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> Nck, représenté par Nckl et Nck2, est un adap-
tateur & domaines homologues de Src (SH2 et
SH3), unique compte tenu de la diversité des
processus cellulaires morphogéniques et mitogé-
niques auxquels il participe et de ses modes aty-
piques de signalisation. Son role-clé au centre de
plusieurs voies de signalisation laisse présager
qu’une variation de ses niveaux d’expression
pourrait altérer ’homéostasie des cellules. &n
accord avec cette hypothese, une augmentation
de I'expression de Nckl et Nck2 a été observée
dans de nombreux types de cancer. Nous décri-
vons ici certains des complexes signalétiques
associés a Nck, en mettant ’accent sur les méca-
nismes moléculaires par lesquels cet adaptateur
unique peut contribuer au cancer. <

746

Uadaptation des cellules aux variations de I'envi-
ronnement tient a la transmission d’informations du
milieu extracellulaire vers le noyau. Cette opération
repose sur un réseau de communication qui integre
différentes voies de signalisation étroitement régulées.
Les adaptateurs protéiques, molécules dépourvues
d’activité enzymatique et composées uniquement de
domaines chargés de lier d’autres protéines, consti-
tuent d’importantes composantes de ces processus.
Certes, ces protéines unissent physiquement des effec-
teurs intracellulaires a leurs activateurs, mais, de plus,
elles échafaudent différents complexes moléculaires,
en influencent la localisation et la stabilité selon le
contexte cellulaire, contribuant ainsi a la diversité et a
la spécificité de la transmission du signal.

La famille des adaptateurs regroupe notamment des
protéines composées exclusivement de domaines homo-
logues de Src (protein tyrosine kinase homolog of the
Rous sarcoma virus) de type 2 (SH2) et de type 3 (SH3).
Sauf exception, les domaines SH2 lient des protéines
phosphorylées sur des résidus tyrosine (pY), tandis que
les domaines SH3 s’associent a des protéines contenant
une région riche en résidus proline. Parmi ces adapta-
teurs, la protéine Nck (non catalytic region of tyrosine
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kinase) est unique car non seulement elle posséde un domaine SH2,
mais, de plus, elle présente trois domaines SH3 fonctionnellement dif-
férents qui lui conferent un caractére polyvalent pour assembler une
grande diversité de complexes moléculaires. Cette synthese a pour but
de souligner le caractére unique de Nck en faisant état des complexes
moléculaires qu’il assemble et des modes particuliers de signalisation
qu’il utilise, et en insistant sur sa participation a la progression du
cancer.

Padaptateur Nck

Chez les mammiféres, Nck est représenté par Nckl (Ncko) et Nek?
(Nckp, Grb4) [1]. Nckl a été découvert lors du criblage d’une ban-
que d’expression d’ADNc de mélanome humain [2]. Nck2 a été mis
en évidence chez la souris a partir d’une banque d’expression d’ADNc
embryonnaire [3]. Ces deux protéines sont identiques a 69 % tant
chez I’lhomme que chez la souris. Leurs domaines SH partagent jusqu’a
85 % d’identité. On note que les régions entre ces domaines sont peu
conservées (Figure 1) [1, 4]. Des études génétiques chez la souris ont
révélé que les genes Nck sont essentiels au développement embryon-
naire et fonctionnellement redondants [5]. Cette redondance pourrait
s’expliquer parce que de nombreux partenaires d’interaction sont
communs aux deux Nck (Figure 1). Néanmoins, on leur attribue aussi
des fonctions uniques comme le suggerent leur interaction avec des
partenaires différents, leur expression simultanée dans certains types
cellulaires et leurs profils d’expression tissulaire distincts [1, 5].

Le mode classique de signalisation signal/pyY-SH2/SH3-effecteurs uti-
lisé en général par les adaptateurs contenant des domaines SH est le
mécanisme principal par lequel Nck propage I'information aux effec-
teurs intracellulaires suivant I’activation de récepteurs membranaires
de type tyrosine kinase (RTK : receptor tyrosine kinases) (Figure 2) [1].
Cependant, Nck transmet aussi le signal selon un mode de signalisation
inversé ol 'information percue par les domaines SH3 est transmise a
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Figure 1. Nck et ses partenaires d’interaction. Représentation schématique de la structure des adap-
tateurs Nckl et Nck2 et pourcentage d’identité entre les différentes régions de Nckl (NP_006144.1) et
Nck2 (NP_001004720.1) déterminés par LALIGN (www.ch.embnet.org). Protéines associées aux domai-
nes SH : spécifiques a Nckl (italique) ; spécifiques a Nck2 (soulignées) ; impliquées dans la régulation
de I'organisation du cytosquelette d’actine (rouge) et *non publiées [L. Larose]. Adapté de [30] et
complété selon les informations disponibles dans la base de données EntrezGene [http://ncbi.nlm.nih.

gov/genel.

nes et régule la transmission du
signal. Nck étant la cible de plu-
sieurs protéines kinases, sa phos-
phorylation pourrait également
influencer son interaction avec
certains partenaires. D’autre part,
Nck présente des régions riches en
résidus proline pouvant servir de
site de liaison pour des protéines
régulatrices contenant un domaine
SH3. Notamment, Nck2 présente
entre ses 1* et 2° domaines SH3 une
séquence d’acides aminés ([K/R]
X[K/RIRXXS) capable d’interagir
avec son 2¢ domaine SH3, lui impo-
sant ainsi une conformation inhi-
bitrice qui masque ce domaine de
liaison [13]. Une telle interaction
intramoléculaire suggere I’exis-
tence d’un mécanisme de sélection
autorisant la liaison du 2 domaine
SH3 uniquement par des effecteurs
de haute affinité.

Les multiples fonctions de Nck

La polymérisation de I’actine

La majorité des processus biolo-
giques associés a Nck engagent la
régulation du cytosquelette d’ac-
tine. Que ce soit au niveau des
podocytes des cellules épithéliales
rénales, de la synapse immune for-
mée par les lymphocytes T, de la
migration des axones neuronaux,
de I'entrée de pathogenes dans la
cellule ou de la régulation de la
motilité cellulaire, Nck sert de pont
entre des récepteurs membranaires

un effecteur qui se lie au domaine SH2 (Figure 2) [6, 7]. €n plus, Nck et les protéines qui régissent la polymérisation de I’ac-

interagit par son domaine SH2 ou ses domaines SH3 avec des protéines tine. Dans cette perspective, Nck favorise la polyméri-

transmembranaires a la surface du réticulum endoplasmique (RE) pour  sation de I’actine en participant directement & I’écha-
moduler la signalisation a partir du RE (Figure 2) [8-10]. Finalement, faudage de complexes moléculaires contenant WASP

en utilisant ses domaines SH3, Nck se lie & des protéines dans le noyau  (Wiskott-Aldrich syndrome proteins) ou WAVEL (WASP

[11, 12], suggérant que cet adaptateur pourrait participer aussi a des  family verprolin-homologous protein) qui facilitent
processus de signalisation dans ce compartiment cellulaire (Figure 2).  'activation du complexe protéique Arp2/3 (actin-rela-

La distribution subcellulaire de Nck concorde avec son rdle d’adap-  ted protein) déterminant I’amorce et I’élongation des

tateur dans différents compartiments cellulaires. Nck est présent de  embranchements du cytosquelette d’actine [14]. Nck

fagon diffuse dans le cytoplasme et le noyau. €n revanche, il s’accu-  participe aussi indirectement a I’activation de ces com-

mule dans certaines régions de la membrane plasmique et au niveau plexes en orchestrant I"activation des petites protéines
du RE. Cette distribution est régie par son interaction constitutive GTPasiques de la famille de Rho (Cdc42, Racl et RhoA).

(par ses SH3) ou dynamique (par son SH2) avec d’autres protéi- Pour ce faire, il recrute des protéines activatrices de ces
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Nétrine-1

intégrines [16]. Ensuite, Nck2, par
I'intermédiaire de son association
a PINCH (particularly interesting
cys-his-rich protein) dans le com-

Po phosphorylée
tyrosine

Réticulum
endoplasmique

Figure 2. Modes de signalisation par Nck. Suivant le mode de signalisation traditionnel des adaptateurs
a domaines SH2 et SH3 (signal/py-SH2/SH3-effecteurs), Nck participe & la transmission du signal par
des récepteurs membranaires a activité tyrosine kinase ou des protéines cytosoliques phosphorylées
sur tyrosine (1). Nck adopte un mode de transmission du signal inversé (signal-SH3/SH2-pY/effec-
teurs) pour transmettre le signal & partir de certains récepteurs membranaires auxquels il est lié par
ses domaines SH3 (2). Nck lie aussi des protéines transmembranaires du réticulum endoplasmique
par son domaine SH2 ou ses domaines SH3 (3). Nck est transféré au noyau lorsqu’il s’associe par ses

domaines SH3 & des protéines localisées au noyau (4) (© Mélissa Labelle-Coté, 2010).

GTPases (GEF : guanine nucleotide exchange factor) comme PIX (PAK-
interacting exchange factor) et DOCK1 (dedicator of cytokinesis 1),
tout en associant simultanément des effecteurs de ces dernieres tel
PAK (p2I-activated protein kinase). €n rapprochant physiquement
tous ces acteurs, Nck contribue a la signalisation intracellulaire diri-
gée vers la réorganisation du cytosquelette d’actine.

Ladhésion, la migration et ’invasion cellulaires

Les intégrines régulent I"organisation du cytosquelette d’actine dans
les complexes d’adhérence responsables de I'interaction des cellules
avec la matrice extracellulaire. Le complexe protéique intégrines-
taline-paxilline-FAK (focal adhesion kinase)-Src constitue la base
de la signalisation des intégrines dirigée vers le cytosquelette d’ac-
tine [15, 31]. Nck participe a ce complexe signalétique en associant
directement FAK (Figure 3) [15]. Cependant, plusieurs observations
conferent un rdle spécifique a Nck2 dans la signalisation des intégri-
nes. D’abord, contrairement a Nckl, Nck2 lie la GEF DOCKL qui permet
’activation de Racl nécessaire a la réorganisation de I’actine par les
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Membrane plasmique

plexe moléculaire PINCH-ILK (inte-
grin-like kinase), participe a la
signalisation des intégrines régis-
sant I"étalement, la migration et
la survie cellulaires. La liaison a
PINCH, tout comme celle a DOCKI,
sans faire appel a une région riche
en résidus proline, dépend tout
de méme du 3° domaine SH3 de
Nck2 [17]
une fois le caractere atypique de
cet adaptateur. €n étant recruté

: ceci démontre encore

au domaine cytosolique des inté-
grines par le complexe molécu-
laire ILK-PINCH ou la kinase FAK
et en s’associant simultanément
aux récepteurs a activité tyrosine
kinase, Nck assure la convergence
de la signalisation amorcée par ces
deux types de récepteurs vers une
réponse cellulaire harmonieuse.
Nck participe aussi a I"adhésion
entre les cellules au niveau des
jonctions adhérentes. Il contribue
indirectement a la formation et a la
stabilité de ces contacts intercellu-
laires érigés essentiellement par les
€-cadhérines en liant la cortactine
au sein du complexe moléculaire
cortactine-WIP (WASP—interacting
protein)-WASP-Arp2/3 responsable de la polyméri-
sation de I'actine dans ces structures (Figure 3) [18,
19]. Vimportance de Nck pour les jonctions adhérentes
a d’abord été illustrée dans le rein. &€n s’associant au
récepteur membranaire néphrine par son domaine SH2
et en recrutant par ses domaines SH3 la machinerie qui
régit la polymérisation de 'actine, Nck est au cceur de
la formation des jonctions adhérentes qui assurent le
maintien de I'intégrité de la fente de filtration entre les
pédicelles des podocytes indispensable a la fonction
rénale [20].

Nck joue un role important dans la migration cellulaire
comme 'a démontré un défaut de migration et d’orga-
nisation de I'actine dans les lamellipodes des fibroblas-
tes murins embryonnaires dépourvus de I'activité des
deux geénes Nck [5]. Par I’échafaudage des complexes
moléculaires DOCK1-Racl-WAVE-Arp2/3 (Figure 3) et
Cdc42-WASP-Arp2/3, Nck participe respectivement a la
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Figure 3. Nck et le cytosquelette d’actine. Représentation schématique de certains des complexes moléculaires associés a Nck et importants dans
la régulation du cytosquelette d’actine. 1. Jonctions adhérentes : aprés I’activation des €-cadhérines dans un contact intercellulaire, la protéine
kinase Src phosphoryle la cortactine qui lie les €-cadhérines et y enrdle la machinerie de polymérisation de I’actine. Nck se lie a la cortactine phos-
phorylée sur tyrosine et interagit aussi avec WIP et WASP. 2. Invadopodes : aprés I"adhésion des intégrines a la matrice extracellulaire, la kinase
Src phosphoryle Tks5 sur tyrosine. Nck se lie a Tks5 phosphorylée sur tyrosine et y enrdle la machinerie de polymérisation de I’actine, incluant
WASP, Arp2/3 et la cortactine. La présence de métalloprotéases (MMP) sécrétées ou liées a la membrane permet la dégradation de la matrice
extracellulaire et facilite "invasion. 3. Complexes d’adhérence : I’engagement des intégrines avec la matrice extracellulaire active et recrute la
protéine kinase FAK au complexe d’adhérence. Nck en se liant a FAK est recruté dans ce complexe. Les complexes moléculaires ILK-PINCH-Nck?2
et paxilline-PKL-PIX-PAK-Nck non représentés participent aussi a la signalisation des intégrines. 4. Lamellipodes : la polymérisation de I'actine
nécessaire a la formation des lamellipodes est régulée par la GTPase Racl. La GEF DOCKI et ’adaptateur ELMO contribuent a I’activation de Racl.
Nck2, en s’associant a FAK et a DOCKI, permet de diriger le complexe moléculaire DOCK1-ELMO a proximité de Racl au point d’ancrage des inté-
grines (© Mélissa Labelle-Coté, 2010).

formation des lamellipodes qui poussent le front de migration de la
cellule et a celle des filopodes qui explorent I"espace extracellulaire
[21]. D’autre part, une étude récente a révélé que Nckl se localise
spécifiquement dans les invadopodes, tandis que les podosomes
sont caractérisés par la présence de la protéine Grb2 (growth factor
receptor-bound protein 2), autre adaptateur @ domaines SH [22]. Les
podosomes et les invadopodes sont des structures de la membrane
plasmique riches en actine et formées a la face ventrale des cellules.
Par I'intermédiaire des intégrines, ces structures servent de domaines
d’adhésion, mais elles sont surtout caractérisées par la présence de
métalloprotéases dégradant la matrice extracellulaire. Contrairement
aux podosomes, la formation d’invadopodes est restreinte aux cellu-

m/s n® 8-9, vol. 27, aolit-septembre 2011

les cancéreuses auxquelles ils conferent un potentiel
invasif. Dans les invadopodes, Nck est lié a Tksb et a
la cortactine, ainsi son role d’adaptateur est essentiel
dans les complexes moléculaires intégrines-Src-Tksb et
cortactine-WIP-WASP-Arp2/3 pour stimuler la polymé-
risation de I'actine responsable de la formation et de
P’activité invasive des invadopodes (Figure 3) [23].

La traduction et la réponse au stress

Nck influence Iinitiation de la traduction par son
interaction directe avec la sous-unité B du facteur
d’initiation elF2 [24]. 1l favorise Iactivité d’elF2 en
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atténuant la phosphorylation de sa sous-unité o par certaines protéi-
nes kinases activées en réponse a différents stress cellulaires [25]. Par
exemple, Nck module la phosphorylation d’elF2 par PERK (PKR-related
endoplasmic reticulum kinase), protéine kinase de la membrane du RE
activée en réponse a un stress causé par "accumulation de protéines
mal conformées dans le RE, en recrutant dans un méme complexe elF2
et la phosphatase PP1c [9]. Nck module aussi la signalisation d’IRE10L
(inositol requiring enzyme 1), autre protéine de la membrane du RE
qui posséde une activité kinase et une activité endonucléase activées
dans les mémes conditions de stress [10, 32]. LUimportance de Nck
dans ce contexte s’est récemment accrue avec la découverte que les
souris dont le géne Nckl est inactivé sont protégées de la résistance
a I'insuline résultant de I'activation anormale de la signalisation par
IRE10 induite par I'obésité [26]. D’autre part, Nck joue aussi un rle
dans la réponse des cellules aux rayons UV, stress génomique qui pro-
voque le transfert de Nck au noyau apres son interaction avec SOCS7
(suppressor of cytokine signaling) [11]. Cette étude a démontré que
Nck est requis pour I'arrét du cycle cellulaire provoqué par les UV et
gu’une baisse importante des niveaux cytosoliques de Nck résultant de
sa redistribution au noyau pourrait indirectement causer la réorgani-
sation du cytosquelette d’actine observée en réponse aux UV.

Nck et le processus de transformation oncogénique

Uattribution a Nckl d’un potentiel oncogénique provient des obser-
vations selon lesquelles sa surexpression dans des fibroblastes murins
induit leur transformation, et la formation par ces derniers de tumeurs
lorsqu’ils sont injectés chez la souris [27]. D’autre part, la découverte
fortuite de Nckl a partir de mélanome humain [2] laissait présager un
taux élevé d’ARNm dans ce type de cancer. Cette hypothese, confirmée
par une analyse de micropuces d’ADN [28], est maintenant fortement
étayée par les résultats de plusieurs études (répertoriés dans la base de
données transcriptomiques Oncomine!) qui démontrent que I’expression
de Nckl ou Nck2 est significativement augmentée dans de nombreuses
lignées de cellules cancéreuses humaines. €n revanche, méme s’il appa-
raft maintenant que le caractére oncogénique des deux Nck fait appel
a leur capacité de potentialiser la transformation cellulaire induite par
des oncogénes forts [4], le mécanisme par lequel cet adaptateur colla-
bore au développement tumoral demeure encore inconnu.

Nck pourrait contribuer au développement initial de cancers en parti-
cipant a la signalisation activée par de nombreux récepteurs de fac-
teurs de croissance : récepteurs de I'€GF (epidermal growth factor), du
PDGF (platelet-derived growth factor) et de I’HGF (hepatocyte growth
factor), dont les activités dérégulées sont étroitement associées &
une perte de la maftrise de la prolifération cellulaire dans plusieurs
cancers. De plus, en modulant la signalisation de PERK et d’IRE1C,
Nck pourrait faciliter "adaptation et la survie des cellules tumorales
aux conditions de stress créées par les faibles teneurs en oxygéne et
en nutriments qui prévalent lors de la croissance de tumeurs. D’autre
part, son role d’adaptateur dans la signalisation du récepteur du VEGF

! https://www.oncomine.org.
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(vascular endothelial growth factor) pourrait aussi lui
conférer une grande importance dans les processus
angiogéniques contribuant a la progression tumorale.
La motilité des cellules cancéreuses se caracté-
rise essentiellement par deux types de mouvements
migratoires : amiboidiens, adoptés par des cellules
arrondies présentant de nombreuses déformations
globulaires de la membrane plasmique, et mésen-
chymateux, utilisés par des cellules allongées qui
présentent des lamellipodes et possédent une activité
protéolytique dégradant la matrice extracellulaire.
Le passage d’un mode de migration a I"autre permet
aux cellules de s’adapter a leur environnement et
les GTPases Rho exercent une influence déterminante
sur ce processus. &n effet, si RhoA est associée aux
mouvements amiboidiens et Racl au mode de type
mésenchymateux, Cdc4?2 participe pour sa part aux
deux modes selon les effecteurs qu’elle associe [29].
Nck est dynamiquement présent dans I'univers des
GTPases Rho. Entre autres, il lie des protéines de la
famille de Cas (Crk-associated substrates) en amont
de Racl et la protéine kinase PAK en aval de Racl,
ainsi que PAK et WASP en aval de Cdc42. Il est donc
plausible qu’une variation des niveaux de Nck dans
les cellules cancéreuses puisse influencer la sélection
du mode de migration adopté et contribuer ainsi a la
progression du cancer. D’autre part, Nck est recruté
par les protéines Tks5 et cortactine, il est ainsi acti-
vement concentré dans les invadopodes, structures
d’invasion exclusives aux cellules cancéreuses. Durant
le développement de la tumeur, I'important transfert
de Nck dans les invadopodes pourrait alors se faire au
détriment des complexes d’adhérence et des jonctions
adhérentes, facilitant ainsi le détachement des cellu-
les cancéreuses de la tumeur primaire.

€n résumé, Nck est une composante importante des
processus de transformation oncogénique par son rdle
dans I'orchestration de la prolifération cellulaire, de
la réponse des cellules aux conditions de stress et des
processus régissant la migration cellulaire. De plus,
durant la progression du cancer, il est possible que Nck,
intensément mobilisé dans certaines structures cellu-
laires, y assemble de nouveaux complexes moléculaires
favorisant la migration et I'invasion au détriment de
I"adhésion dépendante des contacts cellule-cellule ou
cellule-matrice extracellulaire (Figure 3).

Conclusion et perspectives
Nck, adaptateur a domaines homologues de Src, est

sollicité par des voies de signalisation qui régissent
une gamme importante de fonctions cellulaires. Nos
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Complexes d’adhérence : larges complexes protéiques dynamiques
constituant le site d’ancrage du cytosquelette d’actine a la matrice
extracellulaire ; parfois abrégés FA (focal adhesion).

Filopodes : longues et fines projections membranaires qui explorent
I’espace extracellulaire a la recherche d’informations ; composés de
fibres d’actine paralleles dont la polymérisation est principalement
induite par la GTPase Cdc42.

Invadopodes : projections membranaires apparentées aux podosomes,
mais propres aux cellules cancéreuses invasives ; souvent associés a une
intense activité protéolytique dégradant la matrice extracellulaire.
Jonctions adhérentes : lieu de contact entre deux cellules voisines ; sta-
bilisées par I'interaction des cadhérines a la surface des deux cellules
et par I’association du cytosquelette d’actine du coté intracellulaire.
Lamellipodes : larges structures membranaires qui dirigent le front de
migration de la cellule ; composés d’un réseau de filaments d’actine
entrecroisés dont |la polymérisation est induite par la GTPase Racl.
Podosomes : structures membranaires cylindriques composées de fila-
ments d’actine perpendiculaires au plan de la cellule servant de micro-
domaine d’adhérence au niveau de la portion ventrale de la cellule.

connaissances des protéines Nck montrent 'existence de nouveaux
modes de signalisation pour ce type d’adaptateurs et leur contribu-
tion aux processus de signalisation amorcés dans des compartiments
intracellulaires autres que la membrane plasmique. De nombreuses
études devront approfondir la contribution des protéines adaptatri-
ces comme Nck a la progression du cancer, ce qui aiderait aussi au
développement de nouveaux outils thérapeutiques ayant ces protéi-
nes comme cibles principales pour le traitement et la prévention du
cancer. Dans cette optique, I’accent devrait étre mis sur les méca-
nismes qui régissent la formation et les fonctions des invadopodes,
incluant le role de Nck dans ces structures. Le réle de Nck dans la
réponse du RE au stress mérite aussi une attention particuliére vu
Ilimportance grandissante de ce processus dans le développement
de différentes pathologies telles le cancer et le diabete de type 2.
Une étude plus systémique du réle des protéines Nckl et Nck2 dans
les processus biologiques, incluant les processus oncogéniques,
permettrait également de mieux définir les subtilités qui les distin-
guent. Finalement, nos connaissances des fonctions de 'adaptateur
Nck augmentent notre compréhension de I'univers de la signalisation
cellulaire, mais en révélent aussi toute la complexité. ¢

SUMMARY

A uNick protein

Nckis an adaptor protein composed of three N-terminal Src Homology
(SH) 3 domains followed by a unique C-terminal SH2 domain. Like
other SH2/SH3 domains-containing adaptor proteins, Nck mediates
signal transduction from activated cell surface receptors by directing
the flow of information to elicit properly orchestrated cell responses.
In this way, Nck appears to be unique in its contribution to a wide
variety of cellular processes. Moreover, in addition to the typical
signal/pY-SH2/SH3-effectors mode of signaling, Nck also trans-
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duces signals through an inverse mode of signaling
(signal-SH3/SH2-pY/effectors) and from various cell
compartments. Since Nck contributes to important
morphogenic and mitogenic processes, deregulated
expression of Nck could be detrimental to cellular
homeostasis. In agreement, Nck expression has been
found upregulated in numerous types of cancer. In
this paper we delineate the main molecular signaling
complexes associated with Nck, focusing on those
involved in cancer progression. ¢
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