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Les récepteurs tyrosine
kinases Trk : recepteurs
de forte affinité

des neurotrophines

Les neurotrophines de la famille du NGF (nerve growth fac-
tor) sont impliquées dans la régulation de la différenciation,
la croissance et la survie des neurones. Leurs effets sont assu-
rés par les récepteurs tyrosine kinases de la famille Trk. Tou-
tefois, les neurotrophines se lient également a un autre ré-
cepteur, la p75'"N¢fR dont le role est controversé. Les
récepteurs Trk sont exprimés préférentiellement dans le sys-
teme nerveux. Malgré leur similitude avec les autres récep-
teurs tyrosine kinases, ils s’en distinguent par le fait qu’ils pos-
sedent de multiples isoformes (isoformes non catalytiques et
isoformes possédant des insertions de taille variable dans le
domaine catalytique tyrosine kinase) qui ont vraisemblable-
ment des réles physiologiques particuliers. L’analyse de souris
porteuses de mutations nulles pour les neurotrophines etleurs
récepteurs devrait nous apporter une meilleure compréhen-
sion de la fonction de ces facteurs et leur possible utilisation
thérapeutique dans des maladies neurodégénératives variées.

e systéeme nerveux des types de cellules nerveuses et cela

mammiféres est probable-

ment le systéme biologique

le plus évolué a I'heure

actuelle et présente un trés
grand degré de complexité. Cela
explique sans doute le nombre crois-
sant d’équipes qui étudient le déve-
loppement embryonnaire et la dif-
férenciation des cellules neuronales
et gliales. Une caractéristique para-
doxale du développement du syste-
me nerveux chez les vertébrés est la
mort cellulaire [1]. En fait, ce phé-
nomeéne existe dans de nombreux

pendant une période restreinte du
développement, trés peu de temps
aprés que les neurones ont innervé
leurs cibles.

Il y a environ quarante ans, Levi-Mon-
talcini, Cohen et Hamburger propo-
sérent que les cellules cibles régle-
raient la densité de leur propre
innervation par la présence de quan-
tités limitantes de facteurs de survie
des neurones. Cette hypotheése fut
alors renforcée par I'identification de
la premiére neurotrophine, le NGF
(nerve growth factor) [2].
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I Les neurotrophines

Le NGF a été identifié comme une
substance diffusible capable de stimu-
ler la différenciation et la survie des
neurones sympathiques et sensoriels
[2, 3]. Pendant la derniére décennie,
de nombreuses études ont montré
que le NGF peut également jouer un
role de survie et de maintien de la
fonction des neurones cholinergiques
du cerveau antérieur basal (neurones
qui dégénérent dans le cas de la mala-
die d’Alzheimer) [4]. Le NGF semble
donc jouer un réle dans la survie de
certaines populations bien spéci-
fiques de neurones, a la fois dans le
systéme nerveux central et le systeme
nerveux périphérique.

En 1982, un second facteur neurotro-
phique, BDNF (brain-derived neurotro-
phic factor), fut purifié par Barde et al.
[5]. Le clonage moléculaire du géne
codant pour BDNF, en 1989, révéla
que ce facteur neurotrophique était
fortement apparenté au NGF (m/s
n°7, vol. 6, p. 700). Cette observation
conduisit rapidement, grace a la
technique d’amplification de I'ADN
par réaction de polymérisation en
chaine (PCR), au clonage de la neu-
rotrophine-3 (NT-3) et de la neu-
rotrophine-4 (NT-4, aussi appelée
NT-4/5 ou NT-5) [5]. Ces facteurs
neurotrophiques sont synthétisés
sous forme de précurseurs polypepti-
diques qui subissent une coupure
protéolytique spécifique produisant
des neurotrophines miires. Ces molé-
cules sont des homodimeéres de 115 a
130 acides aminés et présentent envi-
ron 50 % d’identité de séquence [5].
Des études in vitro montrent que
chaque neurotrophine induit la sur-
vie de certaines populations neuro-
nales spécifiques. Toutefois, certains
neurones peuvent étre maintenus en
survie par plus d’'un facteur neuro-
trophique [5]. Les effets de ces fac-
teurs de survie semblent étre essen-
tiels pour le développement normal
et le maintien du systéme nerveux,
mais également pour sa capacité a
répondre en cas de lésion.

Les récepteurs
des neurotrophines

Les neurotrophines se lient a deux
catégories de protéines transmem-
branaires, la p75'"~¢™® (aussi appelée
récepteur de faible affinité pour le

NGF, LNGFR pour low affinity NGF
receptor) et les membres de la famille
des récepteurs tyrosine kinases Trk
(m/s n°6, vol. 7, p. 620).

Le LNGFR est constitué d’une seule
chaine polypeptidique transmembra-
naire de 75kDa. Son domaine extra-
cellulaire posséde quatre régions
riches en résidus cystéine, caractéris-
tiques d’une famille de récepteurs de
surface qui comprend, entre autres,
les récepteurs de type I et II du TNF
(tumor mecrosis factor), les antigeénes de
surface des lymphocytes CD30 et
CD40 et I'antigéne de surface Fas
(qui semble étre impliqué dans les
phénoménes d’apoptose) (m/s n°2,
vol. 10, p. 234) [1]. Cette région riche
en résidus cystéine est responsable de
la reconnaissance du ligand [6]. La
courte région cytoplasmique, quant a
elle, ne présente aucun motif parti-
culier ni aucune analogie de séquen-
ce avec d’autres molécules connues.
La fonction de ce domaine est, a
I’heure actuelle, inconnue [6].

La p75'N¢fR se lie aux quatre neuro-
trophines de la famille du NGF avec
une faible affinité, de I'ordre de la
nanomole. Le réle de ce récepteur
reste obscur (m/s n°10, vol. 10,
p. 1049) [6]. Toutefois, il semble
important pour le développement du
systéme nerveux car des souris por-
teuses de mutations nulles du géne
codant pour la p75'"¢R présentent
un déficit au niveau du systéme ner-
veux périphérique sensoriel qui se
traduit par une innervation cutanée
réduite et une sensibilité réduite a la
douleur [7]. De plus, il a été récem-
ment montré que ce récepteur induit
I’apoptose de cellules neuronales
lorsqu’il n’est pas lié au NGF [8].
Les récepteurs tyrosine kinases de la
famille Trk lient les neurotrophines
avec des affinités plus fortes que
celles de la p75'~%R (de I'ordre de la
picomole) et sont essentiels pour les
réponses fonctionnelles. Ces pro-
téines ont une structure en trois
domaines qui comprend une région
extracellulaire, un domaine trans-
membranaire et une région cytoplas-
mique. La région extracellulaire des
récepteurs tyrosine kinases com-
prend certaines caractéristiques qui
permettent de distinguer les diffé-
rentes sous-classes de cette famille
(figure 1). Les motifs identifiés a ce
jour sont des régions riches en rési-
dus cystéine ou leucine, des
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Figure 1. Les différentes sous-classes de récepteurs tyrosine kinases. Les différents récepteurs sont représentés avec
leur domaine intracellulaire (domaine catalytique tyrosine kinase [Kin] et I'insertion située dans le domaine kinase
[Kl]) et les différents motifs structuraux de la région extracellulaire. Cys: région riche en résidus cystéine,; FNIII:
répétition de type fibronectine 1ll; EGF: répétition de type EGF (epidermal growth factor), Ig: région présentant une
homologie de structure avec celle des immunoglobulines; LR: région riche en résidus leucine,; FVIIl: région homo-
logue aux unités C1 et C2 de la région carboxy-terminale du facteur VIl de coagulation; Cadh: motif de type cadhé-
rine; Ins.R: récepteur de l'insuline. EGFR, PGDFR, CSF-1R: récepteurs de I'EGF, du PGDF, du FGF et du CSF-1.

domaines dont la structure présente
une certaine analogie avec celle des
immunoglobulines, des régions
homologues des unités C1 et C2de la
partie carboxy-terminale du facteur
VIII de coagulation et enfin des répé-
titions de type fibronectinelll, cad-
hérine ou de type EGF. La région
intracellulaire des récepteurs tyrosi-
ne kinases comprend le domaine
catalytique de la molécule. Dans de
nombreux cas, le mécanisme biochi-
mique par lequel les récepteurs tyro-
sine kinases transmettent les signaux
a travers la membrane comporte plu-
sieurs étapes: tout d’abord, la diméri-
sation du récepteur induite par fixa-
tion du ligand; une fois le complexe
dimérique formé, le récepteur s’auto-
phosphoryle. Cette autophosphoryla-
tion entraine ensuite la phosphoryla-
tion de substrats cytosoliques ainsi
qu’une association avec d’autres
molécules impliquées dans les effets
pléiotropiques de la transmission du
signal.

Le prototype de la famille des récep-
teurs Trk est le produit du géne trkA
initialement appelé tk (pour tropo-
myosin receptor kinase). trkA a été iden-
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tifié comme geéne transformant dans
une biopsie de carcinome du célon
humain (m/s n°6, vol. 7, p. 620). Ce
nouvel oncogéne était activé par
réarrangement somatique entre des
séquences codant pour les domaines
transmembranaire et tyrosine kinase
de TrkA et des séquences du géne de
la tropomyosine non musculaire [9].
Le proto-oncogene (rkA code pour
une protéine transmembranaire de
790 acides aminés qui posséde les
caractéristiques de récepteurs tyrosi-
ne kinases [10]. Le domaine extra-
cellulaire ne présente aucune analo-
gie avec celui des autres récepteurs
de facteur de croissance. En fait, le
produit du proto-oncogéne (rkA pos-
sede une succession de motifs dans le
domaine extracellulaire qui incluent
une région riche en résidus leucine
(LR) entourées de résidus cystéine
(Cys), suivie de deux domaines pré-
sentant une analogie de structure
avec celle des immunoglobulines
(Ig) et qui pourraient étre respon-
sables de l'interaction avec le ligand
(fagure 2). La région riche en résidus
leucine constitue une caractéristique
de la super-famille des protéines

LRM (leucine-rich motifs) qui com-
prend des protéines de fonctions
diverses telles que les protéines
d’adhérence cellulaire et des compo-
sants de la matrice extracellulaire
(11, 12]. Des études réalisées par
hybridation in situ ont montré que
I'expression du proto-oncogeéne (rkA
est trés restreinte puisque les trans-
crits n’ont pu étre détectés que dans
les ganglions de la racine dorsale et
certains ganglions craniaux senso-
riels dérivés de la créte neurale (gan-
glions des nerfs trijumeaux, supé-
rieurs et jugulaires) [13].

Outre le geéne trkA, trois loci désignés
trkB, trkC et trkE ont été identifiés
chez les mammiféres. Un cinquiéme
membre de la famille a, quant a luij,
été identifié chez la drosophile et
appelé Durk. L'identification de Derk
suggére que la famille des récepteurs
Trk a évolué a partir d’un géne
ancestral commun ayant existé avant
la séparation phylogénique entre les
arthropodes et les chordés, il y a envi-
ron 800 millions d’années.

Les loci trkB et trkC ont été identifiés
par criblage de banques d’ADNc de

cerveau avec une sonde COITESpon- c———
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Figure 2. Les membres de la famille des récepteurs tyrosine kinases Trk. Le
domaine extracellulaire des récepteurs TrkA, TrkB et TrkC posséde une suc-
cession de motifs qui incluent une région riche en résidus leucine (LR) en-
tourés de résidus cystéine (Cys), suivie de deux domaines présentant une
homologie de structure avec celle des immunoglobulines (Ig). Le récepteur
DTrk présente six motifs homologues a la structure des immunoglobulines
dont deux sont de type V. Le domaine extracellulaire de TrkE ne possséde
aucune homologie significative avec aucune autre protéine connue. Les loci
trkB et trkC codent pour plusieurs isoformes. Les rectangles rouges repreé-
sentent les domaines catalytiques tyrosine kinases (Kin) dont certains com-
portent des insertions (Kl, rectangles hachurés). Les régions carboxy-termi-
nales des isoformes non catalytiques codées par les loci trkB et trkC sont

représentées par les rectangles pointillés.

dant au domaine tyrosine kinase du
proto-oncogéne trkA [14, 15]. Le
locus trkB présente un profil trans-
criptionnel complexe (au moins six
transcrits différents) et code pour au
moins deux classes de récepteurs
engendrés par épissage alternatif
[16] (figure 2). Un des produits du
gene, gpl45 ™8, est une protéine for-
tement glycosylée de 145kDa et pos-
sede une activité tyrosine kinase.
Toutefois, trkB code également pour
une deuxiéme glycoprotéine dépour-
vue de domaine catalytique tyrosine
kinase (gp95"™"). trkB est exprimé
dans le systéme nerveux central et le
systéme nerveux périphérique au
cours du développement embryon-
naire de la souris [14, 17]. Chez la
souris adulte, kB est préférentielle-
ment exprimé dans le cerveau ; toute-
fois, des transcrits ¢rkB ont également
été détectés dans le poumon, le
muscle et les ovaires. Dans le cerveau
de souris adultes, des études réalisées

par hybridation in situ utilisant des
sondes spécifiques pour les transcrits
codant pour le récepteur catalytique
(gpl145"™®) ou le récepteur non cata-
lytique (gp95"**) ont montré un pro-
fil d’expression trés particulier. Alors
que les transcrits codant pour
gp145™® sont présents dans le cortex
cérébral et les cellules pyramidales
de I’hippocampe, les ARN messagers
codant pour le récepteur non cataly-
tique gp95"® sont détectés dans le
plexus choroide et au niveau des cel-
lules épendymaires des ventricules
[16]. L’analyse du locus trkC a révélé
un degré de complexité encore plus
élevé que celui du locus trkB. En effet,
ce géne code pour de multiples pro-
téines isoformes, engendrées par
épissage alternatif, dont le profil
d’expression ainsi que les propriétés
biochimiques et biologiques seront
discutés ultérieurement.

DTrk, 'homologue des récepteurs
Trk identifié chez la drosophile, pos-

m/s n°8, vol. 11, aoit 95



Figure 3. Interactions entre les neurotrophines et leurs récepteurs dans le
systéme nerveux chez les mammiféres. Les neurotrophines, sous forme de
complexe homodimérique, activent leurs récepteurs respectifs de la famille
Trk par induction de la dimérisation de ces récepteurs. Alors que TrkA est ac-
tivé spécifiquement par le NGF, et TrkC par NT-3, TrkB peut étre activé par
BDNF et NT-4/5, et méme par NT-3 dans certains cas. Toutes les neurotro-
phines se lient a la p75'™N¢fR, Toutefois, la signification et la possibilité d’une
association p75-NGf%/Trk sont trés controversées.

sede dans sa région extracellulaire
six domaines présentant une analo-
gie de structure avec celle des immu-
noglobulines. Le domaine intracellu-
laire tyrosine kinase contient une
insertion de 60 acides aminés qui
créent un second site possible de
fixation de I'ATP (figure 2). Des
études récentes ont montré que la
protéine DTrk est exprimée de
maniére dynamique dans le systéme
nerveux de la drosophile au cours de
I’embryogenése. En outre, elle est
impliquée dans les mécanismes
d’adhérence cellulaire in wvitro, pro-
cessus qui conduit a la stimulation de
son activité tyrosine kinase [18].

Enfin, le cinquieme membre de la
famille, trkE, a été récemment identi-
fié dans des kératinocytes humains
[19]. Toutefois, bien que la protéine
TrkE appartienne a la famille des
récepteurs Trk, son domaine extra-
cellulaire ne posséde pas d’analogie
significative avec d’autres protéines
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connues. En fait, 'appartenance a la
famille Trk est fondée sur le pour-
centage d’analogie de séquence et la
présence de caractéristiques des
récepteurs Trk localisées dans le
domaine intracellulaire [19, 20]. Il
est a noter que (kE est le premier
membre de cette famille de geénes
exprimé abondamment en dehors du
systéme nerveux [19, 20].

Interactions .
entre les neurotrophines
et leurs récepteurs

L’expansion de la famille des neuro-
trophines et la caractérisation des
récepteurs Trk a entrainé des désac-
cords concernant les possibilités
d’interactions entre les neurotro-
phines et leurs récepteurs. Aussi, des
expériences d’expression ectopique
des récepteurs dans les fibroblastes
ont été utiles pour établir les rela-
tions neurotrophines-récepteurs. De

telles expériences ont montré que le
NGF active le récepteur TrkA, que
BDNF et NT-4/5 se lient et activent
TrkB et enfin que TrkC est un récep-
teur a forte affinité pour NT-3
(figure3) [15, 21, 22]. Toutefois, la
neurotrophine-3 semble également
capable d’activer le récepteur TrkB,
mais elle s’avére moins efficace que
BDNF [21, 23]. De plus, les réponses
engendrées semblent varier en fonc-
tion du type cellulaire dans lequel
TrkB est exprimé. En effet, NT-3
engendre une réponse plus efficace
dans des cellules fibroblastiques
NIH3T3 que dans les cellules PC12
(dérivées de la créte neurale,
capables de se différencier et ainsi de
former des neurites) qui présentent
le récepteur TrkB. Ces différences,
inexpliquées a I’heure actuelle, pour-
raient impliquer des molécules acces-
soires (telles que la p75'"N°f®) dont
I’expression est restreinte aux cel-
lules de type neuro-ectodermique.
Enfin, une question importante
concerne le role de la p75"™N¢fR qui se
lie avec des affinités comparables a
tous les membres de la famille des
neurotrophines. Cette molécule est-
elle nécessaire pour convertir les
récepteurs Trk en récepteurs de trés
forte affinité? Cette question est de la
plus grande importance parce qu'une
telle conversion déterminerait la
concentration a laquelle les neurotro-
phines exerceraient leur action.

La transmission du signal
déclenché
par les récepteurs Trk

La plupart des études sur la caractéri-
sation des voies de signalisation a par-
tir des récepteurs Trk ont été réalisées
avec les fibroblastes NIH3T3 ou les
cellules PC12. La caractérisation de
ces voies dans des cellules primaires
de neurones est bien moins avancée.

Comme mentionné précédemment,
pour d’autres récepteurs tyrosine
kinases, la dimérisation des récep-
teurs Trk et la trans-phosphorylation
sur résidus tyrosine sont des événe-
ments nécessaires pour assurer la
réponse aux neurotrophines. Les
résidus tyrosine phosphorylés servent
alors de site d’ancrage a des pro-
téines contenant des domaines SH2
(src-homology 2). Deux classes de molé-
cules participent a cette cascade

d’événements transductionnels: les o——
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enzymes et les adaptateurs. Les
enzymes sont phosphorylées sur rési-
dus tyrosine par le récepteur tyrosine
kinase, ce qui conduit a leur activa-
tion. Les adaptateurs, quant a eux,
ne sont pas toujours phosphorylés.
Leur réle est de faciliter I'interaction
entre différentes molécules de signa-
lisation en les rapprochant au niveau
de la membrane plasmique.

La transmission du signal déclenché
par l’activation du domaine cataly-
tique tyrosine kinase a surtout été
étudiée pour le récepteur TrkA et le
NGF [24]. A I’heure actuelle, les sites
de liaison pour trois protéines cyto-
plasmiques ont été identifiés sur le
récepteur TrkA. La protéine Shc se
lie au résidu tyrosine juxtamembra-
naire Y490, la sous-unité régulatrice
p85 de la phosphatidyl inositol-3’
kinase (PI-3K) se lie au résidu tyrosi-
ne Y751 et la phospholipase Cy
(PLCy) s’associe au résidu tyrosine
Y785 situé dans la région carboxy-ter-
minale de TrkA [24].

Parmi les adaptateurs, certaines molé-
cules contiennent a la fois un domai-
ne SH2 qui se lie au résidu tyrosine
phosphorylé d’une protéine et deux
domaines SH3 qui s'associent a une
région riche en résidus proline d’'une
autre protéine. Ainsi, Grb-2 forme un
complexe avec la protéine Sos par ses
domaines SH3. Lors de l'activation
du récepteur TrkA, le complexe cyto-
plasmique Grb-2/Sos est recruté a la
membrane cellulaire et se lie, par
I'intermédiaire du domaine SH2 de
Grb-2, 4 la protéine Shc qui se trouve
elle-méme associée a TrkA [24, 25].
La protéine Sos est un facteur
d’échange, activateur de Ras. En fait,
plusieurs expériences ont montré que
p21™ joue un role central dans la
transmission des signaux engendrés
par TrkA en réponse au NGF (m/s
n°4, vol. 8, p. 388) [24].

Une fois la protéine Ras activée, cel-
le-ci se lie aux sérine/thréonine
kinases de la famille Raf, a savoir Raf-
1 et B-Raf, provoquant ainsi leur
translocation a la membrane plas-
mique. Les protéines Raf, alors acti-
vées, phosphorylent et activent la
Mek (MAP kinase kinase) qui, a son
tour, phosphoryle la MAP kinase.
Cette cascade des MAP kinases
entraine alors une activation des fac-
teurs de transcription [24, 26, 27].
Toutefois, la cascade d’événements
est probablement plus complexe.

En effet, la possibilité d’'une associa-
tion directe entre la MAP kinase-1
(ERK1) et TrkA suggere I'existence
d’'une voie qui court-circuiterait la
voie Ras-Raf-Mek [28]. De plus,
I'interaction entre les récepteurs de la
famille Trk et leur(s) ligand(s) respec-
tif(s) induit, dans les cellules fibro-
blastiques NIH3T3, I'activation de
signaux mitogenes qui entrainent la
transformation de ces cellules. Toute-
fois, dans les cellules PC12, ces inter-
actions se traduisent par une différen-
ciation des cellules. Ces différences
pourraient s’expliquer par I’existence
d’une voie de transmission de signaux
spécifiques de la différenciation des
cellules mettant en jeu des protéines
telles que la SNT (suc-associated neuro-
trophic factor-induced tyrosine-phosphory
lated target). Cette protéine s’associe a
la pl3, molécule faisant partie du
complexe régulateur du cycle cellulai-
re cdc2/cdk2 [29]. SNT est rapide-
ment phosphorylée sur résidus tyrosi-
ne aprés traitement des cellules PC12
par le NGF et traitement de cultures
primaires de neurones corticaux par
BDNF et NT-3. Toutefois, aucune
phosphorylation n’est observée
lorsque les cellules PC12 sont traitées
par un facteur mitogéne tel que 'EGF
[29]. Des expériences réalisées avec
des mutants TrkA qui empéchent la
signalisation par Ras mais n’altérent
pas la phosphorylation de la protéine
SNT indiquent que SNT fonctionne
indépendamment de Ras [30]. Enfin,
des expériences récentes ont montré
qu’une activation maintenue de la
cascade des MAP kinases pourrait étre
nécessaire pour la différenciation des
cellules PC12. En effet, le traitement
de ces cellules avec I'EGF entraine
une activation transitoire de la MEK
et une induction de la prolifération
alors qu’un traitement par le NGF
induit la différenciation et, dans ce
cas, on observe une activation soute-
nue de l'activité de la MEK [31].

Les multiples isoformes
du récepteur TrkC:
propriétés biologiques
et biochimiques

Le locus trkC a été identifié chez les
mammiféres par criblage d’une
banque de cerveau avec une sonde
codant pour le domaine tyrosine
kinase du proto-oncogene trkA [15].
Le produit du gene T7kC, une glyco-
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Tableau |

PROPRIETES BIOLOGIQUES DES ISOFORMES CATALYTIQUES

DU RECEPTEUR TrkC

Cellules
NIH3T3

Cellules PC12

Liaison de
NT-3

Activation
par NT-3

Synthése Survie

d’ADN

Transformation Différenciation

TrkC
TrkC (Kl,,)
TrkC (Kl,s)
TrkC (Klyo)

+ 4+ + +

+ +
+ =

+ 4+ + 4

+
ND -

Les diverses isoformes catalytiques du récepteur TrkC sont indiquées : récepteur dépourvu d’insertion (TrkC), récepteurs contenant une insertion de
14 [TrkC(Kl,,)), 25 [TrkC(Kl,s)] ou 39 [TrkC(Kls)] acides aminés dans le domaine kinase. ND: non déterminé.

protéine de 145kDa, est un récep-
teur fonctionnel de forte affinité
pour la neurotrophine-3 [15].

Une analyse par Northern blot révele
I’existence de plusieurs transcrits
exprimés préférentiellement dans le
cerveau [15, 32, 33]. tkC est large-
ment exprimé dans le systéme ner-
veux en cours de développement et
chez I’adulte, bien que le profil
d’expression inclut également des
cellules non neuronales. Grace a la
technique d’hybridation in situ, les
transcrits rkC peuvent étre détectés a
un stade précoce du développement
embryonnaire de la souris, notam-
ment au niveau du télencéphale et
de la moelle épiniére [32, 34]. Au
cours du développement embryon-
naire, les transcrits sont observés
dans diverses régions du syst¢eme ner-
veux central et périphérique dans les-
quelles I’expression de (rkC semble
étre corrélée de facon temporelle et
spatiale a la croissance des axones
vers leurs cibles [34]. De surcroit, les
transcrits ont également été détectés
dans le systéme neurovégétatif [32-
35] et plus particulicrement dans la
couche musculaire externe de la
paroi intestinale [34]. En fait, les
études réalisées a ce jour ont montré
que I'expression de (rkC est corrélée
a la distribution des transcrits codant
pour NT-3. Cette apparente co-locali-
sation suggere que NT-3 exerce ses
effets trophiques de maniéere paracri-
ne et/ou autocrine; ces effets étant
responsables, au moins en partie, de
la prolifération et de la différencia-
tion des précurseurs neuronaux ainsi
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que de la croissance des neurones
nouvellement formés.

Aprés la caractérisation initiale de
TrkC, des isoformes possédant des
insertions de taille variable dans leur
domaine catalytique tyrosine kinase
ont été décrites [36-38]. Ces inser-
tions de 14, 25 et 39 acides aminés se
situent en aval du site présumé
d’autophosphorylation des récep-
teurs Trk. De telles insertions n’ont
pas été trouvées dans la région cor-
respondante d’autres récepteurs tyro-
sine kinases. Comme le récepteur
TrkC dépourvu d’insertion, ces iso-
formes sont abondamment expri-
mées dans le systéme nerveux [36-
38]. En fait, a I’heure actuelle,
aucune différence dans le profil
d’expression de ces diverses iso-
formes n'a été mentionnée dans la
littérature. Les isoformes de TrkC
contenant ces différentes insertions
conservent leur capacité d’autophos-
phorylation en réponse a NT-3 et
induisent la syntheése d’ADN dans les
cellules NIH3T3 quiescentes. Toute-
fois, contrairement au récepteur
dépourvu d’insertion, ces isoformes
ne peuvent pas assurer la proliféra-
tion des cellules NIH3T3 ou la diffé-
renciation neuronale des cellules
PCI12 en présence de NT-3 [36-38].
L’analyse comparative des propriétés
biochimiques des isoformes cataly-
tiques a montré que seul le récepteur
TrkC dépourvu d’insertion est
capable de phosphoryler la PLCy et
la PI-3 kinase [36] (Tableau I). Ces
observations suggerent que les divers
effets trophiques de NT-3 dans le sys-
téme nerveux des mammiféres sont

assurés par les multiples isoformes
catalytiques du récepteur TrkC, vrai-
semblablement en distinguant entre
différents substrats disponibles dans
la cellule. Toutefois, le réle physiolo-
gique de ces isoformes n’est pas
connu.

Une complexité plus grande des
récepteurs tyrosine kinases de la
famille Trk, en particulier les récep-
teurs TrkB et TrkC, provient de
I'existence d’isoformes dépourvues
de domaine catalytique tyrosine kina-
se. Ces isoformes possédent des
domaines extracellulaire et trans-
membranaire identiques a ceux des
isoformes catalytiques. Toutefois, ces
récepteurs ont des domaines cyto-
plasmiques de taille variable qui pos-
sedent des séquences différentes
dans leur région carboxy-terminale
[37-39]). Le locus trkB code pour au
moins un récepteur non catalytique,
gp95”*®, qui posséde une trés courte
région cytoplasmique de 23 acides
aminés dont les 11 situés dans la
région carboxy-terminale différent
totalement des séquences présentes
dans le récepteur TrkB catalytique
(16]. Le locus trkC est encore plus
complexe puisqu’il code pour au
moins cinq récepteurs non cataly-
tiques. Un des récepteurs possede
une courte région cytoplasmique de
49 acides aminés. La divergence de
séquence avec gpl45™© a lieu a la
méme position que celle décrite
pour gp95™® (F. Lamballe, observa-
tion non publiée). Quatre autres iso-
formes non catalytiques ont été
décrites dans la littérature. Leurs

domaines cytoplasmiques ont des m——
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Figure 4. Roles hypothétiques des isoformes non catalytiques des récep-
teurs des neurotrophines. Les récepteurs non catalytiques (NC) pourraient:
(A) établir des gradients de neurotrophines (NT) et/ou présenter les neuro-
trophines a leurs récepteurs fonctionnels, récepteurs catalytiques tyrosine ki-
nases (TK), situés sur d’autres cellules; (B) jouer un réle de dominants néga-
tifs en empéchant I'activation d’un récepteur catalytique par un ligand non
préférentiel pour lequel le récepteur non catalytique a une affinité plus forte
que le récepteur catalytique; (C) jouer un réle d’épurateur du ligand qui se
trouve en exces; (D) se lier et activer des protéines cytoplasmiques (X) et

ainsi participer a la transmission de certains signaux.

tailles variant entre 109 et 159 acides
aminés; le point de divergence de
séquence se situe 75 acides aminés
en aval de larégion transmembranai-
re [37-39]. Ces formes non cataly-
tiques sont largement distribuées
dans le systéme nerveux. Alors que
les formes catalytiques des récepteurs
Trk sont présentes uniquement dans
les neurones, les isoformes non cata-
lytiques de TrkB et TrkC le sont dans

les neurones et dans les cellules
gliales. Ces observations suggeérent
plusieurs réles pour ces récepteurs
non catalytiques (figure 4). En effet,
ces récepteurs pourraient établir des
gradients de neurotrophines, locali-
ser la neurotrophine a la surface des
cellules et présenter ce facteur aux
cellules exprimant les récepteurs
catalytiques. On peut également envi-
sager que les récepteurs non cataly-
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certaines cellules, neutralisent, aprés
internalisation, le ligand lorsque
I’action de ce dernier n’est plus
nécessaire, par exemple aprés matu-
ration des neurones [40]. Ce récep-
teur éliminerait alors le ligand qui se
trouve en exces [16]. Troisiéme
hypothése : les isoformes non cata-
lytiques pourraient agir comme
dominants négatifs en empéchant
I'activation d’un Trk catalytique (par
exemple TrkB) par un ligand non
préférentiel (comme NT-3) pour
lequel le Trk non catalytique (par
exemple TrkC) aurait une affinité
plus forte que le récepteur Trk cata-
lytique. En effet, le maintien d’un
systeme sélectif d’épuration empé-
cherait I'accumulation de neurotro-
phines et, de ce fait, empécherait
I'interaction de ce facteur avec des
récepteurs hétérologues. Enfin, il est
également envisageable que ces
récepteurs non catalytiques soient
impliqués dans des voies de signalisa-
tion inconnues.

La multiplicité des isoformes cataly-
tiques et non catalytiques est une
caractéristique des récepteurs de la
famille Trk. Toutefois, le rdle phy-
siologique de ces différentes iso-
formes reste a élucider. Cela nous
permettrait d’obtenir des infor-
mations importantes sur le mécanis-
me d’action des neurotrophines in
vivo.
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des neurotrophines
et de leurs récepteurs

L’administration d’anticorps anti-
NGF a des souris en cours de déve-
loppement a permis d’établir le réle
du NGF dans le développement et la
cette étude ayant ses llmues d’autres
approches, telles que la mutagenése
par recombinaison homologue de
genes dans les cellules souches
embryonnaires, ont été adoptées
pour étudier les fonctions des neuro-
trophines et de leurs récepteurs.

Les souris homozygotes déficientes
en récepteur TrkA, TrkB ou TrkC,
dénommeées TrkA (-/-), TrkB (-/-) ou
TrkC (-/-), ont été obtenues par délé-
tion des séquences codant pour le
domaine catalytique tyrosine kinase
(figure 5).

La plupart des souris TrkA (-/-) meu-
rent dans les trente jours qui suivent
la naissance, bien que certaines attei-
gnent I’age adulte. Ces souris ne sont
sensibles ni aux variations de tempé-
rature, ni a la douleur, et souffrent
d’une perte sélective des neurones
de petit diamétre du ganglion trigé-
miné et des ganglions spinaux. Les
neurones sympathiques paraverté-
braux sont pratiquement absents a
partir du dixiéme jour de développe-
ment embryonnaire [41]. En fait, ce
phénotype est trés comparable a

Figure 5. Représentation schéma-
tique des mutations nulles effec-
tuées dans les genes codant pour les
isoformes catalytiques des récep-
teurs des neurotrophines. Les muta-
tions symbolisées par les traits croi-
sés sur le domaine Kin ont été
effectuées dans les séquences co-
dant pour les récepteurs cataly-
tiques, laissant les isoformes non ca-
talytiques des récepteurs TrkB et
TrkC non altérées.

celui des souris exposées a des anti-
corps anti-NGF in utero, et en parfait
accord avec la spécificité neuronale
observée in vitro [42]. En outre, les
souris porteuses de mutations nulles
du geéne codant pour le NGF, dési-
gnées souris NGF (-/-) présentent
également un phénotype trés sem-
blable [41]. Ces observations mon-
trent que les actions trophiques du
NGF sont assurées par le récepteur
TrkA in vivo et que cette voie de
signalisation joue un role primordial
dans le développement du systéme
nerveux central et périphérique.

Les souris TrkB (-/-) sont déficientes
en récepteur catalytique mais la
mutation effectuée n’affecte pas I'iso-
forme non catalytique du récepteur
[41] (figure 5). Les souris homozy-
gotes pour la mutation ne tétent pas
et la plupart d’entre elles meurent
dans les vingt-quatre heures qui sui-
vent la naissance. L’autopsie de ces
souris révele une forte diminution du
nombre de neurones sensoriels et
moteurs a la fois dans le systéme ner-
veux central et le systéme nerveux
périphérique.

TrkB est le récepteur fonctionnel de
BDNF et de NT-4/5. Or, ces deux
neurotrophines assurent la survie des
motoneurones et de certains types de
neurones sensoriels in vitro [43]. La
comparaison des phénotypes des sou-
ris TrkB (-/-) et BDNF(-/-) [41] don-

ne une indication sur I'importance so—
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relative de I'action de BDNF et NT-4
sur les différents types de neurones
in vivo. Les souris BDNF (-/-) et TrkB
(-/-) souffrent d’une diminution dra-
matique du nombre des neurones
dans les ganglions sensoriels. Toute-
fois, la différence la plus frappante est
que la déficience en récepteurs TrkB
induit une diminution importante du
nombre de motoneurones alors que
les souris BDNF (-/-) sont normales a
cet égard [41]. Ces observations
suggerent que, in vivo, BDNF est
important pour la survie de certains
neurones sensoriels mais pas des
motoneurones. Cela laisse alors sup-
poser que la survie des motoneurones
in vivo est assurée par NT-4. Toutefois,
aucune analyse du phénotype des sou-
ris déficientes en NT-4 n'a été publiée
a I'heure actuelle. De plus, I'étude des
phénotypes de souris déficientes a la
fois en BDNF et NT-4 devrait révéler si
TrkB a in vivo des fonctions supplé-
mentaires aux actions combinées des
deux ligands identifiés.

Enfin, les souris TrkC (-/-), ont été
produites par délétion de séquences
codant pour le domaine tyrosine
kinase, laissant les isoformes non cata-
lytiques non affectées [41] (figure 5).
La plupart de ces animaux meurent
dans les trois semaines qui suivent la
naissance et présentent un comporte-
ment moteur anormal qui suggére un
déficit dans I'information propriocep-
tive (information sensorielle sur la
position des membres dans I'espace).
Une analyse détaillée de ces souris
montre qu’elles souffrent principale-
ment d’'un déficit en neurones affé-
rents de type Ia, neurones qui inner-
vent les muscles. Ces résultats sont en
accord avec la démonstration que
NT-3 assure la survie des neurones
proprioceptifs in vitro [44] et avec le
phénotype des souris porteuses d'une
mutation nulle pour le géne codant
pour NT-3 [41].

Dans toutes les expériences décrites
ci-dessus, les séquences codant pour
les isoformes non catalytiques des
récepteurs TrkB et TrkC n’ont pas
été altérées. Quel est le role de ces
isoformes non catalytiques? Des sou-
ris porteuses de mutation dans les
séquences extracellulaires des récep-
teurs TrkB et TrkC devraient appor-
ter des informations.

Enfin, les résultats des croisements
entre différentes souris mutantes

mmmsmmms pourront apporter quantité de
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détails anatomiques. En outre, I’étu-
de in vitro de neurones déficients en
récepteurs de la famille Trk devrait
améliorer notre compréhension de
la biologie cellulaire des récepteurs
des neurotrophines.

Perspectives
thérapeutiques

Au cours des cinq derniéres années,
d’importants progres ont été réalisés
dans la compréhension de la biologie
et le potentiel thérapeutique des
neurotrophines et leurs récepteurs:
BDNF, NT-3 et NT-4/5 ont été
séquencés, la structure tridimension-
nelle du NGF a été résolue [3] et les
produits des proto-oncogenes de la
famille trk ont été identifiés comme
récepteurs responsables de la trans-
duction du signal des neurotro-
phines.

Des résultats expérimentaux suggé-
rant que les neurotrophines pour-
raient avoir un potentiel thérapeu-
tique dans le traitement de certains
types de maladies neurodégénéra-
tives, cancer et épilepsie, une demi-
douzaine, ou plus, de compagnies
pharmaceutiques planifient ou
conduisent a I'heure actuelle des
essais cliniques pour tester leur effet
dans le traitement de maladies telles
que la sclérose latérale amyotro-
phique ou les neuropathies périphé-
riques. Toutefois, ce type de thérapie
n’exclut pas I'utilisation possible
d’autres facteurs trophiques. Un
autre domaine important dans lequel
I'utilisation de ces protéines com-
mence a jouer un roéle est celui des
maladies neurodégénératives du cer-
veau. La maladie d’Alzheimer est la
plus répandue de ces maladies et le
candidat principal pour la thérapie
de cette maladie est le NGF (m/s n° 1,
vol. 8, p. 85). Enfin, grace aux avan-
cées techniques concernant I'étude
de la structure des génes, la trans-
plantation neuronale et le ciblage de
certains médicaments, certains obs-
tacles rencontrés aujourd’hui en thé-
rapie génique seront probablement
franchis dans un futur trés proche
(m/s n°3, vol. 11, p. 475) B
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Summary

The receptor tyrosine kinases of
the Trk family: the high affinity
neurotrophin receptors

The neurotrophins of the NGF fa-
mily are involved in regulating
neuronal differentiation, growth
and survival. Their action is media-
ted by the members of the Trk fa-
mily of receptors tyrosine kinases.
However, they also bind to another
receptor, p75™N¢R whose role re-
mains controversial. The Trk re-
ceptors, predominantly expressed
in the nervous system, are rather
unique in that they have multiple
isoforms (some non catalytic and
others with inserts in the catalytic
kinase domain) that might have
distinct physiological roles. Analy-
sis of mice carrying null mutations
for the neurotrophins and their re-
ceptors should provide valuable in-
formations for our understanding
of the function of these factors and
their possible use in the treatment
of various types of neurological di-
seases.
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