiateurs à partir des différentes cellules 

portant à leur surface ce récepteur (Levi-Montalcini et al., 1995 ; Aloe et al., 1997 ; Kaplan et 

Miller, 1997 ; Freund-Michel et al., 2006) [Publication n°3]. 
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 Figure 6. Structure du récepteur TrkA 
 

Le NGF induit la dimérisation du récepteur TrkA représentée ci-dessus et conduit à son
activation. L’analyse de séquence du domaine extracellulaire du récepteur TrkA a permis de
mettre en évidence deux domaines D1 et D3 riches en cystéine entourant le domaine D2
contenant des séquences répétitives riches en leucine (« Leucine-rich repeat » ou LRR). On
trouve ensuite deux domaines D4 et D5 de structure Ig-like. Après une courte hélice
transmembranaire, le récepteur TrkA comporte un domaine intracytoplasmique de 304
acides aminés présentant un domaine à activité Tyrosine kinase intrinsèque. 
 

D’après McDonald et Chao, 1995 
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2.1.1. Gène codant pour le récepteur TrkA 

 

Un gène transformé ou proto-oncogène a été identifié en 1986 par Martin-Zanca et 

collaborateurs dans un carcinome humain du côlon (Martin-Zanca et al., 1986). Ce proto-oncogène 

est constitué de la séquence d’un gène codant pour un récepteur à tyrosine-kinase, alors encore non 

identifié, fusionnée à la séquence d’un gène codant pour une tropomyosine non musculaire. Ce 

proto-oncogène a été également caractérisé dans des carcinomes de la thyroïde (Greco et al., 1997), 

puis plus tard dans d’autres cancers comme dans des mélanomes, des cancers gastriques ou des 

cancers du sein. Le gène a été appelé NTRK1 ou trkA pour « tropomyosin-related kinase A ». La 

protéine TrkA codée par ce gène a été identifiée plus tard comme le récepteur à haute affinité pour 

le NGF (Kaplan et al., 1991 ; Klein et al., 1991 ; Meakin et Shooter, 1992). 

Le gène du récepteur TrkA comporte 23kb et est situé sur le chromosome 1, en région q21-

q22 (Weier et al., 1995). Il est constitué de 17 exons de taille comprise entre 18 et 394pb, séparés 

par 16 introns de taille comprise entre 170pb et 3,3kb (Indo et al., 1997). Les 9 premiers exons 

codent pour la partie extracellulaire du récepteur TrkA (Metsis, 2001). Le promoteur du gène du 

récepteur TrkA a été étudié chez l’homme (Chang et al., 1998) et chez la souris (Sacristan et al., 

1999). Une région commune entre les deux espèces a été identifiée dans la partie 5’ en amont du 

site d’initiation de la transcription. Elle compte notamment une séquence riche en éléments GC en 

position -150 à -43 (Sacristan et al., 1999). Aucune boîte TATA ou CAAT n’a été identifiée chez 

l’homme ou chez la souris, mais de nombreux sites riches en GC ont été identifiés en particulier en 

positions -68 à -56, avec la présence de sites consensus pour les facteurs de transcription sp1, Egr-1 

et AP-2 (Chang et al., 1998 ; Sacristan et al., 1999).  

 

 

2.1.2. Structure du récepteur 

 

Le récepteur TrkA appartient à la superfamille des récepteurs à tyrosine-kinase. Il s’agit 

d’une glycoprotéine constituée de 790 acides aminés pour un poids moléculaire de 140kDa (Figure 

6) (Meakin et Shooter, 1992). Son domaine extracellulaire est relié au domaine intracellulaire de 

304 acides aminés par une seule hélice transmembranaire. La partie intracellulaire contient un 
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domaine tyrosine kinase intrinsèque dont la séquence conservée entre les espèces présente plus de 

75% d’homologie avec celle des autres récepteurs à tyrosine kinase (Wiesmann et de Vos, 2001).  

La séquence et la structure du domaine extracellulaire du récepteur TrkA a été plus particulièrement 

étudiée. Cinq domaines particuliers appelés D1 à D5 ont été identifiés (Wiesmann et de Vos, 2001). 

Les domaines D1 et D3 contiennent des répétitions de domaines riches en cystéine, le domaine D2 

contient une répétition de trois domaines riches en leucine, et les domaines D4 et D5 sont des 

domaines de structure Ig-like (Figure 6). Le domaine D5 est plus particulièrement impliqué dans la 

liaison du NGF au récepteur TrkA (Voir paragraphe 2.1.4.2 et Figure 7). Il est constitué de 2 

feuillets β compacts arrangés en sandwich de manière anti-parallèle. Le premier feuillet β est 

constitué de 5 brins, appelés A, A’, B, D et E, et le deuxième feuillet est constitué de 4 brins, 

appelés C, C’ , F et G. Les boucles AA’, A’B, EF, CC’ et C’D sont situées à l’extrémité 

C-terminale du domaine, alors que les boucles BC, DE et FG sont situées à l’autre extrémité. Ce 

domaine diffère légèrement de la structure habituelle des domaines Ig-like en deux points. Il 

possède deux résidus cystéine situés à la surface de la structure permettant la formation d’un pont 

disulfure entre les brins B et E. Ces résidus cystéine sont au contraire enfermés entre les deux 

feuillets dans la structure habituelle des domaines Ig-like. La conformation du brin A est également 

différente : alors qu’il appartient habituellement au 2ème feuillet β, ce brin est relié au 1er feuillet β 

dans la structure du récepteur TrkA. Le rôle de ces différences n’est pas encore élucidé, mais ces 

éléments sont tous impliqués dans la reconnaissance du NGF par le récepteur TrkA (Urfer et al., 

1998). Le domaine D4 participe à l’expression et à la bonne conformation du récepteur TrkA, et en 

particulier la bonne conformation du domaine D5 (Urfer et al., 1995 ; Holden et al., 1997 ; Ultsch 

et al., 1999). Le rôle du domaine D2 riche en leucines reste lui pour l’instant controversé. Il 

participerait à la liaison du ligand au récepteur, mais seulement dans le cas d’une liaison de la NT-3, 

alors qu’il ne participerait pas à la liaison du NGF au récepteur TrkA (MacDonald et Meakin, 

1996).  

Enfin, la partie extracellulaire du récepteur est très fortement glycosylée (Chao et 

Hempstead, 1995). Ces glycosylations semblent essentielles à la signalisation, car des récepteurs 

non glycosylés peuvent former des homodimères, mais ne permettent pas d’induire une réponse 

cellulaire comme par exemple la différenciation des cellules neuronales (Friedman et Greene, 

1999). 
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2.1.3. Les différentes isoformes du récepteur TrkA 

 

Deux isoformes du récepteur TrkA ont été initialement identifiées et appelées formes TrkA 

I, de 790 acides aminés, et TrkA II, de 796 acides aminés (Barker et al., 1993). Ces isoformes 

résultent de l’épissage alternatif d’un micro-exon de 18 nucléotides, et conduit à l’expression ou 

non d’une séquence de 6 acides aminés (Val-Ser-Phe-Ser-Pro-Val ou VSFSPV) dans le domaine 

extracellulaire du récepteur, à proximité de la membrane plasmique (Barker et al., 1993). L’analyse 

de ces isoformes ne révèle pas de différence de liaison au NGF ou d’activité biologique, mais une 

expression différentielle a pu être mise en évidence : la forme TrkA II est exprimée principalement 

dans le système nerveux (Clary et Reichardt, 1994), alors que la forme TrkA I a une expression 

plus ubiquitaire, et plus particulièrement dans les cellules hématopoïétiques et les cellules 

immunitaires (Barker et al., 1993). De plus, la présence de la séquence des 6 acides aminés 

participerait à la sélectivité du récepteur TrkA pour la NT-3, puisque la NT-3 ne se lie pas à la 

forme TrkA I (Clary et Reichardt, 1994).  

D’autres isoformes résultant d’un épissage alternatif ont été identifiées plus récemment. 

Deux variants appelés TrkA L1 et TrkA L0 présentent des modifications dans la séquence du 

domaine D2 extracellulaire : il manque un des trois domaines riches en leucine pour l’isoforme L1 

et les trois pour l’isoforme L0 (Dubus et al., 2000). Ces isoformes sont exprimées dans le thymus, 

les testicules, le poumon et le rein chez le rat, mais pas dans le système nerveux, et sont toujours 

exprimées en même temps que l’isoforme TrkA I (Dubus et al., 2000). Les mêmes isoformes ont 

été mises en évidence pour le récepteur TrkB, qui ne peuvent alors plus lier le BDNF (Ninkina et 

al., 1997). Mais pour le récepteur TrkA, les caractéristiques de liaison du NGF à ces isoformes ne 

sont pas encore connues. Un autre variant résultant d’un épissage alternatif a été mis récemment en 

évidence dans les neuroblastomes au stade précoce, et appelé TrkA III (Tacconelli et al., 2005). La 

liaison du NGF à cette isoforme et son activation conduirait à bloquer les effets anti-oncogéniques 

de l’isoforme TrkA II, également exprimée dans ces cancers. L’utilisation de cette isoforme TrkA 

III comme marqueur de la phase précoce des neuroblastomes est actuellement à l’étude (Tacconelli 

et al., 2005). 

Enfin, une forme soluble du récepteur TrkA a été mise en évidence dans les liquides 

biologiques et les surnageants de culture cellulaire. Cette forme résulte d’un clivage du récepteur, 

générant deux fragments : le fragment soluble constitué de la partie extracellulaire du récepteur, et 
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un fragment restant lié à la membrane cellulaire constitué du domaine transmembranaire et du 

domaine intracytoplasmique (Cabrera et al., 1996). Plusieurs tailles de fragments clivés ont été 

identifiées, avec un fragment majoritaire de 41 kDa, et des fragments mineurs de 40 et 38 kDa 

(Diaz-Rodriguez et al., 1999). Le clivage du récepteur TrkA serait sous la dépendance de 

métalloprotéinases attachées à la membrane cellulaire non identifiées à l’heure actuelle et clivant le 

récepteur à proximité de la membrane. Il a été montré que le clivage de la partie extracellulaire 

empêche l’activation du récepteur de manière ligand-dépendante, et pourrait ainsi constituer un 

mécanisme de régulation négative de l’activation de récepteur, comme cela a été montré pour 

d’autres récepteurs à activité tyrosine kinase comme le récepteur CSF-1R du CSF-1 

(« Colony-stimulating factor-1 ») (Downing et al., 1989), ou le récepteur c-Kit du SCF (« Stem cell 

factor ») (Yee et al., 1994).  Ce clivage est activé par le NGF lui-même, suggérant une régulation de 

la génération du fragment soluble du récepteur TrkA en fonction de la présence de NGF (Cabrera et 

al., 1996). D’autre part, le clivage du récepteur TrkA conduit à l’activation de son domaine 

tyrosine-kinase intrinsèque et entraîne l’activation d’une signalisation intracellulaire 

NGF-indépendante (Cabrera et al., 1996 ; Diaz-Rodriguez et al., 1999). 

 

 

2.1.4. Caractéristiques de liaison du NGF au récepteur TrkA 

 

2.1.4.1. Affinité du NGF pour le récepteur TrkA 

 

Les premières études de liaison du NGF réalisées sur des cultures de neurones sensitifs 

d’embryon de poulet ont mis en évidence la présence de deux sites de liaison pour le NGF 

présentant des affinités et des vitesses de dissociation différentes : une site de haute affinité avec un 

KD (constante de dissociation) de l’ordre du picomolaire et une vitesse de dissociation lente (T1/2 = 

10 minutes), et un site de plus faible affinité avec un KD de l’ordre du nanomolaire et une vitesse de 

dissociation rapide (T1/2 = 3 secondes) (Sutter et al., 1979). Des études de liaison réalisées au début 

des années 90 sur des neurones sensitifs et sympathiques ont permis d’identifier le site de très haute 

affinité comme le récepteur TrkA, et le deuxième site comme le récepteur p75NTR (Meakin et 

Shooter, 1992). Les affinités du NGF pour le récepteur TrkA varient en fonction des cellules 

étudiées, de 10pM dans les neurones sensitifs à 350pM dans les cellules PC12 (Neet et Campenot, 
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2001). Des études ont néanmoins montré que le récepteur p75NTR pouvait être impliqué dans la 

formation du site de liaison de haute affinité pour le NGF, remettant en cause la définition du TrkA 

comme récepteur à haute affinité pour le NGF et du p75NTR comme récepteur de faible affinité pour 

le NGF (ceci sera développé dans le paragraphe 2.2.6.1). 

 

2.1.4.2. Interactions entre le NGF et le récepteur TrkA 

 

La liaison du NGF au récepteur TrkA se fait plus particulièrement par l’intermédiaire du 

domaine D5 situé dans la partie extracellulaire du récepteur (Wiesmann et de Vos, 2001). Deux 

régions majeures d’interaction ont été mises en évidence grâce à la cristallisation du NGF lié au 

domaine D5 (Figure 7) (Wiesmann et al., 1999).  

Une première région appelée « Specificity patch » ou domaine de spécificité met en jeu les 

10 derniers résidus de la partie N-terminale du NGF. Ces résidus adoptent une structure en hélice 

d’un tour et demi autour du feuillet AA’BED du récepteur TrkA, dont la conformation n’est elle pas 

modifiée (Figure 7). Le résidu Ile6 est un déterminant de la sélectivité du récepteur TrkA pour le 

NGF particulièrement important. Il s’insère dans une poche hydrophobe à la surface du feuillet 

ABED du récepteur TrkA. Le fond de cette poche est formé par le pont disulfure présent à la 

surface du récepteur TrkA, et ses côtés par les résidus hydrophobes Val294, Met296, Pro302 et 

Leu333 (Ultsch et al., 1999 ; Wiesmann et al., 1999). Les résidus Pro5 et Phe7 du NGF participent 

également à la formation de cette poche hydrophobe, et les résidus His4 et glu11 forment des 

liaisons hydrogènes avec respectivement les résidus Ser304 et Arg347 du TrkA. La mutation d’un 

de ces résidus en alanine entraîne une diminution de l’affinité du récepteur TrkA pour le NGF 

(Wiesmann et al., 1999). Alors que les cystéines permettant le pont disulfure sont conservées entre 

les différents récepteurs Trk, la structure de la poche ne l’est pas : une poche a été mise en évidence 

dans le récepteur TrkB mais présente un caractère hydrophile, et aucune poche n’a été mise en 

évidence dans le récepteur TrkC (Ultsch et al., 1999). Il existe d’ailleurs peu d’autres homologies 

de séquence entre les différentes neurotrophines et leur récepteur pour cette zone d’interaction (2 

résidus conservés sur 10 entre les neurotrophines, et 4 sur 16 entre les Trk), ce qui explique que 

cette région soit impliquée dans la spécificité de liaison des différentes neurotrophines aux 

différents récepteurs Trk. 
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Figure 7. Structure du domaine TrkA D5 cristallisé avec le NGF
 
Les monomères de NGF sont représentés respectivement en bleu et rouge au centre de la figure : les 4 
brins A, B, C et D formant un monomère de NGF sont numérotés en blanc et les 4 boucles entre ces brins 
L1 à L4 sont numérotés en bleu. Les monomères de NGF sont entourés par les domaines D5 de deux
monomères de TrkA représentés en vert. Les brins A, A’, B, C, C’, D, E, F et G sont numérotés en vert sur
la partie gauche du schéma. Les boucles AA’, A’B, BC, CC’, C’D, DE, EF et FG entre les différents brins
sont soulignés et numérotés en vert sur la partie droite du schéma. 
L’interaction entre le NGF et ce domaine met en jeu deux zones : 
- La première zone est constituée de la partie N-terminale du NGF et du feuillet ABED du domaine D5, 
comprenant notamment le pont disulfure du récepteur. Les séquences en acides aminés du ligand et du
récepteur impliquées dans cette zone ne sont pas conservées entre les différentes neurotrophines et les
différents récepteurs Trk. Elles participent ainsi à la sélectivité des récepteurs Trk pour leur ligand, ce qui
a donné à ce domaine le nom de domaine de spécificité (« Specificity patch »).  
- La deuxième zone est constituée d’interactions hydrophobes entre la partie centrale du NGF et les 
boucles A’B, C’D et EF du récepteur TrkA. Les séquences de ces domaines sont conservées entre les
différentes neurotrophines et les différents récepteurs Trk, ce qui a donné à ce domaine le nom de
domaine conservé (« Conserved patch »). 
- Une zone d’interaction supplémentaire a été proposée entre le domaine juxtamembranaire du récepteur
TrkA et les boucles L2 et L4 du NGF. 
 
D’après Wiesmann et al., 1999 
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La deuxième région appelée « Conserved patch » ou domaine conservé met en jeu la partie C-

terminale du domaine D5 du récepteur TrkA avec la partie centrale du NGF comprenant les boucles 

A’B, C’D et EF du NGF (Figure 7). Cette région est large et parallèle à l’axe de symétrie du dimère 

NGF, et s’organise autour du résidu Arg103 du NGF (McInnes et Sykes, 1997). L’interaction entre 

le NGF et le récepteur TrkA dans cette zone met en jeu notamment des liaisons hydrophobes, grâce 

à la présence de résidus aromatiques ou à chaîne aliphatique  (Wiesmann et al., 1999). Les résidus 

Ile31 et Phe54 semblent essentiels à la liaison avec le NGF, puisque leur mutation en alanine 

entraîne une perte d’affinité pour le NGF de respectivement 4 et 40 fois (Wiesmann et de Vos, 

2001). Quatorze des 23 résidus impliqués dans ces liaisons sont conservés entre le NGF, le BDNF 

et la NT-3, et 8 des 15 résidus impliqués sont également conservés entre les différents récepteurs 

Trk. Cette interaction se retrouve ainsi dans la liaison de toutes les neurotrophines à leur récepteur 

Trk, d’où le nom de « zone d’interaction conservée » (Wiesmann et al., 1999).  

Des interactions entre le brin A du NGF et la boucle EF du récepteur TrkA ont également été 

identifiées plus récemment, mettant en jeu les résidus Trp21, Arg59 et Arg103 du NGF avec les 

résidus Glu295, Phe303, Arg347, Asn349 et Gln350 du récepteur TrkA (Settanni et al., 2003). Ces 

interactions favorisent la stabilisation de la liaison du NGF au domaine D5 du récepteur TrkA, et 

une mutation de l’un de ces résidus entraîne une diminution d’affinité conséquente pour le NGF 

(Settanni et al., 2003). 

Enfin, une zone d’interaction supplémentaire a été proposée entre le domaine 

juxtamembranaire du récepteur TrkA et les boucles L2 et L4 du NGF. En effet, la mutation en 

alanine de certains des résidus de cette région du récepteur conduit à une diminution de l’affinité 

pour le NGF (Urfer et al., 1998 ; O'Connell et al., 2000). Néanmoins, la cristallisation du NGF a été 

faite avec le domaine D5 du récepteur TrkA qui ne contient pas ce domaine de liaison, ces 

interactions n’ont ainsi pas encore été confirmées (Wiesmann et al., 1999). Cette zone contient très 

peu d’homologie de séquence entre les différents récepteurs Trk, et pourrait ainsi jouer un rôle dans 

la sélectivité du récepteur TrkA vis à vis des différentes neurotrophines (Wiesmann et de Vos, 

2001).  
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Figure 8. Voies de signalisation du récepteur TrkA 
 

En liant le NGF, le récepteur TrkA va se dimériser, permettant ainsi son autophosphorylation et
une activation de différentes voies de signalisation. L’activation de la phospholipase Cγ (PLCγ), 
des différentes protéines kinases C (PKCα, β, δ et ε), ainsi que de la petite protéine G Ras
entraînent l’activation des différentes MAP-kinases ERK (extracellular-regulated kinase), p38 et 
JNK (JUN-N-terminal kinase). Une autre voie met en jeu la PI3-kinase entraînant l’activation de 
la protéine kinase B (PKB ou Akt), conduisant d’une part à l’activation d’une voie MAP-kinase 
indépendante, avec activation de la protéine kinase Cξ (PKCξ), et d’autre part à l’activation de 
la voie des MAP-kinases par l’intermédiaire de la petite protéine G Rac. Shc : Src homology-2 
containing protein ; Grb-2 : growth factor receptor-bound protein ; SOS : son of sevenless ; 
RafK : Raf kinase ; MKKK : MAP-kinase kinase kinase ; MKK : MAP-kinase kinase ; MEK : MAP 
ERK kinase.  
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2.1.5. Voies de signalisation du récepteur TrkA 

 

Comme cela a été classiquement décrit pour l’ensemble des récepteurs à activité 

tyrosine-kinase intrinsèque, la liaison du NGF au récepteur TrkA induit d’abord une dimérisation 

des récepteurs, initiant l’activation de la kinase et la transphosphorylation de tyrosines au niveau du 

domaine intracellulaire du récepteur. Les voies de signalisation du récepteur TrkA ont été 

particulièrement étudiées dans les cellules neuronales, et plus particulièrement les cellules de 

phéochromocytome de rat PC12, dans lesquelles trois voies principales de signalisation sont 

activées par le récepteur TrkA : la voie Ras/Raf, la voie PLC (phospholipase C) - PKC (protéines 

kinases C), et la voie PI3K (phosphatidyl inositol-3 kinase) (Figure 8).  

Ces voies de signalisation étaient par contre peu connues dans les cellules structurales ; nous 

avons apporté des informations dans ce domaine en décrivant les voies de signalisation activées par 

le récepteur TrkA dans les cellules musculaires lisses bronchiques humaines et induisant la 

prolifération de ces cellules (Freund-Michel et al., 2006) [Publication N°3]. 

 

2.1.5.1. Transphosphorylation du récepteur TrkA 

 

L’activation du récepteur TrkA par le NGF entraîne sa dimérisation et sa 

transphosphorylation (Kaplan et al., 1991 ; Jing et al., 1992). Chaque domaine kinase d’un 

monomère induit la phosphorylation de l’autre monomère. Les phosphorylations ont lieu sur six 

résidus tyrosine : les résidus Tyr670, Tyr674 et Tyr675 sont situés à l’intérieur même du domaine 

kinase, et les résidus Tyr490, Tyr751 et Tyr785 en dehors (Stephens et al., 1994). Les résidus 

Tyr670, Tyr674 et Tyr675 à l’intérieur du domaine kinase sont phosphorylées en premier et 

augmentent l’activité catalytique de la tyrosine kinase (Mitra, 1991) qui phosphoryle ensuite les 

résidus Tyr490, Tyr751 et Tyr785 à l’extérieur du domaine kinase. La propagation du signal dans la 

cellule se fait par la reconnaissance des tyrosines phosphorylées par des molécules effectrices 

possédant un motif spécifique appelé domaine 2 d’homologie à Src (domaine SH2) (Segal et 

Greenberg, 1996). Ces domaines sont constitués d’une centaine d’acides aminés et sont présents 

dans une grande variété de protéines de signalisation (Schlessinger, 1994). Les principales protéines 

possédant un domaine SH2 interagissant avec le récepteur TrkA sont la phospholipase Cγ (PLCγ), 

interagissant avec le résidu phosphorylé Tyr785 (Vetter et al., 1991 ; Obermeier et al., 1993a ; 
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Stephens et al., 1994), la PI3K, interagissant avec le résidu phosphorylé Tyr751 (Ohmichi et al., 

1992 ; Obermeier et al., 1993b), et la protéine adaptatrice Shc (« Src homology-2 containing 

protein »), interagissant avec le résidu phosphorylé Tyr490 (Obermeier et al., 1993b ; Stephens et 

al., 1994).  

 

2.1.5.2. Voie Ras/Raf 

 

La liaison de la protéine adaptatrice Shc au résidu Tyr490 phosphorylé du récepteur TrkA 

conduit à sa phosphorylation lui permettant alors de s’associer à une autre protéine adaptatrice 

contenant un domaine SH2, la protéine Grb2 (« Growth factor receptor bound protein-2 ») 

(Rozakis-Adcock et al., 1992). Grb2 possède un autre type de domaine, le domaine 3 d’homologie à 

Src (domaine SH3) (Lowenstein et al., 1992). Les deux domaines SH3 présents sur Grb2 permettent 

son interaction avec le facteur Sos (« Son of sevenless »), un facteur d’échange de GTP pour la 

petite protéine G Ras. Cette interaction conduit au recrutement de ces protéines à la membrane 

cellulaire et induit l’activation de Ras (Segal et Greenberg, 1996).  

Ras est une petite protéine G associée à la membrane de la cellule grâce à une de ses extrémités 

lipidiques (Casey, 1995). Elle est inactive quand elle est liée à une molécule de GDP, et devient 

active après liaison à une molécule de GTP. La protéine Sos active Ras en induisant un échange 

entre le GDP et le GTP (McCormick, 1995). Ras active alors la kinase de Raf (RafK) qui 

phosphoryle Raf (Fabian et al., 1993). Raf phosphoryle ensuite une cascade de kinases, en 

particulier MEK, la kinase de la MAPK (« Mitogen-activated protein kinase ») ERK1/2 

(« Extracellular-regulated protein kinase »), sur les sérines 217 et 221 (Alessi et al., 1994). MEK 

active ensuite ERK1/2 par phosphorylation d’un résidu thréonine et d’un résidu tyrosine (Payne et 

al., 1991). L’activation de ERK1/2 conduit à l’activation et la translocation dans le noyau de 

facteurs de transcription comme Elk-1 (Treisman et al., 1992 ; Janknecht et al., 1993 ; Marais et 

al., 1993). Une autre petite protéine G, Rap1, localisée dans des endosomes (Wu et al., 2001) peut 

complexer Raf et potentialiser son activation, entraînant une activation soutenue de la voie ERK1/2 

(York et al., 1998).  

Un autre facteur de transcription, le facteur CREB (« cAMP response element binding 

protein »), est activé par Ras, via la MAPK ERK. En effet, ERK1/2 induit l’activation de la kinase 

RSK (« p90 ribosomal S6 kinase ») qui phosphoryle CREB et l’active (Bonni et al., 1999 ; Riccio et 
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al., 1999 ; Shimamura et al., 2000). Cette voie de signalisation est impliquée dans la survie 

cellulaire, notamment via l’activation de la transcription de protéines anti-apoptotiques comme Bcl-

2 (Bonni et al., 1995 ; Liu et al., 1999 ; Riccio et al., 1999). 

 

2.1.5.3. Voie PLC/PKC 

 

La PLCγ est recrutée au niveau du résidu Tyr785 phosphorylé du récepteur TrkA 

(Obermeier et al., 1993a ; Stephens et al., 1994), et devient active après phosphorylation  par la 

kinase du récepteur TrkA (Vetter et al., 1991 ; Obermeier et al., 1993a). L’enzyme active clive 

alors le phosphatidyl inositol 4,5-bisphosphate pour former deux messagers secondaires, le 

diacylglycérol (DAG) et l’inositol triphosphate (IP3). L’IP3 se lie à son récepteur exprimé sur le 

réticulum endoplasmique et induit une libération de calcium dans le cytoplasme de la cellule 

(Berninger et al., 1993). Le DAG active les protéines kinases C (PKC) en synergie avec le calcium 

libéré dans le cytoplasme (Berninger et al., 1993). Ces voies conduisent à l’activation des MAPK 

p38 et JNK (« c-jun N-terminal kinase ») par l’intermédiaire des MAPK kinases kinases MKKK-1 

et –3, et de la MAPK ERK1/2 par l’intermédiaire de la phosphorylation de Raf (Patapoutian et 

Reichardt, 2000).   

 

2.1.5.4. Voie PI3K 

 

L’activation du récepteur TrkA par le NGF conduit à son interaction avec la PI3K, par 

l’intermédiaire du résidu Tyr751 phosphorylé (Ohmichi et al., 1992). La PI3K est un hétérodimère 

composé d’une sous-unité catalytique de 110kDa et d’une sous-unité régulatrice de 85kDa 

comportant un site SH2. La PI3K induit la formation de phosphatidyl inositol 3,4-biphosphate qui 

permet le recrutement à la membrane de la kinase PDK1 (« 3-phosphoinositide-dependent kinase 

1 ») et l’activation de son substrat, la protéine Akt, encore appelée protéine kinase B (PKB) (Dudek 

et al., 1997 ; Andjelkovic et al., 1998 ; Ashcroft et al., 1999). La PKB conduit à l’activation de la 

transcription de gènes de manière MAPK-indépendante, via la PKCξ atypique (Coleman et Wooten, 

1994 ; Wooten et al., 1994), ou de manière MAPK-dépendante par l’intermédiaire de la petite 

protéine G Rac (Kita et al., 1998 ; Yasui et al., 2001).  
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L’activation de la PI3K est impliquée dans la survie cellulaire des neurones induite par le 

NGF (Yao et Cooper, 1995 ; Crowder et Freeman, 1998 ; Vaillant et al., 1999). En effet, elle peut 

inhiber l’activité pro-apoptotique de facteurs comme la protéine Bad, qui inhibe normalement 

l’activité anti-apoptotique de la protéine Bcl-2 (Datta et al., 1997) ou comme le facteur de 

transcription forkhead qui induit l’apoptose en induisant la transcription du ligand Fas (FasL) 

(Brunet et al., 1999). Les autres cibles de la PKB dans les neurones sont les protéines appartenant à 

la famille des inhibiteurs d’apoptose IAP (« Inhibitor of apoptosis »), comprenant XIAP (« X-linked 

inhibitor of apoptosis »), NAIP (« Neuronal apoptosis-inhibitory protein ») et HIAP (« Human 

inhibitor of T-cell apoptosis ») (LaCasse et al., 1998). Ces protéines sont activées par le NGF via la 

PKB dans les neurones sensitifs et sympathiques et participent à leur survie cellulaire (Wiese et al., 

1999).  

Une activation Ras-dépendante de la PI3K a été mise en évidence dans les neurones. Ras peut 

interagir directement avec la PI3K (Rodriguez-Viciana et al., 1994 ; Klesse et Parada, 1998 ; 

Mazzoni et al., 1999). Cette activation Ras-dépendante est due à la formation d’un complexe 

d’activation comprenant la PI3K, Ras et la protéine adaptatrice Gab-1 (« Grb2-associated 

binder-1 »), suite au recrutement de Shc et Grb2 (Holgado-Madruga et al., 1997 ; Korhonen et al., 

1999).  

 

 

2.1.6. Transactivation du récepteur TrkA par les récepteurs couplés 

aux protéines G 

 

Une activation des récepteurs Trk, en particulier du récepteur TrkA, a été mise en évidence 

en absence des neurotrophines après traitement des cellules PC12 par l’adénosine (Lee et Chao, 

2001). La cinétique d’activation du récepteur TrkA par cette voie est plus lente que l’activation 

directe par le NGF : la phosphorylation du récepteur TrkA est observée au plus tôt 90 min après 

traitement par l’adénosine. L’inhibition de cet effet par les inhibiteurs de transcription et de 

traduction actinomycine D et cycloheximide suggèrent la nécessité de la synthèse d’une nouvelle 

protéine dans cet effet (Lee et Chao, 2001). Aucune liaison directe de l’adénosine sur le récepteur 

TrkA n’a été mise en évidence, et cette transactivation n’implique pas la néo-synthèse de NGF 

stimulée par l’adénosine. Cet effet est en fait dû à l’activation par l’adénosine de son récepteur A2A 
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couplé à une protéine GS, qui conduit à l’activation d’une kinase appartenant à la famille des 

tyrosine kinases Src. Cette kinase phosphoryle le récepteur TrkA et induit l’activation en particulier 

de la voie PI3K/PKB (Lee et Chao, 2001). Cet effet serait également dépendant du calcium, puisque 

le pré-traitement des cellules par des chélateurs de calcium bloque cette transactivation (Lee et 

Chao, 2001). Ce mécanisme de transactivation a été mis en évidence pour d’autres récepteurs à 

tyrosine-kinase, en particulier le récepteur de l’EGF (EGFR), mais les différents RCPG 

transactivant le récepteur EGFR, comme les récepteurs activés par la bradykinine, le carbachol ou 

l’angiotensine II, n’induisent pas l’activation du récepteur TrkA dans les cellules PC12 (Lee et 

Chao, 2001 ; Lee et al., 2002a). De plus, l’activation du récepteur EGFR conduit principalement à 

l’activation de la voie des MAPK dans des cellules neuronales et structurales (Leserer et al., 2000), 

et la voie PI3K/PKB semble spécifique de la transactivation du récepteur TrkA (Lee et Chao, 2001). 

Le pré-traitement des cellules par des inhibiteurs de la PI3K entraîne une inhibition de la 

phosphorylation de la protéine PKB, mais pas du récepteur TrkA, montrant que l’activation de la 

voie PI3K ne participe pas directement à la transactivation du récepteur TrkA, mais en est bien une 

conséquence (Lee et Chao, 2001 ; Lee et al., 2002a). Un autre agoniste de RCPG, le peptide 

PACAP (« Pituitary adenylate cyclase-activating peptide ») est également capable d’induire 

l’activation du récepteur TrkA dans les cellules PC12, avec la même cinétique d’activation, et 

l’induction de la voie PI3K/PKB (Lee et al., 2002b). L’adénosine et le peptide PACAP ont des 

effets neuroprotecteurs, notamment en cas d’hypoxie ou d’ischémie, dont les mécanismes n’étaient 

pas connus jusqu’à présent. La découverte de ce phénomène de transactivation suggère que 

l’activation des récepteurs Trk, en particulier du récepteur TrkA en absence de neurotrophines par 

ces petits peptides pourrait participer à cet effet neuroprotecteur, via l’activation de la voie de 

signalisation PI3K/PKB (Lee et al., 2002a). 

Un traitement des cellules PC12 par la forskoline, un activateur de l’adénylyl cyclase 

entraînant une augmentation intracellulaire d’AMP cyclique (AMPc), conduit également à une 

phosphorylation du récepteur TrkA et une activation de la voie PI3K (Piiper et al., 2002). Cette 

étude démontre que l’activation de l’adénylyl cyclase par les RCPG couplés à des protéines G de 

type GS, comme le récepteur A2A de l’adénosine et les récepteurs du peptide PACAP, participent à 

la transactivation du récepteur TrkA.  

Enfin, une étude récente montre que la transactivation du récepteur TrkA intervient au 

niveau intracellulaire sur des récepteurs TrkA néo-formés, avant leur expression à la membrane 
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cellulaire (Rajagopal et al., 2004). De plus, cette étude démontre que les mécanismes de 

transactivation des récepteurs Trk sont un moyen d’induire des signaux intracellulaires participant à 

la survie neuronale de manière neurotrophine-indépendante. 

 

2.1.7. Internalisation et transport rétrograde du récepteur TrkA 

 

 Le NGF qui active son récepteur TrkA exprimé sur les terminaisons nerveuses et le long des 

axones des neurones peut induire un signal au niveau du corps cellulaire du neurone, situé parfois 

jusqu’à un mètre en amont de l’initiation du signal. Il s’avère en fait que le NGF se lie à son 

récepteur TrkA, active les voies de signalisation nécessaires aux effets locaux, puis est internalisé 

avec le récepteur dans un endosome, qui migre le long de l’axone jusqu’au corps cellulaire, où il 

active d’autres voies de signalisation à proximité du noyau du neurone. Ce mécanisme est appelé 

transport rétrograde (« Retrograde transport ») (Heerssen et Segal, 2002). 

 

2.1.7.1. Mécanismes d’internalisation du récepteur TrkA 

 

Des études dans des cellules PC12 ont tout d’abord montré que le NGF lié à un site de haute 

affinité est internalisé dans les cellules (Bernd et Greene, 1984 ; Hosang et Shooter, 1987 ; Eveleth 

et Bradshaw, 1988 ; Kasaian et Neet, 1988). Puis il a été montré que le NGF est internalisé avec le 

récepteur TrkA (Eveleth et Bradshaw, 1992 ; Loeb et Greene, 1993 ; Gargano et al., 1997 ; Zapf-

Colby et Olefsky, 1998). Trois mécanismes contribuant à cette internalisation ont été décrits jusqu’à 

présent : la voie de la clathrine, la voie des cavéoles et la macropinocytose (Figure 9) (Zweifel et al., 

2005). La variété des mécanismes permettant l’internalisation du récepteur TrkA suggère que ces 

mécanismes pourraient dépendre du type de récepteur ciblé, du contexte cellulaire dans lequel le 

NGF active le récepteur TrkA, ou de l’amplitude du signal généré par l’activation du récepteur 

(Zweifel et al., 2005). La concentration en ligand pourrait également entrer en jeu : il a été montré 

pour le récepteur EGFR que l’EGF à faibles concentrations favorise son internalisation via la voie 

clathrine-dépendante, alors que l’EGF à des concentrations plus fortes induit préférentiellement 

l’internalisation via la voie cavéole-dépendante (Aguilar et Wendland, 2005 ; Sigismund et al., 

2005).  
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Figure 9. Mécanismes d’internalisation du récepteur TrkA 
 

L’internalisation du récepteur TrkA peut avoir lieu au niveau de puits à clathrine à la surface de la cellule, 
avec formation des endosomes par séparation de la membrane cellulaire grâce à la dynamine (A). Le 
2ème mécanisme met en jeu une internalisation des récepteurs TrkA au niveau des cavéoles pré-formées 
via la phosphorylation de la cavéoline-1 (B). Le 3ème mécanisme met en jeu la macropinocytose (C), 
mettant en jeu la formation de pseudopodes membranaires grâce à la polymérisation de l’actine, 
permettant d’englober les récepteurs et de les internaliser. Ce mécanisme est sous la dépendance d’une 
protéine chaperonne appelée pincher. 
 

D’après Zweifel et al., 2005 
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2.1.7.1.1. Internalisation par la voie de la clathrine 

 

La dimérisation et l’activation de récepteur TrkA conduit au recrutement de la clathrine sous 

la membrane cellulaire, au niveau de zones particulières préformées appelées puits à clathrine 

(Figure 9A). La membrane s’invagine à cet endroit, puis des vésicules intracellulaires se détachent 

de la membrane pour former des endosomes (Wiley et Burke, 2001). Le NGF induit le recrutement 

de la clathrine sous la membrane cellulaire dans les cellules PC12 et dans les neurones sensitifs de 

rat, en induisant la formation de complexes contenant le récepteur TrkA activé, la chaîne lourde de 

la clathrine et la protéine adaptatrice de la clathrine AP-2 (Beattie et al., 2000 ; Howe et al., 2001). 

Les complexes formés contiennent également des effecteurs activés de la voie des MAPK, en 

particulier MEK et ERK1/2 phosphorylés (Howe et al., 2001). De plus, l’internalisation du 

récepteur TrkA dépend également de la dynamine, une protéine GTPase qui permet la scission et la 

séparation des vésicules d’internalisation de la membrane cellulaire (Zhang et al., 2000 ; Ye et al., 

2003).  

 

2.1.7.1.2. Internalisation par la voie des cavéoles 

 

Le récepteur TrkA est également exprimé dans des invaginations de membranes appelées 

cavéoles. Ces cavéoles sont des domaines riches en cholestérol et présents de manière constitutive 

sur la membrane des cellules (Stan, 2005). Des protéines spécifiques de ces invaginations, appelées 

cavéolines, sont insérées dans la membrane au niveau des cavéoles. Leur association au récepteur à 

tyrosine-kinase activé induit leur phosphorylation, et recrute des protéines comme Csk (« C-

terminal Src kinase ») ou Grb7 (« Growth factor receptor binding protein 7 ») pour le récepteur de 

l’EGF, ou IRS-1 (« Insulin receptor substrate-1 ») pour le récepteur de l’insuline, participant à 

l’internalisation de ces récepteurs de manière clathrine-indépendante (Pike, 2005). Les mécanismes 

exacts d’internalisation du récepteur TrkA par les cavéoles ne sont pas connus, mais devraient 

ressembler à ceux déjà décrits pour les autres récepteurs à tyrosine kinase (Figure 9B). Les 

cavéolines exprimées dans la membrane des cavéoles interagissent directement avec le récepteur 

TrkA phosphorylé, en particulier la cavéoline-1 (Bilderback et al., 1999 ; Huang et al., 1999) et 

celle-ci semble jouer un rôle dans la régulation de cette phosphorylation (Huang et al., 1999), ainsi 
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que dans l’activation des voies de signalisation du récepteur TrkA, en particulier dans l’activation 

des MAPK (Peiro et al., 2000). 

 

2.1.7.1.3. Internalisation par macropinocytose 

 

Une étude réalisée sur les neurones sympathiques innervant l’iris a montré que 

l’internalisation du NGF pouvait être en partie bloquée par un agent dépolymérisant l’actine 

(Reynolds et al., 1999). Une autre étude réalisée plus récemment dans les cellules PC12 a suggéré 

l’implication d’un mécanisme de macropinocytose dans l’internalisation du récepteur TrkA (Jullien 

et al., 2003). Une protéine nommée Pincher et découverte récemment par Shao et collaborateurs est 

impliquée dans ce phénomène de macropinocytose (Figure 9C) (Shao et al., 2002). En effet, la 

surexpression de cette protéine entraîne une augmentation de l’internalisation du récepteur TrkA au 

niveau de sites de macropinocytose, de manière totalement clathrine-indépendante (Shao et al., 

2002). 

 

2.1.7.1.4. Rôle de la kinase du récepteur TrkA dans son internalisation 

 

Le rôle de l’activité kinase du récepteur TrkA dans son internalisation reste controversé pour 

l’instant. L’inhibition de cette activité par des inhibiteurs pharmacologiques ou par expression de 

mutants ne possédant pas de domaine tyrosine-kinase intrinsèque dans les cellules neuronales peut 

conduire dans certaines études à une inhibition de l’internalisation du récepteur TrkA (Reynolds et 

al., 1998 ; Ye et al., 2003 ; Heerssen et al., 2004), mais dans d’autres études réalisées dans les 

mêmes cellules, ne bloque pas cette internalisation (Kahle et al., 1994 ; Jullien et al., 2003). Une 

étude récente suggère que l’activité kinase du récepteur TrkA pourrait être impliquée dans le 

ciblage vers les endosomes tardifs puis les lysosomes, puisqu’un mutant du récepteur TrkA ne 

possédant pas de domaine tyrosine-kinase intrinsèque est plutôt dirigé vers des endosomes de 

recyclage après internalisation (Saxena et al., 2005). Des résultats comparables ont été observés 

pour un récepteur TrkB tronqué de son domaine kinase intrinsèque qui suit alors préférentiellement 

la voie des endosomes de recyclage (Alderson et al., 2000). Ainsi, l’activité kinase du récepteur 

TrkA ne serait pas impliqué dans les mécanismes mêmes d’internalisation du récepteur, mais 
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contribuerait à diriger le récepteur vers la voie des endosomes précoces puis tardifs, favorisant ainsi 

le transport rétrograde (Saxena et al., 2005).  

 

2.1.7.2. Mécanismes du transport rétrograde 

 

Il a été montré qu’une faible quantité seulement du NGF internalisé dans les terminaisons 

nerveuses des neurones sympathiques suit la voie du transport rétrograde, alors que la majorité va 

être plutôt dégradée, généralement dans les lysosomes, ou recyclée grâce à des endosomes de 

recyclage (voir paragraphe 2.1.8.) (Ure et Campenot, 1997 ; Tsui-Pierchala et Ginty, 1999). Il a été 

montré que le NGF suivant le transport rétrograde est exprimé dans des vésicules contenant des 

marqueurs caractéristiques des endosomes précoces, comme la petite protéine G Rab5 et son 

effecteur EEA1 (« Early endosome antigen 1 ») (Delcroix et al., 2003). Ces endosomes précoces 

jouent ainsi le rôle de navette pour transporter le NGF lié au récepteur TrkA le long de l’axone. Les 

mécanismes moléculaires contrôlant ce transport pourraient mettre en jeu la PI3K : des constituants 

de cette voie sont associés à l’endosome précoce en cours de migration, et l’inhibition de la PI3K 

inhibe l’internalisation du NGF et le transport rétrograde (Kuruvilla et al., 2000 ; York et al., 2000 ; 

Delcroix et al., 2003). Néanmoins, les cibles exactes de la voie PI3K restent encore inconnues pour 

l’instant. Des sites de fixation aux phosphoinositides ont été mis en évidence sur de nombreuses 

protéines impliquées dans l’endocytose (Cullen et al., 2001). C’est le cas de la protéine EEA1, 

colocalisée avec le récepteur TrkA dans les endosomes précoces, qui lie le phosphatidyl inositol 3-

phosphate par un domaine particulier de son extrémité C-terminale (Simonsen et al., 1998). Il sera 

intéressant de comprendre si le lien entre ces protéines et la voie PI3K est directement relié aux 

mécanismes impliqués dans l’internalisation et le transport rétrograde du récepteur TrkA. 

Au cours de sa migration le long de l’axone, l’endosome doit également éviter la 

dégradation protéolytique, notamment par fusion avec des lysosomes. Très peu de dégradation a pu 

être mise en évidence au cours du transport rétrograde du récepteur TrkA dans les neurones 

sympathiques (Ure et Campenot, 1997). Des plus, des études de liaison spécifique réalisées à l’aide 

de NGF marqué à l’iode125 montrent que le NGF présent dans les endosomes précoces est très peu 

dirigé vers les lysosomes et reste étroitement lié au récepteur TrkA, même à des pH relativement 

bas (Zapf-Colby et Olefsky, 1998). Ceci suggère que les endosomes impliqués dans le transport 

rétrograde sont des vésicules spécialisées qui ont évolué de manière à propager un signal sur de 
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longues distances dans les axones, en évitant la dégradation protéolytique. Il a été montré 

récemment que la voie mettant en jeu la protéine Pincher participe à cet évitement en empêchant le 

ciblage des endosomes vers les lysosomes, mais le mécanisme exact mis en jeu reste à élucider 

(Valdez et al., 2005).  

Enfin, le mécanisme propre du transport de ces vésicules le long de l’axone a été étudié. De 

nombreuses études montrent l’implication d’un système basé sur les microtubules, mettant 

notamment en jeu la protéine dynéine. En effet, le récepteur TrkA est colocalisé avec la dynéine, et 

une interaction directe a été mise en évidence entre la région juxtamembranaire du récepteur TrkA 

et la chaîne légère de la dynéine (Yano et al., 2001 ; Bhattacharyya et al., 2002). De plus, 

l’inhibition mécanique ou chimique du réseau des microtubules (Thoenen et Stockel, 1975 ; Claude 

et al., 1982a ; Claude et al., 1982b), ou l’inhibition du complexe dynéine-dynactine (Heerssen et 

al., 2004) diminue le transport rétrograde des neurotrophines in vitro et in vivo. Enfin, le transport 

dépendant de la dynéine est essentiel à la survie des neurones sensitifs issus du système nerveux 

périphérique in vitro (Hafezparast et al., 2003) et in vivo (Heerssen et al., 2004). L’ensemble de ces 

résultats suggère ainsi que les interactions entre le récepteur TrkA et les composants de la voie de la 

dynéine et des microtubules sont impliqués dans le transport rétrograde des endosomes le long de 

l’axone des nerfs.  

 

2.1.7.3. Notion d’endosome de signalisation (« Signalling endosome ») 

 

Comment les messages de signalisation générés dans les endosomes sont-ils délivrés au 

niveau du corps cellulaire ? En fait, les endosomes servent de plate-forme à partir de laquelle les 

signaux sont initiés (Figure 10) (Grimes et al., 1996 ; Wang et Mukhtar, 2002 ; Delcroix et al., 

2003). En effet, l’endosome précoce permet à de très nombreuses protéines non exprimées à la 

membrane cellulaire d’accéder au récepteur TrkA. Une activation maintenue dans le temps de la 

voie des MAPK semble par exemple possible uniquement à partir d’une localisation endosomale du 

récepteur TrkA (York et al., 1998). En effet, le NGF induit l’activation de la petite protéine G Rap1 

exprimée sur les membranes endosomales, qui elle-même induit l’activation de Raf, induisant 

l’activation de la voie de ERK1/2 (York et al., 1998 ; Wu et al., 2001). Ainsi, les composants de la 

voie des MAPK Rap 1, Raf, ERK1 et ERK2 sont associés à l’endosome précoce et migrent avec lui 

au cours du transport rétrograde (Delcroix et al., 2003).  
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Figure 10. Endosome de signalisation 
 

L’internalisation du récepteur TrkA conduit à la formation d’endosomes précoces qui servent de
plate-forme de signalisation, grâce à l’interaction avec de nombreux effecteurs. Cet ensemble
est appelé endosome de signalisation. Les effecteurs recrutés incluent la protéine adaptatrice
Shc (« Src homology 2 domain-containing protein »), la petite protéine G Rap1, la petite 
protéine G Rab5 et son effecteur EEA1 (« Early endosome antigen 1 »), la phospholipase Cγ
(PLCγ), des constituants de la voie des MAP-kinases (« Mitogen-activated protein kinases », 
ou MAPK) notamment Raf, MEK (« MAP ERK kinase ») et ERK (« Extracellular-regulated 
protein kinase »), et des constituants de la voie PI3K (« Phosphatidyl-inositol-3-kinase »), la 
PI3K elle-même et Akt (ou protéine kinase B, PKB). Le récepteur TrkA interagit également
avec le complexe dynéine-dynactine, qui le relie au réseau des microtubules et permet le
transport rétrograde le long des axones des nerfs. 
 

D’après Zweifel et al., 2005 
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 2.1.7.4. Voies de signalisation activées 

 

Au cours de son internalisation, le récepteur TrkA active d’abord des voies de signalisation 

conduisant à des effets locaux dans les terminaisons nerveuses, puis le récepteur subit le transport 

rétrograde et active d’autres voies de signalisation une fois arrivé à proximité du corps cellulaire du 

neurone (Figure 11). 

 

2.1.7.4.1. Signalisation locale dans la terminaison nerveuse 

 

Le NGF participe à la croissance des axones en activant des voies de signalisation dans les 

terminaisons nerveuses (Figure 11) (Campenot, 1977). Le BDNF induit les mêmes effets et Atwal 

et collaborateurs ont montré que ces voies de signalisation mettent en jeu l’activation de la voie 

Ras/Raf et conduit à l’activation de la MAPK ERK1/2 (Atwal et al., 2000). Les voies de 

signalisation activées par le récepteur TrkA sont les mêmes dans les terminaisons nerveuses : 

l’activation de la MAPK ERK1/2 induit un effet local et ne contribue pas au transport rétrograde du 

récepteur TrkA (Watson et al., 2001). Le blocage pharmacologique de l’internalisation du récepteur 

TrkA bloque cette voie de signalisation, suggérant que cette activation se passe à partir de 

l’endosome de signalisation, après internalisation du récepteur TrkA (York et al., 2000 ; Zhang et 

al., 2000). La voie de la PI3K participe également à cette croissance axonale (Atwal et al., 2000 ; 

Kuruvilla et al., 2000), mais la persistance de ce signal après inhibition de l’internalisation du 

récepteur suggère que cette voie est activée avant l’internalisation du récepteur TrkA (York et al., 

2000 ; Zhang et al., 2000), et contribuerait à la formation de l’endosome de signalisation et au trafic 

intracellulaire (Heerssen et Segal, 2002).  



Récepteurs du NGF et voies de signalisation 

  

Terminaison nerveuse 

Axone 

Corps cellulaire 

Transport 
rétrograde 

Micro-
tubules 

Noyau 

 

P P 

 

P P 

 

P P 

 

P P 

 

P P 

PI3K 

Croissance axonale 

ERK1/2 

PI3K 

Survie cellulaire 

Akt 

ERK

MEF2 

CREB 

 Figure 11. Voies de signalisation activées par le récepteur TrkA endocyté 
 

Dans la terminaison nerveuse, la PI3K (« Phosphatidyl-inositol-3-kinase ») est activée avant
l’internalisation du récepteur et participe à la croissance axonale de même qu’aux mécanismes
d’endocytose du récepteur TrkA. Celui-ci une fois internalisé active la voie de la MAPK
(« Mitogen-activated protein kinase ») ERK1/2 (« Extracellular-regulated protein kinase ») qui
contribue également à la croissance des axones. Le récepteur TrkA internalisé suit le transport
rétrograde le long de l’axone des nerfs, et arrive à proximité du corps cellulaire. Il induit alors à
nouveau l’activation de la PI3K à proximité du noyau, qui via l’activation de la PKB (« Protein
kinase B » ou Akt) participe à la survie cellulaire. Le récepteur TrkA induit également l’activation
de la MAPK ERK5 qui active les facteurs de transcription CREB (« Cyclic-AMP Response
element binding protein ») et MEF2 (« Myocyte-specific enhancer factor 2 »). Ces facteurs de
transcription participent également à la survie cellulaire. 
 

D’après Heerssen et Segal, 2002 
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2.1.7.4.2. Signalisation au niveau du corps cellulaire 

 

Les voies de signalisation activées par l’endosome de signalisation à proximité du corps 

cellulaire du neurone implique la MAPK ERK5 (Figure 11) (Watson et al., 2001). L’expression 

d’un dominant négatif de la kinase de ERK5, MEK5, bloque la phosphorylation du facteur de 

transcription CREB, qui est également bloquée en utilisant des inhibiteurs pharmacologiques de la 

voie ERK5 (Watson et al., 2001). ERK5 active également un autre facteur de transcription, MEF2 

(« Myocyte-specific enhancer 2 ») (Kato et al., 1997). L’activation de ces deux facteurs de 

transcription est impliquée dans la survie cellulaire des neurones (Bonini et al., 1999 ; Mao et al., 

1999 ; Riccio et al., 1999 ; Walton et al., 1999). 
 
 

2.1.8. Mécanismes de dégradation et de recyclage du récepteur TrkA 

après internalisation 
 

Avant la découverte du transport rétrograde des neurotrophines, l’endocytose des récepteurs 

après leur activation a été considérée pendant longtemps comme un mécanisme de désensibilisation. 

C’est le cas par exemple pour le récepteur EGFR, qui après endocytose est dirigé soit vers des 

lysosomes pour y être dégradé, soit vers des endosomes de recyclage pour être réexprimé à la 

surface de la cellule (Vieira et al., 1996). Des mécanismes identiques ont été mis en évidence 

récemment pour le récepteur TrkA. En effet, seule un très faible pourcentage du NGF internalisé est 

dirigé vers les endosomes précoces pour suivre  le transport rétrograde (Ure et Campenot, 1997 ; 

Tsui-Pierchala et Ginty, 1999). Il a d’abord été montré dans les cellules PC12 qu’après activation, 

le récepteur TrkA est dégradé, et que cette dégradation est en partie inhibée par des inhibiteurs 

pharmacologiques de la voie des lysosomes (Jullien et al., 2002). Puis le récepteur TrkA a été 

colocalisé avec l’acide lysobisphosphatidique, un marqueur des endosomes tardifs, et il a été montré 

qu’une grande partie des récepteurs TrkA internalisés est dirigée vers des endosomes tardifs, avant 

d’être dégradés dans les lysosomes (Saxena et al., 2005). Enfin, il a été montré très récemment que 

le récepteur TrkA, une fois internalisé, peut être dirigé vers des endosomes de recyclage, avant 

d’être réexprimé à la surface de la cellule, et que ce recyclage est dépendant d’une séquence en 

acides aminés spécifique contenue dans la partie juxtamembranaire intracellulaire du récepteur 

TrkA (Chen et al., 2005).  
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2.2. Le récepteur p75NTR 
 

Le récepteur p75 des neurotrophines ou p75NTR appartient à la superfamille des récepteurs 

de mort caractérisée par la présence d’un domaine intracellulaire appelé domaine de mort (« Death 

domain ») qui induit les voies de l’apoptose ou mort cellulaire programmée (Chapman, 1995). Cette 

superfamille contient également entre autres le récepteur Fas, les récepteurs spécifiques des cellules 

lymphoïdes CD40 et CD27, et les récepteurs du TNF, avec lesquels le récepteur p75NTR présente 

une très forte homologie (Chapman et Kuntz, 1995).  

Il a été montré que l’activation du récepteur p75NTR conduit à la stimulation de l’apoptose dans les 

cellules neuronales, mais également dans les cellules structurales sur lesquelles ce récepteur est 

exprimé (Miller et Kaplan, 2001). Mais toutes les cellules exprimant le récepteur p75NTR ne 

déclenchent pas forcément d’apoptose en réponse aux neurotrophines (Mamidipudi et Wooten, 

2002). En fait, le récepteur p75NTR peut induire des voies de signalisation conduisant soit à 

l’apoptose, soit au contraire à la survie cellulaire, et le choix de ces voies de signalisation peut 

dépendre de plusieurs paramètres, en particulier de la nature du ligand, des co-récepteurs impliqués, 

de même que des protéines adaptatrices recrutées par le récepteur dans le cytoplasme des cellules 

(Atwal et al., 2000 ; Chao, 2003). De plus, en dehors de la balance apoptose-survie cellulaire, 

l’activation du récepteur p75NTR participe également à d’autres effets (Dechant et Barde, 2002), 

comme la myélinisation (Chan et al., 2004 ; Saxena et al., 2005 ; Du et al., 2006) ou la croissance 

des neurites (Wang et Mukhtar, 2002 ; Wong et al., 2002). 

 

 

2.1.1. Gène codant pour le récepteur p75NTR 

 

Le gène p75ntr humain du récepteur p75NTR est situé sur le chromosome 17, en région q12-

q22 (Huebner et al., 1986). Il est constitué de 6 exons, et comporte environ 23kb (Tsui-Pierchala et 

al., 2002). Ce gène code pour un ARNm de 3,8kb contenant une courte région non codante 

d’environ 300 nucléotides à l’extrémité 5’, et une région non codante plus longue d’environ 2000 

nucléotides à l’extrémité 3’ qui contient une séquence consensus de signal de polyadénylation 

(Tsui-Pierchala et al., 2002).  
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Figure 12. Structure du récepteur p75NTR 
 

L’analyse de séquence du domaine extracellulaire du récepteur p75NTR a permis de mettre 
en évidence quatre domaines riches en cystéine (CRD) caractéristiques de la superfamille 
des récepteurs du TNF. Ces domaines sont chargés négativement et participent à la liaison 
aux neurotrophines. Après une seule hélice transmembranaire, le récepteur p75NTR 
comporte un domaine intracytoplasmique présentant des domaines d’interaction avec des 
protéines adaptatrices : un domaine juxtamembranaire ou domaine chopper (JM) et un 
domaine de mort (DD) caractéristique des récepteurs de la mort. 
 

D’après McDonald et Chao, 1995 
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Le promoteur du gène codant pour le récepteur p75NTR comporte 1,8kb en amont du codon 

d’initiation de la transcription. Sa séquence est fortement conservée entre l’homme, le rat et la 

souris (Metsis, 2001). Aucune séquence de boîte TATA ou CAAT n’a été identifiée (Sehgal et al., 

1988). Une séquence riche en GC a par contre été identifiée à proximité du site ATG initiateur de la 

traduction, et pourrait être un élément de réponse pour le facteur de transcription Sp1 (Chiaramello 

et al., 1995). Plusieurs éléments de réponse pour des facteurs de transcription de la famille bHLH 

(« Basic-helix-loop-helix »), appelés E-box, ont été identifiés dans le promoteur du récepteur 

p75NTR, fixant en particulier le facteur ME1 qui réprime l’activité du promoteur (Chiaramello et al., 

1995), et le facteur NeuroD qui active la transcription du récepteur p75NTR (Metsis, 2001). D’autres 

régions du promoteur ont été identifiées comme éléments de réponse à l’acide rétinoïque, à la 

vitamine D3 et à la testostérone (Naveilhan et al., 1996 ; Metsis, 2001). 

Une induction de la transcription du gène codant pour le récepteur p75NTR a été mise en 

évidence en cas de lésion dans un grand nombre de types cellulaires. Les taux d’ARNm et de 

protéine du récepteur p75NTR sont augmentées chez le rat après lésion du nerf sciatique dans les 

motoneurones de la moelle épinière du côté de la lésion (Ernfors et al., 1989 ; Armstrong et al., 

1991 ; Stark et al., 2001), dans les oligodendrocytes après lésion de la moelle épinière (Casha et al., 

2001), dans les neurones de l’hippocampe après ischémie cérébrale (Kokaia et al., 1998 ; Andsberg 

et al., 2001), et dans les neurones du cortex et de l’hippocampe après un accident vasculaire 

cérébral (Roux et al., 1999).  

 

2.2.2. Structure du récepteur p75NTR 

 

La structure du récepteur p75NTR est bien conservée entre les espèces (Roux et Barker, 

2002). Après le clivage du peptide signal de 28 acides aminés et les maturations 

post-traductionnelles, le récepteur p75NTR humain est une protéine glycosylée de 399 acides aminés 

comprenant une seule hélice transmembranaire (Figure 12).  

 

2.2.2.1. Domaines extracellulaire et transmembranaire 

 

Le domaine extracellulaire comprend 222 acides aminés et contient 4 domaines présentant 

une répétition de six cystéines, une caractéristique des récepteurs appartenant à la superfamille des 
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récepteurs du TNF (Yan et Chao, 1991 ; Baldwin et al., 1992). Ces domaines riches en cystéine sont 

appelés CRD (« Cystein-rich domain ») et numérotés de 1 à 4 à partir de l’extrémité N-terminale. 

Chacun contient trois ponts disulfure intra-chaînes, entraînant une conformation spécifique à chaque 

domaine CRD (Banner et al., 1993). Ces ponts disulfure sont également responsables de l’allure 

allongée de la partie extracellulaire du récepteur (Holden et al., 1997). Le domaine 

transmembranaire du récepteur p75NTR est constitué d’une hélice transmembranaire unique et sa 

séquence en acides aminés est hautement conservée quelle que soit l’espèce animale considérée 

(Chao et Hempstead, 1995). 

 

2.2.2.2. Domaine intracellulaire 

 

Le domaine intracellulaire du récepteur p75NTR comporte 155 acides aminés (Tsui-Pierchala 

et al., 2002). Il est palmitoylé sur la cystéine 279 (Kahle et al., 1994) et phosphorylé sur des résidus 

sérine et thréonine (Grob et al., 1985 ; Taniuchi et al., 1986). Le rôle de ces modifications 

post-traductionnelles ne sont pas connues, mais  elles pourraient participer à des interactions de type 

protéine-protéine, à la bonne maturation intracellulaire du récepteur ou à la localisation 

intracellulaire du récepteur. La phosphorylation du récepteur p75NTR pourrait également participer à 

la multimérisation du récepteur (Grob et al., 1985).  

Les membres de la superfamille des récepteurs du TNF n’ont pas d’activité intracellulaire 

propre, et la signalisation se fait grâce à l’association à des protéines adaptatrices cytoplasmiques. 

Cette interaction se fait grâce à deux domaines : le domaine juxtamembranaire (JM) ou « Chopper 

domain » et le domaine de mort (DD) ou « Death domain ». 

Le domaine de mort DD est constitué d’une séquence d’environ 80 acides aminés qui 

permet l’interaction avec des protéines adaptatrices, entraînant l’activation de la voie des caspases 

et l’induction de l’apoptose (Roux et Barker, 2002). Ce domaine est constitué d’une structure 

compacte globulaire formée de deux modules contenant chacun 3 hélices α numérotées hélices 1 à 

3 dans le premier module et 2 à 6 dans le deuxième. Les hélices 2 à 6 ont une structure et une 

orientation identique aux autres membres de la superfamille des récepteurs du TNF. L’hélice 1 a par 

contre une orientation différente, ce qui lui permet de recruter des protéines adaptatrices spécifiques 

comme NADE ou RhoA (Voir paragraphes 2.2.5.1.1.1. et 2.2.5.3.) (Roux et Barker, 2002 ; Wang et 

Mukhtar, 2002).  
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Le domaine juxtamembranaire JM (également appelé « Chopper domain ») a été identifié 

plus récemment, lorsqu’il a été montré que l’expression de ce seul domaine du récepteur p75NTR est 

capable d’induire l’apoptose dans des neurones sensitifs en culture primaire, mais également dans 

des cellules non neuronales (Coulson et al., 1999 ; Coulson et al., 2000). Il s’agit d’une séquence 

d’environ 150 acides aminés situés dans le domaine intracytoplasmique du récepteur, à proximité de 

la membrane, qui permet le recrutement de protéines adaptatrices conduisant à l’activation de voies 

de signalisation impliquées dans l’apoptose, mais aussi dans la survie cellulaire (Coulson et al., 

2004). 

Le tripeptide Ser-Pro-Val à l’extrémité C-terminale intracellulaire du récepteur p75NTR est 

conservé chez les différentes espèces, et est un site consensus de liaison à des domaines PDZ 

(« Post-synaptic disc-large zona »). Un domaine PDZ est constitué de 90 acides aminés organisés 

en 2 hélices α et 4 feuillets β et interagit avec une forte affinité avec des motifs Thr/Ser-X-Val/Leu 

le plus souvent situés sur la partie C-terminale des protéines (Doyle et al., 1996). Les protéines 

contenant des domaines PDZ sont des molécules adaptatrices permettant la formation de complexes 

protéiques de signalisation intracellulaire (Sheng et Sala, 2001). Le récepteur p75NTR lie par 

exemple la protéine FAP-1 (« Fas-associated phosphatase-1 »), une protéine tyrosine phosphatase 

contenant un domaine PDZ, qui en interagissant avec le récepteur p75NTR bloque l’activité pro-

apoptotique  du récepteur p75NTR en déphosphorylant notamment les kinases d’activation de la 

MAPK JNK, et contribue ainsi à favoriser l’activation de la voie NF-κB induisant la survie 

cellulaire (Irie et al., 1999).  

Enfin, une structure en forme d’hélice α a été identifiée dans la partie C-terminale du 

récepteur p75NTR dans laquelle on trouve une séquence analogue au mastoparan, un peptide identifié 

dans le venin d’abeille et activateur de protéines G. Ceci suggère que le récepteur p75NTR pourrait 

avoir la capacité de lier des protéines G, même si cela n’a pas été formellement démontré jusqu’à 

présent (Feinstein et Larhammar, 1990).  

 

 

2.2.3. Les différentes formes du récepteur p75NTR 

 

Le gène p75ntr subit un épissage alternatif pour former un récepteur p75NTR ne contenant 

pas l’exon 3, qui code pour la partie extracellulaire contenant les domaines CRD1 à 3 (Figure 13). 
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Cet épissage empêche la liaison aux neurotrophines (Dechant et Barde, 1997). Ce variant contient 

des domaines transmembranaire et intracytoplasmique intacts, mais son rôle n’est pas connu (Roux 

et Barker, 2002).  

Le récepteur p75NTR « complet » peut subir un clivage du domaine extracellulaire grâce à 

une métalloprotéinase non encore identifiée et génère un domaine extracellulaire soluble qui peut 

lier les neurotrophines, alors que le reste du récepteur comprenant le domaine transmembranaire et 

intracellulaire reste lié à la membrane et (Zupan et al., 1989 ; Barker et al., 1991 ; Alderson et al., 

2000).  

Un clivage dans le domaine transmembranaire a également été mis en évidence récemment, 

selon un processus appelé RIP (« Regulated intramembrane proteolysis ») (Brown et al., 2000). Un 

premier clivage a lieu au niveau extracellulaire par l’intermédiaire d’une métalloprotéinase de la 

famille ADAM, qui conduit ensuite à un deuxième clivage dans le domaine transmembranaire. Ce 

clivage conduit à la libération dans le cytoplasme de la partie intracellulaire du récepteur et à la 

révélation d’une séquence signal de translocation dans le noyau. Ce fragment est alors dirigé vers le 

noyau de la cellule, où il se comporte comme un facteur de transcription, pouvant se lier au 

promoteur de gènes et induire leur transcription (Brown et al., 2000). Dans le cas du récepteur 

p75NTR, le premier clivage semble assuré par les protéinases ADAM10 et ADAM17, alors que la 

protéinase responsable du second clivage n’a pas encore été identifiée (Chao, 2003 ; Kanning et al., 

2003). Le fragment intracellulaire généré a été identifié dans le noyau des cellules, suggérant un 

rôle direct de facteur de transcription sur ses gènes cibles (Kanning et al., 2003). Mais ce fragment 

est également capable de réguler la transcription de gènes de manière indirecte : il peut lier grâce à 

son domaine de mort DD la protéine TRAF6 et conduire à l’activation du facteur de transcription 

NF-κB (Voir paragraphe 2.2.5.2.1.) (Kanning et al., 2003).  
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Figure 13. Les différentes formes du récepteur p75NTR 
 

La transcription du gène p75ntr conduit à la forme complète du récepteur (A), ainsi qu’une 
forme tronquée résultant de l’épissage alternatif de l’exon 3 (B). Cet épissage conduit à une 
forme possédant un domaine extracellulaire très court constitué d’un seul domaine riche en 
cystéine et ne pouvant plus lier les neurotrophines. Des clivages protéolytiques 
interviennent également et libèrent différents fragments du récepteur. Une 
métalloprotéinase, comme ADAM10 ou ADAM17, conduit au clivage du domaine 
extracellulaire (C), libérant d’une part une forme soluble du domaine extracellulaire complet, 
pouvant toujours lier les neurotrophines, et d’autre part un fragment du récepteur constitué 
des domaines transmembranaire et intracellulaire intact qui peut toujours recruter des 
protéines adaptatrices. Enfin, une métalloprotéinase non encore identifiée peut également 
conduire à un deuxième clivage et libérer dans le cytoplasme une forme soluble du 
récepteur contenant uniquement le domaine intracellulaire (D). Cette forme peut réguler la 
transcription de gènes de manière directe, en migrant dans les noyaux des cellules et en 
jouant le rôle de facteur de transcription, ou de manière indirecte en recrutant des protéines 
adaptatrices grâce au domaine de mort DD conduisant à l’activation de facteurs de 
transcription comme le facteur NFκB. 
 

D’après Roux et Barker, 2002 et Chao, 2003 
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2.2.4. Caractéristiques de liaison avec le NGF 

 

2.2.4.1. Affinité du NGF pour le récepteur p75NTR 

 

Le récepteur p75NTR lie le NGF avec une plus faible affinité que le récepteur TrkA (Radeke 

et al., 1987 ; Tsui-Pierchala et al., 2002), avec un KD de l’ordre du nanomolaire et une vitesse de 

dissociation rapide (T1/2 = 3 secondes) (Sutter et al., 1979), ce qui lui a valu au départ le nom de 

récepteur à faible affinité pour le NGF (LNGFR ou « Low-affinity NGF Receptor ») (Meakin et 

Shooter, 1992). Le récepteur p75NTR lie l’ensemble des neurotrophines avec la même affinité : son 

KD dans des neurones sensitifs d’embryons de poulet est par exemple de 1,7.10-9M pour le NGF, 

1,3.10-9M pour le BDNF et 0,8.10-9M pour la NT-3 (Meakin et Shooter, 1992). L’association des 

différentes neurotrophines entraîne un léger changement de conformation du récepteur différent 

d’un ligand à l’autre, entraînant une vitesse d’association et de dissociation légèrement différente 

d’une neurotrophine à l’autre (Ernfors et al., 1990 ; Rodriguez-Tebar et al., 1992). Le récepteur 

p75NTR est communément considéré comme le récepteur de faible affinité pour le NGF, mais des 

études montrent également qu’il peut participer au site de haute affinité pour le NGF en 

interagissant avec le récepteur TrkA (Voir paragraphe 2.2.6.1). Il peut de plus lier les pro-

neurotrophines avec une plus grande affinité que les neurotrophines matures (Voir paragraphe 

2.2.4.3.) 

 

2.2.4.2. Interactions entre le NGF et le récepteur p75NTR 

 

La modélisation moléculaire de la liaison du NGF (Shamovsky et al., 1999) puis la 

cristallisation du NGF avec le domaine extracellulaire du récepteur p75NTR (He et Garcia, 2004) ont 

permis de comprendre quelles parties du domaine extracellulaire du récepteur étaient précisément 

impliquées dans la liaison avec le NGF. 
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Figure 14. Interactions entre le NGF et le récepteur p75NTR
 

 

Un monomère du récepteur p75NTR (en violet) vient interagir avec le dimère de NGF 
représenté en bleu et vert. Les deux zones d’interactions principales entre le NGF et le 
récepteur (Sites I et II) sont agrandies et montrent les principaux acides aminés impliqués 
dans ces interactions. Le site I met en jeu des interactions hydrophobes entre le NGF et le 
domaine CRD1 et la jonction CRD1-CRD2 du récepteur p75NTR, alors que le site II met en jeu 
la jonction CRD3-CRD4 du récepteur p75NTR. Ces interactions hydrophobes sont renforcées 
par des liaisons ioniques et des liaisons hydrogène stabilisant l’ensemble du complexe. 
 
D’après He et Garcia, 2004 
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2.2.4.2.1. Sites d’interactions avec le NGF 

 

Les études de modélisation ont d’abord mis en évidence une séquence de 58 acides aminés 

dans le domaine CRD3 (du résidu Cys39 au résidu Ala96) jouant le rôle de site de liaison pour le 

NGF (Shamovsky et al., 1999). La liaison avec le NGF se fait principalement par des interactions 

électrostatiques entre les résidus chargés positivement des domaines de liaison des neurotrophines 

et des acides aminés chargés négativement sur le récepteur p75NTR.  

La cristallisation récente du NGF avec le domaine extracellulaire du récepteur p75NTR a 

confirmé et permis de mieux préciser ces interactions (Figure 14). L’interaction entre le NGF et le 

domaine CRD3 du récepteur se fait grâce à deux sites appelés sites I et II et mettent en jeu des 

interactions hydrophobes, ioniques et hydrogène, en plus des interactions électrostatiques entre les 

charges positives sur le NGF et les charges négatives du récepteur p75NTR (He et Garcia, 2004). Le 

site I est formé de deux zones. La première zone appelée Patch 1 comprend les résidus Phe101, 

Ile31, Trp21 et Tyr52 d’un monomère de NGF qui forment une poche dans laquelle va s’insérer la 

chaîne contenant les résidus Met67, Ala69 et Pro70 du domaine CRD2 du récepteur p75NTR. Ces 

interactions hydrophobes sont renforcées par la formation de liaisons hydrogène entre les résidus 

Asn42 et Ser68 du récepteur p75NTR et les résidus Tyr52 et Trp21 du NGF. La deuxième zone 

appelée patch 2 comprend la jonction CRD1-CRD2, qui forme une liaison ionique entre le résidu 

Asp41 du récepteur p75NTR et le résidu Lys88 du NGF. Cette liaison se trouve elle-même au fond 

d’une poche hydrophobe formée par les résidus Trp99, Phe49, Phe101 et Tyr52 du NGF (He et 

Garcia, 2004).  

Le site II est constitué de la jonction CRD3-CRD4 qui interagit avec les boucles terminales 

du NGF. On y trouve une complémentarité de type leucine-zipper, avec de haut en bas la formation 

d’interactions entre les résidus Phe12, Trp76 et His75/Trp76 du NGF et les résidus Leu106, Pro135, 

Leu137/Pro138 et Pro138 du récepteur p75NTR. Cette interaction est renforcée par la formation de 

deux liaisons ioniques entre les résidus Arg114 et Arg69 du NGF et les résidus Glu119 et Asp 134 

du récepteur p75NTR.  

En comparant la séquence en acides aminés de ces deux sites de liaison entre les différentes 

neurotrophines, on trouve une très grande homologie de séquence : ces régions de contact sont 

extrêmement bien conservées entre les différentes neurotrophines, ce qui explique leur liaison 

possible avec la même affinité au récepteur p75NTR (He et Garcia, 2004). 
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2.2.4.2.2.2. Stœchiométrie du complexe NGF-p75NTR 

 

La structure cristallographique du NGF lié au domaine extracellulaire a révélé une 

stœchiométrie de complexe 2:1, soit la formation d’un complexe asymétrique avec la liaison d’un 

dimère de NGF à un seul monomère de p75NTR (He et Garcia, 2004). La comparaison de la liaison 

réalisée entre le NGF et le récepteur p75NTR et celle réalisée entre le TNF-α et le récepteur TNFR1 

montre que le p75NTR utilise sa face convexe pour lier le NGF alors que le TNFR1 utilise sa face 

concave. De plus, il n’y a qu’un seul point de contact entre le TNF-α et le récepteur TNFR1 par 

rapport aux deux sites décrits précédemment pour le récepteur p75NTR.  

La comparaison entre les sites du NGF liant le récepteur p75NTR et les pseudo-sites restant 

libres a montré que la liaison au récepteur p75NTR entraîne des modifications conformationnelles sur 

le NGF : alors que la conformation des feuillets β centraux reste non modifiée, on observe une 

rotation de 10° pour le pseudo-site I et de 6° pour le pseudo-site II, ce qui au final éloigne de 15 à 

20 Å les pseudo-sites de leur position initiale (He et Garcia, 2004). Le récepteur p75NTR a une 

structure rigide, et ne peut pas changer l’orientation de ses sites de liaison : des essais manuels de 

docking dans cette conformation montrent que la liaison entre le récepteur p75NTR et le NGF est 

hautement improbable. La liaison d’un deuxième monomère de récepteur p75NTR semble donc 

compromise, mais on peut envisager la liaison d’un monomère de récepteur TrkA. En effet, ce 

récepteur se lie notamment via des interactions mettant en jeu le feuillet β central dont la 

conformation n’est pas modifiée après liaison du récepteur p75NTR (He et Garcia, 2004). On peut 

ainsi, grâce à ces études de cristallographie, envisager la formation d’un complexe constitué au 

centre d’un dimère de NGF qui lie d’un côté un monomère de récepteur p75NTR et de l’autre un 

monomère de récepteur TrkA.  

Néanmoins, une étude plus récente semble contredire ces résultats. En effet, He et Garcia 

avaient utilisé pour leurs études de cristallisation une forme non glycosylée du récepteur p75NTR. 

Aurikko et collaborateurs ont étudié le domaine extracellulaire du récepteur p75NTR contenant les 

domaines de liaison au NGF et possédant la N-glycosylation sur le résidu 60 (Aurikko et al., 2005). 

Ils ont ainsi montré que ce domaine extracellulaire glycosylé du récepteur p75NTR possédait les 

mêmes caractéristiques de liaison au NGF que le récepteur natif, mais contrairement à lui reste 

uniquement sous forme de monomère en solution. Ceci suggère que les domaines d’interaction 

permettant la formation des dimères de récepteur p75NTR sont situés en dehors des domaines de 
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liaison au NGF (Aurikko et al., 2005). De plus, la stœchiométrie mise en évidence dans cette étude 

est une stœchiométrie de type 2:2, soit la liaison de 2 monomères de récepteur p75NTR sur le dimère 

de NGF. Les différences observées entre ces études suggèrent un rôle important de la glycosylation 

du récepteur p75NTR dans la liaison au NGF. De plus, l’existence de ces deux stœchiométries in vivo 

pourrait suggérer différents rôles de ces formes, conduisant par exemple au recrutement de 

différentes protéines adaptatrices et l’activation de différentes voies de signalisation (Aurikko et al., 

2005). 

 

2.2.4.3. Liaison des pro-neurotrophines au récepteur p75NTR 

 

Il a été montré récemment que les pro-neurotrophines, et en particulier le pro-NGF est un 

ligand plus sélectif du récepteur p75NTR que les neurotrophines matures (Lee et al., 2001), et que le 

pro-NGF induit de manière plus efficace une apoptose p75NTR-dépendante (Lee et al., 2001 ; Beattie 

et al., 2002). Le rôle proposé des pro-domaines des neurotrophines immatures avait été jusqu’à 

présent le contrôle de la bonne maturation des protéines finales, ainsi que la régulation de leur 

sécrétion (Rattenholl et al., 2001a ; Rattenholl et al., 2001b). Lee et collaborateurs ont tout d’abord 

montré que les pro-neurotrophines, en particulier le pro-NGF et le pro-BDNF, sont présentes en 

grandes quantités dans de nombreux tissus, et que leur clivage par diverses protéinases comme la 

plasmine ou des métalloprotéinases de matrice entraîne la libération des formes matures (Lee et al., 

2001). Un modèle a été proposé pour expliquer la sélectivité des pro-neurotrophines pour le 

récepteur p75NTR : la liaison du NGF au TrkA implique l’extrémité N-terminale du NGF qui doit 

changer de conformation et former une hélice autour de l’extrémité du récepteur TrkA (Voir 

paragraphe 2.1.4.2). Cette extrémité N-terminale est séquestrée par le pro-domaine présent dans le 

pro-NGF et empêche ainsi cette interaction, entraînant une affinité plus faible du pro-NGF pour le 

récepteur TrkA (Ryden et Ibanez, 1996). L’extrémité N-terminale du NGF mature n’est pas 

importante dans les interactions formées avec le récepteur p75NTR, ce qui explique une liaison 

possible. La plus grande affinité du pro-NGF pour ce récepteur par rapport au NGF mature suggère 

également la présence de sites d’interactions entre le pro-domaine du pro-NGF et le récepteur, qui 

augmentent l’affinité du ligand pour le récepteur p75NTR (Ryden et Ibanez, 1996).  

Ces résultats suggèrent que l’activité biologique des neurotrophines et du NGF en particulier 

peut être régulée par clivage protéolytique, avec les formes pro-neurotrophines activant 
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préférentiellement le récepteur p75NTR et induisant l’apoptose, et les formes matures activant 

préférentiellement les récepteurs Trk pour induire la survie cellulaire (Chao, 2003).  

 

 

2.2.5. Voies de signalisation du récepteur p75NTR 

 

L’activation du récepteur p75NTR par les neurotrophines induit l’activation de voies de 

signalisation aboutissant à deux effets majeurs : l’induction de l’apoptose, principalement via 

l’intermédiaire de la MAPK JNK, ou au contraire l’induction de la survie cellulaire, principalement 

par l’activation du facteur de transcription NFκB. D’autres effets induits par l’activation du 

récepteur p75NTR ont été mis récemment en évidence, notamment dans la régulation de la 

myélinisation et la croissance des neurites, et mettent en jeu le recrutement d’autres protéines 

adaptatrices et d’autres co-récepteurs particuliers eux aussi découverts récemment (voir aussi 

paragraphe 2.2.6.). 

 

2.2.5.1. Voies de signalisation conduisant à l’apoptose 

 

Les voies de signalisation activées par le récepteur p75NTR et conduisant à l’apoptose 

mettent quasiment toutes en jeu l’activation de la MAPK JNK, qui conduit à l’activation de la voie 

des caspases (Casaccia-Bonnefil et al., 1996 ; Deshmukh et Johnson, 1998 ; Bruckner et al., 2001 ; 

Harding et al., 2001 ; Lee et al., 2001 ; Beattie et al., 2002). L’activation de la MAPK JNK peut 

être induite par trois voies d’activation distinctes : le recrutement de protéines adaptatrices 

spécifiques, la synthèse de céramides, ou l’activation de la petite protéine G Rac1 (Figure 15A). 
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Figure 15A. Voies de signalisation du récepteur p75NTR induisant l’apoptose 
 

La MAPK JNK joue un rôle central dans l’apoptose induite par le  récepteur p75NTR. Elle est activée 
par i) les protéines adaptatrices NRIF et NRAGE, recrutées par l’intermédiaire des domaines de mort 
(DD) et juxtamembranaire (JM) du récepteur p75NTR, ii) après activation des sphingomyélinases et 
synthèse des céramides ou iii) par l’intermédiaire de la petite protéine G Rac qui active MKKK, activant 
elle-même MKK4 et 7, les kinases spécifiques de JNK. JNK activée induit l’activation par 
phosphorylation des facteurs pro-apoptotiques Bim, Bid, Bax et p53, qui stimulent la libération de 
cytochrome C à partir des mitochondries. La voie des caspases est activée, en particulier les caspases 
3 et 9, induisant l’apoptose. p53 peut aussi recruter le facteur p21CIP1/WAF conduisant à un arrêt du 
cycle cellulaire. Le récepteur p75NTR recrute également les protéines adaptatrices NADE et SC-1, qui 
participent à l’apoptose, mais par un mécanisme inconnu pour l’instant. La protéine NRIF peut 
également recruter TRAF6 qui induit sa polyubiquitinylation, entraînant sa migration dans le noyau. 
MAPK : Mitogen activated protein kinase ; MKKK : MAP Kinase Kinase Kinase ; MKK : MAP Kinase 
Kinase ; JNK : c-jun N-terminal kinase ; NRIF : neurotrophin-receptor interacting factor ; NADE : 
neurotrophin-associated cell death executor ; NRAGE : neurotrophin-receptor-interacting MAGE 
homologue ; SC-1 : Schwann cell factor-1 ; TRAF6 : TNF receptor-associated factor 6. 
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2.2.5.1.1. Voies de signalisation conduisant à l’activation de JNK 

 

2.2.5.1.1.1. Recrutement de protéines adaptatrices 

 

Contrairement au récepteur TrkA, le récepteur p75NTR ne possède pas d’activité enzymatique 

intrinsèque et son activation conduit souvent dans un premier temps au recrutement de protéines 

adaptatrices, qui induiront ensuite la transmission du signal intracellulaire (Roux et Barker, 2002). 

Un grand nombre de ces protéines adaptatrices a été découvert récemment, et leur fonction reste 

souvent encore peu connue. Ces protéines adaptatrices interagissent avec deux domaines majeurs 

sur le récepteur p75NTR : le domaine de mort DD et le domaine juxtamembranaire (JM ou Chopper 

domain) (Roux et Barker, 2002).  

 

2.2.5.1.1.1.1. NRIF (« Neurotrophin Receptor Interacting Factor ») 

 

La protéine adaptatrice NRIF est une protéine de poids moléculaire de 94kDa et de structure 

en doigt de zinc, qui interagit avec les résidus 244 à 396 du récepteur p75NTR, comprenant les deux 

domaines DD et JM (Casademunt et al., 1999 ; Benzel et al., 2001). Il a été montré récemment que 

cette protéine adaptatrice est essentielle pour permettre l’activation de la MAPK JNK et induire une 

apoptose des neurones p75NTR-dépendante. En effet, Linggi et collaborateurs ont utilisé des 

neurones sympathiques et des fibroblastes embryonnaires issus de souris dont le gène de la protéine 

NRIF a été invalidée, et ont montré que l’activation du récepteur p75NTR dans ces cellules 

n’induisait plus d’apoptose ; ce défaut d’apoptose est dû à un défaut d’activation de la MAPK JNK, 

suggérant que la protéine NRIF est en amont de l’apoptose JNK-dépendante (Linggi et al., 2005). 

D’autre part, une fois recrutée au niveau du domaine intracellulaire du récepteur p75NTR, la protéine 

NRIF interagit avec une autre protéine adaptatrice, TRAF6 (« TNF receptor associated factor 6 »), 

conduisant à la polyubiquitinylation de NRIF. L’ubiquitinylation des protéines a été caractérisée à 

l’origine comme un mécanisme permettant de cibler les protéines vers le protéasome et d’entraîner 

leur dégradation. Mais il a été montré récemment que cette modification était de manière 

surprenante impliquée dans d’autres mécanismes, notamment dans les mécanismes d’internalisation 

de protéines, et en particulier de récepteurs à activité tyrosine kinase intrinsèque (Marmor et 

Yarden, 2004), dans la régulation de l’activité de facteurs de transcription en induisant le 
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recrutement de co-activateurs ou de co-répresseurs (Muratani et Tansey, 2003 ; Shcherbik et 

Haines, 2004), et dans la translocation de protéines dans le noyau (Plafker et al., 2004 ; Shcherbik 

et Haines, 2004). Geetha et collaborateurs ont montré que la polyubiquitinylation de la protéine 

NRIF par la protéine TRAF6 induit la translocation de NRIF dans le noyau. Cette protéine y joue 

alors le rôle de répresseur de la transcription et conduit à un arrêt du cycle cellulaire (Gentry et al., 

2004 ; Geetha et al., 2005). Ainsi, la protéine NRIF, en participant à l’activation de la MAPK JNK, 

de même qu’en jouant le rôle de répresseur de la transcription et en bloquant le cycle cellulaire, 

participe à l’apoptose p75NTR-dépendante. 

 

2.2.5.1.1.1.2. NRAGE (« Neurotrophin receptor-interacting MAGE ») 

 
La protéine adaptatrice NRAGE est une protéine de poids moléculaire de 86kDa qui 

appartient à la famille des protéines MAGE (« Melanoma-associated antigens ») (Barker et Salehi, 

2002), contenant toutes un domaine appelé domaine MAGE d’environ 200 acides aminés. Ce 

domaine MAGE est responsable de l’interaction entre la protéine NRAGE et le récepteur p75NTR, 

en interagissant avec les résidus 250 à 330 du récepteur p75NTR, une séquence appartenant au 

domaine JM (Salehi et al., 2000). La protéine NRAGE participe à l’apoptose p75NTR-dépendante 

(Frade et Barde, 1999 ; Kendall et al., 2002). En effet, la transfection de cette protéine dans des 

cellules ne l’exprimant pas de manière constitutive induit une augmentation de l’apoptose p75NTR-

dépendante (Salehi et al., 2000). Cette augmentation est due à une augmentation de l’activation de 

la MAPK JNK, conduisant à une augmentation de l’activation de la voie des caspases (Salehi et al., 

2002). De plus, après activation par le récepteur p75NTR, NRAGE induit une augmentation de 

l’expression et de l’activation de la protéine p53 dans les cellules PC12, conduisant à un arrêt du 

cycle cellulaire, par l’intermédiaire de l’activation de la protéine inhibitrice du cycle cellulaire 

p21CIP1/WAF (Salehi et al., 2000 ; Wen et al., 2004). Cette voie JNK-indépendante, en bloquant le 

cycle cellulaire, contribue aussi aux effets apoptotiques induits par l’activation du récepteur p75NTR. 

 

2.2.5.1.1.1.3. NADE (« p75NTR-associated cell death executor») 

 

La protéine NADE est une protéine adaptatrice de 14,5kDa caractérisée chez la souris 

(Mukai et al., 2000), mais qui présente plus de 92% d’homologie avec une protéine humaine jusque 
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là non identifiée, codée par le gène HGR74 (Alessi et al., 1994). Cette protéine est très certainement 

l’homologue humain de la protéine NADE. La protéine NADE interagit avec les résidus 338 à 396 

du domaine DD du récepteur p75NTR (Mukai et al., 2000 ; Mukai et al., 2002 ; Mukai et al., 2003). 

L’activation p75NTR-dépendante de NADE induit une apoptose in vitro dans les neurones corticaux 

de souris en culture primaire, en activant la voie des caspases, et in vivo chez la souris après 

ischémie cérébrale, en particulier dans les neurones de l’hippocampe (Park et al., 2000), ou chez le 

rat à la suite d’un accident vasculaire cérébral (Yi et al., 2003). Pour l’instant, la MAPK JNK n’a 

pas été identifiée comme intermédiaire entre NADE et l’activation de la voie des caspases. 

 

2.2.5.1.1.1.4. SC-1 (« Schwann cell factor-1 ») 

 

La protéine SC-1 est une protéine adaptatrice contenant notamment un domaine à structure 

en doigt de zinc et un domaine de régulation positive (domaine PR pour « Positive regulation ») 

(Chittka et Chao, 1999). Ce domaine PR est retrouvé dans plusieurs autres facteurs de transcription 

qui agissent comme des répresseurs de la transcription. Localisé dans le cytoplasme à l’état basal, la 

protéine SC-1 est recrutée par le récepteur p75NTR et interagit avec les résidus 250 à 322 du domaine 

JM du récepteur (Chittka et Chao, 1999). SC-1 migre ensuite dans le noyau, induisant ainsi un arrêt 

du cycle cellulaire, mais les mécanismes impliqués dans cet effet ne sont pas connus pour l’instant 

(Chittka et Chao, 1999 ; Kendall et al., 2003). 

 

2.2.5.1.1.2. Synthèse des céramides 

 

La liaison du NGF au récepteur p75NTR induit l’activation des sphingomyélinases 

(Bilderback et al., 1999). Les sphingomyélinases neutres associées à la membrane clivent la 

sphingomyéline en céramides et phosphatidylcholine. Les mécanismes intracellulaires activés par 

les céramides conduisant à l’apoptose ne sont pas encore clairement identifiées à l’heure actuelle 

(Verheij et al., 1996 ; Brann et al., 1999 ; Hirata et al., 2001). Les céramides induisent l’apoptose 

en induisant la phosphorylation de la MAPK JNK dans des neurones hippocampaux de rat en 

culture primaire, mais les mécanismes précis de cette activation ne sont pas connus (Brann et al., 

2002). D’autre part, les céramides pourraient contribuer à l’effet apoptotique p75NTR-dépendant en 

inhibant des protéines impliquées dans l’induction de la survie cellulaire. La PKC atypique zeta 
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(PKCζ) pourrait être l’une de ces cibles : les céramides bloquent l’activation de la PKCζ dans les 

cellules PC12 et conduisent à l’apoptose (Wang et Mukhtar, 2002). Cependant, à des concentrations 

plus faibles, les céramides conduisent à l’activation de la PKCζ et induisent la survie cellulaire dans 

ces mêmes cellules (Wang et Mukhtar, 2002). Ces résultats suggèrent une activité différente des 

céramides en fonction de leur concentration, pouvant conduire à des effets opposés. Les 

mécanismes impliqués dans ces régulations concentration-dépendantes ne sont pas connus pour 

l’instant. 

 

2.2.5.1.1.3. Activation de la protéine Rac1 

 

La protéine Rac1 est une protéine à activité GTPase appartenant à la famille des petites 

protéines G de type Rho (Burridge et Wennerberg, 2004). L’activation du récepteur p75NTR conduit 

à l’activation de la petite protéine G Rac1 (Bazenet et al., 1998), qui se lie sur le motif CRIB (« cdc-

42/Rac1 interactive binding motif ») présent sur les MAPK kinases kinases (MAPKKK). Cette 

interaction favorise l’auto-phosphorylation des MAPKKK, induisant ainsi leur activation (Hirai et 

al., 1996 ; Tibbles et al., 1996 ; Alderson et al., 2000). Les MAPKKK activées induisent la 

phosphorylation des MAPK kinases MKK4 et MKK7 qui phosphorylent spécifiquement la MAPK 

JNK (Walton et al., 1999). L’activation directe de JNK a été mise en évidence récemment dans des 

oligodendrocytes en culture primaire de rat et de souris : l’expression d’un dominant négatif de la 

protéine Rac1 bloque l’apoptose induite par l’activation du récepteur p75NTR dans ces cellules, et 

ceci en bloquant l’activation de la MAPK JNK (Harrington et al., 2002). De plus, en transfectant le 

récepteur TrkA dans ces oligodendrocytes qui ne l’expriment pas de manière constitutive, 

l’activation de la MAPK JNK est supprimée : il existe ainsi dans ces cellules des interactions entre 

les voies de signalisation activées par les  récepteurs TrkA et  les récepteurs p75NTR (Harrington et 

al., 2002).  

 

2.2.5.1.2. Activation de la MAPK JNK et induction de l’apoptose 

 

De nombreuses études montrent que les voies apoptotiques activées par le récepteur p75NTR 

ne sont pas comparables à celles activées par les récepteurs du TNF. En effet, l’apoptose induite par 

le TNF met en jeu la formation d’un complexe de signalisation appelé DISC (« Death-inducing 



Récepteurs du NGF et voies de signalisation 

  

signaling complex »). Ce complexe DISC est formé par les protéines adaptatrices FADD (« Fas 

associated death domain ») et TRADD (« TNF receptor 1-associated death domain ») recrutées par 

le domaine de mort du récepteur TNFR, et conduit à l’activation de la caspase-8 puis des autres 

caspases (Aggarwal, 2000 ; Baud et Karin, 2001). Après activation du récepteur p75NTR par le NGF 

ou le pro-NGF, ces protéines adaptatrices ne sont pas recrutées, mais l’activation de la voie des 

caspases se fait par l’intermédiaire de la MAPK JNK (Casaccia-Bonnefil et al., 1996 ; Deshmukh et 

Johnson, 1998 ; Bruckner et al., 2001 ; Harding et al., 2001 ; Lee et al., 2001 ; Beattie et al., 2002).  

La MAPK JNK activée peut phosphoryler des facteurs pro-apoptotiques, en particulier les protéines 

Bad, p53 et Bax, induisant ainsi leur activation : ces protéines stimulent la libération du cytochrome 

c à partir des mitochondries, entraînant l’activation des caspases, et en particulier des caspases 3 et 

9 (Casaccia-Bonnefil et al., 1996 ; Deshmukh et Johnson, 1998 ; Atwal et al., 2000 ; Bruckner et 

al., 2001 ; Harding et al., 2001 ; Lee et al., 2001 ; Beattie et al., 2002). D’autre part, JNK peut 

conduire à l’activation de c-jun, et à la formation du facteur de transcription AP-1 qui va induire la 

transcription de gènes cibles. Ces gènes cibles sont à l’étude actuellement, et deux d’entre eux ont 

été identifiés récemment : il s’agit des protéines Bim et Dp5 ; ces protéines possèdent un domaine 

BH3 (« Bcl-2 Homology Domain 3 »), c’est à dire qu’elles appartiennent au groupe de protéines 

pro-apoptotiques de la famille de Bcl-2 dont Bax et Bad par exemple font également partie. Ces 

protéines, comme les autres membres de cette famille, ont une activité pro-apoptotique : leur 

activation NGF- et c-jun-dépendante conduit à l’apoptose dans les neurones sympathiques (Sutter et 

al., 1979 ; Whitfield et al., 2001). 

 

2.2.5.2. Voies de signalisation conduisant à la survie cellulaire 

 

La survie cellulaire induite par l’activation du récepteur p75NTR par les neurotrophines et le 

NGF en particulier met en jeu l’activation du facteur de transcription NFκB. Ce facteur est activé 

dans les cellules neuronales par trois voies connues actuellement : i) par le recrutement de protéines 

adaptatrices de la famille TRAF (« TNF receptor-associated factor »), en particulier TRAF6, qui 

active la kinase IRAK et la PKC atypique iota (ou PKCι), ii) par le recrutement d’une autre protéine 

adaptatrice, la protéine RIP-2 (« Receptor interacting-protein 2 »), et iii) par l’activation de la PI3K, 

conduisant à l’activation de la kinase PKB (ou Akt) (Figure 15B). 
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2.2.5.2.1. Voies de signalisation activant le facteur de transcription NFκB 

 

2.2.5.2.1.1. Recrutement des protéines adaptatrices TRAF et activation des kinases IRAK et PKCι 

 

Les protéines de la famille TRAF ont été identifiées à l’origine comme des protéines 

adaptatrices recrutées par les récepteurs du TNFα et de l’IL-1, et conduisent à l’activation du 

facteur de transcription NFκB et de la MAPK JNK (Wajant et al., 2001). Six isoformes différentes 

ont été identifiées pour l’instant, mais seuls TRAF2, TRAF4 et TRAF6 peuvent interagir avec le 

récepteur p75NTR (Krajewska et al., 1998 ; Khursigara et al., 1999 ; Ye et al., 1999), via une 

interaction avec le domaine juxtamembranaire JM du récepteur (Gentry et al., 2004). L’interaction 

de la protéine TRAF6 avec le récepteur p75NTR induit son activation, et conduit au recrutement de la 

kinase IRAK (« IL-1 receptor associated kinase »). Cette kinase recrute et active la PKCι (Wooten, 

1999 ; Wooten et al., 2000 ; Wooten et al., 2001), qui va permettre la phosphorylation de 

l’inhibiteur IκB (Cosgaya et Shooter, 2001), libérant ainsi le facteur de transcription NFκB actif (Ye 

et al., 1999 ; Khursigara et al., 2001 ; Mamidipudi et al., 2002). Une association des protéines 

TRAF2 et TRAF4 avec le récepteur p75NTR a également été mise en évidence par co-

immunoprécipitation. Mais alors que TRAF2 active NFκB comme TRAF6, TRAF4 bloque au 

contraire cette activation (Ye et al., 1999).  

Un autre groupe de protéines possédant un domaine d’interaction similaire aux protéines 

TRAF a été mis en évidence : il s’agit de la famille de protéines TEF (« TRAF 

domain-encompassing factor »), et en particulier la protéine MUL codée par le gène Mul 

responsable du nanisme de Mulibrey (pour « Muscle-Liver-Brain-Eye nanism ») (Zapata et al., 

2001). Cette protéine peut se lier au récepteur p75NTR et à l’ensemble des protéines TRAF, régulant 

leur activité et entraînant l’inhibition de l’activation de NFκB (Zapata et al., 2001).  
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Figure 15B. Voies de signalisation du récepteur p75NTR induisant la survie cellulaire 
 

Le facteur de transcription NFκB joue un rôle central dans les voies de signalisation induites par 
le  récepteur p75NTR impliqués dans la survie cellulaire : il est activé par i) la protéine adaptatrice 
TRAF6, recrutée au niveau du domaine JM du récepteur p75NTR, qui recrute à son tour la kinase 
IRAK et conduit à l’activation de la PKC atypique PKCι, elle-même induisant la phosphorylation 
de la kinase IKK ; ii) la protéine adaptatrice RIP-2 recrutée au niveau du domaine DD du 
récepteur p75NTR ou iii) l’activation de la PI3K et de la kinase PKB, conduisant également à la 
phosphorylation de la kinase IKK. Le facteur NFκB activé migre dans le noyau des cellules et 
induit la transcription de gènes impliqués dans la survie cellulaire. La protéine Bex-1 entre en 
compétition avec la protéine RIP-2 et bloque la survie cellulaire RIP-2 dépendante. TRAF6 : TNF 
receptor-associated factor 6 ; IKK : Kinase de IκB ; NF-κB : nuclear factor-κB ; IRAK : Interleukin-
1 receptor associated kinase ; PKCι : protéine kinase C atypique ι ; RIP2 : receptor-interacting 
protein-2 ; PI3K : phosphatidyl-inositol 3 kinase ; PKB : protéine kinase B (appelée aussi Akt). 
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2.2.5.2.1.2. Recrutement de la protéine adaptatrice RIP-2  

 

La protéine RIP-2 est une protéine adaptatrice contenant un domaine Ser/Thr kinase, ainsi 

qu’un domaine de recrutement des caspases (domaine CARD ou « CAspase Recruiting Domain »). 

RIP-2 se lie au domaine intracellulaire du récepteur p75NTR après activation par le NGF grâce à 

l’interaction entre ce domaine CARD et le domaine DD du récepteur (Khursigara et al., 2001). 

Cette protéine activée va induire la survie cellulaire, via l’activation du facteur de transcription 

NFκB (McCarthy et al., 1998 ; Khursigara et al., 2001).  

Une nouvelle protéine adaptatrice, Bex1, a été identifiée très récemment et semble entrer en 

compétition avec RIP-2 sur le domaine DD du récepteur p75NTR (Vilar et al., 2006). Une 

surexpression de Bex1 conduit à l’inhibition de l’activation de NFκB et à l’arrêt du cycle cellulaire, 

et cet effet est inhibé par la surexpression concomitante de RIP-2. Les effets des protéines RIP-2 et 

Bex1 semblent ainsi se contrebalancer et l’équilibre entre l’activation de ces deux protéines 

participe à la régulation de la survie cellulaire et de l’apoptose induites par le NGF de manière 

p75NTR-dépendante (Vilar et al., 2006). 

 

2.2.5.2.1.3. Activation des protéines PI3K et PKB 

 

L’activation du récepteur p75NTR par le NGF  peut conduire à l’activation de la voie de la 

PI3K, qui participe également à la survie cellulaire (Atwal et al., 2000 ; Brunet et al., 2001). Cette 

activation se fait de manière TrkA indépendante (Roux et al., 2001). L’activation du récepteur 

p75NTR conduit dans les cellules PC12 à la phosphorylation de la kinase PKB sur le résidu Ser473, 

et cette phosphorylation nécessite la PI3K, elle-même phosphorylée sur le résidu Ser473 (Roux et 

al., 2001). L’activation du récepteur p75NTR conduit à l’activation de la PKB dans des neurones 

issus de l’hippocampe de rat en culture primaire, conduisant à l’activation de NFκB et induisant la 

survie cellulaire, via la phosphorylation de la kinase IKK1 de IκB (« Inhibitory κB ») (Bui et al., 

2002). L’utilisation d’inhibiteurs de la PI3K ou l’expression d’un dominant négatif de la PKB 

stoppe l’activation de NFκB, de même que l’utilisation d’anticorps bloquant le récepteur p75NTR 

(Bui et al., 2002). N’ayant pas d’activité kinase intrinsèque, il a été suggéré que le récepteur p75NTR 

pourrait recruter des kinases, ou au contraire bloquer des mécanismes de déphosphorylation, 

conduisant ainsi à une phosphorylation plus importante de la PI3K et en conséquence l’activation de 
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la PKB. En effet, l’activation du récepteur p75NTR conduit à une diminution de l’activité protéine-

tyrosine phosphatase dans le cytoplasme des cellules PC12 étudiées, suggérant ainsi que l’activation 

du récepteur p75NTR régule l’activité de certaines phosphatases encore non identifiées (Roux et al., 

2001).  

D’autre part, la PI3K peut également conduire à un signal de survie cellulaire de manière 

NFκB-indépendante, en induisant la phosphorylation de la caspase-9, de la protéine pro-apoptotique 

Bad et des facteurs de transcription de la famille Forkhead, induisant ainsi leur inactivation (del 

Peso et al., 1997 ; Cardone et al., 1998 ; Brunet et al., 1999).  

 

2.2.5.2.2. Activation du facteur de transcription NFκB 

 

Le complexe NFκB (formé généralement d’un dimère de type p50/p65) est séquestré sous 

forme inactive dans le cytoplasme des cellules, lié à la sous-unité inhibitrice IκB. L’activation de ce 

facteur de transcription résulte de l’activation du complexe de kinases IKK (« IκB kinase »), 

constitué de deux sous-unités actives IKKα et IKKβ, associées à une sous-unité régulatrice IKKγ 

encore appelée NEMO. La phosphorylation de IκB par le complexe IKK induit sa dissociation de 

NFκB, et IκB est dirigé vers le protéasome où il va être dégradé. La dissociation de IκB met à jour 

une séquence signal de translocation nucléaire, permettant au dimère NFκB de migrer dans le noyau 

et de se lier à ses éléments de réponse κB présents dans le promoteur de ses gènes cibles (Shishodia 

et Aggarwal, 2002 ; Hayden et Ghosh, 2004 ; Mattson, 2005). 

L’activation du facteur de transcription NFκB par le récepteur p75NTR a été décrite à 

l’origine dans les cellules de Schwann de rat en culture primaire, où le traitement des cellules par le 

NGF entraîne la translocation de p65 dans le noyau et l’augmentation de la liaison de NFκB à 

l’ADN (Carter et al., 1996). Depuis, cette activation a été mise en évidence dans de nombreux 

autres types cellulaires (Ladiwala et al., 1998 ; Maggirwar et al., 1998 ; Yoon et al., 1998 ; Bhakar 

et al., 1999 ; Hamanoue et al., 1999 ; Gentry et al., 2000 ; Wiley et Burke, 2001). Mais le niveau 

d’activation de NFκB reste modeste en comparaison de celui provoqué par les autres membres de la 

superfamille des récepteurs du TNF (Carter et al., 1996 ; Bhakar et al., 1999 ; Hughes et al., 2001). 

Par contre, les neurotrophines comme le NGF ou le BDNF peuvent agir en synergie avec le TNF-α 

pour augmenter l’activation de NFκB dans les cellules PC12, les oligodendrocytes ou les cellules de 

Schwann de rat (Bhakar et al., 1999 ; Furuno et Nakanishi, 2006).  
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L’induction de la survie cellulaire par l’activation du facteur de transcription NFκB résulte 

de deux effets majeurs. En effet, NFκB active la transcription de molécules à activité 

anti-apoptotique, en particulier les protéines de la famille des inhibiteurs cellulaires de l’apoptose 

cIAP-1 et cIAP-2, et certains membres de la famille de Bcl-2 comme Bcl-XL et Blf-1/A1 ou Bcl-2 

lui-même. D’autre part, NFκB peut également induire la transcription de gènes conduisant à la 

synthèse de protéines qui vont bloquer la voie JNK induisant l’apoptose (Papa et al., 2004b). Ceci 

se fait par exemple par l’intermédiaire de la synthèse de la protéine Gadd45β qui forme un 

complexe avec MKK7 et bloque son activation, réduisant ainsi l’activation de JNK (Papa et al., 

2004a).  

 

2.2.5.3. Autres voies de signalisation 

 

RhoA est une protéine possédant une activité GTPase, impliquée dans la morphogenèse du 

système nerveux, en particulier la migration et la croissance des axones ou encore la formation des 

synapses (Nikolic, 2002). RhoA est recrutée au niveau du domaine intracellulaire du récepteur 

p75NTR après activation par le NGF (Yamashita et al., 1999). Ce recrutement p75NTR-dépendant 

participe à la croissance axonale (Yamashita et al., 1999 ; Yamashita et al., 2002 ; Yamashita et 

Tohyama, 2003), à la mobilité des récepteurs de la rétine (Gehler et al., 2004), et régule la 

migration des cellules de Schwann (Yamauchi et al., 2004). Il a été montré récemment que RhoA 

est également impliqué dans l’inhibition de la croissance des neurites induite par le récepteur 

p75NTR associé aux récepteurs NogoR et Lingo-1 (voir Figure 16 et paragraphe 2.2.6.2) (Barker, 

2004 ; Ricci et al., 2004 ; Lu et al., 2005 ; Yamashita et al., 2005).  

 

 

 

2.2.6. Les co-récepteurs du récepteur p75NTR 

 

Les effets induits par l’activation du récepteur p75NTR sont très divers, notamment à cause 

du recrutement de multiples protéines adaptatrices qui conduisent à l’activation de différentes voies 

de signalisation et parfois à des effets opposés.  Le recrutement de co-récepteurs par le récepteur  
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p75NTR a récemment été mis en évidence et pourrait contribuer à cette diversité, voire l’élargir 

encore plus (Figure 16) (Barker, 2004 ; Lu et al., 2005).  

 

2.2.6.1. Interactions avec le récepteur TrkA 

 

Les récepteurs Trk ont été appelés à l’origine récepteurs de haute affinité pour le NGF, et le 

récepteur p75NTR récepteur de faible affinité pour le NGF. Mais en fait, quand ces récepteurs sont 

co-exprimés, le récepteur p75NTR augmente l’affinité des récepteurs Trk pour les neurotrophines 

(Hempstead et al., 1991 ; Kaplan et al., 1991a ; Kaplan et al., 1991b ; Battleman et al., 1993 ; 

Benedetti et al., 1993 ; Mahadeo et al., 1994). L’association des récepteurs p75NTR et Trk favorise 

la discrimination des différents récepteurs Trk pour leur ligand privilégié : c’est le cas du  récepteur 

TrkA dont l’affinité en présence du récepteur p75NTR augmente pour le NGF et diminue pour la NT-

3 (Dechant, 2001). Les tissus périphériques produisent peu de neurotrophines, et le récepteur 

p75NTR pourrait ainsi se comporter dans ce cas comme un co-récepteur pour faciliter la réponse des 

récepteurs Trk à de faibles quantités de neurotrophines (Barker, 2004).  

L’interaction directe entre les récepteurs p75NTR et TrkA a été mise en évidence par des 

techniques de co-immunoprécipitation et de colocalisation (Huber et Chao, 1995 ; Ross et al., 1996 

; Ross et al., 1998 ; Wolf et al., 1998 ; Bibel et al., 1999). La formation de ces hétérodimères met en 

jeu des interactions entre les domaines extracellulaire et intracellulaire des récepteurs p75NTR et 

TrkA. La présence du domaine kinase du récepteur TrkA est également nécessaire à ces 

interactions, mais les mécanismes impliqués ne sont pas encore élucidés (Gargano et al., 1997 ; 

Bibel et al., 1999). Cette hypothèse semble se confirmer grâce à des travaux plus récents, montrant 

l’association également nécessaire des domaines transmembranaires des deux types de récepteurs 

pour former ce site de haute affinité pour le NGF (Esposito et al., 2001). De plus, des études de 

cristallisation récentes du NGF avec le domaine extracellulaire du récepteur p75NTR suggère la 

formation de ces hétérodimères comme possible (He et Garcia, 2004).  
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Figure 16. Co-récepteurs du récepteur p75NTR 
 

L’activation par le NGF du récepteur p75NTR seul induit l’apoptose ou la survie cellulaire en 
fonctions des voies de signalisation activées. En présence du récepteur TrkA, le récepteur 
p75NTR participe à la formation d’un site de haute affinité pour le NGF et contribue à activer ou 
potentialiser des voies de signalisation induisant la survie cellulaire. En association avec la 
sortiline, le récepteur p75NTR a une grande affinité pour les pro-neurotrophines, en particulier le 
pro-NGF, et induit l’apoptose. Enfin, en association avec les récepteurs NogoR et Lingo-1, le 
récepteur p75NTR activé par le NGF régule la croissance des neurites par l’intermédiaire de 
modifications du cytosquelette. DD : domaine de mort ; TK : tyrosine-kinase intrinsèque ; MAG : 
myelin-associated glycoprotein ; OMgP : Oligodendrocyte myelin glycoprotein ; NogoR : Nogo 
receptor. 
 

D’après Barker, 2004 
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La formation d’hétérodimères p75NTR-TrkA impliquerait d’autres protéines associées. La 

protéine ARMS (« Ankyrin repeat-rich membrane spanning ») a été isolée par 

co-immunoprécipitation avec le récepteur p75NTR (Yano et al., 2001). Cette protéine possède 4 

domaines transmembranaires et ses extrémités C- et N-terminales sont intracellulaires. Elle pourrait 

servir d’intermédiaire dans la formation d’hétérodimères avec le récepteur TrkA (Yano et al., 2001). 

La formation d’un complexe ternaire comprenant les récepteurs TrkA, p75NTR et la protéine ARMS, 

a été identifiée plus récemment, avec l’interaction entre les récepteurs p75NTR et TrkA assurée par 

leurs domaines transmembranaires, et la liaison avec la protéine ARMS assurée par le domaine 

juxtamembranaire JM du récepteur p75NTR (Chang et al., 2004). De plus, la protéine ARMS est un 

substrat de la kinase du récepteur TrkA, suggérant que cette protéine participe à la signalisation 

intracellulaire activée par la formation des hétérodimères TrkA-p75NTR (Yano et al., 2001 ; Chang 

et al., 2004). Une autre protéine adaptatrice recrutée par le récepteur p75NTR a été identifiée : il 

s’agit de la protéine adaptatrice p62, induisant l’activation d’une PKC atypique encore non 

identifiée en réponse au NGF (Samuels et al., 2001). Cette PKC est dite atypique, car contrairement 

aux autres PKC, son activation ne nécessite pas de diacylglycérol (DAG) ou d’augmentation 

intracellulaire de calcium pour induire l’activation de NFκB (Diaz-Meco et al., 1994). Dans les 

cellules PC12, la protéine p62 forme un complexe avec les récepteurs p75NTR, TrkA et la protéine 

TRAF6, et favorise l’activation de NFκB par le NGF (Wooten et al., 2001). La protéine p62 est 

d’autre part également impliquée dans l’internalisation du récepteur TrkA dans les endosomes 

(Geetha et Wooten, 2003). 

Une troisième protéine adaptatrice impliquée dans les interactions entre les récepteurs p75NTR et 

TrkA a été identifiée plus récemment : il s’agit de la protéine NRH-2 (« Neurotrophin receptor 

homolog-2 ») (Murray et al., 2004). Cette protéine ne lie pas directement le NGF, mais lorsqu’elle 

est recrutée par le récepteur p75NTR, peut interagir avec le récepteur TrkA et contribuer à la 

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

L’interaction entre les voies de signalisation des récepteurs p75NTR et TrkA a également été 

mise en évidence. Le récepteur p75NTR exprimé seul induit l’apoptose, mais une co-expression du 

récepteur TrkA peut bloquer cet effet, conduisant au contraire à la survie neuronale (Kahle et al., 

1994 ; Verdi et al., 1994 ; Ninkina et al., 1997 ; Yoon et al., 1998). L’inhibition des voies de 

l’apoptose par l’activation du récepteur TrkA est réalisée notamment par l’activation de Ras et de la 
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voie de la PI3K, conduisant à une inhibition de l’activation de la MAPK JNK (Yoon et al., 1998 ; 

Mazzoni et al., 1999 ; Atwal et al., 2000) et au blocage de la voie des céramides, en particulier via 

l’activation des PKC (Bilderback et al., 1999 ; Plo et al., 2004). La présence du récepteur p75NTR 

peut également augmenter l’activation des voies de signalisation induites par le récepteur TrkA en 

particulier les voies des MAPK ERK1/2 et p38 et de la PI3K (Rozakis-Adcock et al., 1992). Après 

traitement des cellules PC12 par le NGF à des concentrations nanomolaires, une interaction 

physique directe entre le récepteur p75NTR et la protéine Shc a été mise en évidence par co-

immunoprécipitation, et la phosphorylation TrkA-dépendante de la protéine Shc augmente en 

présence du récepteur p75NTR (Epa et al., 2004). D’autre part, l’activation du facteur de 

transcription NFκB par le récepteur p75NTR peut agir en synergie avec les voies PI3K et MAPK 

activées par le récepteur TrkA pour induire la survie cellulaire (Maggirwar et al., 1998 ; Hamanoue 

et al., 1999 ; Culmsee et al., 2002 ; Ivanisevic et al., 2003 ; Lachyankar et al., 2003). De plus, 

l’activation du récepteur p75NTR retarde l’internalisation et la dégradation du récepteur TrkA, ce qui 

pourrait ainsi permettre son activation prolongée (Makkerh et al., 2005). Enfin, d’autres rôles ont 

également été proposés pour le récepteur p75NTR, en particulier dans le recrutement du NGF et sa 

présentation au récepteur TrkA (Kahle et al., 1994 ; Ross et al., 1998) ou le maintien des molécules 

de NGF à proximité des membranes cellulaires, et donc à proximité des récepteurs TrkA (Dechant, 

2001). 
 

2.2.6.2. Interactions avec le récepteur NogoR 
 

Un rôle du récepteur p75NTR a été montré dans la régulation de la croissance neuronale, 

notamment par l’activation de la protéine GTPase RhoA (Yamashita et al., 1999). L’activation de 

RhoA permet les effets de protéines appelées MBGI (« derived Myelin-Based Growth Inhibitors ») 

incluant les protéines Nogo, les glycoprotéines MAG (« Myelin-Associated Glycoprotein ») et 

OmGP (« Oligodendrocyte myelin GlycoProtein »). Ces protéines bloquent la croissance neuronale 

via l’activation d’un récepteur appelé NogoR, et l’activation des voies de signalisation de ce 

récepteur sont atténuées dans des neurones sensitifs issus d’une souris dont le gène du récepteur 

p75NTR a été invalidé (Yamashita et al., 2002). En fait, le récepteur p75NTR est un co-récepteur du 

récepteur NogoR (Wang et Mukhtar, 2002 ; Wong et al., 2002), et l’interaction des protéines MGBI 

à ce complexe permet le recrutement de RhoA au niveau du domaine DD du récepteur p75NTR 



Récepteurs du NGF et voies de signalisation 

  

(Yamashita et Tohyama, 2003). Un troisième récepteur appelé LINGO-1 (ou LERN1) a récemment 

été colocalisé avec le complexe p75NTR-NogoR et semble nécessaire à l’activation de ce complexe 

par les protéines MBGI (Mi et al., 2004).  
 

2.2.6.4. Interactions avec la sortiline 
 

Les pro-neurotrophines ont été identifiées récemment comme des ligands du récepteur 

p75NTR, avec une plus grande affinité que les neurotrophines matures (Voir paragraphe 2.2.4.3). Un 

co-récepteur a été associé à cette liaison : il s’agit de la sortiline, une protéine à une seule hélice 

transmembranaire exprimée dans différents tissus, mais particulièrement abondante dans le système 

nerveux central en cours de développement comme chez l’adulte. Elle appartient à la famille des 

protéines VPS10 (« Vacuolar carboxy-Peptidase Sorting receptor-10 »). Ces protéines sont 

appelées ainsi car elles possèdent un domaine VPS10 caractérisé pour la première fois dans un 

récepteur contrôlant le bon adressage d’une carboxypeptidase chez la levure. Ces protéines 

participent chez les mammifères aux transferts protéiques à travers le réseau de l’appareil de Golgi 

pour exprimer les protéines à la membrane plasmique, mais également au transfert inverse de la 

membrane plasmique vers les endosomes ou les lysosomes. Ces protéines sont exprimées 

principalement dans les tissus nerveux, en particulier dans le cerveau et la moelle épinière, mais 

aussi dans d’autres tissus comme le muscle squelettique ou les testicules (Nielsen et al., 2001). 

Nykjaer et collaborateurs ont récemment montré que la co-expression de la sortiline avec le 

récepteur p75NTR est nécessaire à l’induction de l’apoptose par le pro-NGF (Nykjaer et al., 2004). 

Un effet similaire a été identifié pour le pro-BDNF qui induit l’apoptose neuronale grâce à la 

formation d’un complexe entre le récepteur p75NTR et la sortiline (Teng et al., 2005). Les 

mécanismes exacts de la formation de ce complexe de récepteurs et les voies de signalisation 

activées sont actuellement à l’étude. Mais déjà des questions se posent sur ce nouveau mécanisme : 

on pourrait déduire des résultats précédents que la présence de sortiline et son association au 

récepteur p75NTR conduit à l’apoptose induite par les pro-neurotrophines. Or dans certaines cellules, 

comme dans les cellules de mélanome A875, le pro-NGF induit la migration cellulaire plutôt que 

l’apoptose des cellules, alors qu’elles expriment en grandes quantités le récepteur p75NTR et la 

sortiline (Shonukan et al., 2003). De plus, la sortiline, comme le récepteur NogoR, appartient à des 

familles de protéines qui comptent plusieurs membres tous exprimés par exemple dans le système 

nerveux (Lauren et al., 2003 ; Pignot et al., 2003), suggérant que d’autres complexes pourraient 
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être formés avec le récepteur p75NTR. Enfin, les sites d’interactions de la sortiline permettant la 

liaison des pro-neurotrophines peuvent lier d’autres ligands comme la protéine RAP (« Receptor-

associated protein »), une protéine chaperone des récepteurs aux lipoprotéines de faible densité 

(« Low density lipoprotein Receptor-related Protein » ou LRP) (Munck Petersen et al., 1999), le 

neuropeptide neurotensine (Mazella, 2001) ou encore les protéines SAP (« Sphingolipid activator 

protein ») (Lefrancois et al., 2003). Ceci suggère de nombreuses possibilités d’interférences et de 

modulation de la liaison des pro-neurotrophines à la sortiline in vivo (Bronfman et Fainzilber, 

2004).  
 

2.2.7. Internalisation, dégradation et recyclage du récepteur p75NTR 
 

Alors que l’internalisation et le transport rétrograde du NGF grâce au récepteur TrkA sont 

bien connus dans les neurones, peu d’études se sont intéressées au trafic intracellulaire du récepteur 

p75NTR. Bronfman et collaborateurs ont montré que l’activation du récepteur p75NTR par le NGF 

dans les cellules PC12 conduit à son internalisation, via des vésicules formées à partir de puits à 

clathrine (Bronfman et al., 2003). Cette internalisation est trois fois plus lente que l’internalisation 

du récepteur TrkA dans ces mêmes cellules, et conduit à la formation d’endosomes précoces. Ces 

endosomes ne s’acidifient pas et ne conduisent pas à la dégradation protéolytique des récepteurs 

p75NTR par fusion avec des lysosomes, mais s’accumulent et se transforment en endosomes de 

recyclage pour réexprimer ces récepteurs à la surface des cellules PC12 (Bronfman et al., 2003). 

Enfin, l’internalisation du récepteur p75NTR induit le recrutement des protéines adaptatrices MAGE 

et NRAGE au niveau de l’endosome, suggérant, comme pour le récepteur TrkA, la formation 

d’endosomes de signalisation, mais spatialement et temporellement différents des endosomes de 

signalisation contenant le récepteur TrkA (Bronfman et al., 2003). La vitesse d’internalisation plus 

lente du récepteur p75NTR par rapport au récepteur TrkA, et l’implication d’un mécanisme clathrine-

dépendant dans l’internalisation du récepteur  p75NTR ont été confirmés par une autre étude dans les 

mêmes cellules PC12 (Saxena et al., 2004). Cette nouvelle étude montre que le récepteur p75NTR 

induit une internalisation beaucoup plus rapide et efficace du BDNF et de la NT-3 par rapport au 

NGF, suggérant soit une affinité différente des neurotrophines pour le récepteur p75NTR exprimé sur 

ces cellules, conduisant à une différence d’internalisation, soit un mécanisme d’internalisation 

s’adaptant en fonction de la neurotrophine activant le récepteur p75NTR (Saxena et al., 2004). 
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3. EXPRESSION DU NGF DANS LES VOIES AERIENNES 
 

3.1. Sources cellulaires de NGF 
 

Le NGF a été extrait au départ de glandes sous-maxillaires de souris, de sarcomes murins ou 

encore du venin de serpent (Levi-Montalcini et al., 1995). Depuis, la synthèse de NGF a été montrée 

dans de très nombreux types cellulaires. Dans les voies aériennes, les cellules structurales, mais 

aussi les cellules inflammatoires infiltrées dans la muqueuse bronchique synthétisent du NGF 

(Figure 17). 

 

3.1.1. Etudes in vitro 

 

3.1.1.1. Cellules inflammatoires 

 

La synthèse de NGF par les cellules inflammatoires in vitro est connue depuis les années 

1990. Cette synthèse a d’abord été mise en évidence dans les lymphocytes T (Ehrhard et al., 1993 ; 

Santambrogio et al., 1994 ; Lambiase et al., 1997), qu’ils soient de phénotype Th1 (libérant l’INFγ 

et l’IL-2), Th2 (libérant l’IL-4 et l’IL-13), ou Th3-TReg (libérant le TGF-β et l’IL-10) (Moalem et 

al., 2000). Cette synthèse est plus importante dans les lymphocytes activés après reconnaissance 

d’un antigène (Edling et al., 2004 ; Oren et al., 2004). La synthèse de NGF a été mise en évidence 

depuis dans les autres cellules inflammatoires, en particulier dans les lymphocytes B (Torcia et al., 

1996), les mastocytes de rat (Leon et al., 1994) et humains (Nilsson et al., 1997 ; Skaper et al., 

2001), les éosinophiles (Solomon et al., 1998 ; Kobayashi et al., 2002), et les macrophages (Ricci et 

al., 2000 ; Barouch et al., 2001).  

 

3.1.1.2. Cellules structurales des voies aériennes 

 

La synthèse de NGF par les cellules structurales des voies aériennes a été montrée plus 

récemment dans notre laboratoire. Les cellules épithéliales bronchiques humaines (Fox et al., 2001 ; 

Pons et al., 2001) [Publication N°1] ou de souris (Hahn et al., 2006), les fibroblastes pulmonaires 

humains (Olgart et Frossard, 2001 ; Antonelli et al., 2005) et les cellules musculaires lisses 
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bronchiques humaines (Freund et al., 2002 ; Kemi et al., 2006) [Publication N°2] en culture 

expriment le NGF in vitro (Tableau 1). L’ARNm du NGF a été mesuré par réaction de 

polymérisation en chaîne quantitative par fluorescence (Q-PCR)  (par exemple 15 fg d’ADN 

complémentaire (ADNc) de NGF / pg ADNc de glycéraldéhyde 3-phosphate deshydrogenase 

(GAPDH) dans les cellules musculaires lisses bronchiques) (Freund et al., 2002) [Publication N°2]. 

L’étude de la protéine du NGF par technique ELISA (« Enzyme-linked immunosorbent assay ») 

montre une quantité de NGF synthétisé par les trois types cellulaires de l’ordre de 12 à 22 pg 

NGF/mL de surnageant de culture (Fox et al., 2001 ; Olgart et Frossard, 2001 ; Pons et al., 2001 ; 

Freund et al., 2002) [Publications N°1 et N°2] 

  Ces résultats rejoignent d’autres études qui mettent en évidence une libération de NGF par 

des types cellulaires d’autres origines que les voies aériennes. C’est le cas par exemple d’une lignée 

de fibroblastes cutanés humains (Murase et al., 1992), de cellules épithéliales humaines intestinales 

(Varilek et al., 1995) ou rétiniennes (Ishida et al., 1997 ; Lambert et al., 2001), de cellules 

musculaires lisses vasculaires humaines (Ueyama et al., 1993 ; Donovan et al., 1995 ; Nemoto et 

al., 1998) ou vésicales (Tanner et al., 2000), ou encore de cellules structurales du système 

reproducteur humain, comme les ovocytes chez la femme (Abir et al., 2005) ou les cellules de 

Leydig chez l’homme (Muller et al., 2006). Les cellules structurales sont également capables de 

synthétiser les autres neurotrophines : c’est le cas par exemple des cellules musculaires lisses 

d’aorte thoracique de rat qui expriment le BDNF et la NT-3 (Nemoto et al., 1998), des cellules 

endothéliales humaines (Nakahashi et al., 2000) et des kératinocytes humains (Grewe et al., 2000) 

qui expriment la NT-4/5, ou encore des hépatocytes de rat qui expriment le BDNF et  les NT-3 et -

4/5 (Cassiman et al., 2001).  
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Figure 17. Sources de NGF dans les voies aériennes 
 
Le NGF est exprimé dans les voies aériennes par les cellules structurales, mais également par 
les cellules inflammatoires infiltrées dans la muqueuse bronchique.  
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3.1.2. Etudes in vivo 

 

Un immunomarquage à l’aide d’un anticorps anti-NGF humain sur des coupes de biopsies  

bronchiques de patients non asthmatiques montre un marquage des fibroblastes, des cellules 

épithéliales et musculaires lisses bronchiques (Figure 18) (Kassel et al., 2001 ; Olgart Höglund et 

al., 2002 ;Ricci et al., 2004). Ce résultat est en accord avec les études in vitro menées sur les 

cellules humaines des voies aériennes en culture (voir paragraphe 3.1.1.2.), et également en accord 

avec une étude menée in vivo chez la souris, montrant une expression constitutive du NGF dans 

l’épithélium bronchique (Hahn et al., 2006).  

Un immunomarquage à l’aide d’un anticorps anti-NGF humain sur des coupes de biopsies 

bronchiques provenant de patients asthmatiques montre un marquage des cellules inflammatoires 

infiltrées (Figure 18) (Kassel et al., 2001 ; Olgart Höglund et al., 2002). De plus, des études in vivo 

dans un modèle murin d’asthme (Braun et al., 1998) ou chez des patients asthmatiques montrent 

l’expression du NGF par les cellules inflammatoires présentes dans le liquide de lavage 

bronchoalvéolaire, en particulier par les éosinophiles (Nassenstein et al., 2003 ; Noga et al., 2003) 

ou par les monocytes isolés du sang périphérique de patients allergiques (Rost et al., 2005). Ainsi 

ces études in vivo confirment la sécrétion de NGF par les cellules structurales des voies aériennes, 

ainsi que par les cellules inflammatoires infiltrées dans la muqueuse bronchique en conditions 

inflammatoires. 

 

 

3.2. Régulation de la synthèse de NGF dans les voies aériennes 
 

Des études menées in vitro permettent d’envisager plusieurs mécanismes de régulation de la 

synthèse de NGF dans les voies aériennes, et certains de ces mécanismes ont été récemment mis en 

évidence in vivo. 
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Figure 18. Immunomarquage du NGF sur des coupes de biopsies bronchiques de sujets 
contrôles non asthmatiques (A,B) et de patients asthmatiques (C,D) 
 
L’immunomarquage réalisé à l’aide d’un anticorps anti-NGF humain montre un marquage intense 
de l’épithélium bronchique (Ep) et du muscle lisse bronchique (Cml) des sujets contrôles et des 
sujets asthmatiques. Une expression du NGF, bien que moins intense, est également mise en 
évidence dans les fibroblastes (Fb) et les vaisseaux sanguins (Vs). Le NGF est également 
exprimé dans les cellules inflammatoires (Cinfl) infiltrées dans la muqueuse bronchique des 
patients asthmatiques. 
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3.2.1. Régulation de la synthèse de NGF en fonction de la densité cellulaire 

 

Des études in vitro sur cellules humaines des voies aériennes, en prolifération ou 

quiescentes, montrent qu’il existe une régulation de la synthèse du NGF en fonction de la densité 

cellulaire. En effet, les fibroblastes pulmonaires (Olgart et Frossard, 2001) et les cellules 

musculaires lisses bronchiques (Freund et al., données non publiées) en culture libèrent du NGF en 

concentrations plus élevées dans le surnageant cellulaire en début de culture, lorsque les cellules 

sont dispersées et que les contacts cellulaires sont faibles ; ces concentrations diminuent ensuite 

progressivement quand le nombre de cellules augmente. Ces expériences suggèrent ainsi une 

régulation de la libération de NGF en fonction de la densité tissulaire. Ce phénomène a également 

été mis en évidence pour d’autres types cellulaires humains, comme les kératinocytes (Di Marco et 

al., 1993), les fibroblastes cutanés (Murase et al., 1992), les myoblastes (Erck et al., 1998) ou  les 

cellules musculaires lisses vésicales (Clemow et Tuttle, 1998).  

 

 

3.2.2. Augmentation de la synthèse de NGF en conditions 

inflammatoires 

 

Une augmentation de la transcription du NGF a été mise en évidence dans les cellules 

neuronales et structurales en conditions inflammatoires (Voir paragraphe 1.3.1.4.1). Nous avons 

obtenu des résultats comparables dans les cellules structurales des voies aériennes en conditions 

inflammatoires. 

Des cytokines pro-inflammatoires comme l’IL-1β, le TNFα ou le TGF-β augmentent la 

synthèse de NGF par les cellules structurales des voies aériennes. Cette régulation a été montrée in 

vitro chez l’homme dans les fibroblastes pulmonaires (Olgart et Frossard, 2001 ; Antonelli et al., 

2005), les cellules épithéliales A549 (Fox et al., 2001 ; Pons et al., 2001) [Publication N°1] et les 

cellules musculaires lisses bronchiques (Freund et al., 2002 ; Kemi et al., 2006) [Publication N°2] 

(Tableau 1). Des études montrent également une capacité des cytokines pro-inflammatoires à agir 

de manière synergique pour augmenter la sécrétion de NGF : le TNFα augmente par exemple la 

sécrétion de NGF induite par l’IL-4 dans les astrocytes (Brodie et al., 1998), ou par l’IL-1β et 

l’INFγ dans les fibroblastes (Hattori et al., 1994) 
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Figure 19.  Effet de la dexaméthasone (1µM) sur l’expression constitutive de NGF et  celle 
induite par l’IL-1β dans les fibroblastes pulmonaires et les cellules épithéliales A549 en 
culture. 
 
La dexaméthasone diminue de manière significative l’expression constitutive de NGF dans les 
fibroblastes et les cellules épithéliales A549. De même, l’augmentation d’expression du NGF 
induite par l’IL-1β est diminuée de manière significative par la dexaméthasone à 1µM. Les 
concentrations de NGF ont été mesurées à l’aide d’une technique ELISA et sont exprimées en 
pourcentage par rapport au niveau basal de NGF. Les valeurs présentées sont 
les moyennes ± S.E.M. de n=8 pour les fibroblastes et n=4 expériences pour les cellules A549, 
réalisées respectivement en dupliqué et tripliqué. *** : p<0,001 en comparaison au niveau basal ; 
¤¤¤ : p<0,001 en comparaison à l’effet induit par l’IL-1β à 10U/ml. 
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L’augmentation de la synthèse de NGF en conditions inflammatoires dans les voies aériennes a 

également été démontrée in vivo : les concentrations de NGF sont augmentées dans le liquide de 

lavage bronchoalvéolaire chez le patient asthmatique (Virchow et al., 1998 ; Kassel et al., 2001 ; 

Olgart Höglund et al., 2002). Une augmentation de la synthèse de NGF a été mise en évidence in 

vivo dans les cellules inflammatoires présentes dans le liquide de lavage bronchoalvéolaire de 

patients asthmatiques, en particulier dans les éosinophiles (Nassenstein et al., 2003 ; Noga et al., 

2003), ou dans les monocytes issus du sang périphérique de patients allergiques (Rost et al., 2005). 

 

Ainsi, l’ensemble de ces résultats suggère que les taux élevés de NGF mesurés dans les 

voies aériennes des patients asthmatiques pourraient avoir plusieurs origines cellulaires : d’une part 

les cellules structurales exprimant plus de NGF en conditions inflammatoires, et d’autre part les 

cellules inflammatoires infiltrées dans la muqueuse bronchique, exprimant le NGF de manière 

constitutive ou en quantités plus importantes. 

 

 

3.2.3. Diminution de la synthèse de NGF en conditions 

anti-inflammatoires 

 

Les glucocorticoïdes sont des médicaments anti-inflammatoires efficaces en particulier dans 

l’asthme. Plusieurs études ont montré une diminution de l’expression basale du NGF ainsi que de 

son expression induite en conditions inflammatoires après traitement par la dexaméthasone (Voir 

paragraphe 1.3.1.4.1.).  

Notre équipe a montré un effet similaire dans les fibroblastes pulmonaires humains (Olgart 

et Frossard, 2001) et les cellules pulmonaires épithéliales A549 (Pons et al., 2001) [Publication 

N°1] en culture après stimulation par les cytokines pro-inflammatoires IL-1β et TNFα (Figure 19).  

Ces résultats sont en accord avec des données obtenues in vivo, montrant une diminution des taux 

circulants de NGF chez les patients asthmatiques traités par des glucocorticoïdes inhalés (Noga et 

al., 2001). Une étude plus récente a également montré que des éosinophiles isolés de patients 

allergiques produisent plus de NGF que les éosinophiles isolés de donneurs contrôles non 

allergiques, et que le traitement par la dexaméthasone entraîne une diminution significative des taux 

de NGF libérés par les éosinophiles de patients allergiques (Noga et al., 2005). 
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Cellules Expression constitutive de NGF
(pg/mL  ±  SEM) Significativité

Cellules épithéliales  
A549 12,6  ±  2,0   20,1 ± 3,5 p<0,001

Fibroblastes  
pulmonaires 14,3  ±  3,2   32,0 ± 4,5 p<0,001

Cellules musculaires  
lisses bronchiques 21,4   ±  7,8 43,5 ± 4,8 p<0,05

Expression de NGF (pg/mL ± 
induite par l’IL-1β (10U/mL )   

 SEM) 

Tableau 1.  Expressions constitutive et induite en conditions inflammatoires du NGF 
par les cellules structurales des voies aériennes in vitro 

 
Après 24h de mise en quiescence dans un milieu appauvri en sérum de veau fœtal, les 
cellules épithéliales expriment le NGF de manière constitutive, de même que les fibroblastes 
pulmonaires et les cellules musculaires lisses bronchiques. Cette expression est augmentée 
de manière significative après traitement des cellules par la cytokine pro-inflammatoire IL-1β. 
Les concentrations de NGF ont été mesurées à l’aide d’une technique ELISA et sont 
exprimées en pg/mL de surnageant de culture. Pour les cellules A549, les fibroblastes 
pulmonaires et les cellules musculaires lisses bronchiques, les données présentées sont les 
moyennes ± S.E.M. de respectivement n=12, 8 et 6 expériences réalisées en dupliqué sur 
des cellules provenant de 4 à 6 donneurs différents. 
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Ainsi, ces résultats suggèrent que les glucocorticoïdes inhibent la sécrétion de NGF induite 

en conditions inflammatoires, et que les cellules structurales des voies aériennes, de même que les 

cellules inflammatoires infiltrées dans la muqueuse bronchique, pourraient être des cibles de 

l’action anti-inflammatoire des glucocorticoïdes. 
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4. EFFET DU NGF DANS LES VOIES AERIENNES 
 

Le NGF est bien connu pour son rôle dans la croissance et la survie des nerfs. Il joue le 

même rôle sur l’innervation dans les voies aériennes, en particulier sur les neurones du système 

sensitif. Mais le NGF est également un facteur de croissance pour les cellules inflammatoires en 

contribuant à leur survie, leur attraction dans les voies aériennes et en activant ces cellules. Enfin, le 

NGF peur également induire des effets sur les cellules structurales des voies aériennes (Figure 20) 

(Freund et Frossard, 2004 ; Frossard et al., 2004). 
 
 

4.1. Effet du NGF sur les cellules neuronales 
 

Une importante hyperinnervation par des fibres sensitives a été mise en évidence dans les 

voies aériennes chez la souris transgénique surexprimant le NGF de manière tissu-spécifique au 

niveau pulmonaire (Hoyle et al., 1998). Ce résultat est en accord avec la capacité du NGF de 

stimuler le développement, la croissance et la survie neuronale, en particulier de l’innervation 

sensitive (Thoenen et al., 1987 ; Levi-Montalcini et al., 1995). Ces neurones expriment les 

récepteurs TrkA et p75NTR (Verge et al., 1989 ; Lee et al., 1992 ; Schatteman et al., 1993 ; Smeyne 

et al., 1994 ; Muragaki et al., 1995). Le NGF stimule la synthèse et la libération de neuromédiateurs 

comme la substance P ou le CGRP (« Calcitonin gene-related peptide ») à partir des neurones 

sensitifs (Lindsay et Harmar, 1989 ; Donnerer et al., 1992 ; Vedder et al., 1993 ; Undem et al., 

1999 ; Hunter et al., 2000). L’injection de NGF dans la paroi de la trachée chez le cobaye 

anesthésié induit une augmentation de l’expression de la substance P par les neurones sensitifs issus 

du ganglion jugulaire et innervant les voies aériennes ; de plus le NGF induit l’expression de 

substance P dans les neurones sensitifs issus du ganglion plexiforme qui ne l’expriment pas de 

manière constitutive (Hunter et al., 2000).  Dans une étude récente chez la souris, l’administration 

de NGF dans les voies aériennes induit une augmentation de l’expression de substance P, de son 

récepteur TRPV-1 (« Transient receptor potential vanilloid 1 ») et de l’expression du récepteur 

TrkA dans les neurones sensitifs de large diamètre innervant les voies aériennes (Dinh et al., 2004). 

L’ensemble de ces résultats montre le rôle majeur du NGF dans l’activité des neurones des voies 

aériennes, et en particulier de l’innervation sensitive. 
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Figure 20.  Effets du NGF sur les cellules inflammatoires et les cellules structurales 
des voies aériennes 
 

Le NGF est un facteur jouant un rôle essentiel dans la croissance et la survie des neurones, 
mais joue également le rôle de facteur de croissance pour les cellules inflammatoires. De 
plus, le NGF stimule différents types de cellules structurales des voies aériennes. L’ensemble 
de ses effets confère au NGF un rôle de médiateur inflammatoire qui contribue à 
l’inflammation, l’hyperréactivité et le remodelage bronchiques existant dans l’asthme. 
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4.2. Effet du NGF sur les cellules inflammatoires 
 

4.2.1. Effet sur les mastocytes 

 

4.2.1.1. Effets in vitro 

 

Les mastocytes ont été les premières cellules décrites comme des cibles non nerveuses du 

NGF. Ces cellules expriment les récepteurs TrkA (Aloe et al., 1997 ; Tam et al., 1997).  

L’expression des récepteurs p75NTR reste controversée, puisqu’elle n’a pas été mise en évidence 

dans les mastocytes de rat ou humains, alors que les mastocytes de souris cultivés en présence d’IL-

3 expriment les transcrits codant pour ce récepteur (Tam et al., 1997). Ce travail semble donc 

suggérer que l’expression du récepteur p75NTR dépend des conditions de préparation, de culture 

cellulaire, et de l’espèce considérée (Tam et al., 1997). L’étude de Leon et collaborateurs a montré 

en 1994 que les mastocytes de rat synthétisent, stockent et libèrent du NGF (Leon et al., 1994). Ces 

résultats suggèrent que le NGF pourrait agir de façon autocrine sur ces cellules (Leon et al., 1994). 

Les effets du NGF sur les mastocytes in vitro sont multiples (Figure 20). Le NGF stimule la 

différenciation et la survie des mastocytes (Aloe et De Simone, 1989 ; Matsuda et al., 1991 ; 

Horigome et al., 1994 ; Kawamoto et al., 1995 ; Bullock et Johnson, 1996 ; Kanbe et al., 2000), et 

induit par lui-même la libération de médiateurs à partir des mastocytes (Bruni et al., 1982 ; 

Sugiyama et al., 1985 ; Pearce et Thompson, 1986 ; Bullock et Johnson, 1996 ; Murakami et al., 

1997 ; Tal et Liberman, 1997 ; Kawamoto et al., 2002 ; Stempelj et al., 2003 ; Groneberg et al., 

2005 ; Stempelj et Ferjan, 2005).  

 

 

4.2.1.2. Effets in vivo 

 

Le premier lien entre les mastocytes et le NGF dans les voies aériennes in vivo a été établi 

dans notre laboratoire par Kassel et collaborateurs (Kassel et al., 2001). Cette étude a clairement 

démontré que les mastocytes infiltrés dans la muqueuse bronchique expriment le récepteur TrkA. 

De plus, une provocation allergénique à faibles doses chez des patients asthmatiques induit une 
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augmentation du nombre de mastocytes infiltrés, accompagnée par une augmentation des taux de 

NGF dans les liquides de lavage bronchoalvéolaire de ces patients (Kassel et al., 2001).  

Une étude plus récente s’est intéressée au rôle du NGF dans l’inflammation dans un modèle murin 

d’asthme chez des souris sauvages et des souris surexprimant le NGF de manière tissu-spécifique 

dans le poumon (Path et al., 2002). Le taux de sérotonine mesuré dans le liquide de lavage 

bronchoalvéolaire après provocation allergénique a été utilisé comme marqueur de la dégranulation 

des mastocytes : une augmentation significative des taux de sérotonine a été mesurée chez les souris 

transgéniques, suggérant un rôle du NGF dans la dégranulation des mastocytes in vivo (Path et al., 

2002). 

 

 

4.2.2. Effet sur les lymphocytes 

 

4.2.2.1. Effets in vitro 

 

L’analyse par RT-PCR du contenu en ARNm des lymphocytes T CD4
+ a montré une 

absence d’expression du récepteur p75NTR par ces cellules, qu’elles soient activées ou non (Ehrhard 

et al., 1993). L’expression du récepteur TrkA dépend du profil Th1 / Th2 des lymphocytes T : seuls 

les lymphocytes Th2 expriment le récepteur TrkA (Ehrhard et al., 1993 ; Lambiase et al., 1997). 

Les lymphocytes de profil Th1 et Th2 sécrètent du NGF, mais cette sécrétion est potentialisée après 

stimulation par la phytohémagglutinine seulement chez les lymphocytes de type Th2. Ainsi, ces 

résultats semblent impliquer le NGF et son récepteur TrkA dans la réponse d’origine Th2 impliquée 

dans le développement des symptômes asthmatiques. Quant aux lymphocytes B, ils expriment les 

récepteurs p75NTR et TrkA de manière constitutive (Torcia et al., 1996). De nombreuse études ont 

montré une synthèse de NGF par les lymphocytes T et B (Ehrhard et al., 1993 ; Santambrogio et 

al., 1994 ; Torcia et al., 1996 ; Lambiase et al., 1997), suggérant une action autocrine du NGF sur 

ces cellules. 

Les effets du NGF sur les lymphocytes sont nombreux (Figure 20). Le NGF induit la 

différenciation et la prolifération des lymphocytes Th2 (Thorpe et Perez-Polo, 1987 ; Otten et al., 

1989 ; Brodie et Gelfand, 1992 ; Santambrogio et al., 1994 ; Kronfeld et al., 2002). Le NGF 

module également la synthèse lymphocyte Th2-dépendante d’anticorps (Manning et al., 1985), et 
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active ces cellules, notamment en modulant l’expression du récepteur de l’IL-2 (Thorpe et al., 

1987), en activant le facteur de transcription c-fos (Ehrhard et al., 1994), et en augmentant la 

synthèse d’IL-4, d’IL-10 et de CGRP (Bracci-Laudiero et al., 2002 ; Bayas et al., 2003). 

Le NGF stimule également la différenciation et la prolifération des lymphocytes B, de même que la 

synthèse d’immunoglobulines par les lymphocytes B, en particulier de type IgM, IgA et IgG4 (Otten 

et al., 1989 ; Kimata et al., 1991a ; Kimata et al., 1991b). Le NGF participe également à la survie 

des lymphocytes B mémoires (Torcia et al., 1996), en particulier via l’activation de la MAPK p38 

et de l’activation du facteur anti-apoptotique Bcl-2 (Torcia et al., 1996 ; Torcia et al., 2001 ; Rosini 

et al., 2004).  

 

4.2.2.2. Effets in vivo 

 

Différentes études in vivo indiquent clairement que le NGF participe au développement et à 

la persistance de l’inflammation des voies aériennes. Mais alors que le NGF augmente le nombre 

d’éosinophiles infiltrés dans la muqueuse bronchique dans un modèle murin d’asthme (Voir 

paragraphe 4.2.3.2.), le nombre de lymphocytes T ainsi que leur profil ne sont pas modifiés (Braun 

et al., 1998 ; Path et al., 2002). Au contraire, une augmentation significative du nombre de 

lymphocytes, de macrophages et de neutrophiles a été mise en évidence en même temps qu’une 

augmentation du nombre d’éosinophiles après sensibilisation et provocation allergénique chez la 

souris transgénique surexprimant de manière tissu-spécifique le NGF dans le poumon, en 

comparaison au même traitement chez des souris sauvages (Quarcoo et al., 2004). Ces résultats 

controversés nécessitent des études plus approfondies pour déterminer le rôle réel du NGF sur les 

lymphocytes T et B in vivo. 

 

 

4.2.3. Effet sur les éosinophiles 

 

4.2.3.1. Effets in vitro 

 

Noga et collaborateurs ont montré l’expression du récepteur TrkA sur des éosinophiles issus 

du liquide de lavage bronchoalvéolaire de patients asthmatiques ou souffrant de rhinite allergique ; 
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les taux d’ARNm et de protéine du récepteur TrkA étaient variables d’un patient à l’autre (Noga et 

al., 2002).  Une autre étude a montré l’expression des récepteurs TrkA et p75NTR sur des 

éosinophiles activés présents dans le liquide de lavage bronchoalvéolaire de patients asthmatiques 

après provocation allergénique, mais pas sur des éosinophiles non activées issus du sang 

périphérique (Nassenstein et al., 2003). Ceci suggère que l’activation des éosinophiles pourrait 

induire l’expression des récepteurs du NGF et ainsi rendre ces cellules sensibles au NGF.  

Le NGF est un facteur chimiotactique pour les éosinophiles (Figure 20), et active également 

ces cellules en induisant la libération de médiateurs inflammatoires comme l’EPO (« Eosinophil 

peroxidase ») ou l’IL-4 (Hamada et al., 1996 ; Solomon et al., 1998 ; Noga et al., 2002 ; 

Nassenstein et al., 2003). Le NGF induit également la survie des éosinophiles (Nassenstein et al., 

2003 ; Hahn et al., 2006). De plus, le NGF stimule la croissance des précurseurs des granulocytes 

d’origine humaine présents dans le sang et induit leur différenciation en éosinophiles notamment 

(Matsuda et al., 1988). Cette différenciation peut être stimulée par le NGF de manière synergique 

avec d’autres cytokines, en particulier le GM-CSF (« Granulocyte macrophage colony-stimulating 

factor ») (Tsuda et al., 1991), l’IL-1 et l’IL-3 (Chevalier et al., 1994), ou encore le SCF (Auffray et 

al., 1996).  

 

4.2.3.2. Effets in vivo 

 

L’accumulation d’éosinophiles activés dans les voies aériennes est caractéristique de 

l’asthme allergique. Une première étude réalisée in vivo a montré une association entre les taux 

élevés de neurotrophines dans le liquide de lavage bronchoalvéolaire de patients asthmatiques après 

provocation allergénique, le taux de NGF en particulier, et le degré d’infiltration des éosinophiles 

dans la muqueuse bronchique (Virchow et al., 1998). Ces données ont été confirmées dans un 

modèle murin d’asthme où l’augmentation du nombre d’éosinophiles dans le liquide de lavage 

bronchoalvéolaire après provocation allergénique est accompagnée d’une augmentation des taux de 

neurotrophines (Braun et al., 1998 ; Braun et al., 1999). Le rôle fonctionnel du NGF sur les 

éosinophiles a ensuite été démontré dans un modèle murin d’asthme en utilisant des souris 

surexprimant le NGF de manière tissu-spécifique dans le poumon : le nombre d’éosinophiles dans 

le liquide de lavage bronchoalvéolaire après provocation allergénique est plus élevé chez les souris 

transgéniques que chez les souris sauvages (Path et al., 2002). Un pré-traitement par un anticorps 
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bloquant le NGF avant la provocation allergénique chez les souris sauvages entraîne au contraire 

une diminution du nombre d’éosinophiles dans le liquide de lavage bronchoalvéolaire (Path et al., 

2002). Enfin, le pré-traitement par un antagoniste des neurokinines réduit significativement le 

nombre d’éosinophiles dans le liquide de lavage bronchoalvéolaire après provocation allergénique 

chez les souris transgéniques surexprimant le NGF (Quarcoo et al., 2004). Ainsi, le NGF semble 

participer au recrutement des éosinophiles dans les voies aériennes in vivo, et cet effet pourrait 

impliquer des neuropeptides. 
 
 

4.2.4. Effet sur les monocytes / macrophages 
 

L’analyse par RT-PCR de l’expression des récepteurs TrkA et p75NTR montre que ces 

cellules expriment le récepteur TrkA mais pas le récepteur p75NTR. Les monocytes expriment le 

récepteur TrkA qui est fonctionnel, mais durant la différenciation en macrophages, cette expression 

diminue (Otten et al., 1994). Des analyses par RT-PCR et immunohistochimie ont montré une 

capacité des macrophages à synthétiser du NGF (Braun et al., 1998 ; Ricci et al., 2000 ; 

Nassenstein et al., 2003 ; Ricci et al., 2004), suggérant une possibilité d’action autocrine pour le 

NGF sur ces cellules. 

Le NGF induit la prolifération des monocytes (la Sala et al., 2000), et active les 

macrophages lors de processus inflammatoires et immunitaires, notamment en stimulant leurs 

propriétés de phagocytose et leurs propriétés bactéricides (Susaki et al., 1996 ; Barouch et al., 

2001) (Figure 20). Le NGF induit également la libération de médiateurs à partir des monocytes, en 

particulier l’IL-1, le CGRP ou l’IL-10 (Barouch et al., 2001 ; Bracci-Laudiero et al., 2005). 
 
 

4.2.5. Effet sur les basophiles 
 

Les basophiles expriment les récepteurs p75NTR et TrkA du NGF (Burgi et al., 1996). Le 

NGF induit la différenciation des basophiles (Matsuda et al., 1988), et active ces cellules en 

induisant notamment la libération d’histamine, d’IL-4 et d’IL-13 (Bischoff et Dahinden, 1992 ; 

Heinemann et al., 2003 ; Gibbs et al., 2005) (Figure 20). Cette activation induit la libération d’une 

quantité encore plus grande d’IL-13 à partir de basophiles issus de patients asthmatiques (Sin et al., 

2001). 
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4.2.6. Effet sur les neutrophiles 

 

Le NGF stimule la différenciation des neutrophiles (Kannan et al., 1991) (Figure 20). De 

plus, le NGF stimule la phagocytose et la production de radicaux libres oxygénés par les 

neutrophiles (Kannan et al., 1991).  Le NGF est également impliqué dans le chimiotactisme et la 

viabilité des neutrophiles in vitro (Gee et al., 1983 ; Kannan et al., 1992) et in vivo (Boyle et al., 

1985).  

 

 

4.3. Effet du NGF sur les cellules structurales des voies aériennes 
 

Les effets du NGF sur les cellules structurales des voies aériennes n’ont pas été décrits de 

manière approfondie, mais quelques études récentes suggèrent une possible stimulation de 

différentes cellules structurales des voies aériennes par le NGF (Figure 20). 

Le NGF stimule in vitro la contraction et la migration des fibroblastes pulmonaires humains, 

de même que leur différenciation en myofibroblastes (Micera et al., 2001 ; Kohyama et al., 2002). 

Les fibroblastes pulmonaires humains expriment le récepteur TrkA de manière constitutive, et le 

récepteur p75NTR seulement après traitement par le NGF (Micera et al., 2001). Les effets du NGF 

pourraient, comme cela a été montré dans des fibroblastes conjonctifs, impliquer la libération de 

TGF-β (Micera et al., 2005). Enfin, nous avons montré récemment que le NGF induit la 

prolifération des cellules musculaires lisses bronchiques humaines (Freund-Michel et al., 2006) 

[Publication N°3], par l’intermédiaire de son récepteur TrkA. 

L’ensemble de ces résultats suggère que le NGF, en activant les cellules structurales des 

voies aériennes, pourrait contribuer au remodelage bronchique existant dans les voies aériennes des 

patients asthmatiques (Voir paragraphe 6.4.2.). 
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5. ROLE DU NGF DANS L’ASTHME  
 

5.1. Expression et libération de NGF dans l’asthme 
 

Des taux sériques plus élevés de NGF ont été observés dans les maladies allergiques et 

inflammatoires et cette augmentation a notamment pu être mise en parallèle avec la sévérité de la 

maladie asthmatique (Bonini et al., 1996). Le sérum des patients asthmatiques présente des taux  

plus importants de NGF par rapport à ceux des sujets contrôles non-asthmatiques (Bonini et al., 

1996) ; cette augmentation a également été mise en évidence dans le liquide de lavage 

bronchoalvéolaire (Kassel et al., 2001 ; Olgart Hoglund et al., 2002), suggérant une régulation 

locale de la sécrétion de NGF dans l’asthme (Figure 21).  

L’augmentation des taux de NGF observée est encore plus importante après provocation 

allergénique segmentaire (Virchow et al., 1998) ou après provocation bronchique à l’allergène à 

faibles doses (Kassel et al., 2001). Ces résultats sont comparables aux résultats observés dans les 

voies aériennes nasales, dans lesquelles les taux de NGF sont supérieurs dans le liquide de lavage 

nasal des patients souffrant d’une rhinite allergique en comparaison à des sujets sains contrôles 

(Sanico et al., 2000). Ici aussi, l’augmentation est encore plus importante après provocation 

allergénique nasale (Sanico et al., 2000). Les taux de NGF sont également augmentés dans le 

liquide de lavage nasal après inhalation de diisocyanate de toluène, un polluant dont l’inhalation 

induit une irritation nasale et une rhinite (Wilfong et Dey, 2004).  

 

 

5.2. NGF, innervation et hyperréactivité bronchique 
 

Plusieurs études récentes suggèrent une implication du NGF dans l’hyperréactivité 

bronchique. Tout d’abord, Braun et collaborateurs ont montré en 1998 que des anticorps bloquants 

du NGF abolissent l’hyperréactivité bronchique observée après sensibilisation et provocation 

allergénique chez la souris (Braun et al., 1998).  
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Figure 21.  Expression du NGF dans l’asthme 
 
A. Augmentation des taux de NGF dans le sérum des patients asthmatiques par rapport aux sujets 
contrôles non asthmatiques. L’expérience a été réalisée chez 13 patients asthmatiques et 18 
sujets contrôles (D’après Bonini et al., 1996). B. Augmentation des taux de NGF dans le liquide de 
lavage bronchoalvéolaire (LBA) des patients asthmatiques par rapport aux sujets contrôles non 
asthmatiques. L’expérience a été réalisée chez 14 patients asthmatiques et 7 sujets contrôles non 
asthmatiques (D’après Olgart-Höglund et al., 2002). Tous les résultats sont exprimés en pg/mL de 
sérum (A) ou de liquide de lavage bronchoalvéolaire (B) et sont représentés en moyenne ±  S.E.M. 
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De plus, il a été montré que les souris transgéniques surexprimant le NGF de manière tissu-

spécifique dans le poumon présentent une bronchoconstriction plus grande à la capsaïcine que les 

souris sauvages (Hoyle et al., 1998). D’autre part, un pré-traitement par le NGF induit par lui-même 

une hyperréactivité bronchique : ceci est montré in vivo chez le cobaye (de Vries et al., 1999 ; 

Friberg et al., 2001) et in vitro sur des anneaux de trachée de cobaye (de Vries et al., 2001) et de 

furet (Wu et Dey, 2006). Une étude récente a montré que le NGF induit également une 

hyperréactivité bronchique in vitro sur des anneaux de bronches humaines (Frossard et al., 2005). 

Un antagoniste du récepteur NK1 de la substance P bloque l’hyperréactivité bronchique induite par 

un pré-traitement au NGF in vivo chez le cobaye (de Vries et al., 1999), et in vitro sur des anneaux 

de trachée de furet (Wu et Dey, 2006), suggérant un rôle des tachykinines dans l’hyperréactivité 

bronchique. Un traitement préliminaire par des anticorps bloquants du NGF réduit également la 

bronchoconstriction induite in vivo chez le cobaye (De Vries et al., 2002) et chez le rat (Glaab et 

al., 2003) après provocation allergénique. Les souris déficientes en récepteur p75NTR ou les souris 

pré-traitées à l’aide d’anticorps bloquants anti-p75NTR ne présentent pas d’hyperréactivité 

bronchique après sensibilisation et provocation allergénique (Tokuoka et al., 2001 ; Kerzel et al., 

2003). De plus, l’hyperréactivité  bronchique à la métacholine obtenue chez des souris sensibilisées 

après inhalation de particules de diesel est bloquée par un pré-traitement par un anticorps bloquant 

du récepteur p75NTR (Farraj et al., 2006). Ces résultats suggèrent ainsi un rôle du récepteur p75NTR 

dans l’hyperréactivité bronchique. 

Le NGF augmente la sensibilité et l’excitabilité des neurones périphériques (Lewin et al., 

1993 ; Lewin et Mendell, 1994 ; Levi-Montalcini et al., 1996 ; McMahon, 1996 ; Farraj et al., 

2006). De plus, des anticorps neutralisants du NGF (Woolf et al., 1994) ou des protéines de fusion 

TrkA-IgG (McMahon, 1996) inhibent l’inflammation associée à une augmentation de l’expression 

de certains neuropeptides comme la substance P ou le CGRP, ainsi que l’apparition d’une 

hypersensibilité locale, comparable à l’hyperalgésie au niveau cutané. Une activation des nerfs 

sensitifs par le NGF dans les voies aériennes pourrait ainsi être l’un des mécanismes par lequel le 

NGF induirait une hyperréactivité bronchique (Jacoby, 2003 ; Kerzel et al., 2003 ; Nassenstein et 

al., 2006 ; Nockher et Renz, 2006). Les études sur les souris transgéniques surexprimant le NGF 

dans le poumon montrent une hyperinnervation de type sensitive (Hoyle et al., 1998) ; les études 

réalisées sur les souris p75NTR-/- montrent également que la libération de substance P dans les voies 

aériennes est diminuée de moitié en comparaison avec les souris sauvages (Graham et al., 2001). 
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Ces études suggèrent ainsi que le NGF, via l’activation de son récepteur p75NTR, induit des 

modifications anatomiques et fonctionnelles du système nerveux sensitif, pouvant contribuer au 

développement de l’hyperréactivité bronchique. Enfin, une étude plus récente dans un modèle 

murin d’asthme a mis en évidence une augmentation de l’innervation cholinergique et une 

augmentation de l’activation de ces nerfs par le NGF, qui pourraient également contribuer à 

l’hyperréactivité bronchique (Bachar et al., 2004).  

 

 

5.3. NGF et inflammation des voies aériennes 
 

Dans un modèle murin d’asthme, des anticorps bloquants du NGF réduisent les taux des 

cytokines de type Th2 IL-4 et d’IL-5 dans le liquide de lavage bronchoalvéolaire (Braun et al., 

1998). Ceci est important dans l’asthme car des réponses d’origine Th2 participent au 

développement des symptômes asthmatiques, et l’IL-4 est une cytokine essentielle à l’augmentation 

de sécrétion des IgE (Snapper et al., 1988). Une étude plus récente a également souligné le rôle 

important du NGF dans la phase aiguë de l’allergie. Le pré-traitement d’une souris sensibilisée par 

des anticorps bloquant le NGF inhibe totalement l’inflammation des voies aériennes après 

provocation allergénique (Path et al., 2002). De plus, l’utilisation des souris transgéniques 

surexprimant le NGF de manière tissu-spécifique dans le poumon met en évidence, après 

sensibilisation et provocation allergénique, une inflammation des voies aériennes plus importante 

que chez les souris de phénotype sauvage (Path et al., 2002 ; Quarcoo et al., 2004). De manière 

intéressante, cette augmentation est réduite après pré-traitement des souris par un antagoniste des 

récepteurs aux tachykinines, suggérant un rôle des neuropeptides du système sensitif dans cette 

inflammation (Quarcoo et al., 2004). Le blocage du récepteur p75NTR in vivo chez la souris à l’aide 

d’un anticorps bloquant anti-p75NTR, ainsi que les études chez une souris dont le gène du récepteur 

p75NTR a été invalidé (p75NTR-/-) ont montré récemment un rôle de ce récepteur p75NTR dans 

l’inflammation des voies aériennes (Tokuoka et al., 2001 ; Kerzel et al., 2003). L’ensemble de ces 

résultats suggère un rôle fonctionnel du NGF dans les processus allergiques et l’inflammation 

bronchique dans l’asthme. 

 

5.4. NGF et remodelage bronchique 
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5.4.1. Le remodelage bronchique dans l’asthme 

 

Les cellules structurales des voies aériennes, ainsi que les cellules inflammatoires infiltrées 

dans la muqueuse bronchique libèrent des chimiokines et des facteurs de croissance conduisant au 

remodelage bronchique dans les voies aériennes du patient asthmatique (Chiappara et al., 2001 ; 

Wilson et Bamford, 2001). On observe une fibrose sous-épithéliale constituée d’une prolifération 

des fibroblastes accompagnée d’un épaississement de la membrane basale (Roche et al., 1989 ; 

Wilson et Li, 1997), une augmentation de la vascularisation (Carroll et al., 1997 ; Li et Wilson, 

1997), une augmentation de l’innervation sensitive (Ollerenshaw et al., 1991), un œdème (Brown et 

al., 1995), de même qu’une hyperplasie et une hypertrophie du muscle lisse bronchique (Ebina et 

al., 1993 ; Stewart, 2001).  

 

5.4.2. Rôle potentiel du NGF dans le remodelage bronchique 

 

Plusieurs études récentes suggèrent un rôle du NGF dans le remodelage bronchique existant 

dans les voies aériennes du patient asthmatique. 

Tout d’abord, le NGF stimule la contraction et la migration des fibroblastes pulmonaires, 

ainsi que leur différenciation en myofibroblastes (Micera et al., 2001 ; Kohyama et al., 2002). De 

plus,  le NGF stimule la libération de facteurs pro-fibrotiques comme le TGF-β (Cosgaya et 

Aranda, 1995) ou le bFGF (Chevet et al., 1999). Le NGF stimule également la libération de 

cytokines impliquées dans les mécanismes de remodelage bronchique, l’IL-4 à partir des 

éosinophiles (Noga et al., 2002) ou l’IL-13 à partir des basophiles (Sin et al., 2001). Le NGF 

stimule les fibroblastes dans les ulcères de cornée et favorise la réparation tissulaire (Lambiase et 

al., 1998 ; Lambiase et al., 2000). Le NGF stimule la production de collagène de type I par les 

fibroblastes (Nithya et al., 2003), et augmente l’expression du PAI-I (« Plasminogen Activator 

Inhibitor-I »), un inhibiteur de l’activité protéolytique de la métalloprotéinase de matrice MMP-9 

(Takahashi et al., 2000), suggérant ainsi un rôle du NGF dans l’augmentation de la synthèse de la 

matrice extra-cellulaire. Enfin, un marquage plus intense du NGF a été mis en évidence sur des 

coupes de biopsies bronchiques provenant de 2 patients souffrant de pneumopathie interstitielle 

fibrosante (Micera et al., 2001), ce qui pourrait suggérer une augmentation de l’expression du NGF 
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dans les maladies fibrosantes. L’ensemble de ces résultats suggère un rôle du NGF dans la fibrose 

sous-épithéliale présente dans les voies aériennes du patient asthmatique. L’observation d’un 

épaississement de la couche sous-épithéliale dans les voies aériennes de la souris transgénique 

surexprimant le NGF dans le poumon contribue à cette hypothèse (Hoyle et al., 1998). 

Le NGF induit également in vitro la migration (Dolle et al., 2005 ; Rahbek et al., 2005) et la 

prolifération des cellules endothéliales (Raychaudhuri et al., 2001 ; Cantarella et al., 2002 ; Moser 

et al., 2004). De plus, le NGF induit la prolifération des cellules musculaires lisses vasculaires 

(Kraemer et al., 1999), ainsi que leur migration (Donovan et al., 1995). Le NGF participe à 

l’angiogénèse en induisant la  libération de facteurs pro-angiogéniques comme par exemple le 

VEGF (« Vascular endothelial growth factor ») (Calza et al., 2001). L’ensemble de ces résultats 

suggère un rôle du NGF dans la vascularisation accrue observée dans les voies aériennes des 

patients asthmatiques.  

Le NGF induit une augmentation de l’innervation sensitive lors de sa surexpression dans les 

voies aériennes chez la souris (Hoyle et al., 1998), et induit une modification phénotypique des 

neurones innervant la trachée chez le cobaye, en induisant l’expression de substance P dans des 

neurones qui ne l’expriment pas de manière constitutive (Hunter et al., 2000). Enfin, le NGF induit 

une augmentation de l’expression de la substance P et de son récepteur TRPV-1 dans les voies 

aériennes de souris (Dinh et al., 2004). Ces modifications pourraient correspondre à l’augmentation 

de l’innervation sensitive décrite dans les voies aériennes du patient asthmatique (Ollerenshaw et 

al., 1991).  

Enfin, nous avons montré que le NGF stimule la prolifération des cellules musculaires lisses 

bronchiques (Freund-Michel et al., 2006) [Publication N°3], suggérant un rôle du NGF dans 

l’hyperplasie du muscle lisse bronchique observée dans l’asthme. 
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OBJECTIFS 
 

Au moment où ce travail a débuté, le NGF commençait à être envisagé comme un médiateur 

de l’inflammation des voies aériennes, jouant un rôle particulièrement important dans l’asthme. Des 

taux plus élevés de NGF avaient été mis en évidence dans le sérum des patients asthmatiques par 

rapport à des sujets contrôles non asthmatiques (Bonini et al., 1996). Une augmentation similaire 

avait été mise en évidence dans le liquide de lavage bronchoalvéolaire des patients asthmatiques, et 

cette augmentation était encore plus importante après provocation allergénique segmentaire 

(Virchow et al., 1998), ou après inhalation de faibles doses  d’allergène de chat comme cela avait 

été montré au laboratoire (Kassel et al., 2001). Ces résultats suggéraient une libération locale de 

NGF dans les voies aériennes, mais les types cellulaires pouvant synthétiser du NGF dans les voies 

aériennes n’avaient pas encore été bien étudiés.  

 

Nous avons voulu étudier les sources potentielles de NGF dans les voies aériennes, et nous 

nous sommes intéressés en particulier aux cellules structurales. En effet, il avait été montré au 

laboratoire que l’épithélium et le muscle lisse bronchiques, de même que les fibroblastes, étaient 

des sources potentielles de NGF in vivo dans les voies aériennes (Kassel et al., 2001 ; Olgart 

Hoglund et al., 2002). Nous avons étudié ces cellules in vitro, afin de confirmer leur capacité à 

synthétiser du NGF. Nous avons également étudié la régulation de cette synthèse de NGF en 

conditions pro- et anti-inflammatoires. Une étude précédente au laboratoire avait montré que les 

fibroblastes pulmonaires en culture primaire synthétisent du NGF, que cette synthèse est augmentée 

en conditions pro-inflammatoires, et diminuée en conditions anti-inflammatoires après pré-

traitement par les glucocorticoïdes budésonide et dexaméthasone (Olgart et Frossard, 2001). Nous 

nous sommes intéressés aux cellules épithéliales A549 en culture (Pons et al., 2001) [Publication 

N°1] et aux cellules musculaires lisses bronchiques humaines en culture primaire (Freund et al., 

2002) [Publication N°2].  

 

Les taux de NGF étant augmentés dans les voies aériennes des patients asthmatiques, 

plusieurs études ont évalué le rôle que jouait le NGF dans cette maladie inflammatoire des voies 

aériennes dans des modèles animaux d’asthme. Ces études ont montré un rôle du NGF dans 

l’inflammation (Braun et al., 1998 ; Path et al., 2002 ; Kerzel et al., 2003 ; Quarcoo et al., 2004) et 
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l’hyperréactivité bronchique (Braun et al., 1998 ; Hoyle et al., 1998 ; de Vries et al., 1999 ; de 

Vries et al., 2001 ; Tokuoka et al., 2001 ; De Vries et al., 2002 ; Glaab et al., 2003 ; Kerzel et al., 

2003 ; Bachar et al., 2004 ; Frossard et al., 2005 ; Wu et Dey, 2006) existant dans l’asthme. Peu 

d’études ont par contre recherché un rôle du NGF dans le remodelage bronchique observé dans 

l’asthme. Un rôle dans la fibrose a été proposé suite à des études sur les fibroblastes pulmonaires en 

culture primaire montrant une augmentation de la migration et de la différenciation de ces cellules 

en présence de NGF (Micera et al., 2001 ; Kohyama et al., 2002). Un rôle dans l’hyperinnervation 

sensitive des voies aériennes a également été proposé, suite à une hyperinnervation observée chez la 

souris transgénique surexprimant le NGF de manière tissu-spécifique dans les voies aériennes 

(Hoyle et al., 1998). Le NGF étant un facteur de croissance, nous avons étudié son effet prolifératif 

sur les cellules musculaires lisses bronchiques humaines en culture primaire (Freund-Michel et al., 

2006) [Publication N°3].  

 

Une activation du récepteur TrkA, le récepteur à haute affinité pour le NGF, conduit dans les 

cellules neuronales à son internalisation et son transport rétrograde le long de l’axone pour aller 

activer des voies de signalisation à distance de son lieu d’activation. Si ce transport rétrograde est 

spécifique des neurones, du fait de leur morphologie particulière, l’internalisation des récepteurs 

TrkA peut exister également dans les cellules structurales, permettant ainsi un contrôle de son 

expression à la surface de ces cellules. Cette modification d’expression pourrait jouer un rôle dans 

les voies aériennes, en particulier dans celles des patients asthmatiques où les taux élevés de NGF 

pourraient contribuer à une activation importante des récepteurs TrkA. Ayant montré la présence 

d’un récepteur TrkA fonctionnel sur les cellules musculaires lisses bronchiques humaines en culture 

primaire [Publication N°3], nous avons alors étudié les mécanismes d’internalisation, de 

dégradation et de resynthèse du récepteur TrkA exprimé sur ces cellules après activation par le NGF 

(Freund-Michel et Frossard, en préparation) [Publication N°4].  
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Publication N°1 
 
 

« Nerve growth factor secretion by human lung epithelial A549 cells in pro- and anti-

inflammatory conditions » 
 

Françoise Pons, Véronique Freund, Hélène Kuissu, Eric Mathieu, Caroline Olgart 

et Nelly Frossard 
 

European Journal of Pharmacology 2001 ; 428 : 365-369 
 

Le facteur de croissance des nerfs ou NGF jour un rôle dans l’inflammation et 

l’hyperréactivité bronchique existant dans l’asthme, mais les cellules responsables de la synthèse de 

NGF, de même que la régulation de cette synthèse en conditions pro- et anti-inflammatoires ont été 

peu étudiées jusqu’à présent. Nous nous sommes intéressés à cette question en étudiant l’expression 

du NGF et la régulation de cette expression dans les cellules épithéliales humaines A549 en culture. 
 

En conditions basales, les cellules A549 produisent du NGF, production mise en évidence 

par immunohistochimie à l’aide d’un anticorps anti-NGF humain. Le NGF est libéré dans le 

surnageant de culture : cette sécrétion, mesurée à l’aide d’une technique ELISA après 24h de mise 

en quiescence dans un milieu appauvri en SVF, est de 12pg/ml de surnageant de culture. Le 

traitement pendant 24h des cellules par la cytokine pro-inflammatoire IL-1β (1-30U/ml) induit une 

augmentation de la sécrétion de NGF de manière concentration-dépendante, avec une augmentation 

maximale de près de 60% après traitement par l’IL-1β à 10U/ml. Le traitement de 24h par un 

glucocorticoïde, la dexaméthasone (1µM) induit une réduction significative de près de 45% de la 

sécrétion basale de NGF par les cellules A549. La sécrétion de NGF stimulée par l’IL-1β est 

également diminuée après traitement par la dexaméthasone et les taux mesurés sont comparables à 

ceux mesurés après traitement par la dexaméthasone en conditions basales. 
 

Ces résultats montrent que les cellules épithéliales humaines A549 en culture synthétisent de 

manière constitutive le NGF. Cette sécrétion est augmentée en conditions inflammatoires après 

traitement par l’IL-1β, et diminuée après traitement par la dexaméthasone. 
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Publication N°2 
 
 

« Upregulation of nerve growth factor expression by human airway smooth 

muscle cells in inflammatory conditions » 
 

Véronique Freund, Françoise Pons, Véronique Joly, Eric Mathieu, Nadine Martinet  

et Nelly Frossard 
 

European Respiratory Journal 2002 ; 20 : 458-463 
 

Le NGF peut être synthétisé par certaines cellules structurales des voies aériennes, en 

particulier par les fibroblastes pulmonaires (Olgart et Frossard, 2001) et par les cellules 

épithéliales A549 [Publication N°1]. Nous nous sommes intéressés ici aux cellules 

musculaires lisses bronchiques. Il avait été montré précédemment que les cellules musculaires 

lisses vasculaires produisaient du NGF (Ueyama et al., 1993 ; Creedon et Tuttle, 1997), ce 

qui nous a encouragé dans cette voie. Nous avons voulu également déterminer si la sécrétion 

constitutive de NGF pouvait être augmentée en conditions inflammatoires dans ces cellules, 

comme cela était le cas dans les fibroblastes pulmonaires et les cellules épithéliales A549. 
 

 Nous avons montré que les cellules musculaires lisses bronchiques humaines 

produisent in vitro du NGF de manière constitutive. Le traitement des cellules par l’IL-1β 

(0,1-30U/ml) pendant 24h induit une augmentation concentration-dépendante de l’expression 

de la protéine du NGF, mesurée par technique ELISA dans le surnageant de culture (de 21 à 

43pg/ml pour 10U/ml d’IL-1β). Une augmentation de 1,6 fois est mesurée pour la protéine du 

NGF après 10h de traitement par l’IL-1β à 10U/ml. Une augmentation de près de 2,5 fois est 

mesurée pour l’ARNm du NGF après 2,5h de traitement (mesurée par PCR quantitative en 

temps réel) , après traitement par l’IL-1β à 10U/ml. 
 

 Nous avons ainsi montré dans cette étude que les cellules musculaires lisses 

bronchiques humaines en culture primaire synthétisent du NGF de manière constitutive, et 

que cette synthèse est augmentée en conditions inflammatoires, après traitement des cellules 

par la cytokine pro-inflammatoire IL-1β. 
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Publication N°3 
 
 

« TrkA signalling pathways in human airway smooth muscle cell proliferation » 
 

Véronique Freund-Michel, Claude Bertrand et Nelly Frossard 
 

Cellular Signalling 2006 ; 18 : 621-627 
 

Nous nous sommes intéressés au rôle potentiel que pourrait jouer le NGF dans les 

voies aériennes des patients asthmatiques. Un rôle du NGF avait été proposé dans 

l’inflammation et l’hyperréactivité bronchiques existant dans l’asthme. Nous nous sommes 

intéressés à un rôle potentiel dans le remodelage bronchique en étudiant si le NGF pouvait 

avoir un effet prolifératif  du NGF sur les cellules musculaires lisses bronchiques humaines en 

culture primaire. 
 

Nous avons montré que le NGF (0,1-10pM) induit la prolifération des cellules 

musculaires lisses bronchiques humaines en culture, à l’aide des techniques au XTT et BrdU. 

Le NGF à ces concentrations induit la phosphorylation du récepteur TrkA exprimé 

constitutivement par ces cellules. Ces deux effets sont inhibés par l’inhibiteur de kinase 

K252a. Nous avons ensuite étudié les voies de signalisation impliquées dans cet effet 

prolifératif. Les inhibiteurs de PI3K et de JNK n’ont pas eu d’effet. Les inhibiteurs de PKC 

bloquent partiellement l’effet prolifératif du NGF, et bloquent totalement la phosphorylation 

de la MAPK p38 sans affecter celle de la MAPK ERK1/2. Un inhibiteur de RafK bloque 

partiellement l’effet prolifératif du NGF, et bloque totalement la phosphorylation de ERK1/2 

sans affecter celle de p38. L’implication des MAPK ERK1/2 et p38 est confirmée par 

l’inhibition de l’effet prolifératif du NGF par des inhibiteurs de ces MAPK. L’association de 

ces 2 inhibiteurs bloque totalement l’activation des deux MAPK ERK1/2 et p38 et inhibe 

totalement l’effet prolifératif du NGF. 
 

En conclusion, nous avons montré dans ce travail que le NGF induit la prolifération 

des cellules musculaires lisses bronchiques humaines en culture, en activant les récepteurs 

TrkA exprimés constitutivement sur ces cellules. Cet effet implique l’activation de deux voies 

de signalisation distinctes : l’activation de la voie ras/raf conduisant à l’activation de la 

MAPK ERK1/2, et l’activation des PKC conduisant à l’activation de la MAPK p38. Ces deux 

voies sont nécessaires pour induire une prolifération NGF-dépendante de ces cellules.
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Publication N°4 
 
 

« Trafficking of the TrkA receptor in human airway smooth muscle cells in culture » 
 

Véronique Freund-Michel et Nelly Frossard 
 
 

Cellular and Molecular Biology 2006. Soumis 

L’internalisation du récepteur TrkA après activation par le NGF a été mise en 

évidence dans les cellules neuronales, mais n’a pas été étudié dans les cellules structurales. Ce 

mécanisme pourrait jouer un rôle important dans les maladies inflammatoires des voies 

aériennes, en particulier dans l’asthme où les taux de NGF sont élevés. Ayant montré la 

présence d’un récepteur TrkA fonctionnel exprimé sur les cellules musculaires lisses 

bronchiques humaines en culture(HASMC) [Publication N°3], nous avons étudié les 

mécanismes de trafic intracellulaire du récepteur TrkA dans ces cellules. 
 

Nous avons tout d’abord montré que l’activation du récepteur TrkA par le NGF (3pM) 

dans les HASMC induit son internalisation, pratiquement totale après 15 minutes de 

traitement. Cette internalisation est partiellement inhibée à l’aide d’inhibiteurs de clathrine, de 

même que dans des HASMC transfectées à l’aide d’un siRNA (« Small interfering RNA ») 

dirigé contre la clathrine. Nous avons d’autre part montré que l’internalisation du récepteur 

TrkA dans les HASMC est également dépendante de la protéine pincher : la surexpression de 

cette protéine native entraîne une augmentation de l’internalisation du récepteur TrkA, alors 

qu’elle est au contraire diminuée après transfection des HASMC avec un mutant dominant 

négatif de pincher. Enfin, un mécanisme d’internalisation cavéoles-dépendant a été proposé 

dans les cellules neuronales, mais des inhibiteurs déstabilisant la structure des cavéoles n’ont 

pas modifié l’internalisation du TrkA dans les HASMC. Ainsi, nous avons montré que 

l’internalisation du récepteur TrkA après activation par le NGF dans les HASMC est sous la 

dépendance de mécanismes clathrine- et pincher-dépendants. 

A plus long terme, le NGF induit la dégradation du récepteur internalisé dans les 

HASMC, totale après 5h de traitement. Cette dégradation est bloquée par des inhibiteurs des 

enzymes lysosomiales, mais pas du protéasome, montrant que l’internalisation du récepteur 

TrkA dans les HASMC est suivie de sa dégradation dans les lysosomes. 
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Nous avons observé ensuite une synthèse de l’ARNm du récepteur TrkA, atteignant un 

maximum après 3h de traitement par le NGF (3pM). Cette augmentation est diminuée par les 

inhibiteurs de clathrine et dans les HASMC transfectées à l’aide du siRNA dirigé contre la 

clathrine. De plus, cette augmentation est potentialisée dans les HASMC surexprimant la 

protéine native pincher, alors qu’elle est au contraire diminuée dans les HASMC transfectées 

avec le mutant dominant négatif de pincher. Ces résultats suggèrent ainsi que le signal de 

synthèse de nouveaux récepteurs TrkA est sous la dépendance de son internalisation clathrine- 

et pincher-dépendante. Ceci semble confirmé par l’absence d’effet sur la synthèse de l’ARNm 

du TrkA du blocage de sa dégradation lysosomiale, mécanisme en aval de l’internalisation. 

Cette augmentation d’ARNm est suivie d’une augmentation de la protéine du TrkA, et nous 

avons montré que des traitements successifs des HASMC pendant 4 jours d’affilée par le 

NGF induit une augmentation progressive de l’expression de la protéine du TrkA, suggérant 

une augmentation du nombre de récepteurs après chaque stimulation, associée à une 

augmentation journalière de la prolifération NGF/TrkA-dépendante. Ces résultats suggèrent 

qu’une stimulation répétée des récepteurs TrkA exprimés sur le muscle lisse bronchique 

pourraient induire une augmentation de leur expression, potentialisant ainsi leurs effets, en 

particulier la prolifération NGF-dépendante. L’expression du récepteur TrkA a été montrée 

sur le muscle lisse bronchique humain in vivo : ce mécanisme pourrait alors être important 

dans les voies aériennes des patients asthmatiques où les taux de NGF sont augmentés. 
 

En conclusion, nous avons montré que l’activation du récepteur TrkA par le NGF 

conduit à son internalisation dans les HASMC, de manière clathrine- et pincher dépendantes. 

Le récepteur est ensuite dégradé dans les lysosomes, et de nouveaux récepteurs sont 

synthétisés. De plus, l’augmentation de l’expression du récepteur TrkA observée suite à son 

activation répétée par le NGF suggère l’existence dans le muscle lisse bronchique d’un 

mécanisme de régulation positive de l’expression de ce récepteur en fonction de son 

activation, induisant une potentialisation de ses effets, en particulier la prolifération cellulaire 

NGF-dépendante. 
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Abstract 
 
Trafficking of the TrkA receptor is of emerging importance in structural cells in the context of airway inflammatory diseases. We 
have recently reported expression of functional TrkA receptors in human airway smooth muscle cells (HASMC), and have 
studied TrkA trafficking mechanisms in these cells. NGF (3pM) induced TrkA internalisation in HASMC, inhibited in siRNA 
transfected cells expressing less endogenous clathrin, in cells overexpressing a dominant inhibitory mutant of pincher, or after 
treatment with clathrin inhibitors. In contrast, TrkA internalisation was potentiated in cells overexpressing native pincher. 
Internalised receptors were degraded in lysosomes, and functional receptors were re-synthesised and re-expressed in HASMC. 
We observed that blockade of TrkA clathrin- and pincher-dependent internalisation inhibited TrkA re-synthesis, suggesting a 
role for TrkA internalisation in generating the signal of this re-synthesis. Finally, we observed that NGF repeated stimulations 
progressively increased TrkA expression in HASMC, associated with an increase in NGF/TrkA-dependent proliferation. In 
conclusion, we have shown in this study that TrkA internalisation occurs in the airway smooth muscle, involving clathrin- and 
pincher-dependent mechanisms, and is followed by lysosomal degradation and re-synthesis of functional TrkA receptors. Our 
results also suggest a regulatory mechanism in HASMC, with TrkA repeated activation inducing up-regulation of its expression 
and effects. 
 
Keywords:  
Airway smooth muscle; clathrin; lysosomes; nerve growth factor (NGF); pincher; TrkA receptor 
 
 
Introduction 
 
Nerve growth factor (NGF) belongs to the 
neurotrophin family, also including brain-derived 
neurotrophic factor (BDNF), neurotrophins -3 and 
-4/5 (NT-3 and NT-4/5). NGF is essential for 
development, survival and differentiation of brain 
and peripheral neurons (34, 35, 47, 56). The 
biological action of NGF is mediated through 
activation of its receptors, the high-affinity TrkA 
receptor (tropomyosin-related kinase A) (11, 36, 
46), and the p75NTR receptor, binding all 
neurotrophins and pro-neurotrophins (3, 6, 33). 
 

TrkA is a receptor tyrosine kinase, whose activation 
by NGF induces its dimerisation and 
auto-phosphorylation (20, 24, 25, 37). It has been 
established that upon binding NGF, TrkA receptor is 
rapidly endocytosed in a clathrin-dependent or 
independent manner (for reviews: 17, 58). The most 
studied endocytic pathway for NGF in neuronal cells 
is the retrograde signalling: NGF activates receptors 
expressed at nerve endings, which are internalised 
into endosomes that are retrogradely trafficked to 
the cell body, where ligand-receptor complexes 
initiate transduction cascades (13, 14, 43, 48).  
Endocytosis of the TrkA receptor can also induce its 
degradation, targeting lysosomes  (22, 28, 42, 45), 
or its recycling to the cell surface, targeting recycling 
endosomes (7, 57). 
If retrograde signalling is necessary for 
neurotrophins receptors in neuronal cells, due to 
their complex morphology, this mechanism is not 
worth in structural cells. But endocytic trafficking, if 
occurring in structural cells, might help secondary 
signalling, or might lead to either degradation or 
recycling of the TrkA receptor. However, no studies 

have been conducted yet on TrkA internalisation 
and endocytic trafficking in structural cells. 
 

We have recently shown expression of the TrkA 
receptor by human airway smooth muscle cells (9), 
leading to cell proliferation once activated by NGF. 
We have therefore studied the TrkA trafficking 
mechanisms in human airway smooth muscle cells 
in primary culture (HASMC), showing that TrkA is 
internalised in part through clathrin- and 
pincher-dependent mechanisms, followed by 
lysosomal degradation. New TrkA receptors are 
synthesised and expressed at the cell membrane. 
These new receptors are functional. Moreover, 
expression of TrkA protein increases after each new 
NGF stimulation, in parallel with increased HASMC 
proliferation. 
 
 
Materials and Methods 
 
Reagents and antibodies 

Cell culture reagents, as well as TrkA and GAPDH 
primers used for online Q-PCR were purchased 
from Invitrogen (Cergy Pontoise, France). 
Biotinylation assays were performed with the Cell 
surface biotinylation and purification Kit from Pierce 
(Rockford, USA). A/G protein-agarose beads, rabbit 
anti-human TrkA polyclonal antibody, mouse 
anti-human clathrin heavy chain (CHC) monoclonal 
antibody (clone TD.1), mouse anti-HA probe (F-7) 
monoclonal antibody, control non-specific and 
clathrin small interfering RNAs (siRNAs) were from 
Santa Cruz Biotechnologies (Santa Cruz, USA). 
Goat anti-human TrkA polyclonal antibody used for 
immunoprecipitation, as well as human β-NGF were 
from R&D systems (Lille, France). HRP-conjugated 
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secondary antibodies were from Jackson Immuno-
Research Laboratories (Soham, Cambridgeshire, 
United Kingdom). The chemi-luminescence kit was 
from Amersham Biosciences (Charbonnières, 
France). Phycoerythrin-conjugated secondary 
antibodies were from Molecular Probes (Eugene, 
USA). Protease inhibitor mixture was from Roche 
Applied Science (Meylan, France). Proteasome 
inhibitors were from Calbiochem (La Jolla, USA). 
Other inhibitors for lysosomes, caveolae and 
clathrin pathways, as well as the mouse anti-human 
β-actin monoclonal antibody (clone AC-15) were 
purchased from Sigma Aldrich (St Quentin-Fallavier, 
France). The K252a compound was purchased from 
Alomone Labs (Jerusalem, Israel). Tri-Reagent® for 
RNA extraction was purchased from Molecular 
Research Center (Cincinnati, USA). Online Q-PCR 
was performed on a Lightcycler® (Roche Molecular 
Biochemicals, Mannheim, Germany) using 
Lightcycler®-Faststart reaction Mix SYBR Green I 
from Roche. Cell transfections were performed with 
the  Nucleofector® from Amaxa (Köln, Germany) 
with a Nucleofector® kit for human smooth muscle 
cells (Amaxa). Pincher wild-type and mutant 
plasmids as well as rabbit anti-pincher antibodies 
were a generous gift from Dr Simon Halegoua 
(Center for Brain and Spinal Cord Research, State 
University of New York at Stony Brook, Stony 
Brook, NY, USA).  Cell proliferation was assessed 
by use of the XTT assay (2,3-bis [2-methoxy-4-nitro-
5-sulfophenyl]-2H-tetrazolium-5-carboxanilide, “Cell 
Proliferation kit II XTT”), provided by Roche 
Diagnostics (Mannheim, Germany). 
 
Cell culture and treatment 
Primary cultures were obtained as previously 
described (9, 10) with human airway smooth muscle 
from healthy lung transplant donors after sudden 
death (Center for Biological Resources (CRB), 
N. Martinet, Nancy, France). Human airway smooth 
muscle cells (HASMC) at passage 7 were seeded in 
25-cm2 flasks (BD FalconTM, Le Pont de Claix, 
France) for mRNA studies, in 75-cm2 flasks for 
protein studies, or plated on 4-chamber slides 
(Nunc, Wiesbaden, Germany) for immuno-
fluorescence and confocal microscopy studies. 
HASMC were starved for 48h in a DMEM-F12 
medium that was insulin-free and low in foetal 
bovine serum (FBS, 0.3%). All experiments were 
conducted on cells treated or not with NGF at 3pM. 
Clathrin recruitment to the cell surface was studied 
after 2min of NGF treatment. Clathrin-TrkA 
coimmunoprecipitation was studied on cells treated 
with NGF for 0, 1, 2, 5, 10 and 15min. TrkA 
internalisation was studied after 0, 5, 10 and 15min 
of NGF treatment, by use of clathrin inhibitors 
monodansylcadaverine (MDC 50µM) or chlor-
promazine (CPZ 100µM), and of caveolae inhibitors 
nystatin (NYS 30µg/ml) and filipin (FILIP 5µg/ml), as 
well as in HASMC transfected with either control or 
clathrin siRNAs, or in HASMC transfected either 
with wild-type (WT) or mutant (MUT) pincher 
plasmids. TrkA degradation was studied by use of 
proteasome (MG132 10µM or lactacystin (Lacta) 
20µM) or lysosome inhibitors (NH4Cl 10mM or 
chloroquine (Chloro) 20µM). Cells were pre-treated 
with each inhibitor or its solvent for 1h before NGF 

treatment. TrkA mRNA synthesis was studied after 
0, 1, 2, 3, 5 and 10h of NGF treatment. To 
determine which mechanism was responsible for 
inducing TrkA receptor mRNA synthesis, 
measurements of TrkA mRNA expression at 3h of 
NGF treatment were realised on cells pre-treated 
with the tyrosine kinase inhibitor K252a (100nM), 
with clathrin inhibitors CPZ (100µM) or MDC 
(50µM), with caveolae inhibitors NYS (30µg/ml) or 
FILIP (5µg/ml), with lysosomes inhibitors NH4Cl 
(10mM) or Chloro (20µM), and on HASMC 
transfected with either control or clathrin siRNAs, or 
on HASMC transfected with either WT or MUT 
pincher plasmids. TrkA protein expression and 
NGF/TrkA-induced HASMC proliferation were 
observed after 0, 24 (Day 1 D1), 48 (Day 2 D2), 72 
(Day 3 D3) or 96h (Day 4 D4) of NGF treatment, 
with NGF stimulation repeated every day.  
 
Plasmids, siRNAs and cell transfection 

Transient transfection of HASMC was performed by 
use of the Nucleofector® kit. Plasmidic DNA (2µg) or 
siRNA (100nM) was added to 8 x 105 cells 
suspended in 100µl of human smooth muscle cells 
Nucleofector® solution. The program A-30 was 
selected for optimal density of transfection (60%) 
and cell survival (70%), according to the 
manufacturer’s instructions. Cells were then plated 
in 75-cm2 flasks  (2.4 x106 cells per flask) and 
serum-starved for 48h before experiments, with the 
medium changed 16h after transfection. Green 
Fluorescent Protein (GFP) was used to determine 
the transfection efficiency, according to the 
manufacturer’s instructions, by use of the GFP 
plasmid provided in the Nucleofector® kit. A control 
non-specific siRNA (siRNA C) was used as a 
negative control. WT and MUT pincher plasmids 
were a generous gift from Dr Simon Halegoua and 
have been previously described (44, 49): WT 
pincher plasmid encodes the native form of pincher 
whereas MUT pincher plasmid encodes a mutant 
inhibitory form of pincher. 
 
Western blotting 
After starvation and treatment, cells were rinsed in 
cold PBS and lysed in RIPA buffer, as previously 
described (9). After determination of the total protein 
content by the BCA reagents (Sigma Aldrich), 30 to 
100µg of proteins were subjected to 8% SDS-PAGE 
gel, and then blotted onto nitrocellulose. 
Immunoblotting used a rabbit anti-human TrkA 
polyclonal antibody (1:100 in blocking buffer), a 
mouse anti-human clathrin monoclonal antibody 
(1:200 in blocking buffer), a mouse anti-HA probe 
monoclonal antibody (1:100 in blocking buffer) or a 
rabbit anti-pincher polyclonal antibody (kind gift from 
Dr S. Halegoua, 1:2500 in blocking buffer) and 
immunoreactive proteins were detected by ECLTM 
reagents. Normalisation was performed in the same 
conditions with a mouse monoclonal anti-human 
β-actin antibody (1:5000 in blocking buffer). 
 
Cell surface biotinylation assay 
Internalisation of the TrkA receptor was analysed by 
use of a cell surface biotinylation assay, with the 
Cell surface biotinylation and purification Kit, 
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following instructions provided by the supplier 
(Pierce). Briefly, starved cells were treated with 
NGF (3pM) for 0, 5, 10 and 15min. Cells were then 
subjected to biotinylation on ice during 2h with 
Sulfo-NHS-biotin solution (1.5mg/ml in PBS). Cells 
were then washed 4 times in PBS to remove 
unbound reactive biotin. Proteins were then 
extracted using ice-cold RIPA buffer, and the 
extracts were clarified by centrifugation at 10000g 
for 10min. The resulting supernatant was divided in 
2 parts. One part was kept as the “total TrkA” 
sample, and the second part was subjected to 
immobilized NeutrAvidinTM resin to isolate 
biotinylated proteins. Elution of these proteins was 
then performed with SDS-PAGE buffer containing 
50mM DTT to separate Sulfo-NHS-Biotin from 
extracted proteins. After centrifugation, Western 
blotting was performed on this “surface TrkA” 
supernatant and was compared to the “total TrkA” 
sample. Normalisation for “surface TrkA” samples 
was done by staining total surface proteins with 
Ponceau-red. 
 
Clathrin and TrkA receptor coimmuno-
precipitation 
After starvation and treatment, cells were rinsed in 
cold PBS and lysed in RIPA buffer. TrkA 
immunoprecipitation was performed as previously 
described (9). Briefly, after centrifugation and 
determination of the total protein content, 500 µg of 
protein was incubated for 2 h at +4°C with a goat 
anti-human TrkA polyclonal antibody (4µg), then 
incubated overnight at +4°C with 20 µl 
A/G protein-agarose beads for antibody complexing. 
After 3 centrifugations, the pellet was washed and 
resuspended in 60 µl 2X Laemmli buffer, heated at 
100°C and centrifuged. Western blotting was 
performed using a mouse monoclonal anti-human 
CHC antibody (1:100 in blocking buffer). Controls 
were also performed by immunoprecipitating CHC 
(3µg monoclonal antibody), followed by Western 
blotting to reveal the TrkA receptor (rabbit polyclonal 
anti-human TrkA antibody, 1:100 in blocking buffer). 
 

Immunofluorescence staining and confocal 
microscopy 
HASMC were grown on 4-well chamber slides and 
starved at 70% confluence. After 24h starvation, 
control or NGF-treated cells were rinsed in PBS, 
and fixed and permeabilized in acetone/methanol 
50/50 v/v for 3min on ice. The slides were rinsed 
with PBS followed by 30min of blocking with 10% 
foetal calf serum and 1% bovine serum albumin in 
PBS. The slides were rinsed in PBS and incubated 
in mouse monoclonal anti-CHC antibody (1µg/ml) 
overnight at +4°C. After 3 washes in PBS, cells 
were incubated in anti-mouse IgG conjugated with 
phycoerythrin for 1h at room temperature. The 
slides were rinsed again in PBS and cover slipped 
using a fluorescent mounting medium (Dako, 
Trappes, France) for confocal microscopy. The 
MRC-1024ES confocal equipment mounted on a 
Nikon Eclipse TE 300 inverted microscope (Bio-
Rad, Hertfordshire, UK) was used for the optical 
sectioning of cells. Excitation line at 488nm of an 
krypton/argon laser was used to illuminate a Nikon 

60X immersion objective. Emitted light was detected 
with two photomultipliers through a selected band 
pass filter of 578 nm. Digital images were recorded 
using LaserSharp Software (Bio-Rad). Confocal 
Assistant was used for image analysis (version 
4.0.2 by TC Brelje, University of Minnesota, USA). 
 
Extraction of total RNA and reverse 
transcription 
After starvation, control or NGF-treated cells were 
put in 1ml Tri-Reagent® and  total RNA was 
extracted as previously described (9, 10). A 
secondary extraction was performed to avoid any 
genomic DNA contamination. One µg total RNA was 
then reverse transcribed with 1 U/µl Rnase 
H minus-Moloney leukaemia virus reverse 
transcriptase in 1X RT buffer. 

 
Quantitative determination of TrkA mRNA by 
online quantitative PCR 
One µl of the RT product was amplified in a 1X PCR 
reaction buffer containing 2mM MgCl2 and 2µl 
reaction mix with FastStart Taq DNA polymerase, 
dNTP mix, SYBR Green I (Lightcycler®-Faststart 
reaction Mix SYBR Green I), with 0.4 µM of each 
primer:  
sense (20pb):  
5’CCCCATCCCTGACACTAACA 
antisense (20pb):  
5’GCACAAGGAGCAGCGTAGAA  
in a 20 µl final volume for 40 cycles (denaturation: 
15 sec at 95°C, hybridisation: 10 sec at 56°C, 
elongation: 6 sec at 72°C) in the Lightcycler®. A 
standard curve was constructed after specific TrkA 
cDNA amplification, extraction on agarose (Qiaex 
II®, Qiagen S.A., Courtaboeuf, France), and 
quantification by Picogreen® fluorescence (DNA 
Quantification reagent, Interchim, Montluçon, 
France). The specificity of the 131bp PCR product 
was validated by the fusion curve obtained after 
amplification (Lightcycler®), by electrophoresis and 
molecular sequencing. Results were normalised to 
expression of glyceraldehyde 3-phosphate 
dehydrogenase (GAPDH), quantified by Lightcycler® 
using 0.4 µM of each primer:  
sense (22bp):  
5’-GGTGAAGGTCGGAGTCAACGGA 
antisense (22bp):   
5’-GAGGGATCTCGCTCCTGGAAGA 
in a 20 µl final volume for 40 cycles (denaturation: 
15 sec at 95°C, hybridisation: 10 sec at 57°C, 
elongation: 10 sec at 72°C).  
 
Cell proliferation assay 
Cell proliferation was measured by the XTT assay 
according to the manufacturer’s instructions, as 
previously described (9). Briefly, cells were seeded 
in 96-well culture plates (3000 cells per well) in 
low-FBS (0.3%), insulin-free, DMEM-F12 medium, 
allowed to adhere for 3 h, and then treated as 
described above for 0 to 4 days. Cells were then 
exposed to XTT (1 mg/ml, 3h) and absorbance was 
measured at 450 nm. 
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Data expression and  analysis 
Coimmunoprecipitation data are expressed as 
Western blotting intensities in arbitrary units (AU). 
TrkA receptor mRNA is expressed as the ratio of 
TrkA cDNA (fg) / GAPDH cDNA (ng). TrkA receptor 
protein is expressed as TrkA Western blotting 
intensities in arbitrary units, and presented on 
graphs either as a percentage of internalisation 
compared to surface TrkA basal expression, or as a 
percentage of total TrkA basal expression. 
Proliferation data are expressed as a percentage of 
proliferation compared to controls. Results are 
presented on all graphs as means ± S.E.M. Data 
were analysed by a Student-Newman-Keuls test, or 
a Dunnett test when comparing several variables to 
the same control, at a P<0.05 level of significance. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Results 
 

Mechanisms of TrkA internalisation induced by 
NGF (3pM) in HASMC 
The TrkA receptor was constitutively expressed by 
HASMC, as previously described (9). After 
treatment with NGF at 3pM, expression of the TrkA 
receptor rapidly decreased at the cell surface 
(89 ± 2% decrease after 15 min of NGF treatment) 
(Fig.1A), suggesting TrkA receptor internalisation. 
Total TrkA expression was not modified during this 
time of NGF treatment. 
 

Fig. 1  Involvement of clathrin-dependent mechanisms in TrkA internalisation induced by NGF in HASMC 
 

A) Inhibition of TrkA internalisation by clathrin inhibitors. Cells were stimulated with NGF (3pM) for 0, 5, 10 and 15 min with or without 1h pre-incubation 
with the clathrin inhibitors monodansylcadaverine (MDC, 50µM) or chlorpromazine (CPZ, 100µM). Internalisation of the TrkA receptor was appreciated 
by use of a cell-surface biotinylation assay, to observe the decrease in TrkA expression at the cell membrane (“Surface TrkA”) after NGF treatment, with 
TrkA total expression in whole cell lysates used as controls (“Total TrkA”). The graph on the left represents results obtained after 15min of NGF 
treatment: data are expressed as a percentage of internalisation compared to untreated control cells and are presented as means (blocks) ± S.E.M. 
(bars) of three independent experiments performed in duplicate (***: P<0.001 versus control). On the right, representative Western blots of TrkA 
internalisation kinetics are shown for each condition tested: NGF alone, in presence of MDC, or of CPZ.   
B) Inhibition of TrkA internalisation in cells transfected with clathrin siRNA. HASMC were transfected with control (siRNA C) or clathrin (siRNA Clat) 
siRNAs to block expression of endogenous clathrin. Cells were stimulated 48h later with NGF for 15min and internalisation of the TrkA receptor was 
visualised as described above. The graph on the left represents results obtained after 15min of NGF treatment: data are expressed as a percentage of 
internalisation compared to untreated control cells and are presented as means (blocks) ± S.E.M. (bars) of two independent experiments performed in 
duplicate (***: P<0.001 versus control). On the right (top), a representative Western blot shows decrease in levels of endogenous clathrin after 
transfection with siRNA Clat, whereas the non-specific siRNA C did not modify it. β-Actin, probed in the same blots was used to control for protein 
loading. Western blots on the right (bottom) show kinetics of TrkA internalisation for each condition tested: NGF alone, after transfection with siRNA C, 
or with siRNA Clat. 
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Involvement of a clathrin-dependent mechanism 
NGF-induced internalisation of the TrkA receptor 
was partially blocked by inhibitors of the clathrin 
pathway (Fig. 1A): after 15min of NGF treatment, 
there was a significant decrease in TrkA 
internalisation with MDC (58±1% inhibition, 
p<0.001) and CPZ (51±3% inhibition, p<0.001).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

HASMC transfection with clathrin siRNA (siRNA 
Clat) induced a significant decrease in clathrin 
protein expression (51±5% inhibition, p<0.01), 
whereas control non-specific siRNA (siRNA C) did 
not modify it (Fig.1B). Both siRNAs did not modify 
surface and total TrkA expression in control 
non-treated cells.  

Fig. 2 Recruitment of clathrin in HASMC after NGF treatment 
 

A) NGF causes clathrin redistribution in HASMC. Cells were stimulated with NGF (3pM) for 2min and clathrin redistribution in HASMC was visualised by 
immunofluorescence and confocal microscopy, as described in Material and Methods. The width of each panel in 40µm and immunostainings presented 
are representative of 3 independent experiments (N for cell nucleus). 
B) Coimmunoprecipitation of clathrin and TrkA receptors in HASMC after NGF treatment. Cells were treated with NGF (3pM) for 0, 1, 2, 5, 10 and 15min 
and recruitment of clathrin to the TrkA receptor was visualised by coimmunoprecipitation. An anti-TrkA antibody was used to immunoprecipitate cell 
lysates, and the blots were probed for clathrin (top), or for TrkA (bottom) to control for protein loading. The graph on the bottom of the figure represents 
the quantification of the amount of clathrin observed in TrkA immunoprecipitates and is expressed as arbitrary units (AU). This result is representative of 
three independent experiments. Immunoprecipitation has also been conducted with clathrin antibodies followed by TrkA immunoblotting, showing the 
same kinetics of clathrin recruitment to TrkA (Data not shown). 
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After 15min of NGF treatment, the decrease in 
surface TrkA protein expression was not modified in 
cells transfected with siRNA C (90±6 versus 93±3% 
decrease in control cells). Internalisation of the TrkA 
receptor was decreased in cells transfected with 
siRNA Clat (47±7% inhibition, p<0.001) (Fig.1B). 
Involvement of the clathrin pathway was further 
confirmed by recruitment of clathrin to membranes 
in response to NGF (Fig. 2A).  

By confocal microscopy, clathrin staining in 
untreated HASMC was distributed diffusely 
throughout the cell cytoplasm. In contrast, in cells 
treated with NGF for 2min, there was a clear 
redistribution of clathrin, with a strong staining at 
specific locations near the cell membrane. We also 
immunoprecipitated the TrkA receptor before 
immunoblotting for clathrin in HASMC after NGF 
treatment (Fig. 2B).  

Fig. 3  Involvement of pincher-dependent mechanisms in TrkA internalisation induced by NGF in HASMC 
 

A) Inhibition of TrkA internalisation in cells transfected with MUT pincher plasmid encoding a mutant form of pincher. HASMC were transfected with a 
wild-type form of pincher (WT PINCHER or WT) to overexpress the native form of this protein, or with a mutant form of pincher (MUT MINCHER or 
MUT), to block the activity of endogenous pincher. Cells were stimulated 48h later with NGF for 15min and internalisation of the TrkA receptor was 
visualised as described in Fig. 1. The graph on the left represents results obtained after 15min of NGF treatment: data are expressed as a percentage of 
internalisation compared to untreated control cells and are presented as means (blocks) ± S.E.M. (bars) of two independent experiments performed in 
duplicate (NS: non-significant, ***: P<0.001 versus control). On the right (top), representative Western blots show pincher overexpression in cells 
transfected with WT or MUT pincher plasmids. Blots were probed with anti-HA antibodies, showing appearance of a band at 65kDa corresponding to 
HA-Pincher in WT and MUT cells, as compared to control untransfected cells (Contr). Blots were then reprobed with anti-pincher antibodies and the 
band corresponding to pincher was identified by its increased intensity  compared to control untransfected cells. Western blots on the right (bottom) 
show kinetics of TrkA internalisation for each condition tested: NGF alone, after transfection with WT or with MUT pincher.  
B) Potentiation of TrkA internalisation in cells transfected with WT pincher plasmid. Experiments were performed as described above, but in cells treated 
for 10min with NGF (3pM) to appreciate effect of pincher WT overexpression on TrkA internalisation (***: P<0.001 versus control). Similar results were 
obtained in two independent experiments. 
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In control non-treated cells, clathrin was not found 
complexed with the TrkA receptor. In contrast, 
immunoblotting revealed presence of clathrin in 
TrkA immuno-precipitates after 1 and until 10min of 
NGF treatment, decreasing after 15min (Fig. 2B). 
Similar results were observed when immuno-
precipitating clathrin and immunoblotting for the 
TrkA receptor (Data not shown). Pincher was 
constitutively expressed in control non-treated 
HASMC (Fig. 3A). HASMC transfection with WT or 
MUT pincher plasmids induced overexpression of 
pincher protein, shown by appearance of a band at 
approximately 65kDa revealed by immunoblotting 
with antibodies against the HA tag, and confirmed 
after re-blotting with anti-pincher antibodies (Fig. 
3A). Overexpression of WT or MUT pincher did not 
affect surface and total TrkA expression in control 
non-treated cells. After 15min of NGF treatment, 
overexpression of WT pincher induced a slight but 
non-significant increase in TrkA internalisation 
(100±2 versus 92±3% decrease in control treated 
cells, NS). In contrast, after transfection with the 
MUT pincher plasmid, encoding a mutant form of 
pincher that is unable to bind ATP (44), a significant 
decrease in TrkA internalisation was observed 
(60±4% inhibition, p<0.001) (Fig.3A).  

We also observed TrkA internalisation earlier than 
15 min of NGF treatment, to investigate whether WT 
pincher overexpression might significantly potentiate 
TrkA internalisation (Fig. 3B). After 10min of NGF 
treatment, surface TrkA expression was decreased 
in control non transfected cells, showing TrkA 
internalisation (69±2% internalisation, p<0.001).  
This internalisation was significantly potentiated in 
HASMC transfected with WT pincher after the same 
time of treatment (96±3% internalisation, p<0.001). 
In HASMC transfected with the MUT pincher 
plasmid, TrkA internalisation decreased (41±4% 
internalisation, p<0.001), thus confirming our results 
observed after 15 min of NGF treatment. 
 

Absence of caveolae involvement 
NGF-induced internalisation of the TrkA receptor 
was not modified by inhibitors of caveolae (Fig. 4): 
after 15min of NGF treatment, there was still a 
decrease in surface TrkA expression with NYST and 
FILIP (85±4% and 93±6% decrease, respectively, 
NS), comparable to the TrkA internalisation 
observed in control treated cells  (93±5% decrease) 
(Fig. 4). 

 

Fig. 4    Absence of caveolae-dependent mechanisms in TrkA internalisation induced by NGF in HASMC 
 

Cells were stimulated with NGF (3pM) for 0, 5, 10 and 15min with or without 1h pre-incubation with the caveolae inhibitors nystatin (NYS, 30µg/ml) or 
filipin (FILIP, 5µg/ml). Internalisation of the TrkA receptor was appreciated as described in Fig. 1. The graph on the left represents results obtained after 
15min of NGF treatment: data are expressed as a percentage of internalisation compared to untreated control cells and are presented as means 
(blocks) ± S.E.M. (bars) of three independent experiments performed in duplicate (NS: non-significant versus control). On the right, representative 
Western blots of TrkA internalisation kinetics are shown for each condition tested: NGF alone, in presence of NYS, or of FILIP.  
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Degradation of the TrkA receptor in lysosomes 
A decreased expression of total TrkA was observed 
in HASMC after 1h of NGF treatment and TrkA 
expression totally disappeared in HASMC after 5h 
(Fig. 5), suggesting TrkA receptor degradation. 
NGF-induced TrkA degradation was therefore 
analysed in the presence of 2 inhibitors of lysosomal 
enzymes and of 2 inhibitors of the proteasome 
pathway. Whereas proteasome inhibitors had no 
effect, the two inhibitors of lysosomes Chloro and 
NH4Cl lead to a total inhibition of TrkA receptor 
degradation, with total TrkA expression still 
visualised in HASMC after 5h of NGF treatment 
(Fig.5). 
 

 
TrkA mRNA neo-synthesis 

NGF treatment (3pM) significantly and time-
dependently enhanced TrkA mRNA expression in 
HASMC (Fig. 6A). A 2-fold maximal increase in 
TrkA mRNA levels was observed after 3h of NGF 
treatment (from 35±3 to 71±6 fg TrkA cDNA / ng 
GAPDH cDNA, p<0.001). Levels returned 
progressively to baseline within 10h (Fig. 6A).  
We further investigated whether TrkA activation, 
internalisation and/or degradation participated into 
the signal inducing TrkA mRNA synthesis. The 
increase in TrkA mRNA levels observed after 3h of 
NGF treatment was abolished when pre-treating 
HASMC with the kinase inhibitor K252a (p<0.001) 
(Fig.6B).  

Whereas caveolae inhibitors had no effect, inhibition 
of the clathrin pathway by CPZ and MDC induced a 
decrease in TrkA mRNA synthesis of respectively 
67±3% (from 71±6 to 47±1 fg TrkA cDNA / ng 
GAPDH cDNA, p<0.001) and 80±5% (from 71±6 to 
42±1 fg TrkA cDNA / ng GAPDH cDNA, p<0.001) 
(Fig. 6C). Involvement of the clathrin pathway in 
TrkA mRNA synthesis was further confirmed in 
HASMC transfected with siRNA Clat, where a 
60±6% decrease in TrkA mRNA synthesis was 
observed (from 71±6 to 49±3 fg TrkA cDNA / ng 
GAPDH cDNA, p<0.01). HASMC transfection with 
the non-specific siRNA C had no effect as 
compared to control treated cells (69±3 versus 71±6 
fg TrkA cDNA / ng GAPDH cDNA in control treated 
cells, NS) (Fig. 6C). Involvement of pincher-
dependent mechanisms in TrkA re-synthesis of 
TrkA receptors was demonstrated in HASMC 
transfected with the WT pincher plasmid where 
native pincher over-expression induced a greater 
but non significant increase in TrkA mRNA 
synthesis, as compared to control treated cells (from 
71±6 to 88±5 fg TrkA cDNA / ng GAPDH cDNA, NS) 
(Fig. 6C). Moreover, HASMC transfection with MUT 
pincher induced a significant decrease in TrkA 
mRNA synthesis (from 71±6 to 41±4 fg TrkA cDNA / 
ng GAPDH cDNA, p<0.001) (Fig. 6C). Inhibition of 
TrkA lysosomal degradation by use of lysosomes 
inhibitors NH4Cl and Chloro did not modify TrkA 
mRNA synthesis (from 71±6 to respectively 72±2 
and 67±5 fg TrkA cDNA / ng GAPDH cDNA, NS) 
(Fig. 6B). 
 

Fig. 5      Degradation pathways of the TrkA receptor after activation by NGF in HASMC 
 

Cells were treated with NGF (3pM) for 0, 1, 2 and 5h, alone or after 1h of pre-treatment with the lysosomes inhibitors chloroquine (Chloro 20µM) and 
ammonium chloride (NH4Cl 10mM), or with the proteasome inhibitors MG132 (10µM) and lactacystin (Lacta 20µM). Degradation of the TrkA receptor 
was visualised by the decrease in total TrkA expression after NGF treatment. β-Actin, probed in the same blots, was used to control for protein loading. 
Western blots shown are representative of 3 independent experiments performed in duplicate. 
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TrkA protein neo-synthesis with increased 
expression and functionality after HASMC repeated 
NGF stimulations 
TrkA mRNA synthesis was followed by TrkA protein 
synthesis and re-expression at cell surface after 10h 
of NGF treatment (data not shown). After 24h of 
NGF treatment (D1), an increase in TrkA protein 
expression was observed, but non significant 
(30±15% increase, NS) (Fig.7A). Cells were treated 
again every 24h with NGF and TrkA protein 
expression was observed 24h after each NGF 
stimulation.  

We observed a time-dependent increase in TrkA 
protein expression, becoming significant after 2 
stimulations (D2, 69±21% increase, p<0.05), and 
reaching a plateau after 3 stimulations (D3: 
121±11% increase, p<0.01; D4: 111±32% increase, 
p<0.01) (Fig.7A).  
We also showed that the TrkA receptors 
re-expressed in HASMC were functional since TrkA 
phosphorylation was observed after each NGF 
stimulation (Data not shown).  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 6    TrkA mRNA synthesis after NGF treatment in HASMC 
 

A) Kinetics of TrkA mRNA synthesis. Cells were treated with NGF (3pM) for 0, 1, 2, 3, 5 and 10h and expression of TrkA mRNA was measured by online 
Q-PCR (Lightcycler®). Data are expressed as TrkA cDNA (fg) / GAPDH cDNA (ng) and are presented as means (blocks) ± S.E.M. (bars) of 3 
independent experiments performed in duplicate (NS: non-significant; **: P<0.01; ***: P<0.001 versus control). 
B) and C) Mechanisms involved in generating the signal responsible for TrkA mRNA synthesis. HASMC were treated for 3h with NGF (3pM) alone or 
after 1h pre-treatment with the kinase inhibitor K252a (100nM), the caveolae inhibitors nystatin (NYS 30µg/ml) or filipin (FILIP 5µg/ml), the lysosomes 
inhibitors chloroquine (Chloro 20µM) and ammonium chloride (NH4Cl 10mM), or the clathrin inhibitors monodansylcadaverine (MDC 50µM) or 
chlorpromazine (CPZ 100µM). TrkA mRNA synthesis was also measured after NGF treatment (3pM) in cells transfected with the control non-specific 
siRNA (siRNA C 100nM), with the clathrin siRNA (siRNA Clat 100nM), with the wild-type form (WT 2µg) or the mutant form (MUT 2µg) of pincher. 
Expression of TrkA mRNA was measured by online Q-PCR (Lightcycler®). Data are expressed as TrkA cDNA (fg) / GAPDH cDNA (ng) and are 
presented as means (blocks) ± S.E.M. (bars) of two independent experiments performed in duplicate (NS: non-significant; **: P<0.01; ***: 
P<0.001 versus control). 
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Our previous results in this work showed TrkA 
internalisation and total degradation after one NGF 
stimulation. Induction of HASMC proliferation at D2 
after a second NGF stimulation therefore confirmed 
functionality of these newly synthesised TrkA 
receptors. Moreover, each new NGF stimulation, 
24h after the precedent one, induced a greater 
HASMC proliferation (D2: 7±1% increase, p<0.01; 
D3: 9±1% increase, p<0.001; D4: 13±2% increase, 
p<0.001), in parallel to the progressive increase in 
TrkA protein expression (Fig.7B).  
 
 
Discussion 
 
We here report that activation of the TrkA receptor 
by NGF at picomolar concentrations induces its 
internalisation in human airway smooth muscle 
cells, mediated through clathrin- and pincher- 
dependent mechanisms. The TrkA receptor is then 
degraded in lysosomes, followed by TrkA mRNA 
and protein synthesis. TrkA re-synthesis seems to 
be induced by a signal generated during TrkA 
internalisation, since clathrin and pincher inhibition 
block TrkA mRNA synthesis, whereas lysosomes 
inhibitors have no effect. Finally, newly synthesised 
TrkA receptors are functional and repeated NGF 
stimulations of HASMC induce an increase in TrkA 
protein expression, in parallel with an increase in 
NGF/TrkA-induced HASMC proliferation. 
 

First, trafficking of the TrkA receptor in structural 
cells is a new finding. NGF was first known for its 
essential effect on neuronal cells, and trafficking of 
the TrkA receptor has been widely studied in these 
cells, in particular retrograde signalling (for reviews: 
(1, 39). We show here that regulation of TrkA 
receptor expression also occurs in structural cells 
through receptors internalisation and degradation. 
This is in accordance with the reported trafficking of 
receptors with tyrosine kinase activity in other 
structural cells, for example receptor for epidermal 
growth factor in human kidney epithelial cells (32) or 
mouse NR6 fibroblasts (15), or receptor for insulin in 
adipocytes (30).  
 

Internalisation of the TrkA receptor in HASMC 
occurs very rapidly after NGF activation, since 
treatment by NGF induces clearing of almost 90% of 
the receptor from the cell surface within 15min of 
NGF treatment. This is consistent with previous 
reports of TrkA internalisation in neuronal cells, in 
particular in PC12 cells where 66 to 70% of the 
surface receptors were internalised after 15 to 
20min of NGF treatment (14, 22). By contrast, 
whereas Jullien and co-workers reported a 
maintained low level of TrkA expression at the cell 
surface even after prolonged NGF exposure (22), 
our study clearly indicates that the TrkA receptor is 
totally removed from the cell surface, and can not 
be detected anymore after 30min of NGF treatment.  

Fig. 7 Expression and functionality of neo-synthesised TrkA receptors after NGF repeated treatments in HASMC 
 

A) Expression of total TrkA protein. HASMC were treated with NGF (3pM) during 24 (Day 1, D1), 48 (Day 2, D2), 72 (Day 3, D3) or 96h (Day 4, D4) and 
the increase in total TrkA protein was visualised each day by Western blotting. The graph represents the quantification of the amount of total TrkA 
protein measured in treated cells as compared with control untreated cells (Contr). Data are expressed as a percentage of increase in TrkA expression 
compared to controls and are presented as means (blocks) ± S.E.M. (bars) of three experiments performed in duplicate (NS: non-significant; *: P<0.05; 
**: P<0.01 versus control). 
B) HASMC proliferation. Cells were treated as described above and cell proliferation was measured each day  after NGF stimulation (3pM) by the XTT 
technique, as described in Material and Methods. Data are expressed as a percentage of proliferation compared to untreated control cells and are 
presented as means (blocks) ± S.E.M. (bars) of three experiments performed in triplicate (*: P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001 versus control). 
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However, concentrations of NGF tested were very 
different, in the picomolar range for our study, in the 
nanomolar range for Jullien and co-workers. This 
suggests that trafficking of the TrkA receptor 
mechanisms may differ in function of the dose of 
NGF tested. The mechanisms of TrkA trafficking 
may also differ between neuronal and structural 
cells, and need therefore to be further elucidated. 
 

In our study conducted on structural cells, 
internalisation of the TrkA receptor was blocked 
when pre-treating airway smooth muscle cells with 
the tyrosine-kinase inhibitor K252a. In neuronal 
cells, a role for the TrkA kinase in receptor 
internalisation is still controversial: some studies 
showed that blocking TrkA kinase with K252a 
inhibited TrkA internalisation (16, 40, 54), whereas 
other studies did not find any blockade of TrkA 
internalisation after cell treatment with K252a (22, 
23). A recent study suggested that TrkA kinase 
activity may not directly participate into TrkA 
internalisation, but rather into targeting TrkA 
receptors to late endosomes and lysosomes, once 
they have been internalised (42). Our results might 
indicate that activation of the TrkA kinase participate 
into TrkA internalisation in HASMC, but since these 
mechanisms are controversial even in neuronal 
cells, this should be further investigated. 
 

Inhibition of TrkA internalisation by clathrin inhibitors 
and siRNA Clat shows involvement of clathrin in this 
mechanism. These result is in accordance with 
other studies showing a rapid endocytosis of the 
TrkA receptor in a clathrin-dependent manner in 
PC12 cells (13), and in neurons in primary culture, 
from hippocampus (2), or from dorsal root ganglia 
(18). However, inhibition of TrkA internalisation was 
not total, suggesting other mechanisms to 
participate to TrkA internalisation in HASMC. TrkA 
activation has been shown at cell membrane where 
macropinocytosis occurs (21, 44), and a membrane 
trafficking protein called pincher (for pinocytic 
chaperone) that mediates TrkA internalisation has 
been identified (44, 49). We have shown in our 
study that pincher is constitutively expressed in 
HASMC. This protein has been initially identified in 
PC12 cells (44) and later in peripheral and central 
neurons (49). This is the first time that pincher 
protein expression is described in structural cells of 
the airways, but this result is in accordance with 
high levels of pincher mRNA expression observed in 
the lung (44). Overexpression of pincher in HASMC 
enhanced NGF-induced internalisation of the TrkA 
receptor, whereas a dominant inhibitory mutant form 
of pincher inhibited this internalisation. These 
results are in accordance with data obtained in 
neuronal cells (44, 49), and suggest that pincher 
plays a role in TrkA internalisation also in structural 
cells. Although it has been shown that pincher- and 
clathrin-mediated internalisation of the TrkA 
receptor may be independent mechanisms in 
neuronal cells (44, 49), our results show that both 
clathrin- and pincher-dependent mechanisms are 
activated in HASMC to induce TrkA internalisation.  
A third mechanism has been proposed in TrkA 
internalisation occurring in neuronal cells and 
involving caveolae (58), since TrkA expression has 
been shown in cholesterol-enriched membranes in 

which caveolae are internalised (4, 19) However, 
TrkA internalisation in a caveolae-dependent 
manner has never been clearly evidenced. We have 
shown in our study that internalisation of the TrkA 
receptor in HASMC after NGF treatment was not 
modified by inhibitors that complex cholesterol and 
unsettle caveolae structure, thus preventing 
internalisation by this mechanism. Caveolae have 
been evidenced in airway smooth muscle cells (12, 
31), but our result suggest that caveolae do not 
participate into TrkA internalisation in HASMC. 
 

Analysis of the total cellular amount of the TrkA 
receptor at longer times of NGF treatment showed a 
decrease in total TrkA occurring within 1h of NGF 
treatment. These data suggest that internalised 
receptors are further degraded. Experiments 
conducted with inhibitors of lysosomal enzymes 
showed a total inhibition of TrkA degradation, 
indicating that TrkA degradation occurs in 
lysosomes. This result is in agreement with other 
studies conducted in PC12 cells, where lysosomes 
inhibitors blocked TrkA degradation (22), and where 
the TrkA receptor was co-localized with 
lysobisphosphatidic acid, a marker for the inner 
membrane of late endosomes and lysosomes (42). 
This result is also in agreement with degradation of 
other receptors with tyrosine-kinase activity, for 
example EGF-induced EGF receptor degradation in 
lysosomes evidenced in mouse 3T3 fibroblasts (29), 
or in modified mouse fibroblasts NR6 (27). We 
observed that TrkA receptor expression totally 
disappeared in HASMC after 5h of NGF treatment, 
suggesting that all TrkA receptors expressed in 
HASMC are activated by NGF and further 
degraded. This result may also suggest that 
intracellular pre-formed TrkA pools do not exist in 
HASMC, and this may be in accordance with our 
TrkA Western blotting studies, showing a unique 
band at 140kDa mapping the mature TrkA receptor, 
whereas an immature TrkA form of 110kDa has 
been evidenced with the same antibody in PC12 
cells (22). Finally, as TrkA expression totally 
disappears after 5h of NGF treatment, suggesting 
TrkA total degradation, it seems improbable that 
some TrkA receptors traffick to the recycling 
pathway, as it has been demonstrated in Chinese 
hamster ovary fibroblasts (57), or in PC12 cells (7). 
 

A neo-synthesis of the TrkA receptor was evidenced 
in our study, with a maximal increase in TrkA mRNA 
levels after 3h of NGF treatment. We have shown in 
this study that this TrkA mRNA synthesis was 
blocked by inhibition of TrkA internalisation. This is 
an original result, suggesting that the signal 
responsible for TrkA re-synthesis is generated 
during TrkA internalisation involving clathrin- and 
pincher-dependent mechanisms. This hypothesis 
seems to be confirmed since blocking TrkA 
degradation in lysosomes, which occurs after TrkA 
internalisation, does not affect TrkA mRNA 
synthesis. Internalisation of the TrkA receptor in 
neuronal cells involving clathrin (14, 18) and pincher 
(44, 49) induces formation of signalling endosomes 
that serve as a signalling platform and help contacts 
between TrkA receptors and intracellular proteins, in 
particular effectors of the ERK1/2 pathway, such as 
Rap1, Raf, MEK1/2 and ERK1/2, but also of the 
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PI3K and PLCγ pathways (8, 13, 14, 52, 55). Some 
of these effectors might therefore participate into 
generation of the signal inducing TrkA re-synthesis 
in HASMC. 
 

TrkA mRNA synthesis was followed by TrkA protein 
synthesis with detection of TrkA protein expression 
again at the cell surface after 10h of NGF treatment 
(Data not shown). Kinetics of surface TrkA 
expression followed total TrkA expression, 
suggesting that most of the TrkA receptors neo-
synthesized are re-expressed at the cell membrane. 
The increase in TrkA expression observed after 
NGF treatment is  very surprising, since endocytic 
trafficking targeting receptors to lysosomes induce 
rather a down-regulation of the total number of 
receptors at the cell surface. This has been 
evidenced for other tyrosine-kinase receptors such 
as for the EGF receptor in vitro in a murine 
fibroblast B82 cell line (51) or in vivo in several 
organs in the rat (53), for the TrkB receptor in 
primary cultures of cerebellar granule neurons (45), 
and also for the TrkA receptor itself in vitro in rat 
cortical neurons (28). Moreover, we have shown 
that NGF repeated stimulations of HASMC induced 
a progressive increase in TrkA protein expression, 
in parallel with an increase in NGF-induced 
TrkA-dependent HASMC proliferation. Our results 
therefore suggest that an up-regulation of TrkA 
expression can occur after NGF-induced TrkA 
activation in the airway smooth muscle, with 
progressive increased expression of functional TrkA 
receptors, leading to an increased smooth muscle 
proliferation. Since TrkA receptors are expressed on 
the human airway smooth muscle in vivo (41), such 
a mechanism might be important in airway diseases 
such as asthma, where increased NGF levels have 
been found (5, 26, 38, 50). 
 

 
In conclusion, we report in this study that activation 
of the TrkA receptor by NGF at picomolar 
concentrations causes its internalisation mediated 
by clathrin- and pincher-dependent pathways, 
followed by lysosomal degradation. This adds to the 
knowledge about trafficking of the TrkA receptor in 
structural cells, that had never been studied before. 
We have also shown that TrkA receptors were 
neo-synthesised and re-expressed in HASMC, with 
increase in TrkA protein expression associated with 
increase in HASMC NGF/TrkA-dependent 
proliferation. These results suggest existence of a 
regulatory mechanism in HASMC controlling TrkA 
expression in function of its activation, leading to 
potentiation of NGF TrkA-dependent effects on the 
airway smooth muscle, in particular HASMC 
proliferation. 
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES 
 

Suite à des travaux récents ayant montré une augmentation des taux de NGF dans les voies 

aériennes des patients asthmatiques, le but initial de ce travail a été d’étudier les sources potentielles 

de NGF dans les voies aériennes. En effet, nous avons montré que les cellules structurales des voies 

aériennes sécrètent le NGF de manière constitutive, et que cette expression est augmentée en 

conditions inflammatoires, et diminuée après traitement par des glucocorticoïdes anti-

inflammatoires [Publication N°1] et [Publication N°2]. Nous nous sommes ensuite intéressés au 

rôle que le NGF pouvait jouer dans l’asthme et nous avons proposé un rôle du NGF dans le 

remodelage bronchique des voies aériennes, en montrant son effet prolifératif sur les cellules 

musculaires lisses bronchiques humaines en culture primaire [Publication N°3]. Enfin, nous avons 

étudié les mécanismes d’internalisation, de dégradation et de resynthèse du récepteur TrkA dans les 

cellules musculaires lisses bronchiques humaines [Publication N°4]. 
 
 
Expression constitutive du NGF dans les cellules structurales des voies aériennes 
 

La sécrétion de NGF par les cellules structurales des voies aériennes a été mise en évidence 

très récemment. Nous avons montré au laboratoire que les fibroblastes pulmonaires (Olgart et 

Frossard, 2001), les cellules épithéliales humaines A549 (Pons et al., 2001) [Publication N°1] et 

les cellules musculaires lisses bronchiques (Freund et al., 2002) [Publication N°2] sécrètent in 

vitro du NGF de manière constitutive. Ces études sont en accord avec la synthèse de NGF par des 

cellules structurales d’autres origines, comme les fibroblastes cutanés humains (Murase et al., 1992 

; Cartwright et al., 1994), les cellules épithéliales intestinales humaines (Varilek et al., 1995), les 

kératinocytes humains (Pincelli, 2000) ou les cellules musculaires lisses vasculaires humaines 

(Ueyama et al., 1993 ; Creedon et Tuttle, 1997).  Ces résultats in vitro ont été confirmés par des 

études in vivo réalisées au laboratoire sur des coupes de biopsies bronchiques de volontaires sains 

contrôles non asthmatiques montrant un immunomarquage du NGF dans les fibroblastes, 

l’épithélium et le muscle lisse bronchique (Kassel et al., 2001 ; Olgart Hoglund et al., 2002).  
 

Ainsi, le NGF est exprimé de manière constitutive dans les voies aériennes des sujets 

sains ; il y joue probablement un rôle physiologique, encore inconnu pour l’instant, qu’il faudra 

étudier. Nous pourrons envisager pour cela d’inhiber l’expression du NGF ou de ses récepteurs 
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TrkA et p75NTR en générant des souris dont le gène de ces protéines est délété, ou à l’aide de la 

technique siRNA in vivo. Cette inhibition d’expression pourra se faire de manière 

tissu-spécifique au niveau du poumon en utilisant un promoteur spécifique de la protéine CCSP 

(« Clara cell secretory protein ») exprimée dans les cellules de Clara. 

 

 
Régulation de l’expression du NGF par les cellules structurales des voies aériennes 

 

De manière intéressante, une régulation de la sécrétion de NGF a été mise en évidence en 

fonction de la densité cellulaire dans les fibroblastes pulmonaires (Olgart et Frossard, 2001) et les 

cellules musculaires lisses bronchiques (Freund et al., données non publiées). Le NGF est sécrété 

en quantités importantes quand les jonctions cellulaires sont lâches, puis sa sécrétion diminue au fur 

et à mesure que les cellules arrivent à confluence. Cette régulation de la sécrétion de NGF en 

fonction de la densité cellulaire a été montrée dans d’autres cellules humaines comme dans les 

cellules épithéliales (Di Marco et al., 1993), les fibroblastes cutanés humains (Murase et al., 1992) 

ou les cellules musculaires lisses vésicales (Clemow et Tuttle, 1998).  
 

Le rôle de cette régulation n’est pas connu pour l’instant, mais suggère que la sécrétion 

de NGF, inversement proportionnelle à la densité cellulaire, pourrait conférer un rôle au NGF 

dans la prolifération et la différenciation cellulaire, ou encore dans le développement des tissus 

en particulier dans les voies aériennes.  
 

La régulation majeure mise en évidence dans les travaux réalisés au laboratoire sur le NGF 

est l’augmentation de son expression par les cellules structurales des voies aériennes en conditions 

inflammatoires, mimées in vitro par le traitement des cellules en culture à l’aide des cytokines pro-

inflammatoires IL-1β et TNFα (Pons et al., 2001 ; Olgart et Frossard, 2001 ; Freund et al., 2002), 

[Publication N°1] et [Publication N°2]. Cette augmentation est en accord avec une augmentation 

de la sécrétion de NGF en conditions inflammatoires mise en évidence dans d’autres cellules 

comme les fibroblastes de rat (Lindholm et al., 1987), les fibroblastes cutanés humains (Hattori et 

al., 1993) ou des lignées cellulaires issues de glioblastomes ou d’astrocytomes humains (Emmett et 

al., 1997). Ces résultats sont également en accord avec une étude récente montrant une stimulation 
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de la libération de NGF par l’IL-1β à partir de segments de bronche humaine in vitro (Frossard et 

al., 2005). Des taux importants d’IL-1β et de TNFα ont été mis en évidence dans un certain nombre 

de maladies inflammatoires, et en particulier dans l’asthme (Barnes et al., 1998). Les cellules 

inflammatoires comme les macrophages, les mastocytes et les lymphocytes sont des sources de ces 

cytokines dans les voies aériennes. Ces cellules sont infiltrées dans la muqueuse bronchique des 

patients asthmatiques, et pourraient ainsi libérer ces cytokines à proximité des cellules structurales, 

stimulant ainsi la libération de NGF à partir ce ces cellules. 

Ainsi en conditions inflammatoires, les cellules structurales pourraient participer à 

l’augmentation des taux de NGF mise en évidence dans les voies aériennes des patients 

asthmatiques (Virchow et al., 1998 ; Kassel et al., 2001 ; Olgart Hoglund et al., 2002). Il a été 

montré in vivo que les cellules inflammatoires infiltrées dans les voies aériennes des patients 

asthmatiques sont également une source de NGF (Olgart Hoglund et al., 2002). Ces cellules 

pourraient ainsi également contribuer à l’augmentation du NGF mesurée dans les voies aériennes en 

cas d’asthme. 
 

Il faudra maintenant étudier les mécanismes intracellulaires activés par les cytokines 

pro-inflammatoires dans les cellules structurales et responsables de la sécrétion de NGF. Le 

facteur de transcription AP-1 est souvent activé par ces cytokines inflammatoires, et plusieurs 

éléments de réponse pour AP-1 ont été décrits dans le promoteur du gène codant pour le NGF ; il 

pourrait ainsi participer aux mécanismes conduisant à la stimulation de la synthèse de NGF en 

conditions inflammatoires. 
 

Les glucocorticoïdes sont connus pour leurs effets anti-inflammatoires et leur efficacité 

clinique dans le traitement de l’asthme. Nous avons montré que ces molécules peuvent diminuer la 

libération constitutive de NGF à partir des fibroblastes pulmonaires (Olgart et Frossard, 2001) ou 

des cellules épithéliales A549 (Pons et al., 2001) [Publication N°1]. De plus, les glucocorticoïdes 

inhibent également la sécrétion de NGF induite en conditions inflammatoires. Ces données sont en 

accord avec les données obtenues dans d’autres types cellulaires, où les glucocorticoïdes induisent 

une inhibition de la libération de différentes cytokines pro-inflammatoires comme l’IL-6, l’IL-8, 

l’IL-11 ou l’éotaxine (Lilly et al., 1997 ; Barnes et al., 1998 ; Ek et al., 1999). Ces données 

suggèrent que les cellules structurales des voies aériennes comme les fibroblastes pulmonaires ou 
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les cellules épithéliales bronchiques pourraient être des cibles de l’activité anti-inflammatoire des 

glucocorticoïdes dans l’asthme, en bloquant la sécrétion excessive de NGF par ces cellules en 

conditions inflammatoires.  
 

Les mécanismes activés par les glucocorticoïdes et responsables de ce blocage doivent être 

maintenant étudiés. Ils pourraient résulter d’une diminution de la stabilité de l’ARNm du NGF, 

ou d’une inhibition de la transcription du gène du NGF : une interaction a notamment été 

proposée entre les glucocorticoïdes et le facteur de transcription AP-1 pouvant être impliquée 

dans l’expression du NGF dans les fibroblastes de rat (Berninger et al., 1993).  

 

 
Rôle du NGF dans les voies aériennes 
 

Le rôle du NGF dans l’inflammation et l’hyperréactivité bronchique existant dans l’asthme a 

été étudié dans différents modèles in vivo et in vitro (Braun et al., 1998 ; Hoyle et al., 1998 ; de 

Vries et al., 1999 ; de Vries et al., 2001 ; De Vries et al., 2002 ; Path et al., 2002 ; Glaab et al., 

2003 ; Kerzel et al., 2003 ; Bachar et al., 2004 ; Frossard et al., 2005 ; Wu et Dey, 2006). L’action 

biologique du NGF à des concentrations picomolaires résulte de l’activation de son récepteur TrkA. 

L’expression constitutive du récepteur TrkA a été montrée in vivo dans les bronches humaines, et en 

particulier par le muscle lisse bronchique (Ricci et al., 2004). Les voies de signalisation activées par 

le récepteur TrkA décrites dans les cellules neuronales sont identiques à celles induisant la 

prolifération du muscle lisse bronchique après activation par d’autres facteurs de croissance, comme 

l’EGF et le PDGF. Nous avons alors étudié un rôle potentiel du NGF dans la prolifération du 

muscle lisse bronchique via l’activation de son récepteur TrkA [Publication N°3]. Nous avons ainsi 

montré que le NGF à concentrations picomolaires induit la prolifération des cellules musculaires 

lisses bronchiques en culture primaire, via l’activation du récepteur TrkA. Ces données sont en 

accord avec la capacité du NGF à induire la prolifération d’autres cellules structurales humaines 

comme les cellules endothéliales (Raychaudhuri et al., 2001 ; Steinle et Granger, 2003 ; Moser et 

al., 2004), les fibroblastes (Lambert et al., 2004) ou les cellules épithéliales de différentes origines 

(Di Marco et al., 1993 ; Descamps et al., 1998 ; You et al., 2000). Mais toutes ces études avaient 

été réalisées en utilisant des concentrations de NGF de l’ordre du nanomolaire, concentrations 

similaires à celles utilisées dans les cellules neuronales afin d’y induire une différenciation et une 
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survie NGF-dépendante. Nous avons voulu utiliser des concentrations correspondant mieux à 

l’affinité du NGF pour son récepteur TrkA : en effet la constante de dissociation KD caractéristique 

de l’affinité du NGF pour son récepteur TrkA est de 10 à 20pM dans les neurones sensitifs ou 

sympathiques (Sutter et al., 1979 ; Godfrey et Shooter, 1986). Nous avons ainsi montré de manière 

originale que le NGF, à des concentrations picomolaires, est capable d’induire l’activation du 

récepteur TrkA exprimé sur les cellules musculaires lisses bronchiques humaines, induisant la 

prolifération de ces cellules.  

Nous avons ensuite étudié la cascade de signalisation impliquée dans cet effet prolifératif 

du NGF. En effet, les voies de signalisation activées par le récepteur TrkA sont bien décrites dans 

les cellules neuronales, et en particulier les cellules PC12, mais très peu d’éléments sont connus 

dans les cellules structurales. Nous avons ainsi montré que la prolifération NGF-dépendante des 

cellules musculaires lisses bronchiques résulte de l’activation de deux voies de signalisation bien 

distinctes : d’une part l’activation de la PKC conduisant à la phosphorylation de la MAPK p38, et 

d’autre part l’activation de la voie ras/raf conduisant à l’activation de la MAPK ERK1/2, et 

l’activation de ces deux voies est nécessaire pour induite l’effet prolifératif du NGF. Ces voies de 

signalisation avaient été décrites dans les cellules neuronales, en particulier dans les cellules PC12 

où elles contribuent à la différenciation induite par le NGF (Chao, 2003). L’implication de la voie 

ERK1/2 avait déjà été décrite dans l’effet prolifératif du NGF dans les cellules endothéliales 

(Steinle et Granger, 2003) ou épithéliales (Descamps et al., 1998) humaines. Il s’agit par contre de 

la première implication de la voie de la MAPK p38 décrite dans un effet prolifératif induit par le 

NGF. Ces résultats sont en accord avec l’implication de la MAPK p38 dans l’effet prolifératif induit 

par d’autres facteurs de croissance comme le PDGF dans les cellules musculaires lisses vasculaires 

humaines (Kavurma et Khachigian, 2003) ou le FGF dans les cellules musculaires lisses 

bronchiques humaines (Fernandes et al., 2004).  

 

Suite à ces résultats in vitro, il sera intéressant d’évaluer l’implication du NGF dans 

l’hyperplasie du muscle lisse bronchique in vivo. Cette étude pourra être réalisée en mettant en 

place au laboratoire un modèle murin de remodelage bronchique induit par une provocation 

allergénique chronique sur plusieurs mois, modèle décrit récemment dans la littérature (Akkoc et 

al., 2001 ; Tanaka et al., 2001 ; Shinagawa et Kojima, 2003 ; Tsuchiya et al., 2003). Ce modèle 

permet de reproduire plusieurs modifications structurales observées dans les voies aériennes des 
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patients asthmatiques, en particulier une fibrose sous-épithéliale et un épaississement du muscle 

lisse bronchique. Un pré-traitement par des anticorps bloquants du NGF dans ce modèle 

permettra d’apprécier le rôle potentiel du NGF dans l’épaississement du muscle lisse bronchique 

in vivo. En parallèle, nous pourrons utiliser la souris transgénique surexprimant le NGF de 

manière tissu-spécifique au niveau du poumon et réaliser la même administration chronique 

d’allergène. Ceci nous permettra d’apprécier une augmentation éventuelle du remodelage 

bronchique, et notamment un épaississement du muscle lisse bronchique, dans les voies 

aériennes de ces souris transgéniques en comparaison aux souris sauvages. Ces modèles 

permettront également d’apprécier in vivo le rôle du NGF dans d’autres modifications 

structurales observées dans les voies aériennes des patients asthmatiques, en particulier dans la 

fibrose sous-épithéliale, comme suggéré par plusieurs études in vitro (Micera et al., 2001 ; 

Kohyama et al., 2002). 

D’autre part, il sera intéressant de voir si l’administration de NGF conduit elle-même à 

l’apparition de modifications structurales du muscle lisse dans les voies aériennes. Une 

administration unique de NGF a déjà été réalisée in vivo afin d’étudier le rôle du NGF dans 

l’hyperréactivité bronchique (de Vries et al., 1999). Il faudra mettre en place un modèle 

d’administration chronique de NGF afin d’évaluer à long terme son implication dans 

l’apparition des modifications structurales des voies aériennes. 

 
Régulation de l’expression du récepteur TrkA par le NGF 
 

Les mécanismes d’internalisation, de dégradation et de resynthèse du récepteur TrkA après 

activation par le NGF ont bien été étudiés dans les cellules neuronales. En effet, l’internalisation du 

récepteur entraîne sa disparition de la surface des cellules, et permet ainsi de stopper les effets du 

NGF TrkA-dépendants (Knusel et al., 1997 ; Sommerfeld et al., 2000), puis entraîne sa dégradation 

ou son recyclage. L’internalisation du récepteur TrkA dans les cellules neuronales conduit 

également à son transport rétrograde (Reichardt et Mobley, 2004).  

Nous avons mis pour la première fois en évidence des mécanismes d’internalisation, de 

dégradation et de resynthèse du récepteur TrkA dans des cellules structurales [Publication N°4]. 

L’internalisation des récepteurs TrkA est très rapide dans les cellules musculaires lisses bronchiques 

après activation par le NGF, et est comparable à ce qui est observé dans les cellules neuronales, en 

particulier les cellules PC12 (Grimes et al., 1996 ; Jullien et al., 2002). Mais des différences ont 



Discussion et perspectives 
 

  

également été mises en évidence, notamment pour la dégradation du récepteur qui semble totale 

dans les cellules musculaires lisses bronchiques, alors qu’un niveau faible d’expression subsiste 

dans les cellules PC12 après activation par le NGF (Jullien et al., 2002).  
 

Les inhibiteurs de clathrine n’ayant que partiellement bloqué l’internalisation du 

récepteur TrkA dans les cellules musculaires lisses bronchiques, nous avons étudié l’implication 

d’autres mécanismes dans l’internalisation du récepteur TrkA , en particulier l’implication des 

cavéolines et de la protéine Pincher découverte récemment (Shao et al., 2002 ; Valdez et al., 

2005). 

La comparaison de nos résultats à ceux obtenus dans les cellules PC12  suggère qu’il 

existe des différences dans la dégradation du récepteur TrkA après activation par le NGF dans 

les cellules neuronales et les cellules structurales, qu’il faudra étudier plus en détail. Néanmoins, 

nous comparons ici des résultats obtenus dans différentes études, et il faudra en premier lieu 

vérifier que les différences observées ne sont pas dues à des conditions expérimentales 

différentes, et notamment une différence dans l’expression basale du récepteur TrkA entre les 

cellules neuronales et structurales. 

 

Nous avons également montré dans cette étude qu’après dégradation dans les lysosomes, les 

récepteurs TrkA étaient resynthétisés et réexprimés en plus grande quantité qu’au départ, avant 

traitement des cellules par le NGF. Ce résultat est très surprenant, car l’internalisation et la 

dégradation d’autres récepteurs à tyrosine-kinase conduisent souvent à une diminution de 

l’expression de ces récepteurs à la surface des cellules neuronales : cela a été montré par exemple  

pour le récepteur de l’EGF (Yanai et al., 1990 ; Wiley et al., 1991), le récepteur TrkB (Sommerfeld 

et al., 2000) ou le récepteur TrkA lui-même (Knusel et al., 1997). Ainsi, dans les cellules 

musculaires lisses bronchiques humaines, l’activation du récepteur TrkA par le NGF conduit à une 

régulation positive de son expression, et les récepteurs néo-synthétisés sont fonctionnels. On peut 

alors imaginer que le NGF présent in vivo en grandes quantités dans les voies aériennes des patients 

asthmatiques pourrait induire une activation importante des récepteurs TrkA exprimés sur le muscle 

lisse bronchique. Cette activation pourrait alors conduire à une augmentation d’expression de ces 

récepteurs, et pourrait ainsi contribuer à potentialiser les effets du NGF dans l’asthme, et en 

particulier ses effets sur le muscle lisse bronchique.  
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Pour étayer cette hypothèse, nous pourrons évaluer l’expression du récepteur TrkA dans 

un modèle murin d’asthme, afin de comparer son expression à celle des souris naïves, et utiliser 

un pré-traitement par des anticorps bloquants du NGF afin de confirmer l’implication du NGF 

dans l’augmentation éventuelle observée. Ces résultats pourront être confirmés par l’étude de 

l’expression du récepteur TrkA dans les voies aériennes de la souris transgénique surexprimant 

le NGF de manière tissu-spécifique dans le poumon. Enfin, ces résultats devront être confirmés 

in vivo chez l’homme en comparant  l’expression des récepteurs TrkA dans des biopsies 

bronchiques de donneurs sains contrôles et de patients asthmatiques. 

 
Conclusion et perspectives thérapeutiques 
 

Au début de nos travaux, le NGF était surtout connu pour son rôle dans la croissance et la 

survie des neurones. Nous avons contribué à la description d’un nouveau rôle du NGF dans les 

maladies inflammatoires des voies aériennes, en particulier dans l’asthme. En effet, un rôle du NGF 

s’est peu à peu affirmé dans les voies aériennes, et nous y avons contribué en apportant des 

informations sur sa sécrétion et la régulation de cette sécrétion dans les voies aériennes, sur son 

implication possible dans le remodelage bronchique, notamment dans l’hyperplasie du muscle lisse 

bronchique, et sur la régulation éventuelle de l’expression du récepteur TrkA après activation par le 

NGF dans les cellules structurales des voies aériennes. Le blocage des effets du NGF semble ainsi 

constituer une nouvelle approche thérapeutique dans le traitement des maladies inflammatoires des 

voies aériennes, et dans l’asthme en particulier. 

 

Un anticorps monoclonal anti-NGF humanisé appelé RN624 a par exemple été récemment 

testé en étude clinique chez l’homme et réduit la douleur dans l’ostéoarthrite (Hefti et al., 2006). 

Son utilisation pourrait être envisagée dans le traitement de l’asthme. Néanmoins, les anticorps 

monoclonaux peuvent entraîner l’apparition d’anticorps neutralisants et ainsi une perte d’efficacité. 

De plus, leur administration ne peut se faire par voie orale. La meilleure approche thérapeutique 

dans ce domaine semble donc le développement de molécules antagonistes du NGF de faible poids 

moléculaire, présentant un plus faible risque d’immunisation et pouvant être administrés par voie 

orale. Une étude récente montre qu’une molécule de petite taille mimant le domaine de liaison du 

récepteur TrkA au NGF, le domaine D5 extracellulaire, séquestre le NGF et empêche sa fixation sur 

ses récepteurs endogènes, conduisant ainsi à un blocage de l’inflammation et l’hyperréactivité 
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bronchique dans un modèle d’asthme chez le cobaye (Watson et al., 2006). Le blocage de la liaison 

du NGF à ses récepteurs semble ainsi constituer une nouvelle approche thérapeutique efficace dans 

un modèle animal d’asthme, et valide la recherche et le développement de petites molécules 

antagonistes bloquant cette liaison comme nouveaux traitements dans cette maladie. 
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