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Navf4 : un-suppresseur

de métastases

et un nouveau biomarqueur
des cancers agressifs

E€meline Bon!, Lucie Brisson!, Stéphan Chevalier!, Pierre Besson!,

Sébastien Roger!?

> La mortalité associée aux cancers
d’origine épithéliale (carcinomes)
dépend essentiellement du développe-
ment des métastases, pour lesquelles il
n’existe, a ce jour, aucun marqueur ni
traitement spécifique. Les mécanismes
conduisant a la formation des métas-
tases incluent I’acquisition de propriétés
de migration et d’invasion, permettant
I’échappement de cellules cancéreuses
de la tumeur primaire et la colonisa-
tion d’autres tissus. De récentes études
indiquent que les canaux sodiques
dépendants du voltage membranaire
(Nav), initialement connus pour leur rdle
dans la génération et la propagation
des potentiels d’action dans les cel-
lules excitables, telles que les cellules
musculaires, cardiaques ou nerveuses,
pourraient avoir un réle déterminant
dans ces mécanismes cancéreux.

Canaux sodiques dépendants

du voltage membranaire (Nav)

et invasivité cancéreuse

Les canaux sodiques Nav sont des com-
plexes protéiques membranaires consti-
tués d’une sous-unité principale alpha
(Nava) formant le domaine pore du
canal. Nava permet le passage sélectif
des ions Na* dans le sens du gradient
électrochimique au travers de la mem-
brane plasmique, par un courant rapide
et transitoire. A cette sous-unité prin-
cipale, sont généralement associées
des sous-unités Navp, dites auxiliaires
ou régulatrices. Neuf isoformes de
Navol ont été décrites a ce jour : notées
Navl.l a Navl.9, codées par 9 genes
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(SCN[sodium voltage-gated channel
alpha subunit]IA a SCN5A et SCNSA
a SCN1IA). étonnamment, un courant
sodique impliqué dans la régulation du
potentiel invasif de cellules cancéreuses
mammaires (non-excitables) humaines
avait déja été identifié. Ce courant a
par la suite été attribué a Iactivité de
IYisoforme Navl.5 présente a la mem-
brane plasmique des cellules cancé-
reuses mammaires humaines [1]. Ce
canal nest pas exprimé dans les cellules
épithéliales normales (Figure Ia). Dans
les cellules cancéreuses, Navl.5 a une
activité basale (par le biais d’un cou-
rant persistant) qui stimule I’activité
d’efflux de protons H™ de I’échangeur
sodium-proton NHE1 (Na*-H* exchan-
ger, isoform 1). La sous-unité Navl.5 et
I’échangeur NHEL sont co-exprimés dans
les invadopodes, des structures protru-
sives des cellules cancéreuses haute-
ment agressives [2] qui permettent la
dégradation des matrices extracellu-
laires (MEC) et I’échappement cellulaire
(Figure 1B, 1). €n effet, I'efflux d’ions
H* généré par ce complexe Navl.5-NHE1
stimule la dégradation de la MEC du
fait de I'augmentation de I'activité de
protéases spécifiques, les cathepsines
B et S, favorisée par I'acidification du
milieu [3, 4]. Toutes ces activités sont
diminuées, soit par des inhibiteurs des
canaux sodiques Nav déja utilisés en
clinique pour le traitement d’autres
pathologies comme la ranolazine pour
le traitement de I"angine de poitrine
[5], soit par la supplémentation en
acides gras polyinsaturés. Les acides
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gras polyinsaturés a longue chaine de la
série n-3 (nommés AGPI n-3) induisent
des effets anticancéreux en réduisant la
transcription dépendante du récepteur
nucléaire PPAR (peroxisome prolifera-
tor-activated receptor)[3 [6].

L'activité du complexe Navl.5-NHE1
active la kinase Src'. La phosphoryla-
tion de son substrat, la cortactine (sur
la tyrosine Tyr421), induit des modifi-
cations du cytosquelette d’actine F et
I’adoption par les cellules cancéreuses
mammaires d’un phénotype de type
mésenchymateux [3]. Ainsi, I'expression
et 'activité des canaux sodiques Nav
dans les cellules cancéreuses semblent
promouvoir 'invasion dite « mésenchy-
mateuse » qui fait intervenir la dégra-
dation protéolytique des constituants
de la MEC. La sous-unité principale
Nava, sous-unité suffisante pour géné-
rer un courant sodique par elle-méme,
est physiologiquement associée a une
ou plusieurs sous-unités Navf3 (Navfl
a NavP4, codées par 4 génes: SCNIB a
SCN4B). Les sous-unités Nav3 peuvent
tre co-immunoprécipitées avec Nava,
dont elles modulent I'adressage mem-
branaire, les cinétiques d’activation et
d’inactivation, et la pharmacologie. De
plus, aprés des clivages protéolytiques,
les sous-unités NavP} peuvent moduler
la transcription d’isoformes de Naval
[7]. Enfin, de nombreuses mutations
des Nav[3 sont & 'origine de pathologies
des tissus excitables par gain ou perte

1 Les kinases src sont des tyrosine-kinases ancrées dans le
feuillet interne de la membrane plasmique.
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Figure 1. Dérégulation de I'expression des sous-unités Nav1.5 et Navf34 dans les cellules cancéreuses mammaires et ses conséquences sur l’inva-
sivité cellulaire. A. ’échangeur NHEL (sodium/hydrogen exchanger 1) est exprimé au pdle basolatéral des cellules épithéliales polarisées. Il est
quiescent et n’est activé que lors d’une diminution du pH intracellulaire. Les cellules épithéliales normales expriment fortement la sous-unité
Navf4, mais pas la sous-unité principale Navat du canal sodique. B. 1. NHEL est exprimé au front de migration et dans les invadopodes des cellules
cancéreuses. Les cellules cancéreuses expriment de fagon aberrante la sous-unité principale Nav1.5 qui active NHEL par modulation allostérique.
NHEL présente alors une activité constitutive générant un efflux de protons vers le milieu extracellulaire. La diminution du pH extracellulaire
favorise 'activité des cathepsines a cystéine responsables de la dégradation de la MEC (matrice extracellulaire). Les acides gras polyinsaturés
a longue chaine de la série n-3 (nommeés AGPI) diminuent I"activité du complexe [Navl.5-NHE1], la dégradation de la MEC ainsi que I'invasion
mésenchymateuse. L'entrée de sodium provoquée par I’activité du canal Nav1.5 active les kinases Src qui régulent la polymérisation de I'actine. Le
canal Navl.5 favorise 'invasion mésenchymateuse, au cours de laquelle les cellules présentent une morphologie allongée, possedent des filopodes
et dégradent la MEC. 2. La perte de I'expression de la sous-unité Nav34 entraine une sur-activation de la GTPase RhoA et une contraction du com-
plexe acto-myosine, se traduisant par la présence de « blebs » (protrusions membranaires sphériques dénuées d’organites et d’actine corticale)
qui sont caractéristiques de I'invasion amiboide. ’absence de la sous-unité Nav34 ne supprime pas I'activité mésenchymateuse de Navl.5, ce qui
se traduit par un phénotype mixte (hybride) mésenchymato-amiboide et une migration accrue. €n B. I et 2 sont inclues des micrographies repré-

sentatives des deux types cellulaires, obtenues par microscopie électronique a balayage. Les barres d’échelle représentent 3 pm.

de fonction des Naval. €n conséquence,
les Navf} ont été qualifiées de sous-
unités auxiliaires des Navol. Pourtant,
elles semblent posséder, indépendam-
ment de la sous-unité principale Nava,
des fonctions de protéines d’adhérence
cellulaire [7]. Dans les cellules can-
céreuses, I’expression et le(s) réle(s)
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des sous-unités 3 sont encore moins
connus que dans les cellules excitables.
Les sous-unités NavPl et Navf32 sont
exprimées dans des cellules cancéreuses
mammaires, du col de I'utérus, du pou-
mon non a petites cellules, et de la
prostate. La sous-unité NavP33 n’est pas
exprimée dans les cellules cancéreuses

mammaires hautement invasives, mais
elle est présente dans les cellules de
cancers du poumon non @ petites cel-
lules, de la prostate et du col de I'utérus
[8]. Uexpression de NavBl est asso-
ciée a une augmentation de la capacité
migratoire et de I'invasivité des cellules
cancéreuses mammaires et favorise la
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croissance tumorale, ainsi que le déve-
loppement des métastases pulmonaires
et hépatiques [9].

La sous-unité auxiliaire des canaux
sodiques Navf34, un suppresseur de
métastases

Nous avons mis en évidence par immu-
nohistochimie ’expression de la sous-
unité NavP4 dans les tissus sains,
indépendamment de I’expression d’une
sous-unité Navo (Figure 1a) [10]. Dans
les tissus cancéreux, et plus particulie-
rement dans des tumeurs mammaires,
expression de Navf34 est plus faible
dans celles de grades les plus élevés,
voire absente des métastases ganglion-
naires. De plus, une faible expression
du gene SCN4B correspondant est asso-
ciée au développement métastatique
et a une diminution de la survie des
patientes atteintes de cancer du sein.
Dans une lignée de cellules cancéreuses
mammaires, I'altération expérimentale
de I'expression de Nav34 augmente de
2,5 fois I'invasivité des cellules au tra-
vers d’une matrice extracellulaire par
rapport aux cellules témoins. A Iin-
verse, la surexpression de la sous-unité
NavB4 diminue de 2 fois les capacités
invasives de ces cellules. Dans un pre-
mier temps, I’utilisation de la technique
électrophysiologique de patch-clamp?
sur cellule entiere a montré que la perte
d’expression de NavP4 ne modifie pas
le courant sodique persistant auquel
sont attribuées 'invasion mésenchyma-
teuse et la dégradation de la matrice
extracellulaire. Cet effet de I’expression
de la sous-unité Navf34 sur I’invasivité
cellulaire n’est donc pas dd a sa fonc-
tion de sous-unité régulatrice du canal
sodique. Dans un second temps, nous
avons étudié le phénotype des cellules
cancéreuses mammaires en fonction de
’expression de la sous-unité Nav[4.
Plusieurs phénotypes invasifs ont été
décrits, caractérisés par des parameétres

? Le patch-clamp est une technique électro-physiologique
cellulaire d’enregistrement des courants ioniques a travers
la membrane plasmique.
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morphologiques, migratoires ou relevant
de P'activation de GTPases® de la famille
des Rho-GTPases
[11] (=P). Laltéra-
tion expérimentale

(=) Voir la Nouvelle
de G. Galdéa, m/s
n° 4, avril 2009,

de I’expression de Pege343

la sous-unité Nav34 permet d’orienter
les cellules vers un phénotype hybride
« mésenchymato-amiboide ». En effet,
la perte d’expression de Navf34 entrafne
une migration cellulaire accélérée de
type amiboide, caractérisée par la pré-
sence de protrusions membranaires
sphériques dénuées d’organites et d’ac-
tine corticale, appelées « blebs » a la
surface membranaire. Ces protrusions
sont associées a une augmentation
de la forme active (liée au GTP) de la
Rho-GTPAse RhoA, tout en conservant
intactes les propriétés de dégradation
de la MEC (Figure 1B, 2). A Pinverse, la
surexpression de la sous-unité Nav[4
dans ces mémes cellules permet de
diminuer leurs capacités invasives, la
vitesse de migration, la quantité de
RhoA active et le nombre de protrusions.
Les rdles des sous-unités Navf} en tant
que protéines d’adhérence cellulaire ont
été attribués a leur domaine extracel-
lulaire N-terminal semblable a celui des
immunoglobulines. Dans notre étude,
nous avons tenté d’identifier le frag-
ment de la protéine Navp4 impliqué dans
la régulation du potentiel invasif des
cellules cancéreuses mammaires. Nous
avons donc cloné plusieurs séquences
nucléotidiques permettant d’exprimer,
dans les cellules dépourvues de la pro-
téine Navf34 (ces cellules exprimant de
facon stable un ARN interférant ciblant
I’expression du gene SCN4B, cellules
dites « sh4 »), un fragment N-terminal
(ACter) ou C-terminal (ANter), ou la pro-
téine entiere B4 (B4 full-length ou 4fl).
In vitro, I'expression de la protéine com-
plete B4fl réduit Pinvasivité des cellules
shP4. Uexpression du fragment ANter a
un effet identique. En revanche, Iexpres-
sion du fragment ACter ne réduit pas

% Les GTPases sont des enzymes qui lient et hydrolysent le
GTP en GDP.

I’invasivité des cellules n’exprimant pas
la protéine Navf34 (shf34). De maniére
similaire, la vitesse de migration des cel-
lules invalidées shP4 isolées est diminuée
par I’expression du fragment ANter ou de
B4fl, alors que celle du fragment ACter
ne la réduit pas. Ainsi, le réle anti-inva-
sif de la sous-unité Navf34 est di a son
domaine C-terminal intracellulaire et
non au domaine extracellulaire. U'impli-
cation de la sous-unité NavP4 du canal
sodique dans la régulation de I'invasivité
des cellules cancéreuses mammaires a
été confirmée in vivo. La surexpression
de la sous-unité NavP4 limite la crois-
sance tumorale mammaire et inhibe le
développement des métastases chez la
souris [10].

€n conclusion, notre étude montre
que la perte d’expression de la sous-
unité NavB4 du canal sodique favorise
I’acquisition d’un phénotype hybride
« mésenchymato-amiboide » par les
cellules cancéreuses, tandis que sa
surexpression réduit IYinvasion et le
développement des métastases. L'ex-
pression de la sous-unité Nav4 du
canal sodique pourrait ainsi constituer
un marqueur pronostique dans les can-
cers épithéliaux. ¢

NavB4: a metastasis suppressor and a
new biomarker of aggressive cancers
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Prédire la réponse placebo

grdace a ’imagerie

par résonance magnétique

fonctionnelle

Pascal Tétreault!, A. Vania Apkarian3*

De I’effet a la réponse placebo

Bien que sa description remonte a la
Gréce antique, I’effet placebo a long-
temps été considéré comme un phé-
nomene mystérieux et non scientifi-
quement prouvé. Son effet bénéfique
a pu étre observé de nombreuses fois,
mais la médecine moderne a toujours
eu une relation amour/haine avec ce
phénomene et elle peine a "appliquer
efficacement. Depuis de nombreuses
années, des chercheurs tentent de
mieux comprendre '« effet placebo ».
Un des enjeux majeurs pour la com-
préhension de cet effet est de faire
progresser sa connaissance, fondée sur
I’observation de I’ensemble d’un groupe
de patients ou de volontaires sains,
vers une connaissance de la « réponse
placebo » individuelle. Si quantifiable
et directement liée au patient, la
«réponse placebo » pourrait en effet
s'utiliser dans un contexte clinique. De
nombreuses études tentent notamment
d’élucider les mécanismes de la réponse
placebo dans le contexte du soulage-
ment de la douleur afin de promouvoir
une application clinique.
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La réponse placebo face a la douleur
aigué

Dans un contexte de douleur aigué, il
est maintenant reconnu que les voies
opioidergiques (sensibles aux opioides!)
descendantes sont fortement activées
lorsqu’une réponse placebo est déclen-
chée chez une personne. &n effet, I'acti-
vation de cette réponse, notamment a
la suite d’'une manipulation des attentes
envers un traitement analgésique [1], sti-
mule la production d’opioides endogenes
et diminue la douleur ressentie face a un
stimulus douloureux. Le fonctionnement
des mécanismes aigus, observé dans un
environnement expérimental, est de mieux
en mieux compris, mais la transposition
de ces connaissances en clinique semble
faire face a des défis considérables.

La réponse placebo face

a la douleur chronique

Certains de ces défis viennent du fait que
la douleur chronique et la douleur aigué

1 On appelle opioide toute drogue dérivée partiellement ou
totalement de I'opium ayant des effets similaires, telle que la
morphine, I’héroine, la codéine, la méthadone, etc.

sont en réalité deux entités bien diffé-
rentes faisant appel a des mécanismes
indépendants d’intégration de la douleur
[2]. La recherche de biomarqueurs céré-
braux permettant d’étayer la réponse
placebo a été réalisée principalement
chez des sujets sains, dans un contexte
de douleur aigué. C’est pourquoi méme si
la réponse placebo est, a ce jour, contro-
lable en milieu expérimental, I"appli-
cation de ses mécanismes pour le trai-
tement de la douleur chronique n’a pas
connu le succes escompté. En recherche
clinique, la réponse placebo n’est que
constatée. Son interprétation est sou-
vent remise en question en raison de
lacunes expérimentales [3]. Cependant,
un nombre croissant d’études a montré
que la neuroimagerie permettait de pré-
dire des phénomenes complexes comme
la perception douloureuse [4], le déve-
loppement de la douleur chronique lom-
baire [5, 6], les capacités d’apprentis-
sage [7], I'intelligence [8] et la réponse
a certains traitements [9]. Le systéme
nerveux central est considéré comme
le promoteur de la réponse placebo, il
est donc envisageable que certaines
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