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Avant-Propos

Les glioblastomes primaires sont des tumeurs du systéme nerveux central au pronostic
défavorable. L’¢échec des thérapies actuelles est notamment li¢ a la résistance de certaines
cellules tumorales aux traitements, combinée a la sensibilité du tissu sain et au caractére
infiltrant de ce type de tumeur. Au cours des 20 dernicres années, des cellules particulieres
ont ét¢ mises en évidence dans plusieurs types de tumeurs, dont les glioblastomes : les
cellules souches cancéreuses (CSCs). Ces cellules sont actuellement 1’objet d’une attention
toute particuliére car elles permettraient d’expliquer 1’échec des thérapies anti tumorales

(Dick, 2008).

En effet, ces CSCs, a I’instar des cellules souches normales, ont des capacités de divisions
symétriques et asymétriques, une vitesse de prolifération faible ainsi qu’une capacité a
régénérer ’ensemble de la tumeur apres xénogreffe malgré leur trés faible représentativité au
sein de la tumeur (moins de 1 %). Ces cellules sont par ailleurs radio- et chimiorésistantes aux
traitements classiques visant principalement les cellules formant la masse tumorale (Bao et
al., 2006a). Le développement de nouvelles stratégies permettant d’éradiquer spécifiquement

ces CSCs est donc primordial (Reya et al., 2001).

A ce jour, différents marqueurs ont été proposés afin de caractériser et/ou de cibler ces CSCs
(Beier et al., 2007; Blazek et al., 2007) mais il s’avere qu’aucun d’entre eux ne permet de

sélectionner spécifiquement les cellules souches de glioblastome (gCSCs) (Patru et al., 2010).

D’autre part, le signal calcium controle de nombreux processus cellulaires tels que la
prolifération, la différenciation, la mort cellulaire, la migration, le métabolisme... a travers sa
traduction en événements biochimiques par des protéines senseurs du signal calcium (Haiech
et al., 2011) ; cette signalisation est modifiée dans les cellules tumorales. Parmi les senseurs
calciques, la Calmoduline joue un rdle central et sa perturbation par des molécules chimiques
permet de générer un signal calcium en absence de stimulus extérieur ; ce signal constitue une
empreinte caractéristique de 1’appareillage moléculaire responsable de la signalisation

calcique (calcisomes) d’une cellule dans un état physiologique donné (Dagher et al., 2009).

L’objectif de ce travail de these est de déterminer des biomarqueurs des gCSCs permettant de
cibler ces cellules et de caractériser leur état physiologique. Pour cela, le travail a été organisé

sur deux axes principaux :
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- L’identification et la caractérisation d’antagonistes de la Calmoduline permettant de

générer une signature calcique spécifique des gCSCs

- L’identification de protéines exprimées exclusivement ou surexprimées a la surface

des gCSCs

Dans le Chapitre 1 de ce mémoire, nous présenterons les glioblastomes, leur classification
selon différents critéres et les traitements actuels. Nous aborderons ensuite 1’état des
connaissances actuelles de la biologie des gCSCs depuis leur découverte jusqu’a la mise en
¢vidence de certaines de leurs propriétés leur permettant de résister aux thérapies actuelles en
passant par leur caractérisation, leur mode de croissance, leur probable origine et leur role
central dans I’organisation de I’organe tumoral. Nous verrons également que cet ensemble de
propriétés des gCSCs leur confére une remarquable plasticité ainsi qu’une étonnante capacité
a s’adapter aux changements ou agressions de leur environnement. Ce dernier point justifie la

nécessité d’une multithérapie afin de pouvoir éradiquer ces cellules.

Dans le Chapitre 2, nous nous intéresserons a identifier des molécules chimiques capables de
perturber différentiellement 1’homéostasie calcique des gCSCs afin de les sensibiliser aux
traitements thérapeutiques. Pour cela, nous nous attacherons tous d’abord a donner une vue
aussi globale que possible de la régulation de la signalisation calcique et de I'importance de
la Calmoduline, de la remarquable capacité de cette protéine a décoder le signal calcium pour
le traduire en éveénements biochimiques a travers son interaction finement régulée avec une
pléthore de protéines. Cette introduction permettra également de mettre en évidence la
nécessité d’identifier un panel de molécules capables d’interagir différentiellement avec la
Calmoduline, ce a quoi nous nous attacherons dans une deuxi¢me partie. Dans une troisiéme
partie, nous caractériserons ’interaction de la Calmoduline avec quelques-unes de ses cibles
afin de mieux comprendre, dans une quatriéme partie, la capacité des antagonistes
présélectionnés a inhiber 1’activation des cibles de la Calmoduline. Enfin, nous étudierons la
capacité de ces antagonistes a perturber 1I’homéostasie calcique des gCSCs ainsi que
d’autres types cellulaires. Cette perturbation sera caractérisée et comparée sur différents
points et permettra d’identifier des molécules révélatrices de 1’état physiologique particulier

des gCSCs.

Dans le Chapitre 3, nous nous intéresserons a 1’identification de protéines membranaires

exprimées spécifiquement dans les gCSCs en attachant une importance particuliere aux
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clusters de différenciation des cellules immunitaires et aux protéines impliquées dans
I’homéostasie calcique. Cette étude nous permettra d’identifier des protéines spécifiques des

gCSCs et jusqu’a présent jamais rapportées dans le cadre de CSCs.

L’identification de ces deux types de marqueurs des gCSCs devrait permettre de les utiliser 1)
en tant qu’outils de recherche afin de mieux caractériser 1’état physiologique de ces cellules,
i1) en tant qu’outils de diagnostic ou de suivi d’un traitement et iii) en tant qu’outils

thérapeutiques potentiels.
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Chapitre 1 : Glioblastomes et Cellules Propagatrices de Tumeur

I. Les Glioblastomes

1. Description, classification

1.1. Organisation du cerveau et neurogenese adulte
Différents types cellulaires composent le cerveau :

- Les neurones (environ 100 milliards) dont les corps cellulaires forment la substance
grise et les prolongements cytoplasmiques forment la substance blanche

- Les cellules gliales qui assurent la nutrition et le soutien des neurones

Les neurones sont constitués de dendrites, receveurs de signaux extracellulaires, d’un soma,
permettant 1’intégration des différentes informations, et d’axones, permettant la transmission
d’informations par conduction, propagation et transmission d’un signal nerveux. On distingue

plusieurs types de neurones selon leur morphologie et fonction :

- les neurones sensitifs ou bipolaires (1 %) portent les informations des récepteurs
sensoriels au systéme nerveux central

- les neurones moteurs ou multipolaires (10 %) portent les informations du systeme
nerveux central aux cellules musculaires ou glandes. Parmi ces neurones, on trouve les
cellules de Purkinje, les cellules pyramidales du cortex cérébral et les neurones du
cortex cérébelleux

- les interneurones ou cellules pseudopolaires permettent les connexions entre les
neurones du systéme nerveux central. Ils ont deux axones, 1’'un communiquant avec la

moelle épiniere et I’autre avec la peau ou le muscle

Les cellules gliales constituent environ 90 % des cellules du cerveau. Il s’agit d’un ensemble
hétérogene de cellules composé en majorité d’astrocytes, d’oligodendrocytes et de cellules
microgliales. Contrairement aux neurones, les cellules gliales peuvent se multiplier et sont
impliquées dans les tumeurs cérébrales. Les astrocytes constituent, en association avec les

cellules endothéliales microvasculaires cérébrales, la barriere hématoencéphalique.
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L’existence de cellules souches dans les différents tissus est depuis longtemps admise ;
cependant, I’isolation de cellules souches neurales adultes (aNSCs) est assez récente. Dans
le début des années 90, la neurogencse adulte a été démontrée chez les perroquets
(Nottebohm, 1989) puis chez les souris (Reynolds and Weiss, 1992) et enfin chez I’homme a
la fin des années 90 (Eriksson et al., 1998). Cette neurogenése se situe dans des régions
discrétes du cerveau, principalement au niveau de la zone subgranulaire (SGZ) du gyrus denté
de I’hippocampe et de la zone sub-ventriculaire (SVZ) des ventricules latéraux frontaux
(Figure 1). La présence de ces cellules est indispensable a la génération et 1’intégration de
nouveaux neurones dans des circuits neuronaux préexistants ainsi que dans le maintien de

I’intégrité du cerveau, de sa plasticité et de sa fonction optimale (Ming and Song, 2005).
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Figure 1: Régions germinales du cerveau humain adulte
Des cellules souches neurales adultes ont été identifiées dans 2 régions du cerveau : les zones subventriculaires (paroi des
ventricules latéraux) et la zone subgranulaire au niveau du gyrus denté. Schéma d’apres (Vescovi et al., 2006).

Depuis cette découverte, la structure du cerveau, et notamment 1’organisation hiérarchique de
ses cellules, est comparable a celle d’autres tissus (Figure 2). Le compartiment des cellules
souches contient des cellules hautement dédifférenciées ayant un potentiel
d’autorenouvellement important et responsables de ’homéostasie cellulaire du tissu via leur
multipotence. Malgré des controverses a propos de 1’identité et la nature de ces aNSC, des
cellules de la zone sub-ventriculaire exprimant un marqueur astroglial (GFAP, glial fibrillary
acidic protein) ont été identifiées comme étant les aNSCs de cette région (Doetsch et al.,
1999). Ces cellules, appelées cellules de type B, représentent un petit sous ensemble de la

population astrocytaire de la zone sub-ventriculaire et sont capables de reconstruire la
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structure neurogénétique entiére quand toutes les autres cellules mitotiques ont été ¢liminées ;
elles peuvent étre différenciées des astrocytes matures par leurs propriétés de cellules souches.
Les aNSCs donnent naissance a des progéniteurs multipotents, cellules de type C, eux-
mémes donnant naissance a des progéniteurs matures, cellules de type A, dont les capacités

de différenciation sont limitées aux neurones (Vescovi et al., 2006).
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Figure 2: Neurogenése adulte.

Pendant le développement embryonnaire du systéme nerveux central, les cellules neuroépithéliales se multiplient a travers
des divisions symétriques. Au cours du développement embryonnaire et feetal, ces cellules s’allongent pour se transformer en
cellules de la glie radiaire dans la zone ventriculaire. Au cours du développement adulte, ces cellules se transforment en
cellules de type B, considérées comme les cellules souches neurales adultes. Les cellules B peuvent se diviser de fagon
asymétrique pour former des précurseurs intermédiaires des neurones (nIPC) et des oligodendrocytes (oIPC) (cellules C) qui
migrent dans la zone sub ventriculaire et peuvent se différencier en Neurones (cellules A). Schéma réalisé d’apres (Kriegstein
and Alvarez-Buylla, 2009)

1.2. Gliomes

Les gliomes sont des tumeurs présentant des similarités histologiques avec les cellules gliales
(astrocytes, oligodendrocytes). Leur incidence est de 18,7 cas (dont 7,2 cas malins) pour
100 000 personnes par an aux USA (CBTRUS, 2010) et de 5 a 10 cas pour 100 000 habitants
par an en France; il s’agit de la 4° cause de mortalité tumorale chez I’adulte et de la 2° cause
chez I’enfant apres les leucémies. Les gliomes apparaissent prés des centres germinatifs des

cellules neurales et migrent par la suite dans d’autres régions du cerveau.
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1.2.1. Classification de 'OMS
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Figure 3: Répartition des gliomes primaires du systéme nerveux central selon le type histologique.
Graphique ¢établi sur des données de 2004-2006 aux USA sur 50 240 patients. D’aprés (CBTRUS, 2010).

La classification de I’OMS distingue plusieurs types de gliomes selon leur composition
cellulaire (oligodendrogliomes, oligodendrocytomes, astrocytomes) et leur degré de
malignité, traduit par 4 grades basés sur des critéres histologiques et de pronostic (Louis et al.,
2007) (Tableau 1). Dans les astrocytomes, le grade I correspond a des tumeurs bénignes
ayant un faible potentiel de prolifération, bien délimitées et pouvant étre totalement éliminées
par chirurgie. Les néoplasmes de grade II ont une nature infiltrante et, malgré un potentiel
prolifératif faible, peuvent réapparaitre apres chirurgie. Ces tumeurs peuvent évoluer vers des
tumeurs de grade plus élevé comme des astrocytomes diffus de bas grade, des astrocytomes
anaplastiques et des glioblastomes. Le grade III décrit des lésions avec une malignité
beaucoup plus importante ; ce type de tumeur est trait¢é par chimio- et radiothérapie. Les
astrocytomes de grade IV, encore appelés glioblastomes, forment des tumeurs trés invasives,
hautement proliférantes, avec ’apparition de zones de nécrose et d’hypoxie et des
phénoménes d’angiogenése (les glioblastomes font partie des tumeurs les plus
angiogéniques) ; on observe également une zone inflammatoire péri tumorale. Du fait du
caractére tres infiltrant des glioblastomes, la résection chirurgicale de la zone
macroscopiquement affectée ne suffit pas a éliminer toutes les cellules tumorales, conduisant
a des récidives et une médiane de survie de 14,6 mois, malgré les traitements radio- et
chimiothérapeutiques, ce qui fait de cette pathologie I’un des cancers au pronostic le plus

sombre.
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Grade  Caractéristiques

| Astrocytomes pylocytiques localisés principalement au
niveau du cervelet et des voies optiques
Astrocytomes sous-épendymaires a cellules géantes
I Tumeurs inflitrantes
Astrocytes bien  différenciés (de type fibrillaire,
protoplasmiques, gémistocytique)
Densité cellulaire faible ou modérée
Absence de mitose
1l Plages d’anaplasie focales ou diffuses
Augmentation de la densité cellulaire
Pléomorphisme cellulaire
Atypies nucléaires
Pas de nécrose ni de néo-vascularisation
v Forte densité cellulaire, pléomorphisme cellulaire
Mitoses typiques ou atypiques
Prolifération vasculaire endothéliale
Zones de nécrose

Tableau 1: Classification des astrocytomes selon ’OMS.
La classification de ’OMS distingue 4 grades d’astrocytomes selon des critéres histologiques, le grade IV étant le plus
agressif et de plus sombre pronostic.

1.2.2. Classification de I'Ho6pital Ste Anne

Méme si elle reste la premiére classification utilisée, la classification de I’OMS fait 1’objet de
controverses, car basée essentiellement sur des données histologiques et manquant parfois de
reproductibilité. La classification de 1’Hopital Sainte-Anne compléte cette classification en
s’appuyant sur des données d’imagerie. Cette classification permet de définir la structure
spatiale des gliomes, de préciser leur mode de croissance et de redéfinir certains critéres de
diagnostic. Elle permet de distinguer 3 catégories de gliomes parmi les gliomes infiltrants : les
oligodendrogliomes (ou oligoastrocytomes) de grade A ou B et les glioblastomes (Daumas-

Duport et al., 2000).

Cette classification découle de 1’étude de biopsies étagées stéréotaxiques basées sur le scanner
ou I’'IRM, initialement réalisées afin de définir un volume cible, i.e. les limites de la tumeur,
pour le traitement par curie thérapie. Les informations qui ont ainsi pu étre acquises sur le
mode de croissance des gliomes, infiltrant et/ou solide, et la traduction de ces 2 composantes
en imagerie se sont avérées capitales pour en préciser le type histologique. L’acquisition
d’images IRM / scanner se fait par injection d’un produit de contraste permettant de révéler le
réseau capillaire (prise de contraste); les composantes de cellules tumorales isolées ne

prennent pas le contraste mais, par I’intermédiaire de ’cedéme qui leur est généralement
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associé, elles se traduisent au scanner par une hypodensité et en IRM par un hyper signal. La

classification Ste Anne est établie en fonction des paramétres suivants :

- Gliome ne prenant pas le contraste a I'IRM: il s’agit trés probablement d’un

oligoastrocytome de grade A

- Gliome prenant le contraste, i.e. angiogenése associée a une tumeur astrocytaire : il

peut s’agir d’un oligoastrocytome de grade B ou d’un glioblastome

0 Si la prise de contraste est modérée, plus ou moins multicentrique et I’hyper
signal présente des contours bien délimités, il s’agit probablement d’un
oligoastrocytome de grade B. En général, dans ce type de gliome, les premiers

symptomes surviennent avant 1’age de 45 ans

0 Si la prise de contraste est unique, en anneau entouré d’un cedéme et que le
patient est agé de plus de 45 ans, un glioblastome sera fort probable. Ce
diagnostic est confirmé en présence d’une composante de tissu tumoral
présentant une différenciation astrocytaire certaine et exclusive et grace a
I’aspect cytologique non oligodendroglial de la composante de cellules

tumorales isolées. On observe ¢galement une zone de nécrose

La classification de Ste Anne ajoute a la classification de ’OMS une étude macroscopique de
la tumeur, évitant ainsi les erreurs de diagnostic dii a la non-représentativité des échantillons
tumoraux. Cependant, dans un souci de cohérence par rapport a la littérature, nous nous

référerons dans ce manuscrit a la classification de 1’OMS.

1.3. Développement des Glioblastomes et altérations génétiques majeures

Parmi les gliomes de grade IV, on distingue les glioblastomes secondaires, évolution des
grades inférieurs, des glioblastomes primaires ou de novo, beaucoup plus agressifs (Scherer,
1940). Bien que ces 2 types de glioblastomes se présentent de la méme fagon au niveau
histologique, leur évolution est totalement différente (Figure 4), touchant des patients d’ages
différents, se développant par le biais de mutations génétiques différentes (Tableau 2),
montrant des profils d’expression d’ARNm ou de protéines différents, et pouvant différer

dans la réponse aux chimio-et radiothérapies.
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Figure 4: Voies de progression des glioblastomes et altérations génétiques fréquemment associées.

L’étude des altérations génétiques des glioblastomes permet de distinguer les glioblastomes secondaires, issus de 1’évolution
d’astrocytomes de grades inférieurs des glioblastomes primaires ou de novo. Ces 2 types de glioblastomes présentent des
altérations génétiques tout a fait différentes malgré des caractéristiques histologiques similaires.

Les glioblastomes secondaires sont issus d’une évolution lente d’astrocytomes de bas grade.
Ces glioblastomes présentent dans la majorité des cas une mutation de géne de 1’isocitrate
déshydrogénase 1 (IDH1) (Parsons et al., 2008; Yan et al., 2009); cette mutation est
¢galement retrouvée dans les oligodendrogliomes, suggérant une origine commune pour ces
deux tumeurs (Watanabe et al., 2009; Yan et al., 2009). L’identification de la mutation de
I’IDH1 est corrélée avec une survie plus importante des patients (la médiane de survie passe
de 1,1 an a 3,8 ans) (Parsons et al., 2008). La mutation TP53 est ¢galement identific¢e
fréquemment (Ohgaki et al., 2004) ainsi que des pertes d’hétérozygotie (LOH) du
chromosome 19q (Nakamura et al., 2000) et d’une partie du chromosome 10q (Ohgaki et al.,

2004) au fur et a mesure de 1’évolution de la tumeur.

Les glioblastomes primaires représentent 90 % des glioblastomes diagnostiqués et se
développent rapidement sans qu’il n’y ait de 1ésion moins maligne préalablement identifiée.
Contrairement aux glioblastomes secondaires, la mutation du gene de 1’IDH1 est rarement
identifiée dans les glioblastomes primaires (< 5 %) (Yan et al., 2009). D’autres mutations
fréquentes ont été identifiées dans ces tumeurs, dont certaines impliquées dans 1’amplification
de la cascade de signalisation de ’EGFR (epidermal growth factor receptor) ou dans la

mutation de la voie de signalisation de p53 : amplification du gene de ’EGFR, perte ou
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mutation de PTEN, perte d’hétérozygotie (LOH) pour le chromosome 10 (Rasheed et al.,
1995).

Fréquence des
Gene altérations (%) Ref
GBM 1 GBM 2

Amplification

39 1

EGFR Epidermal Growth Factor Receptor 36 8 2

40-60 10 3
MDM2 Murine Double Minute 2 7 0 4
Délétion
PTEN Phosphatase and Tensin homolog 25 4 2
CDKN2A-P14™"  Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor 2A 44 44 2
CDKN2A-P16™*** Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor 2A 3]‘;’-22 13;‘19 i
LOH
10q (dont PTEN)  Phosphatase and Tensin homolog 70 63 6
139 (dont RB1) Retinoblastoma 1 12 38 6
229 (dont TIMP3) TIMP metallopeptidase inhibitor 3 41 82 7
19q 54 6 6
Méthylation du promoteur
MGMT 06-MethylGuanine-DNA-MethylTransferase 43 73 8
CDKN2A-P14*% Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor 2A 6 31 2
CDKN2A-P16™*** Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor 2A 3 19 2
NDRG2 N-myc downstream-regulated gene 2 62 0 8
PTEN Phosphatase and Tensin homolog 9 82 9
RB1 Retinoblastoma Protein 1 14 43 10
TIMP3 TIMP metallopeptidase inhibitor 3 28 71 7
Mutation
IDH1 Isocitrate Deshydrogenase 1 4-12 73-88 11, 12
PTEN Phosphatase and Tensin homolog 25-40 4 2,13
TP53 Tumor Protein p53 28-29 65 2,13
1. Tohma et al., 1998. J Neuropathol Exp Neurol 57, 684. 8. Zawlik et al., 2009. Neuroepidemiology 32, 21.
2. Ohgaki et al., 2004. Cancer research 64, 6892. 9. Wiencke et al., 2007. Neuro Oncol 9, 271.
3. Kanuetal., 2009. Clin Med Oncol 3, 39. 10. Nakamura et al., 2001. Lab Invest 81, 77.
4, Kleihues et al., 1999. Neuro Oncol 1, 44. 11. Parsons et al., 2008. Science 321, 1807.
5. Biernat et al., 1997. Acta neuropathologica 94, 303. 12. Yanetal., 2009. N Engl J Med 360, 765.
6. Nakamura et al., 2000. J Neuropathol Exp Neurol 59, 539.  13. Zheng et al., 2008. Nature 455, 1129.
7. Nakamura et al., 2005. Lab Invest 85, 165.

Tableau 2 : Altérations génétiques des Glioblastomes primaires et secondaires.

Les glioblastomes primaires (GBM 1) sont issus de novo par toute une série de mutations. Les glioblastomes secondaires
(GBM 2) sont issus de I’évolution d’astrocytomes grades II ou III et partagent la mutation du gene IDHI1 avec les
oligodendrogliomes, suggérant une origine commune. Tableau réalisé¢ d’aprés Ohgaki and Kleihues, 2009.

The Cancer Genome Atlas (TCGA) regroupe prés de 600 échantillons de biopsies de

glioblastomes dont 206 ont été analysés a différents niveaux : nombre de copies et
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méthylation de genes, transcriptome et microRNAs. Cette étude a grande échelle a permis de
mettre en évidence 3 voies de signalisation fréquemment affectées (plus de 78 % des
glioblastomes posseédent au moins une altération dans 1’'une des 3 voies) (Figure 5) : les voies
activées par les RTKs (récepteurs a tyrosine kinase : PLC-g/PKC, RAS/Rat/MEK/ERK et
PI;K/Akt-PKB/mTOR) regroupées sous la voie de signalisation de RTK/RAS/PI;:K, celle de
p53 et celle de Rb (Retinoblastoma) (TCGA, 2008).
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Figure 5: Altérations génétiques fréquentes de 3 voies de signalisation critiques des glioblastornes primaires.

Mutations et variations du nombre de copies des composants des voies de signalisation RTK/RAS/PLI;K, p53 et RB. Les
¢léments rouges indiquent une altération activatrice et les éléments bleus une altération inhibitrice ; les ¢éléments les plus
foncés pour ces 2 jeux de couleurs correspondent aux altérations les plus fréquentes. Les pourcentages indiqués dans les
encadrés correspondent a la fréquence des tumeurs présentant au moins I'une des altérations de la voie de signalisation
concernée (TCGA, 2008).

Les récepteurs des facteurs de croissance EGFR (epidermal growth factor receptor) et PDGFR
(platelet derived growth factor receptor) et leurs ligands EGF (epidermal growth factor),
TGFa (tumor growth factor a) et PDGF (platelet derived growth factor), sont fréquemment

amplifiés, surexprimés et mutés (activation constitutive des récepteurs) dans les gliomes. Les

10
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récepteurs tyrosine kinase (RTKs) sont les médiateurs de cytokines oncogéniques et de
facteurs de croissance, dont I’EGF et le bFGF (basic fibroblast growth factor) utilisés dans la
culture in vitro des gCSCs (Lee et al., 2006a). Parmi les voies de signalisation RTKs, la
signalisation de ’EGFR a travers la voie PI3K (phosphoinositide 3 kinase) / Akt, est I’une
des plus caractérisées dans les glioblastomes ou des mutations / amplifications de ’EGFR
augmentent ’activation de cette voie de signalisation (Choe et al., 2003). Cette voie de
signalisation intervient dans de multiples processus dont la survie cellulaire, la
différenciation, la prolifération, 1’angiogenése, l’invasivité ou encore 1’échappement

apoptotique (Carracedo and Pandolfi, 2008) (Figure 6).

roro | (809
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Figure 6: Voie de signalisation des récepteurs a tyrosine kinase.

L’hyperactivité¢ des récepteurs tyrosine, kinase EGFR et PDGFR suite a la liaison de leur ligand ou leur expression
constitutive (EGFRyyy), promeut la croissance cellulaire, 1’angiogenéese via la voie RAS/MEK/ERK et la survie cellulaire,
I’inhibition de I’apoptose via la voie PI3K/AKT.
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1.4. Classification moléculaire des glioblastomes

L’¢étude des altérations génétiques permet d’identifier deux sous-groupes de glioblastomes
d’origines trés différentes et montre la limite de la classification de ’OMS en 4 grades.
Cependant malgré la distinction glioblastome primaire / glioblastome secondaire, les
glioblastomes primaires sont trés hétérogenes et nécessitent une caractérisation plus précise

permettant de prédire la survie du patient et la réponse au traitement.

1.4.1. Classification basée sur le transcriptome

L’analyse du transcriptome de glioblastomes primaires permet de déterminer 4 sous-classes

définies selon les altérations majeures présentées.

La classification basée sur le profil transcriptionnel des échantillons de glioblastome fait la
distinction entre les glioblastomes proneuraux, neuraux, classiques et mésenchymateux
(Verhaak et al., 2010) ; cette classification a été effectuée a partir de 91 échantillons de The
Cancer Genome Atlas analysés avec 601 genes. Dans cette classification, les groupes sont

formés d’apres plusieurs types d’altérations de 1’expression de genes (Figure 7).

Les glioblastomes classiques sont caractérisés par une perte du chromosome 10 et une
amplification du chromosome 7, contenant le géne de I’EGFR ; cette amplification de
I’EGFR, se traduisant par une augmentation d’un facteur 4 de la transcription, est retrouvée
dans 97 % des glioblastomes classiques et est peu fréquente dans les autres classes. Par
contre, dans le type classique, la protéine TP53 est rarement mutée bien que ce soit I’'un des
génes les plus fréquemment altérés dans les glioblastomes. D’autre part, la délétion
homozygote du locus du géne CDNK2A, codant pour les protéines suppresseurs de tumeur
pl6INK4A et pl4ARF (Uhrbom et al.,, 2005), est un évenement fréquent, associé¢ a
I’amplification de ’EGFR dans 94 % des cas, et représente la seule aberration de la voie de
signalisation Rb. Cette sous-classe de glioblastomes est également définie par I’expression de
marqueurs de précurseurs et cellules souches neuronaux tels que NES, les voies de

signalisation de Notch (NOTCH3, JAG1, LFNG) et sonic hedgehog (SMO, GAS1, GLI2).

Les glioblastomes mésenchymateux sont définis par des délétions hémizygotes et des
mutations du geéne NF1 (17ql11.2), rendant ce geéne altéré dans 53 % des cas. La classe

mésenchymateuse est surtout caractérisée par 1I’expression de marqueurs mésenchymateux tels

12
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que CHI3L1 (Chitinase 3-like protein 1) et MET. CHI3LI est un facteur de survie activé en
réponse au stress physiologique subit par la cellule et inhibiteur de 1’apoptose également
impliqué dans I’invasion et la croissance des cellules tumorales (Ku et al., 2011) ; Met est un
récepteur a tyrosine kinase activé par HGF (hepatocyte growth factor) et impliqué dans
I’angiogeneése, la progression du cycle cellulaire, I’adhésion et la migration cellulaires ainsi
que dans les réponses antiapoptotiques (Liu et al., 2011). La combinaison de I’augmentation
de lactivité de marqueurs mésenchymateux et astrocytaires (CD44 et MERTK) est sous-
jacente a une transition épithéliamo-mésenchymateuse (Encart 2) (Thiery, 2002). Les génes
de la voie de signalisation de la famille des TNF (tumor necrosis factor, TRADD, RELB,
TNFRSF1A) sont surexprimés dans cette classe de glioblastomes, potentiellement du fait d’un
phénoméne de nécrose générale et des infiltrats inflammatoires associés a la classe

mésenchymateuse.

Les glioblastomes proneuraux sont principalement définis par des altérations des génes
PDGFRA (amplifications du locus 4q12, parfois mutations empéchant la liaison du ligand) et
IDH1 (mutations). Les mutations et pertes d’hétérozygotie de TP53 sont retrouvées
majoritairement dans ce groupe. Les glioblastomes proneuronaux sont également définis par
une forte expression de geénes du développement oligodendrocytaire (PDGFRA, NKX2-2,
OLIG2) (Noble et al., 2004), faisant de ces glioblastomes des cas atypiques. D’autre part, une
forte expression d’Olig2 diminue I’expression du suppresseur de tumeur p21, augmentant
ainsi la prolifération (Ligon et al., 2007). La signature proneurale contient également des

genes du développement proneural tels que SOX, DCX, DLL3, ASCLI et TCF4.

Les glioblastomes neuronaux sont caractérisés par I’expression de marqueurs neuronaux tels
que NEFL, GABA1, SYT1 et SLCI12AS5 ainsi qu’avec des marqueurs du développement des

oligodendrocytes et astrocytes.

Selon cette classification, un effet significatif du traitement est observé sur la survie des
patients ayant un glioblastome de type classique ou mésenchymateux alors que peu de

bénéfice en est retiré pour les deux autres classes de glioblastomes (Figure 7).
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A Classification de Verhaak
Fréquence des altérations (%)
Gene . Mésenchy
Proneural Neural Classique total
mateux
Amplification
EGFR 54 96 100 95 83
CDK6 46 96 92 89 77
MET 54 92 86 91 78
Forte amplification
EGFR 17 67 95 29 45
PDGFRA 35 13 5 9 17
LOH
NF1 6 17 5 38 18
PTEN 69 96 100 87 85
CNKN2A/CDKN2B 56 71 95 67 70
RB1 52 46 16 53 44
Mutations
TP53 54 21 0 32 31
PTEN 16 21 23 32 23
NF1 5 16 5 37 17
EGFR 16 26 32 5 17
IDH1 30 5 0 0 10
PIK3R1 19 11 5 0 9
RB1 3 5 0 13 6
ERBB2 5 16 5 3 6
EGFRuvIII 3 23 3 6
PIK3CA 8 5 5 3 5
PDGFRA 11 0 0 3

Figure 7: Classification de Verhaak.

La classification de Verhaak distingue 4 catégories de glioblastomes primaires: Proneural, Neural, Classique et
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Mésenchymateux. A : Altérations géniques et transcriptionnelles des 4 sous types de glioblastomes. B : Probabilité de survie

des patients selon le type de glioblastome et I’intensité dela thérapie. Bleu : thérapie peu intensive (chimiothérapie non
concomitante a la radiothérapie ou moins de 4 cycles de chimiothérapie); Rouge : thérapie intensive (chimiothérapie

concomitante a la radiothérapie et/ou plus de 3 cycles de chimiothérapie) (Verhaak et al., 2010).
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1.4.2. Classification basée sur les microARNs

Encart 1 : microRNAs

Les microARNs ou miRNAs (molécules d’ARN de 20 a 22 nucléotides, http:/www.mirbase.org/)
sont de trés puissants régulateurs intracellulaires, pouvant éteindre 1’expression de génes par des

meécanismes transcriptionnels et post-transcriptionnels. Les miRNAs émergent comme d’importants
régulateurs du développement, de la différenciation et de la prolifération cellulaires (Ambros, 2004;
Bartel, 2004; Shi et al., 2010) et sont impliqués dans 1’étiologie de nombreux cancers (Esquela-
Kerscher and Slack, 2006). Dans le génome humain, 30 % des génes environ sont régulés par des
microRNAs ; chaque miRNA peut avoir plus d’une cible et chaque mRNA peut étre éteint ou
dégradé par plusicurs miRNAs.
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Figure 8: Biogenése et mode d’action des microRNAs.

Le gene codant pour le microRNA est transcrit par I’ARN polymérase II en un pri-miRNA, contenant une structure
cap, une queue poly A et une boucle. Ce pri-miRNA est digéré par I’enzyme Drosha en pre-miRNA de 70 nucléotides
environ et est exporté par I’Exportine 5 dans le cytoplasme. L’enzyme Dicer coupe la boucle du pre-miRNA pour en
faire un miRNA duplex double brin. La séparation des 2 brins permet au miRNA mature d’étre incorporé dans le
complexe RISC. L’ARNm cible également recruté dans le complexe RISC (RNA induced silencing complex) ou il se
lie par complémentarité a la région 3’UTR (3’ untranslated region) des mRNA. Cette interaction miRNA — mRNA
bloque la translation et peut également, plus rarement, induire la dégradation endonucléolytique de I’ARNm.
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La classification des glioblastomes selon 1’expression de mRNAs est certes une avancée par
rapport au regroupement de tous les glioblastomes primaires dans une méme catégorie, mais
ne permet pas de distinguer des différences de pronostiques pour I’ensemble des différentes
sous-classes identifiées. Une autre classification, basée sur I’expression de miRNAs semble

plus prometteuse et précise de ce point de vue (Lu et al., 2005; Rosenfeld et al., 2008).

Plusieurs miRNAs ont été caractérisés comme régulateurs de la croissance des glioblastomes
(Godlewski et al., 2010; Kim et al., 2011a; Silber et al., 2009; Silber et al., 2008) et il apparait
que I’expression aberrante de ces miRNAs isolés fait partie d’un cluster d’expression de
miRNAs coordonné (Kim et al., 2011b). L’étude de I’expression des miRNAs permet de
répartir les glioblastomes en plusieurs sous-groupes et doit permettre d’affiner le pronostic et
de développer des traitements plus spécifiques. Le groupe de Park a ainsi identifi¢ 5 sous-
classes de glioblastomes basées sur ’expression différentielle de miRNAs (étude de
I’expression de 121 miRNAs dans 261 échantillons de glioblastomes de The Cancer Genome
Atlas) et présentées en Figure 9. Chaque groupe correspond a des étapes majeures de
différenciation des cellules souches neurales: signatures de précurseurs neuronaux,
précurseurs oligoneuronaux, précurseurs multipotents, précurseurs d’astrocytes et
neuromésenchymale ; ceci met en évidence la transformation de précurseurs neuronaux

comme possible origine des glioblastomes (Kim et al., 2011Db).

La régulation des programmes de croissance et de différenciation par les miRNAs contribue
de fagon significative a la diversité des glioblastomes et a la survie des patients: les
glioblastomes de type proneural, définis d’aprés 1’étude transcriptomique, et associés a un
meilleur pronostique peuvent étre divisés en 2 sous-groupes d’expression de miRNAs

montrant des différences significatives au niveau de la survie de patients (Figure 9).
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Figure 9: Classification des glioblastomes primaires selon leur profil d’expression de microRNAs.

A : Clusters de microRNAs caractérisant les 5 sous-groupes de glioblastomes dans lesquels sont retrouvés des clusters de
miRNAs exprimés pendant le développement neural. B : Probabilité de survie des patients en fonction des sous-groupes de
glioblastomes. C : Comparaison de la classification basée sur I’expression des miRNAs et de celle basée sur les mRNAs
établies a partir des mémes tumeurs (Kim et al., 2011b).

17



Chapitre 1 : Glioblastomes et Cellules Propagatrices de Tumeur

2. Traitements des glioblastomes

Le bénéfice de la radiothérapie dans le traitement des glioblastomes a été prouvé dans les
années 1970 avec la démonstration de I’augmentation de la médiane de survie avec la
radiothérapie focalisée réalisée en préopératoire (Salcman, 1980). L’impact de la
chimiothérapie a été évalué par de nombreux essais thérapeutiques, montrant 1’efficacité des
agents alkylants de I’ADN (Chinot, 2005), dont le Témozolomide (Friedman et al., 2000;
Newlands et al., 1997). Cependant, les premiers essais combinant la radiothérapie et
chimiothérapie n’ont pas montré d’effet sur I’augmentation de la médiane de survie des
patients, et ont relégué 'utilisation de la chimiothérapie au traitement des récidives (Yung et
al., 2000). L’intérét de la chimiothérapie adjuvante a été relancé par le résultat d’une méta-
analyse montrant un bénéfice modeste en termes de médiane de survie et de pourcentage de
survivants a long terme (Stewart, 2002), et notamment par la nécessité d’augmenter le nombre
de Iésions de I’ADN ; les glioblastomes sont en effet des tumeurs particulierement radio

résistantes au cceur d’un organe radio sensible.
2.1. Protocole de Stupp

2.1.1. Etapes

Aujourd’hui, le traitement classique des glioblastomes consiste en une résection chirurgicale
de la partie la plus importante de la tumeur suivie d’un traitement chimio- et
radiothérapeutique, illustré dans la Figure 10A (Stupp et al., 2005). L’agent
chiomiothérapeutique de référence est le Témozolomide (Tmz). Les résultats de 1’étude de
Stupp montrent une augmentation de la médiane de survie des patients traités par la
chimiothérapie concomitante par rapport aux patients traités seulement avec la radiothérapie
de 12,1 mois a 14,6 mois (Figure 10B) ainsi qu'une augmentation de la médiane de survie
sans progression de 5 mois a 6,9 mois (Figure 10C) ; la probabilité de survie globale a 2 ans

passe de 10,4 % a 26,5 %.
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Figure 10: Protocole de Stupp.

A: Protocole appliqué lors de I’étude de phase clinique. B : Survie moyenne des patients ayant recu soit la radiothérapie seule
(courbe rouge) soit la radiothérapie combinée a la chimiothérapie par Témozolomide (courbe bleue). C : Survie moyenne
sans progression de la tumeur (Stupp et al., 2005).

2.1.2. Radiothérapie

Les radiations n’agissent pas directement sur ’ADN mais leur interaction avec les molécules
intracellulaires provoque des ionisations (arrachement d’électrons) ou des excitations
(transfert d’électrons sur une couche supérieure) ; les excitations ont peu d’impact sur la
cellule mais les ionisations entrainent des réactions physico-chimiques aboutissant a un effet
biologique. Les radiations peuvent ainsi provoquer des interactions entre les ¢lectrons libérés
et les molécules intracellulaires, dont I’ADN, ou encore entrainer la production de radicaux
libres (H,0', OH', H, HO,) hautement réactifs et interagissant avec 1’ADN. L’interaction de
ces especes réactives avec I’ADN entraine des cassures simple ou double brins de I’ADN ; en
cas de non-réparation, les cassures chromosomiques génerent des aberrations

chromosomiques, induisant la mort cellulaire.
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2.1.3. Mécanisme d’action du Témozolomide

Le Témozolomide est un agent alkylant de I’ADN. Ses propriétés pharmacologiques montrent
une excellente biodistribution au niveau du systéme nerveux central ainsi qu’une grande
stabilit¢ a pH acide, permettant son administration orale. Le mécanisme d’action de cette
molécule passe par son hydrolysation en MITC (5-(3-methyltriazen-1-yl)imidazole-4-
carboxiamide), molécule plus active mais de faible biodistribution et dont la décomposition
spontanée en ion méthyldiazonium trés réactif s’effectue a pH plus alcalin (Figure 11) ; il
n’y a donc qu’une faible fenétre de pH permettant I’hydrolyse du Tmz en MITC puis en
groupement alkylant de I’ADN (Newlands et al., 1997; Stevens et al., 1987). Les tumeurs
cérébrales ont un pH plus alcalin que le tissu sain environnant, favorisant de ce fait la
génération du métabolite hautement réactif avec ’ADN dans les tissus tumoraux avec une

toxicité diminuée dans les tissus sains (Vaupel et al., 1989).

M
N - TG A P ol B b Iamide
= LN ]
n 0
o
[ ) 4 L8] MNH B,
N TN r Mo //F
! N I N — =  MNeN—gH, diazométhane
[ M )
NH, " |
o :
H+
TEemazalomda Sl FereirtPryiireaze- -y DrraRar ok carboiprmeds
i
= 4
HN=MN-CH

Iy sy RO MU

Figure 11 : Structure du Témozolomide et activation de I’ion méthylant.

Les 1¢ésions de I’ADN observées suite a I’administration du Tmz sont une méthylation en
position N’-guanine (70 %), O’-adenine ou encore O°-guanine (5 %) (Denny et al., 1994).
Lors de la réplication de I’ADN, une désoxycytidine ou thymidine est incorporée en face de la
liaison, entralnant un mésappariement de bases dans le double brin d’ADN ; en conséquence,
lors des réplications suivantes, le systéme Mismatch Repair (MMR) excise le morceau
d’ADN entourant la base mésappariée et la nouvelle tentative de I’ADN polymérase pour
combler ce trou introduit un nouveau mésappariement ; 1’activation du systtme MMR de
manicre répétitive générant des cassures de I’ADN bloque le cycle cellulaire en phase G2/M
(Figure 32) et déclenche I’apoptose de la cellule via la protéine p53 (Hirose et al., 2001;
Karran et al., 1993) (Figure 12).
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Cet effet est renforcé par la diminution du taux d’expression de I’enzyme de réparation de
I’ADN MGMT (O°-methylguanine-DNA methyltransferase) observée suite & 1’exposition de
la cellule au Tmz : I’élimination du résidu alkyl induit par le Tmz par la MGMT se fait par le
transfert de ce groupement depuis la base azotée vers 1I’enzyme, réduisant ainsi dans un
premier temps 1’action cytotoxique du Tmz (Olsson and Lindahl, 1980). Cependant, durant

ce processus, I’enzyme est inactivée de facon irréversible (Tolcher et al., 2003) (Figure 12).
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Figure 12: Altération de ’ADN et apoptose induites par le Témozolomide.

L’ion methyldiazonium transfére un groupement méthyle sur les bases guanines de I'’ADN, entrainant des mésappariement de
bases lors de la réplication. Ce mésappariement entraine ’intervention répétitive du systéme mismatch repair et induit
I’apoptose de la cellule. La MGMT est capable d’exciser le groupement méthyle des bases guanines de I’ADN, détoxifiant
ainsi I’action du Témozolomide (Tmz) ; cependant ceci induit la méthylation de I’enzyme et sa conséquente inactivation.
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2.2. Autres thérapies

Parmi les molécules chimiques approuvées par la FDA (food and drug administration) dans le
traitement des glioblastomes, la Carmustine (Figure 13) est autorisée depuis 2002. Il s’agit
d’un agent alkylant de ’ADN, généralement appliqué sous forme de patchs disposés lors de
I’intervention chirurgicale. Son action est plus faible que le Témozolomide mais est prolongée
dans le temps ; cependant I’action combinée du Témozolomide et de la Carmustine ne permet

pas d’augmenter la survie des patients (Noel et al., 2012).

0
Elvﬂ _FJLR ___-x__,ﬂl Flgu‘re 13 : _btructure de la Carmustine.
M M La Carmustine est également connue sous le nom de
| H BCNU  (bis-chloroethylnitrosourea) et ajoute des
=M groupements alkyles en position O°-guanine.

L8]

Le Bevacizumab (Avastin) est un anticorps monoclonal humanisé ciblant le VEGF-A
(vascular endothélial growth factor A) autorisé depuis 2009 en complément du protocole de
Stupp dans le cas des récidives (Cohen et al., 2009). Cet agent thérapeutique permet
d’augmenter la survie sans progression de 6 mois (Nagpal et al., 2011) et est actuellement
test¢ dans plusieurs essais cliniques pour son utilisation dans le cas de glioblastomes

nouvellement diagnostiqués (Narayana et al., 2012).

Actuellement, plus de 700 essais cliniques sont répertoriés sur les glioblastomes

(http://clinicaltrials.gov/ct2/results?term=glioblastoma). La plupart de ces molécules est

utilisée dans le but d’inhiber les voies de signalisation de survie cellulaire ou les voies anti-
apoptotiques ; les anticorps monoclonaux ou inhibiteurs chimiques de la voie RTK/RAS/PI3K
constituent la majeure partie des agents thérapeutiques utilisés (Figure 14). En particulier,
deux inhibiteurs du domaine a activité tyrosine kinase de I’EGFR (Erlotinib et Gefitinib) ont
été développés ; cependant, les essais cliniques sont décevants puisqu’aucune de ces
molécules utilisées en monothérapie ne montre de bénéfice sur la survie des patients. De plus,
I’inhibition de I’EGFR induit I’arrét du cycle cellulaire en phase G1, rendant de ce fait les
cellules moins sensibles au Tmz et aux radiations dans le cas de thérapies combinées.
D’autres molécules ont été développées en tant qu’inhibiteurs d’AKT ou mTOR mais elles ne
montrent que peu d’efficacité et induisent méme une suractivation de la boucle PI3K/AKT

par rétrocontrole (O'Reilly et al., 2006). La plupart des essais cliniques se basant sur une
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monothérapie chimique ne montre que trés peu d’amélioration de la survie des patients par

rapport au traitement de référence et des thérapies combinant plusieurs cibles se développent.

A coté des thérapies classiques utilisant des agents chimiques, des thérapies biologiques se
développent & travers les anticorps monoclonaux, la virothérapie, I’immunothérapie, les

thérapies génique et épigénétique (Figure 14).
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Figure 14: Essais cliniques sur les glioblastomes.
Les essais cliniques sont classifiés selon le type de thérapie (gauche) ou selon le type de cible (droite). Graphiques réalisés a
partir de (Arko et al., 2010).
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3. Le dogme des Cellules Souches Cancéreuses

La capacité a cibler des voies de signalisation spécifiques des cellules tumorales tout en
diminuant la toxicit¢ du traitement pour les cellules saines voisines est au cceur de la
recherche contre le cancer. Cette stratégie suppose de cibler les bonnes cellules alors que de
plus en plus de tumeurs sont rapportées comme contenant des « cellules souches
cancéreuses » (cancer stem cells ou CSCs) résistantes aux thérapies actuelles. Ces cellules ne
représenteraient qu’un faible pourcentage de la masse tumorale, mais seraient responsables de
nombreuses rechutes de cancer. En effet, les traitements actuels ciblent les cellules tumorales
«normales » constituant 1’essentiel de la masse tumorale alors que des cellules résistantes,
capables de régénérer la tumeur sont épargnées. Ces cellules seraient par la suite capables de
régénérer la tumeur dans son ensemble malgré les thérapies actuelles (Figure 15) (Reya et al.,

2001).
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Figure 15: Régénération de la tumeur par les cellules souches cancéreuses.
D’apres (Reya et al., 2001).
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Cellules propagatrices de tumeur

Les glioblastomes, ainsi que de nombreuses autres tumeurs, sont constitués de populations
cellulaires treés hétérogeénes aussi bien sur le plan histologique que moléculaire. La majeure
partie de ces cellules, formant la masse tumorale, est différenciée alors qu’une faible
proportion de cellules a des capacités d’auto-renouvellement importantes, de différenciation a
travers des divisions asymétriques et de régénération de la tumeur dans sa globalité. Le terme
de cellules souches cancéreuses (ou cancer stem cells CSCs) a été défini en référence aux
propriétés que partagent ces cellules tumorales avec les cellules souches normales. Ces
cellules ont parfois pu étre considérées comme les cellules initiatrices de la tumeur ; dans ce
mémoire, nous considérerons que le terme de cellules souches tumorales se rapporte a une
population clonale de cellules malignes permettant de propager la tumeur, responsables de la
génération de ’ensemble de la masse tumorale et devant étre éradiquées pour permettre la
rémission du patient. Les CSCs seront considérées ici comme des cellules a caractére souche

et propagatrices de la tumeur.

1. Historique : mise en évidence et isolation de cellules tumorigéniques

1.1. Fin XIXe siecle

Le concept des cellules souches ou inductrices de cancer a été proposé pour la 1 fois il y a
150 ans environ (1874), mais ce n'est que récemment que les avancées en biologie cellulaire

ont pu étoffer cette hypotheése (Wicha et al., 2006).

Au milieu du XIXe siécle, Virchow nota la ressemblance histologique des tissus de
tératocarcinomes avec les tissus foetaux et émit ’hypothése d’une relation entre les 2 tissus
(Virchow, 1855). Peu de temps aprés, Cohnheim et Durante postulérent que les cancers se
développent a partir de rudiments embryonnaires présents dans des organes matures
(Cohnheim, 1875; Durante, 1874; Rotter, 1921). En 1941, les tératocarcinomes ont été¢ définis
comme des structures malignes contenant plusieurs types de cellules différenciées ainsi que
des cellules non différenciées, suggérant la présence de cellules tumorales multipotentes
(Jackson and Brues, 1941). Il y a 50 ans, I'hypothése de cellules souches tissue-spécifiques a

l'origine des cancers a été avancée (Till and Mc, 1961), et 6 ans plus tard celle selon laquelle
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les tumeurs représentent une maturation arrétée des cellules souches (Pierce, 1967). Deux

propriétés importantes des cellules cancéreuses ont permis de faire émerger ces concepts :

- Les tumeurs émergent dans n'importe quel tissu ou l'on peut trouver des cellules

souches (ou leurs progéniteurs immédiats)

- Les tumeurs contiennent des composants cellulaires qui leur conférent des propriétés
de cellules souches essentielles : auto-renouvellement (moteur de la cancérisation),

différenciation (hétérogénéité cellulaire)

La présence de populations cellulaires ayant des propriétés de cellules souches au sein de la
tumeur a également été suggérée par des essais clonogéniques mettant en évidence des sous-
populations de cellules tumorales ayant une capacité de prolifération importante, capables de
former des clones in vitro (Hamburger and Salmon, 1977; Kleinsmith and Pierce, 1964) et in
vivo (Bruce and Van Der Gaag, 1963; Furth and Kahn, 1937). Ceci est appuyé par la

découverte d’une hiérarchie cellulaire dans les tumeurs (Pierce and Wallace, 1971).

Depuis I’apparition du concept, la définition des CSCs a trés peu changé : il s’agit d’une
cellule tumorale ayant des capacités de propagation de tumeur a travers l'auto renouvellement
et la différenciation, par opposition a la majorit¢ des cellules tumorales qui sont plus

différenciées et ne possédent pas ces propriétés.

La mise en évidence des CSCs repose sur la capacité d'une de ces cellules a reformer la
tumeur originelle (hétérogénéité et caractéristiques phénotypiques) apres transplantation dans

un mode¢le animal ainsi que sur sa capacité d'auto renouvellement in vitro (Figure 16).
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Figure 16 : Mise en évidence des cellules souches cancéreuses.

Les cellules souches cancéreuses sont définies fonctionnellement comme capables de s’auto-remouveler et de former des
clones in vitro ainsi que de pouvoir renouveler la tumeur originelle dans sa globalité aprés transplantation. Schéma réalisé a
I’aide de Servier Medical Art.
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1.2. Tumeurs liquides

En 1994, le groupe de Dick montre que la leucémie myéloide séveére est organisée de facon
hiérarchique a partir d'une cellule hématopoiétique primaire et identifie pour la premiere fois
des CSCs par transplantation dans des souris immunodéficientes. Ces cellules comptent pour
0,01 & 1 % des cellules tumorales et sont caractérisées par le phénotype CD34"CD38" (Bonnet
and Dick, 1997; Lapidot et al., 1994).

1.3. Tumeurs solides

En 2003, le groupe de Clarke adapta au cancer du sein les méthodes utilisées pour identifier
les CSCs des leucémies et mit en évidence une sous-population de cellules cancéreuses
(cellules CD447/CD247'°) capables de régénérer la tumeur dans des souris NOD-SCID
immunodéficientes ; une centaine de CSCs sont suffisantes pour régénérer la tumeur dans le
cadre d’une xénogreffe alors que plusieurs dizaines de milliers de cellules de la masse

tumorale n’en sont pas capables (Al-Hajj et al., 2003).

En 2004, le groupe de Dirks identifia pour la premiere fois des CSCs dans les tumeurs du
systéme nerveux central, capables de former des neurospheéres et de régénérer la tumeur par
transplantation orthotopique dans des souris immunodéficientes; ces cellules sont
caractérisées par le marqueur CD133" (prominine 1) (Singh et al., 2003; Singh et al., 2004).
Des cellules ayant les propriétés des CSCs ont été identifiées dans la plupart des tumeurs du
systéme nerveux central, incluant les gliomes, les médulloblastomes et les épendymomes
(Galli et al., 2004; Hemmati et al., 2003; Ignatova et al., 2002; Singh et al., 2004; Yuan et al.,
2004).

L’isolation de ces cellules se fait & partir de biopsies de tumeurs coupées en fragments de
1 mm’ ; les cellules sont dissociées et mises en culture dans du milieu de culture de croissance
des cellules souches neurales, sans sérum, auquel sont ajoutés des facteurs de croissance dont
I’EGF (epithelial growth factor) et le bFGF (basic fibroblast growth factor). Les neurospheres
formées sont isolées, dissociées, remises en culture dans les mémes conditions et ainsi de
suite pendant plus de 50 passages jusqu’a obtenir une population constituée uniquement de

cellules clonogéniques (Figure 17).
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Figure 17 : Isolation de cellules souches cancéreuses a partir de biopsies de tumeurs solides.
Les morceaux de biopsie tumorale sont mis en culture avec des agents mitogénes. Aprés plusieurs cycles de dissociation de
ces cellules et de prolifération, on obtient des « lignées cellulaires » ne contenant que des cellules souches cancéreuses.

Depuis, des cellules inductrices de tumeur ont été identifiées dans les cancers du pancréas (Li
et al., 2007), du cou (Prince et al., 2007), de la prostate (Sadri-Ardekani et al., 2009), du
colon (O'Brien et al., 2007) et de la peau (mélanomes) (Quintana et al., 2008).

Dans les différents essais menés pour isoler les CSCs et démontrer leurs propriétés, la
tumorigénicité des cellules transplantées dans I'hdte dépend des conditions d'isolation des
cellules de la tumeur et de la nature de I'hote immunodéprimé. La fréquence des cellules
tumorigéniques peut varier en fonction du type de tumeur et du systeme expérimental utilisé,
allant de moins de 1 % dans les leucémies et pouvant atteindre 20 a 25 % dans les tumeurs
solides (Quintana et al., 2008; Visvader and Lindeman, 2008). Cependant, certaines de ces
¢tudes ¢étudient le potentiel tumorigénique de cellules tumorales obtenues a partir de biopsies
sans (ou avec peu) de culture in vitro intermédiaire sur le seul critére de la présence d’un
marqueur ; il est fort probable dans ce cas que des cellules tumorales n’ayant pas de caractere
« souche » forment des tumeurs lors de xénotransplantations. L’une des caractéristiques des
CSCs est leur capacité a étre maintenues en culture pendant un nombre « infini » de passages,
contrairement aux cellules mortelles qui ne dépassent pas une cinquantaine de passages ; I’un
des moyens de s’assurer de la présence de CSCs dans une population de cellules est donc
d’effectuer des passages in vitro avant la xénotransplantation. Dans ce cas, la proportion de

CSCs des tumeurs solides est proche de 1 %.
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2. Caractérisation des cellules propagatrices de glioblastome

2.1. Génotype tres instable / phénotype a peu pres stable

L’analyse chromosomique des cellules propagatrices de glioblastome (gCSC) montre un
caryotype a 62 chromosomes, comportant a la fois des gains et des pertes de parties de
chromosomes. Globalement, on observe des gains au niveau des chromosomes 1q, 5, 7, 9q, 12

et 14 et des pertes au niveau des chromosomes 9p et 18q (Figure 18).
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Figure 18 : Analyse du caryotype des cellules propagatrices de glioblastome.
L’analyse chromosomique de cellules TGOl par Multi FISH révéle une hypotriploidie avec une surreprésentation des
chromosomes 7 et 14 (Patru et al., 2010).

Contrairement aux cancers hématologiques ayant un caryotype proche de la diploidie, de
nombreuses tumeurs solides ont des cellules avec un caryotype oscillant entre la triploidie et
la tétraploidie (Bayani and Squire, 2007). Ceci implique des mitoses avec des erreurs de
ségrégation, intervenant soit au moment de la réplication de I’ADN, de I’attachement a
I’appareil spinal, de I’alignement le long de la plaque métaphasique, de la ségrégation, de la
migration aux pdles cellulaires ou de la cytokineése. Dans une cellule normale, ces erreurs
mitotiques poussent la cellule a 1’apoptose via 1’activation des points de contrdle du cycle
cellulaire. La transformation maligne de la cellule lui confére la capacité d’échapper aux voies
de signalisation apoptotiques et de conserver les anormalités mitotiques. La duplication de

centrosomes a été observée dans de nombreux cancers et résulte en une ségrégation inégale du
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matériel génomique (Doxsey, 2002; Kops et al., 2005; Nigg, 2002). Les changements de la
ploidie des cellules sont imputés & une absence de cytokinese, générant ainsi une cellule

tétraploide.

Les tumeurs diploides subissent souvent des réarrangements chromosomiques numériques et
structuraux avant la tétraploidisation (Figure 19), résultant en des tumeurs hétérogenes et
cytogénétiquement complexes, classées en termes numériques en tant que presque tétraploide

ou pseudo triploide (Bayani et al., 2007).
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Figure 19 : Acquisition d’aberrations chromosomiques numériques et/ou structurelles.

La cellule normale (gauche) est représentée avec 3 paires de chromosomes. (a) Absence de cytokinése aprés la réplication
des chromosomes, résultant en une cellule tétraploide (4n). (b) Erreurs de ségrégations pendant 1’anaphase, résultant en 2
cellules filles polysomiques, 1’une ayant 1 copie et I’autre 3 copies pour I’un des chromosomes. (¢) Amplification par ‘double
minute’ de quelques génes par altération structurale résultant en une augmentation épisomique du nombre de copies de
quelques genes. (d) Altération structurale générant 2 translocations non compensées; cette altération est ¢galement
numérique ¢étant donné que I’altération n’est pas réciproque. (e) Translocation structurale compensée, sans changement du
nombre de copies d’ADN. Schéma d’aprés (Bayani et al., 2007).

STRUCTURAL

2.2. Altération de voies de signalisation

Les cellules souches normales et tumorales partagent plusieurs voies de signalisation
impliquées dans la prolifération, le maintien de 1’état différencié ou encore la résistance a
I’apoptose ; dans le cas des CSCs, ces voies de signalisation sont souvent altérées (en général
par une surexpression). Parmi les principales voies de signalisation concernées, on trouve la

voie Wnt/B-caténine, la voie Sonic Hedgehog et la voie Notch (Figure 20).
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Figure 20 : Voies de signalisation altérées dans les gCSCs.

Voie Wnt/B-caténine. La liaison de Wnt au récepteur Frizzled (FZD) associ¢ au corécepteur LRP active la protéine
Dishevelled (DVL) qui inhibe le complexe protéique destructeur (GSK3 : glycogen synthase kinase 3, APC, Axine) auquel
est associée la B-caténine (fleches noires). La B-caténine migre dans le noyau et s’associe au facteur de transcription
LEF/TCF (lymphoid enhancer binding factor) et a CBP (cyclique AMP response element binding protein) ou p300 pour
induire ’expression de genes (fleches vertes) impliqués dans la différenciation, la survie et la prolifération cellulaires. Voie
Sonic-Hedgehog. En absence d’activation (fleches noires), les facteurs de transcription Gli sont complexés a Costal, Fused et
SUFU suppresseur de Fused), induisant la dégradation de Gli3 et la formation d’un répresseur de la transcription Rep-Gli2.
La liaison de Sonic Hedgehog (Shh) sur le récepteur Patched induit la levée de I'inhibition de Smoothened (SMO) et la
libération des facteurs de transcription Gli qui migrent dans le noyau (fleches vertes). Parmi les geénes activés, Myc est
impliqué dans la prolifération et I’inhibition de la différenciation, Bcl2 dans la survie cellulaire, les cyclines dans la
régulation du cycle cellulaire. Voie Notch. Suite a la liaison de 1’un de ses ligands (Delta ou Jagged) sécrétés par une cellule
voisine, le domaine intracellulaire (NCID) de Notch est libéré dans le cytoplasme par des métalloprotéases (ADMA/TACE)
et y-sécrétases. NCID, transloque dans le noyau et s’associe au facteur de transcription RBPJK (recombinant signal-binding
protein for immunoglobulin kappa J region), induisant 1’expression de geénes dont HES (hairy and enhancer of split), Myc et
p21 impliqués dans la prolifération, la survie cellulaires et I’inhibition des genes de différenciation. La présence de HIF1a en
conditions hypoxiques, inhibe la transcription des génes de différenciation et induit I’expression de génes impliqués dans la
transition épithéliamo-mésenchymateuse (EMT).

2.2.1. Sonic Hedgehog (Shh)/Gli

La voie de signalisation de Shh est impliquée dans la prolifération et la survie cellulaires au
cours du développement neural de ’embryon. En absence de ligand Shh, les facteurs de
transcription Gli sont complexés a Costal2 (kinésine), Fused (sérine thréonine kinase) et
SUFU (suppresseur de Fused), induisant la protéolyse de Gli en une forme répressive de la
transcription. La liaison des glycoprotéines Shh sur le récepteur membranaire induit la levée
de I’inhibition de Smoothened par Patched et la libération des facteurs de transcription Gli du
complexe protéique inhibiteur (Onishi and Katano, 2011; Pan et al., 2006) (Figure 20). La

voie de signalisation Shh est impliquée dans la progression des tumeurs, notamment via la
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surexpression des facteurs Gli, et maintient les gCSCs dans un état indifférencié et invasif

(Clement et al., 2007).

2.2.2. Notch

Suite a un contact intercellulaire, le récepteur Notch est activé par la liaison d’un ligand
Delta-like (DIl 1, 3 et 4) ou Jagged (Jag 1 et 2), induisant la libération de la partie
intracellulaire du récepteur NCID (Notch intracellular domain) dans le cytoplasme et sa
translocation au noyau. NCID s’associe dans le noyau avec des facteurs de transcription,
induisant 1’expression de genes parmi lesquels certains sont impliqués dans [’auto-
renouvellement, la survie cellulaire et I’inhibition de la différenciation des cellules souches
neurales et progénitrices en cellules neurales (Lathia et al., 2008) (Figure 20). En condition
hypoxique, HIF-1a (hypoxia inducible factor 1 alpha) interagit avec NCID et inhibe la
transcription des geénes de différenciation (Gustafsson et al., 2005). Une signalisation
aberrante de Notch a été identifiée dans de nombreux cancers, dont les glioblastomes
(Kanamori et al., 2007) ; dans les gCSCs, I’activation de Notch permet le maintien d’un état
indifférencié, pluripotent et d’auto-renouvellement (Zhang et al., 2008b) et favorise la
tumorigénicité in vivo, notamment par 1’activation de génes impliqués dans la survie
cellulaire, la mobilit¢ et I’angiogenese (Fan et al., 2010), ainsi que dans la transition

épithéliamo-mésenchymateuse (voir point II-2.4, page 39) (Wang et al., 2010c).

2.2.3. Wnt / B-caténine

Les cascades de signalisation induites par la fixation de Wnt sur son récepteur Frizzled (FZD)
dépendent du corécepteur associé: les corécepteurs LRPS5S et LRP6 controlent la voie
canonique Wnt/B-caténine impliquée dans le devenir de la cellule et les corécepteurs ROR2 et
RYK la voie non canonique gérant les mouvements cellulaires et la polarité des tissus ; a ce
jour 19 protéines Wnt et 10 récepteurs Frizzled ont été identifiés (Katoh, 2007). Dans la voie
canonique et en absence de Wnt, la -caténine est associée a un complexe multiprotéique de
destruction, phosphorylée, ubiquitinée et dégradée par le protéasome. La liaison de Wnt a son
récepteur (FZD — LRP5/LRP6) libere la B-caténine qui s’associe dans le noyau avec p300 ou
CBP (cyclic AMP response element binding protein) pour agir en tant que facteur de
transcription sur des génes impliqués dans la prolifération, la différenciation et la survie

cellulaires (Figure 20). L’étude des composants nucléaires d’échantillons de glioblastome de
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type mésenchymateux de The Cancer Genome Atlas a corrélé une forte activité de la voie
Wnt/B-caténine avec une durée de vie plus faible des patients (Cooper et al., 2012). La
suractivation de cette voie de signalisation dans les gCSCs et ’accumulation de B-caténine
dans le cytoplasme sont responsables du caractére souche des cellules, de leur invasivité via
I’induction d’une transition épithéliamo-mésenchymateuse (voir point II-2.4, page 39) (Jin et

al., 2011; Zhao et al., 2011) ou encore de la tumorigénicité des cellules in vivo (Pulvirenti et

al.,, 2011).

2.3. Modifications épigénétiques

Les mécanismes épigénétiques sont de trés puissants régulateurs de 1’expression de geénes et
du cycle cellulaire, de la survie de la cellule. Ces mécanismes permettent également a une
population de cellules d’acquérir une grande variabilité phénotypique et de s’adapter aux

changements microenvironementaux.

2.3.1. Méthylation de 'ADN

La méthylation de I’ADN sur des résidus cytosines dans les ilots CpG est 1'un des
mécanismes de répression de geénes les mieux caractérisés. Les ilots CpG ont en moyenne une
longueur de 1 kb et contiennent 5 fois plus de CpGs que le reste du génome ; ces séquences
sont estimées a 30 000 environ et représentent 7 % de I’ensemble des CpGs (Rollins et al.,
2006). Les promoteurs contenant une forte densité de CpGs sont couramment associés a des
genes du développement (Saxonov et al., 2006). La plupart des CpGs ne sont pas méthylés

dans les tissus sains, excepté au niveau du chromosome X inactif ou de fagon tissu spécifique.

L’hyperméthylation de certains ilots CpG dans les cancers est associée avec la répression de
genes suppresseurs de tumeurs (Baylin and Herman, 2000). Dans les gCSCs, certains
promoteurs de geénes impliqués dans la réparation de I’ADN, 1’apoptose, I’invasion,
I’angiogenese et la résistance aux substances chimiques sont fréquemment hyperméthylés, et
donc inactifs ; la méthylation de MGMT (O°-methylguanine DNA methyltransferase) est
associée a un meilleur pronostic pour les patients traités par radiothérapie et par 1’agent

alkylant de I’ADN, le Témozolomide (Hegi et al., 2005).
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Parmi ces geénes hyperméthylés, une forte proportion est régulée par une chromatine
ambivalente dans les cellules embryonnaires (Easwaran et al.,, 2012). La structure
ambivalente de la chromatine est définie par de I’ADN non méthylé mais portant a la fois des
marques répressives (marque H3K27me3, voir paragraphe suivant) et inductrices (marque
H3K4me2/me3) de la transcription de génes ; ceci induit une trés faible expression des génes
cibles. Dans les cellules embryonnaires, ce type de régulation est identifi¢ au niveau des genes
du développement et permet de maintenir les caractéristiques « souche» et
d’autorenouvellement des cellules, inhibe I’expression des genes de différenciation. Dans les
cellules tumorales, 1’hyperméthylation induit une conformation de la chromatine répressive
beaucoup plus importante que la structure ambivalente ; cette hyperméthylation est observée
au niveau de nombreux geénes intervenant dans la régulation du développement et confére une

signature de cellules souches aux cellules tumorales concernées (Easwaran et al., 2012).

La méthylation de I’ensemble du génome est inférieure a 50 % dans les glioblastomes
primaires (contre 75 % dans les tissus sains du cerveau) (Cadieux et al., 2006).
L’hypométhylation peut en effet contribuer a la tumorigénicité de la cellule par I’activation
d’oncogenes, la perte d’empreinte parentale (perte de la régulation monoallélique
normalement conférée par la méthylation spécifique de I’ADN parental lors de la réplication
de I’ADN) (Holm et al., 2005) et le non-masquage d’¢léments répétitifs (environ 45 % du
génome, plus d’1/3 des méthylations de I’ADN dans les tissus sains), source d’instabilité
génomique et d’altération structurelle des régions chromosomiques adjacentes (Eden et al.,
2003). En particulier, la déméthylation de Sat2, proche du centromére du chromosome 1,
prédispose a des cassures du chromosome et a une altération du nombre de copies de
I’euchromatine adjacente (gains ou pertes) (Cadieux et al., 2006; Fanelli et al., 2008). L’étude
de I’expression de Sox2 dans les gCSCs et échantillons de glioblastomes montre une
amplification du locus de Sox2 (3926.33) dans 10 % des cas environ mais surtout une
hypométhylation du promoteur dans 100 % des cas, suggérant que cette hypométhylation est
le principal facteur de la surexpression de Sox2 (Alonso et al., 2011). L hypométhylation du
promoteur de Sox2 dans les gCSCs et les lignées de glioblastomes conféere, de la méme facon
que dans les cellules souches, des propriétés d’auto-renouvellement et d’inhibition de la

différenciation cellulaire.

La modification de I’expression des ADN méthyltransférases (DNMTs), notamment la

surexpression de DNMTT et la sous-expression de DNMT3a, serait a I’origine des aberrations
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de méthylation de I’ADN. En effet, I’induction de I’expression de DNMT3a dans des cellules
de glioblastome permet de retrouver quasi totalement des niveaux de méthylation normaux,
dont celui de Sat2; par contre, la perte de DNMT3a n’engendre pas forcément la
déméthylation de Sat2. Ces effets seraient dus a une faible expression de DNMT3a pendant la
période post natale alors qu’une augmentation de cette expression dans les progéniteurs
neuronaux est nécessaire au bon développement du systéme nerveux central ; la méthylation
incompléte des régions péri-centromériques créerait des instabilités dans I’ADN génomique et
I’héritage de ces anomalies serait amplifi¢ dans les cellules progénitrices neurales aves
I’accumulation de nouvelles altérations génétiques. Ces modifications pourraient étre a

I’origine de la cellule initiatrice de glioblastome a I’age adulte (Fanelli et al., 2008).

2.3.2. Méthylation des histones

Les protéines Polycomb sont regroupées en complexes répressifs (PRC1 et PRC2), induisant
la triméthylation des histones H3 au niveau de la lysine 27 et I’inhibition de la transcription.
Les complexes PRC contribuent ainsi a la répression de la pluripotence et a la définition du
potentiel développemental de cellules progénitrices du systéme nerveux central (Sparmann
and van Lohuizen, 2006) ; 75 % des sites de méthylation de I’ADN sont occupés par des
complexes Polycomb dans les cellules souches et progénitrices adultes. Dans les
glioblastomes, 1’expression aberrante des geénes polycomb (en particulier Bmi-1 et EZH2)
inhibe la différenciation et les génes suppresseurs de tumeurs, active les génes impliqués dans

la transformation et I’invasion et active la prolifération des gCSCs (Dimov et al., 2011).

EZH2 est le composant principal du complexe Polycomb 2, inhibant la transcription de genes
par la triméthylation des lysines 27 et 9 des histones H3 (Figure 21). Dans les cellules souches
embryonnaires, des promoteurs de génes cibles des complexes Polycomb sont occupés par les
facteurs de transcription Oct-4, Sox-2 et Nanog, essentiels dans le maintien de 1’état
pluripotent des cellules (Lee et al., 2006b) ; dans les cellules différenciées, la triméthylation
H3K27 est retrouvée dans les régions promotrices de génes du développement. Dans les
cellules tumorales, parmi les génes réprimés on trouve des geénes suppresseurs de tumeur,
dont les génes CDKN2A et CDNK2B codant pour p14 (ARF), p15 (INK4B) et p16 (INK4A)
(Gil and Peters, 2006; Kotake et al., 2007) ou les genes caszl, clu, runx3 et ngfr récemment

identifiées comme génes suppresseurs de tumeur dans les neuroblastomes (Wang et al., 2012).
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L’inhibition de EZH2 inhibe I’autorenouvellement des cellules gCSCs in vitro et la formation

de tumeurs in vivo (Suva et al., 2009).

Bmi-1 fait partie du complexe PCR1 catalysant la monoubiquitination des histones H2A au
niveau de la lysine 119 (Figure 21); dans les tissus sains, cette modification épigénétique est
retrouvée sur environ 10 % des histones H2A. Bmi-1 réprime les voies de signalisation
alternatives de suppression de tumeur qui tentent de compenser les délétions de
INK4a/ARF/P53 et I’hyperactivation de la voie de signalisation PI3K/AKT (Bruggeman et al.,
2007). La diminution du taux d’expression de Bmi-1 dans des cellules de glioblastome inhibe
leur prolifération et réduit 1’auto-renouvellement des gCSCs (Abdouh et al., 2009; Godlewski
et al., 2008).

Les complexes Trithorax sont également impliqués dans la tumorigénicité. Ces protéines
laissent, de la méme fagon que les groupes Polycomb, des marques sur les histones
(H3K4me3) mais celles-ci sont liées a 1’activation de la transcription et non plus a la

répression (Figure 21) (Schuettengruber et al., 2007).

Figure 21 : Modifications épigénétiques : méthylation des histones.

Le complexe PRC2 induit la méthylation de H3K27, ce qui permet de recruter le complexe PRC1 via les protéines CBX.
PRCI transfére un résidu monoubiquitine sur H2AK119 : PRC1 interpréte les modifications établies par PRC2 pour les génes
qu’ils ont en commun en inhibant I’activation de I’ADN polymérase II a la fois par le complexe PRCI1 lui-méme et par les
marques H2AK119ub. Les complexes Trithorax sont responsables de la méthylation de H3K4, marque d’activation de
I’ADN polymérase II. PRC: Polycomb repressive complex, EZH2: enhancer of zeste (histone methyltransferase), SUZ12:
suppressor or zeste 12, EED: embryonic ectoderm development protein, CBX: chromobox homolog, RING1: ring finger
protein 1, Bmil: homolog of leukemia viral murine Bmi-1 oncogene, PH: polyhomeotic like, ASH2L: drosophilia absent
small or homeotic discs 2-like, MLL: myeloid/lymphoid or mixed lineage leukemia gene, WDRS5: WD repeat containing
protein 5, RbBPS: retinoblastoma binding protein 5. Schéma adapté de (Richly et al., 2011).

2.3.3. Acétylation des histones

L’acétylation des histones au niveau des lysines est catalysée par les histone acetyl

transférases (HA'Ts), résultant en une diminution de la charge nette positive des lysines et se
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traduisant en une diminution de I’affinité des histones pour I’ADN et en une facilitation de la
liaison de médiateurs de la transcription (Shukla et al., 2008). Parmi les sites d’acétylation
identifiés, on trouve notamment la position H3K56, associée a 1’apoptose et la réparation de
I’ADN et corrélée a un état dédifférencié ; certaines positions sont a la fois sujettes a la

méthylation et I’acétylation (H3K9, H3K27) (van Vlerken et al., 2012).

Tout comme la méthylation, 1’acétylation des histones est un processus réversible catalysé par
des histone désacétylases (HDACs), inhibant la liaison de facteurs de transcription.
Cependant, ces enzymes ont également un rdle en tant que cofacteurs de transcription en
interaction avec les facteurs E2f, Stat3, p53, Rb, NF-kB, ...(Ropero and Esteller, 2007). Les
enzymes HDAC:s de classe I, HDACI1 et HDAC2, jouent un rdle clé dans le développement et
sont surexprimées dans les tissus tumoraux. Ces deux protéines sont impliquées dans
I’inhibition de 1’apoptose des cellules tumorales (Marchion et al., 2009) et induisent
notamment 1’accumulation de H3K56ac au niveau des 1ésions de I’ADN, diminuant ainsi la
sensibilit¢ des cellules aux agents altérants de I’ADN (Miller et al., 2010). Les enzymes
HDACs de classes II et IV sont sous exprimées dans les glioblastomes et induisent une
suracétylation globale des histones H3 (Lucio-Eterovic et al., 2008). Plusieurs essais cliniques
utilisant des inhibiteurs d’HDACs sont en cours ; parmi les effets de ces inhibiteurs, on note
I’arrét du cycle cellulaire, I’induction de 1’apoptose, de I’angiogenése, de 1’autophagie et de la
transition épithéliamo-mésenchymateuse (Encart 2). Cependant, si les tumeurs
hématopoiétiques répondent bien a ces inhibiteurs, I’effet sur les tumeurs solides n’est a ce

jour pas satisfaisant (Khan and La Thangue, 2012).

2.3.4. Micro ARNs

Le récent intérét port¢ aux miRNAs montre leur importance dans les processus de
prolifération, différenciation (Encart 1) ainsi que leur activité en tant que suppresseurs de
tumeurs ou oncogeénes dans de nombreux cancers. Dans les gCSCs, les miRNAs impliqués
dans la régulation de mécanismes conférant un avantage vis-a-vis de la survie, résistance, et
prolifération des cellules sont surexprimés de fagon significative (Gonzalez-Gomez et al.,
2011; Silber et al., 2009). L’étude de I’expression des miRNAs des gCSCs par rapport a
différentes populations cellulaires de référencea permis de mettre en évidence la

surexpression / sous expression de différents miRNAs.
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Par comparaison avec le tissu cérébral sain, les glioblastomes et astrocytomes anaplasiques
montrent une sous-expression de 2 miRNAs (miR-124 et miR-137) ; la transfection de ces
deux miRNAs inhibe la prolifération par induction de la différenciation des cellules de
glioblastome (Silber et al., 2008). Plusieurs sites potentiels de liaison de NF-xB et c-Myc ont
¢té identifiés au niveau de promoteurs de plusieurs miRNAs surexprimés dans les
glioblastomes, impliquant ces facteurs de transcription dans la régulation de 1’expression des

miRNAs.

La comparaison avec des cellules de glioblastome n’ayant pas de caractére souche montre une
sous-expression de plusieurs miRNAs dans les gCSCs dont miR-451, miR-486 et miR-425.
La transfection de ces miRNAs dans les gCSCs inhibe la formation de neurosphéres et la
transfection de miR-451 inhibe la croissance cellulaire (Gal et al., 2008). La région
promotrice de miR-451 a été identifiée comme le site de fixation de SMAD3 et 4, dont la
transfection dans les cellules de glioblastome inhibe leur croissance, suggérant que SMAD
peut étre un moteur de la différenciation des gCSCs a travers I’expression de miRNAs (Zhou
et al., 2010). D’autres miRNAs ont été identifiés comme sous exprimés et impliqués dans des
voies de signalisation dérégulées dans les gCSCs : miR-7 inhibe normalement 1’expression de
I’EGFR et de la voie de signalisation AKT (Kefas et al., 2008), miR-1, miR-34, miR-146,
miR-199 et la famille des miRNAs Let-7 inhibent le facteur Notch dans des cellules saines ;
ces miRNAs sont impliqués dans plusieurs cancers dont les gliomes et sont souvent

sélectionnés comme candidats de thérapies anticancéreuses (Wang et al., 2010b).

Récemment, une étude différentielle de I’expression de miRNAs entre les gCSCs et les NSCs
a mis en évidence la surexpression de 8 miRNAs et la sous-expression de 2 miRNAs dans les

gCSCs participant a la tumorigenése (Lang et al., 2012).

Enfin, une étude portant sur la répression de 1’état souche des gCSCs a mis en évidence le role
du cluster miR 302-367. Ce cluster est en effet rapidement surexprimé lors de la mise en
culture des gCSCs dans un milieu contenant du sérum, et sa translocation dans des gCSCs
permet d’inhiber I’auto-renouvellement, 1’expression de geénes associés a 1’état souche des
cellules et I’infiltration des cellules a travers 1’inhibition de la voie de signalisation de CXCR4

(Fareh et al., 2012).
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2.4. Transition épithéliamo mésenchymateuse

Les biopsies de glioblastomes primaires ainsi que I’étude du transcriptome et de 1’expression
des miRNAs ont permis de mettre en évidence la co-expression de geénes associés aux
phénotypes de cellules souches neurales et mésenchymateuses ainsi que des antigénes de
surface caractéristiques de cellules souches mésenchymateuses (Kim et al., 2011b; Phillips et

al., 2006; Tso et al., 2006; Verhaak et al., 2010).

En 2008, le groupe de De Maria a démontré que certaines gCSCs peuvent avoir un potentiel
de différenciation neural mais également mésenchymateux selon les stimuli du
microenvironnement : in Vitro, ces cellules sont capables, de différenciation chondro-
ostéogénique ou neurale et dans les xénogreffes, la différenciation mésenchymateuse est
associée a une réduction du taux de prolifération et de I’index mitotique de ces cellules. Ce
groupe a ainsi pu mettre en évidence 1’importante plasticité des gCSCs et le role essentiel du
microenvironnement dans la différenciation des gCSCs. La limitation de la différenciation des
gCSCs au lignage neuronal correspondrait alors a une perte de multipotence ou a un
microenvironnement non favorable a la formation de cellules mésenchymateuses. On observe
ainsi environ 2 % des glioblastomes avec une différenciation mésenchymateuse dans le
cerveau, ce pourcentage passe a 28 et 57 % dans les cas respectifs de xénogreffe sous-cutanée

et de culture in vitro (Ricci-Vitiani et al., 2008).

La présence de phénotypes neural et mésenchymateux au sein d’un méme glioblastome a
suggéré dans un premier temps des origines différentes de ces deux types de cellules, mais
I’observation de mémes anormalités renforce 1’hypothése d’une origine clonale commune
(Borota et al., 2006) et ’acquisition du phénotype mésenchymateux a travers une transition
épithéliamo-mésenchymateuse (EMT, Encart 2). Cette transition est caractérisée par
I’expression de plusieurs facteurs de transcription définissant la signature mésenchymateuse
et est présente dans plusieurs types de tumeurs solides. Certains de ces genes sont
caractéristiques du développement alors que d’autres entrent dans la composition de la

matrice extracellulaire et du collagéne (Cheng et al., 2012).
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Encart 2 : Transition épithéliamo-mésenchymateuse (EMT)

L’EMT est un processus développemental conservé au cours de 1’évolution, permettant a une cellule
épithéliale (polarisée, fonctions de sécrétions et de barriere établie par des jonctions entre cellules et
avec la membrane basale) de subir des changements biologiques multiples pour acquérir un
phénotype mésenchymateux, incluant une capacit¢ de migration, d’invasion, de résistance a
I’apoptose et de production de composés de la matrice extracellulaire. Ce processus est tout a fait
réversible a travers la transition mésenchymo-épithéliale (MET).

Plusieurs processus biologiques nécessitent une EMT. Au cours du développement embryonnaire
et de la formation des organes, certaines cellules épithéliales subissent des changements
morphogénétiques profonds pour acquérir des propriétés de migration et d’invasivité, étre recrutées a
des sites spécifiques de ’embryon en développement ou elles se redifférencient a travers une MET
pour former des tissus épithéliaux a des localisations distantes (EMT de type 1). L’EMT est
également observée lors de la réparation tissulaire (EMT de type 2) ou encore au cours d’un stress
pathologique (inflammation, carcinome de haut grade) (EMT de type 3). Dans le cas de la
cancérisation, ’EMT permet ’invasion tissulaire et la formation de métastases pour les cellules
situées au niveau du « front » de la tumeur. Cependant, les cellules tumorales migrantes dérivées
d’'une EMT et formant des colonies tumorales secondaires a des sites distants ressemblent aux
cellules de la tumeur primaire : le phénotype mésenchymateux est abandonné, probablement au
cours d’un processus MET (Kalluri and Weinberg, 2009).

prart  Epirwka Py e as . R—— [ P—

'

1‘;‘51...‘._- .

= . -
% A /: 1\ a

hasrrrgl apetheleam RGO i el EMT Camer O RN (8 MET

e LR AT T LT

Figure 22 : Contribution de PEMT dans la progression de la cancérisation.

L’acquisition du caractere invasif des cellules tumorales passe par une perte de la polarisation de la cellule, une perte
d’adhérence a la membrane basale et une modification de la composition de cette membrane basale. L’EMT favorise la
dispersion des cellules tumorales dans la circulation, 1’établissement de ces cellules a des localisations distantes de la
tumeur primaire. Une MET promeut ensuite le retour a un phénotype épithélial de ces cellules formant une tumeur
secondaire (Kalluri and Weinberg, 2009)

L’EMT est dépendante du microenvironnement et peut étre induite par plusieurs facteurs dont le
TGFE- B (transforming growth factor beta) ou des ligands des récepteurs tyrosine kinase. L’une des
conséquences de I’expression de ces facteurs est la surexpression de répresseurs. transcriptionnels tels
que Snail, Slug, Zebl, Zeb2/S1P, bHLH, Twist et E47 (Peinado et al., 2007). Ces différentes
protéines se lient aux promoteurs de génes dont notamment ceux codant pour la Cadhérine E,
intervenant dans les jonctions adhérentes, et recrutent des histones déascétylases dans un processus
de condensation de la chromatine. Ajouté a cela, la modulation de ’activité des Rho GTPases induit
la perte de la polarité de la cellule, I’augmentation de la stabilité et I’accumulation cytoplasmique de
la B-caténine intervenant dans les jonctions adhérentes et la modification de 1I’expression de geénes en
coopération avec la signalisation Wnt. S’ensuivent ainsi une perte de marqueurs épithéliaux et une
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augmentation de marqueurs mésenchymateux, dont la Fibronectine et la Vimentine (Zeisberg and
Neilson, 2009) (Figure 23).
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Figure 23 : EMT et plasticité cellulaire.

L’EMT est une transition fonctionnelle incluant la perte de marqueurs épithéliaux et I’apparition de marqueurs
mésenchymateux (marqueurs de surface, protéines du cytosquelette, activation de facteurs de transcription,
expression de miRNAs...) et permettant a la cellule d’acquérir des propriétés de survie cellulaire, d’invasion,
d’angiogenése, de tumorigénécité, de dédifférenciation, ... Certains effecteurs du microenvironnement et des voies
de signalisation (encadré vert) ont été identifiés comme ¢léments stimulants I’EMT.

Il a récemment été suggéré que le caractére souche de certaines cellules tumorales est
étroitement corrélé avec une EMT. Dans certains modéles, ’EMT peut en effet induire des
capacités d’auto-renouvellement, de différenciation et d’invasion (Mani et al., 2008; Morel et
al., 2008; Singh and Settleman, 2010), notamment a travers la diminution de 1’expression des
miRNAs répresseurs du caractére souche des cellules (Shimono et al., 2009; Wellner et al.,
2009) ou par I’induction de Bmi-1, composant du complexe répresseur Polycombe 1 (Yang et

al., 2010) (Figure 23).

D’autre part, une étude récente d’échantillons de glioblastomes de The Cancer Genome Atlas
a mis en évidence une corrélation inverse entre la survie des patients, le temps de récurrence
de la tumeur et la présence d’une signature de transition mésenchymateuse (Cheng et al.,
2012), renforcant I’idée de I’importance de 'EMT et des CSCs dans 1’agressivité de la

tumeur.
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2.5. « Marqueurs » connus

Plusieurs marqueurs ont été proposés pour caractériser et isoler les gCSCs. Parmi ces
marqueurs, certains sont caractéristiques des NSCs ou des précurseurs neuronaux et d’autres
de cellules différenciées du systéme nerveux central, mettant en évidence la complexité et la
particularité des gCSCs. Historiquement, la Nestine et CD133 sont les marqueurs les plus
décrits dans I’identification des NSCs ; leur utilisation dans 1’isolation des gCSCs a joué un
role fondamental dans la détermination des propriétés de ces cellules, telles que la progression

tumorale et la résistance aux chimio- et radiothérapie.

2.5.1. Nestine

La Nestine est une protéine des filaments intermédiaires du cytosquelette exprimée par les
cellules souches neuro-épithéliales ; cette protéine est impliquée dans I’organisation du
cytosquelette, la signalisation cellulaire, 1’organogenése, le métabolisme cellulaire et est un
marqueur de cellules proliférantes et migrantes (Dell'Albani, 2008). La différenciation
cellulaire s’accompagne de la perte du marqueur Nestine et de I’augmentation de 1’expression
de neurofilaments dans les neurones ou de GFAP (glial fibrillary acidic protein) dans les

précurseurs des cellules gliales (Messam et al., 2000).

L’expression de filaments intermédiaires dans plusieurs types de cancers est associé¢e a la
mobilité et au caractere invasif des cellules (Strojnik et al., 2007) et la présence de la Nestine
dans le noyau des cellules issues de glioblastomes suggere son implication dans 1’organisation
de la chromatine lors des divisions symétriques ou asymétriques des cellules souches ou dans
la régulation de I’expression de génes (Veselska et al., 2006). La Nestine a ét¢ identifiée dans
de nombreuses gCSCs (Patru et al., 2010) mais son caractére non spécifique ne permet pas de
I’utiliser en tant que marqueur d’isolation de gCSCs ; par contre la corrélation de 1’expression
de la Nestine avec une survie plus faible des patients permettrait d’utiliser cette protéine en

tant que marqueur pronostique (Zhang et al., 2008a).

2.5.2. CD133/Prominine

CD133/Prominine-1 est une glycoprotéine membranaire initialement identifiée dans les
cellules souches neuro-épithéliales murines (Weigmann et al., 1997). Depuis, la protéine a été

identifiée dans différents types de cellules souches, de cellules tumorales et est réprimée dans
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les cellules différenciées (Kania et al., 2005). La localisation membranaire de CD133 au
niveau de protrusions suggere une implication de cette protéine dans des mécanismes
influengant la polarité de la cellule, la migration et I’interaction des cellules souches avec les

cellules voisines et/ou la matrice extracellulaire.

Les cellules de glioblastome immunoréactives pour CD133 ont des propriétés de cellules
souches in vitro et sont capables de former une tumeur in vivo (Singh et al., 2003; Singh et al.,
2004), suggérant que les cellules CD133" sont des gCSCs et faisant de CD133 un marqueur
d’identification de choix de ces cellules. Cependant, le groupe de Beier a mis en évidence peu
de temps aprés que les cellules CD133" peuvent elles aussi avoir des propriétés de cellules
souches et de tumorigénicité dans des expériences de xénogreffes orthotopiques (Beier et al.,
2007). Depuis, il a été¢ démontré que la xénogreffe de cellules CD133" peut donner naissance a
des cellules CD133" (Wang et al., 2008) et que I’expression de CD133 peut étre perdue lors
de cultures in vitro sans pour autant que les cellules perdent leurs caractéristiques de cellules
souches (formation de neurospheres, résistance au Témozolomide) (Patru et al., 2010). Le
marqueur CD133 ne semble donc pas étre indispensable a la biologie des gCSCs mais serait
plutdt un marqueur de stress environnemental (Griguer et al., 2008) ou pourrait révéler la
nature de la cellule d’origine de la tumeur : les cellules CD133 ont un profil transcriptomique
proche des NSCs feetales (signature proneurale, de type I) alors que les cellules CD133" sont
plus proches des NSCs adultes (signature mésenchymateuse, de type II) (Gunther et al.,
2008; Lottaz et al., 2010). La coexpression de CD133 et Nestine est associée a un mauvais

pronostic des gliomes malins (Zhang et al., 2008a).

2.5.3. CD15/Lewis X/sseal

CD15/Lex/sseal (stage-specific embryonic antigen 1) a récemment été proposé comme
marqueur d’enrichissement des gCSCs (Son et al., 2009). Cet antigéne est fortement exprimé
dans de nombreuses cellules souches pluripotentes telles que les cellules souches
embryonnaires dans les zones germinales du CNS en développement, certains astrocytes du
CNS adulte et les NSCs des zones neurogéniques adultes (Capela and Temple, 2002). Les
cellules CD15", contrairement aux cellules CD15", sont tumorigéniques in Vivo, peuvent
donner naissance a des cellules CD15 et CD15" a travers des divisions asymétriques, et sont

capables d’auto-renouvellement et de différenciation en plusieurs lignages cellulaires (Son et
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al., 2009). Cependant, la capacité des cellules dérivées de glioblastome a former des
neursophéres in vitro, propriété caractéristique des gCSCs, ne semble plus corrélée avec

I’expression de CD15 apres quelques semaines (Patru et al., 2010).

2.5.4. CXCR4

CXCR4 est impliqué dans une voie de signalisation régulant de nombreux processus, tels que
la mobilité des cellules souches, la différenciation, 1’angiogenése, 1’apoptose ou I’attraction
des lymphocytes. CXCR4 et son unique ligand connu, CXCL12/SDF-1 sont exprimés de
facon constitutive dans les cerveaux feetal et adulte a la fois dans les cellules gliales et
neuronales, et sont impliqués dans la neurogenése et la connectivité (Zheng et al., 2007; Zhu
et al, 2002). CXCR4 est surexprimé dans les gCSCs par rapport aux cellules plus
différenciées de la méme tumeur (Ehtesham et al., 2006) et joue un role dans le maintien de la
quiescence de ces cellules (Khan et al., 2003) ainsi que dans le potentiel de forte invasion des

gliomes (Ehtesham et al., 2006).

2.5.5. CD44

CD44 est I'un des marqueurs principaux de cellules souches ainsi que des cellules souches
cancéreuses (Chan et al., 2009; Collins et al., 2005; Du et al., 2008a). Il appartient & une
famille polymorphique de molécules d’adhésion jouant un role dans les mécanismes
d’invasion tumorale et de métastases. L expression de CD44 est surtout localisée sur le front
de la tumeur et peut étre utilisée pour déterminer le caractére invasif des gliomes (Khoshyomn
et al., 1997; Ranuncolo et al., 2002). CD44 est surexprimé dans les glioblastomes, bloquant
ainsi la croissance tumorale et sensibilisant les cellules aux agents cytotoxiques in vivo. CD44
apporte a la tumeur une résistance aux especes réactives d’oxygene et aux agents cytotoxiques
(Xu et al., 2010). L’expression de CD44 est plus ¢élevée dans les tumeurs de grade plus
avancé, ainsi que dans le corps de la tumeur par rapport aux régions périphériques ; de plus
faibles niveaux d’expression de CD44 sont corrélés de fagon surprenante avec une durée de

survie statistiquement plus courte des patients (Wei et al., 2010b).

2.5.6. Sox2

Sox2 est un facteur de transcription permettant le maintien du potentiel de prolifération des

cellules souches neurogliales et inhibant la différenciation neuronale (Graham et al., 2003),
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surexprimé dans les glioblastomes et en particulier dans les gCSCs (amplification du locus du
gene, surexpression, hypométhylation du promoteur). L’utilisation de siRNAs dirigés contre
Sox2 dans des gCSCs induit la différenciation de ces cellules : perte de la capacité a former
des neurospheres, profil d’expression de cellules différenciées (diminution des marqueurs
Nestin, Oct-4 et REST, augmentation des marqueurs BMP4, B-Tubuline, GFAP), diminution
de la viabilité cellulaire, accumulation des cellules en phase GO/G1 du cycle cellulaire, et
perte des propriétés de migration et d’invasion. Cependant, I’introduction de Sox2 dans une
lignée Sox2 négative ne permet ni d’induire la formation de neuropsheres ni [’auto-
renouvellement mais augmente de fagon significative les capacités d’invasion et de migration.
L’expression de Sox2 conditionne donc le maintien de 1’expression d’un phénotype
indifférencié¢ dans les gCSCs mais n’est pas le seul facteur permettant d’induire des propriétés
de cellules souches dans les cellules de glioblastome (Alonso et al., 2011). Cependant, Sox2 a
¢galement été identifi¢ dans ’ensemble de la masse tumorale et serait donc un indicateur de

différenciation aberrante plutot que de gCSCs (Phi et al., 2008).

Sox2 fait partie, avec Oct4, Nanog et c-Myc, de la signature des cellules ES (Encart 3)
retrouvée dans les tumeurs histologiquement peu différenciées, dont les glioblastomes, et plus
particulierement dans les CSCs ; I’expression de la signature ES est corrélée avec le grade

tumoral (Ben-Porath et al., 2008b; Murat et al., 2008).

2.5.7. GalNAc et GIcNAc

Une ¢étude récente a mis en évidence I’expression membranaire différentielle de GlcNAc
(alpha-N-acétylglucosamine) et GalNAc (alpha-N-acétylgalactosamine) selon le degré de
différenciation des cellules, permettant d’identifier les gCSCs au sein d’une population de
cellules issues de glioblastomes ; ces cellules ont des capacités d’auto-renouvellement in vitro
et de tumorigenése in vivo. Ces marqueurs n’ont a ce jour pas été challengés et les auteurs
suggerent leur utilisation en tant que biomarqueurs d’identification des gCSCs au sein de la

tumeur (Tucker-Burden et al., 2012).

De nombreux marqueurs des NSCs sont identifiés dans les glioblastomes et en particulier
dans les gCSCs. Certains de ces marqueurs de surface, notamment CD133 et CD44, ont été
utilisés pour isoler les CSCs de différentes tumeurs solides ; cependant, le réle de 1I’expression

de ces protéines n’est pas connu dans les CSCs. De plus, aucun de ces marqueurs n’est
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exprimé exclusivement par les gCSCs, et ne permet pas de présager de la capacité des cellules
a former des sphéres secondaires in vitro ou des tumeurs in vivo (Patru et al., 2010) ; la
plupart des gCSCs isolées expriment une combinaison de CD133, Nestin, Sox2, CD15, Bmil,
Ezh2, L1CAM, Olig2 mais il n’y a pas de marqueur unique exprimé a la fois de fagon
ubiquitaire et exclusive dans ces cellules (Schmalz et al., 2011) : aujourd’hui I'utilisation de
marqueurs de surface multiples est nécessaire pour caractériser complétement les gCSCs. La
récente identification des glycanes GalNAc et GIcNAc comme potentiels biomarqueurs des
gCSCs au sein de la masse tumorale reste a confirmer mais pourrait ouvrir une nouvelle voie

dans la caractérisation des gCSCs.

Encart 3 : Signature ES

La signature des cellules souches embryonnaires (ES) définit les ¢léments régulateurs clés de
I’identité de ces cellules, parmi lesquels OCT4, SOX2 et NANOG. Ces 3 facteurs de transcription
sont essentiels au maintien des propriétés des cellules souches, i.e. maintien de la pluripotence par
activation / répression de geénes, auto-renouvellement, régulation du cycle cellulaire a travers
I’expression de miRNAs. Ces 3 facteurs s’auto régulent en se liant a leurs propres promoteurs et en
se stabilisant mutuellement : SOX2 maintient le niveau d’expression d’OCT4 requis pour le maintien
de la pluripotence, SOX2 et OCT4 régulent 1’expression de NANOG (Jopling et al., 2011).

En plus du maintien des propriétés des cellules souches, ces facteurs de transcription sont récemment
apparus comme nécessaires et suffisants a I’induction de cellules pluripotentes (IPS). La formation
de cellules IPS a dans un premier temps ¢ét¢ démontrée par la transfection des facteurs de
transcription OCT4, SOX2, KLF4 et MYC dans des fibroblastes (Takahashi and Yamanaka,
2006) ; il a ensuite été montré que tous ces facteurs de transcription ne sont pas indispensables, selon
le type cellulaire d’origine considéré (Giorgetti et al., 2009; Nakagawa et al., 2008), jusqu’a la
reprogrammation de NSCs avec le facteur OCT4 uniquement (Kim et al., 2009). In vivo, des cellules
IPS ont pu générer un organisme entier viable jusque 1’age adulte et pouvant avoir une descendance :
les cellules IPS peuvent étre totalement pluripotentes (Boland et al., 2009; Kang et al., 2011). Au
cours de ces reprogrammations, les modifications épigénétiques de la chromatine (degré de
compaction, méthylation des histones et de I’ADN) ainsi que I’expression des miRNAs sont
essentielles (Hochedlinger and Plath, 2009; Mallanna and Rizzino, 2010; Meshorer and Misteli,
20006).
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3. Origine de la cellule génératrice de tumeur : hypotheses

Le développement tumoral peut étre expliqué par une succession d’altérations génétiques et
épigénétiques et d’étapes de sélection donnant naissance a des cellules présentant des
avantages de survie et de prolifération ; I’hétérogénéité des cellules tumorales refléte alors la
coexistence de populations évoluant en synergie et ayant des potentiels oncogéniques
différents. Durant la progression tumorale, 1’acquisition de mutations supplémentaires peut
permettre I’apparition de CSCs, capables de prolifération et de différenciation. Ces derniéres
sont souvent confondues avec la cellule d’origine, cellule normale dans laquelle les premicres
mutations oncogéniques se produisent et dont la multiplication forme une masse tumorale ;
d’un autre coté les CSCs sont définies comme les cellules capables de maintenir ou de

régénérer une tumeur préformée (Visvader, 2011).

3.1. Cellule souche normale ou progénitrice

Historiquement, il a été proposé que les astrocytomes trouvent leur origine dans les astrocytes
matures. Cependant, la mise en évidence des gCSCs et la forte ressemblance de celles-ci avec
les NSCs a favorisé 1’hypothése d’une cellule souche ou progénitrice neurale comme cellule
d’origine des gCSCs, d’autant plus que l’auto-renouvellement des cellules souches leur
permet d’accumuler des mutations. Cette hypothése a également été émise dans nombre de
tumeurs ou ont été identifiées des CSCs et est renforcée par les modeles animaux dans
lesquels les changements d’expression de quelques oncogenes ou suppresseurs de tumeurs
sont suffisants pour induire une tumeur (Tableau 3). En particulier la réactivation des geénes
Ras et Akt dans des progéniteurs neuronaux (Holland, 2001; Holland et al., 2000) ou encore
I’inactivation de Pten et P53 dans des NSCs (Jacques et al., 2010) permet d’induire un
glioblastome dans des souris immunodéprimées. Ces observations sont renforcées par
I’apparition des glioblastomes dans les zones sub-ventriculaires, régions ou se trouvent les

cellules souches et progénitrices neuronales (Gil-Perotin et al., 2006).

Les CSCs des leucémies sont a ce jour les plus étudiées ; le suivi des clones de tumeurs
liquides (LSCs) et 1’établissement de greffes secondaires et tertiaires permet de mettre en
évidence 3 sous types de LSCs selon leur taux d’auto renouvellement : les LSCs a court
terme, les LSCs a long terme et les LSCs quiescentes a long terme (clones transitoires ou

stables). Ces LSCs montrent une organisation hiérarchique identique a celle de
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I’hématopoicse normale (Hope et al., 2004) ainsi que des phénotypes de surface similaires a
ceux des cellules souches hématopoiétiques (HSCs) (Lapidot et al., 1994) ou progénitrices
(Krivtsov et al., 2006). De plus, la fusion de genes MLL (mixed-lineage leukemia) (retrouvée
dans plus de 50 % des leucémies) dans des cellules hématopoiétiques primitives génere des
protéines ayant un fort potentiel de transcription, permettant 1’expression aberrante de geénes
de I’homéobox (facteurs de transcription impliqués dans le développement embryonnaire et
dans la différenciation des cellules hématopoiétiques) (Barabe et al., 2007). Grace a ces
observations, ’origine des LSCs est fortement suggérée dans le compartiment des HSCs
(HSCs ou progéniteurs) ; les LSCs suivraient un programme de développement similaire a
celui des HSCs avec quelques erreurs, plutdét que la génération d’une cellule aberrante

ressemblant aux HSCs.

Modéle Génétique Cellule d’origine Ref
RAS, AKT activation Progéniteur neural 1
P16"™*/p19™", BMI1 inactivation ; EGFR mutant  Progéniteur neural et astrocyte 23
P53, NF1 et/ou PTEN inactivation Progéniteur neural ou NSC 4
PDGFB activation Progéniteur oligodendrocytaire 5
RAS, AKT activation ; p53 inactivation Progéniteur multipotent 6
P53 mutant Progéniteur neural, NSC 7
PTEN, p53 inactivation Progéniteur multipotent, NSC 8

E. C. Holland et al., 2000. Nat Genet 25, 55.

R. M. Bachoo et al., 2002. Cancer cell 1, 269.

S. W. Bruggeman et al., 2007. Cancer cell 12, 328.
S. Alcantara Llaguno et al., 2009. Cancer cell 15, 45.

N. Lindberg et al., 2009. Oncogene 28, 2266.

T. Marumoto et al., 2009. Nature medicine 15, 110.
Y. Wang et al., 2009. Cancer cell 15, 514.

T.S. Jacques et al., 2010. Embo J 29, 222.

PoONE
N w

Tableau 3 : Modéles animaux de glioblastomes établis par mutations génétiques.
Adapté de (Visvader, 2011).

3.2. Cellule différenciée

En réponse a une exposition au TGFa (transforming growth factor alpha), fréquemment
surexprimé dans les premiers stades des gliomes, des cellules d’astrocytes matures peuvent se
dédifférencier in vitro en cellules ayant des propriétés de cellules progénitrices neurales
(Sharif et al., 2007) et sont sensibilisées a la cancérisation, capables d’induire un glioblastome

in vivo suite a une irradiation aux rayons gamma (Dufour et al., 2009).

L’acquisition d’un phénotype de cellules souches par des cellules différenciées a travers la

transition épithéliamo-mésenchymateuse a ¢été¢ abordée au point II-2.4 (page 39) et est
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supportée par I’observation d’une signature mésenchymateuse dans les gCSCs (Cheng et al.,
2012) ainsi que par I’expression aberrante de facteurs de transcription inducteurs d’EMT dans
plusieurs tumeurs dont les gliomes (Ansieau et al., 2010; Elias et al., 2005). L’hypoth¢ese de
I’EMT comme origine des CSCs est également fortement suggérée dans le cancer du sein : les
facteurs de transcription TWIST1 et SNAILI, impliqués dans I’EMT, sont fréquemment
détectés in situ dans la tumeur avant méme la dissémination de métastases, et 1’expression
combinée de TWISTI et RAS dans des cellules épithéliales mammaires est suffisante pour

induire une tumeur (Morel et al., 2012).

3.3. Modeéle des deux hits tumorigéniques

La distinction des cellules initiatrices et propagatrices de tumeur suppose deux événements
majeurs d’acquisition de mutations oncogéniques : un premier €vénement permettant a la
cellule de se multiplier et d’accumuler des mutations et un deuxiéme éveénement permettant a
I’une des cellules de la masse tumorale d’acquérir les propriétés de CSCs décrites jusqu’ici.
Cette hypothése est supportée par la reprogrammation de cellules tumorales différenciées en
cellules ayant des caractéres de CSCs dans plusieurs lignées de cellules cancéreuses a travers
I’expression de facteurs de transcription (Chiou et al., 2010; King et al., 2011), dont le facteur
Oct4 dans des cellules de glioblastome (Li and Laterra, 2012). De la méme fagon,
I’expression/répression de certains miRNAs permet a une cellule tumorale d’acquérir des

propriétés de cellule souche (Lin et al., 2008; Wellner et al., 2009).

Parmi les mutations « candidates » au premier hit tumorigénique, on trouve les mutations
décrites dans 1’une des 3 voies les plus fréquemment mutées des glioblastomes, a savoir les

voies des RTKs, de P53 et de Rb, décrites au point I-1.3 (page 7).

Les mutations du second hit tumorigénique sont plus difficiles a identifier mais on peut
envisager la mutation Kras, isoforme de Ras retrouvée dans plusieurs tumeurs, favorisant
I’expansion des cellules souches / progénitrices tout en bloquant leur différenciation. Des
mutations peuvent également étre acquises dans les voies de signalisation altérées des gCSCs
(Shh, Notch, Wnt/B-caténine) résultant en 1’activation aberrante de certains geénes, dont

certains activateurs d’une EMT (ZEB1, Twist, Snail) (Kahlert et al., 2012).
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Figure 24 : Origine des CSCs.

L’origine des gCSCs n’est pas connue et plusieurs hypothéses sont proposées. Il peut s’agir de la transformation d’une cellule
souche / progénitrice neurale ou d’une cellule différenciée (astrocyte) donnant naissance a une cellule ayant les
caractéristiques de gCSCs, capable de générer une masse tumorale. Dans ce cas, la cellule initiatrice de la tumeur est une
cellule souche cancéreuse. Dans le 2° cas de figure, une cellule normale (cellule souche, progénitrice, astrocyte) subit une
premiére mutation lui permettant d’acquérir des capacités de prolifération dérégulée et la rendant plus permissive a certains
événements mutagénes ; une 2° mutation permet d’acquérir des propriétés de cellule souche tumorale. Dans les deux cas, la
cellule souche cancéreuse (par opposition aux autres cellules de la masse tumorale) est la seule capable de reformer une
tumeur semblable a la tumeur originelle dans le cas de xénogreffes ou de métastases.

4. Organisation et croissance de la tumeur

L’apparition du concept des CSCs est corrélée a 1’organisation hiérarchique de la tumeur : de
la méme fagon que pour un organe normal, les CSCs subissent des divisions asymétriques
pour donner naissance a des cellules différenciées, ayant un potentiel de prolifération réduit et
peuvent s’auto-renouveler pour régénérer le pool de cellules souches. La considération de la
tumeur comme une caricature d’un organe normal est apparue dans les années 1960 (Pierce et

al., 1960; Pierce and Speers, 1988).

Bien que les CSCs aient été identifiées dans de nombreux types tumoraux, la relation que ces
cellules entretiennent entre elles pour maintenir la croissance tumorale n’est pas claire et

différents modeles ont été proposés (Figure 25).
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4.1. Modéles de croissance

4.1.1. Modele hiérarchique ou de cellule souche cancéreuse

Ce mod¢le dérive directement de I’identification des CSCs et 1’organisation hiérarchique de la
tumeur est définie suivant celle d’un tissu sain : seule une petite sous population de cellules
tumorales a une capacité de prolifération, de différenciation et ainsi la capacité de générer une
nouvelle tumeur en donnant naissance a des cellules progénitrices ayant une capacité de
prolifération limitée. Dans ce mode¢le, la différence entre les cellules tumorigéniques et non
tumorigéniques repose sur des variations épigénétiques et non génétiques ; ces variations

épigénétiques sont irréversibles, permettant ainsi une hiérarchisation de la tumeur.

La proportion de ces cellules, par rapport aux cellules différenciées de la masse tumorale, est
variable selon les tumeurs et leur grade, mais est généralement faible (0,01 % - 5 %)

(Dell'Albani, 2008).

D’un point de vue thérapeutique, 1’¢élimination de ces CSCs suffit a éradiquer la croissance
tumorale et la possibilit¢ d’une récidive ; les éventuelles récidives sont expliquées par la

résistance de 1’un des clones de CSCs.

4.1.2. Modele stochastique ou de I’évolution clonale

En 1963, un modele d’évolution clonale a été proposé chez des patients atteints de leucémie
ou deux « lignées » cellulaires génétiquement différentes ont été¢ identifiées (Levan et al.,

1963).

Selon ce modéle, les cellules tumorales sont hétérogenes mais ont toutes le méme potentiel
tumorigénique, I’entrée dans le cycle cellulaire étant un événement se produisant de fagon non
synchronisée et avec une faible probabilit¢ dans certaines cellules. Dans cette hypothese,
I’hétérogénéité des cellules tumorigéniques est générée par des mécanismes génétiques et
épigénétiques ; la hiérarchie cellulaire est définie par une petite portion de cellules qui, & un
moment donné, expriment les caractéristiques des CSCs, les autres cellules tumorales ayant
des capacités limitées de réplication et pouvant contribuer a la masse tumorale mais pas a son

maintien ni a sa régénération dans le cadre de xénogreffes.
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Ce modéle explique notamment pourquoi la caractérisation moléculaire des CSCs est difficile.
Par exemple, 25 % des cellules de mélanome ont été identifiées comme ayant un potentiel
tumorigene sans qu’aucun marqueur n’ait pu étre identifi¢ pour les différencier des cellules

non tumorigenes (Quintana et al., 2008).

La distinction entre ces deux modeles de croissance tumorale repose surtout sur la
détermination d’une population distincte de cellules dans la masse tumorale qui passe par la

caractérisation de marqueurs de cellules souches cancéreuses.

Bien que ces deux modeles aient été souvent présentés comme étant mutuellement exclusifs,
ils apparaissent complémentaires dans un bon nombre de tumeurs : la plupart des cancers dans
lesquels des CSCs ont été identifiées présente une hétérogénéité interclonale, suggérant une

évolution a travers 1’apparition de différents clones (Barabe et al., 2007).

4.1.3. Modele de la coopérativité interclonale

Ce mode¢le prend en compte les interactions des cellules tumorales entre elles et leur role dans
le maintien de 1’hétérogénéité. Ceci suppose un réseau complexe d’interactions entre les
cellules tumorales et leur microenvironnement, les interactions apportant un bénéfice mutuel
aux différents clones cellulaires et expliquant le maintien de I’hétérogénéité au détriment de
I’émergence d’un seul clone dominant (Bonavia et al., 2011). Dans ce mod¢le, une minorité
de cellules de phénotypes distincts peut avoir un impact important sur le comportement des
autres cellules tumorales a travers la production de facteurs conférant un avantage aux clones
environnants. Ces facteurs paracrines peuvent notamment promouvoir la croissance de
cellules a priori non per se tumorigéniques : ce phénomene a été observé par la coculture ou
co-injection de cellules non tumorales rendues tumorigéniques par la présence de cellules
tumorales exprimant le facteur Wnt ou une mutation du récepteur EGFR (Inda et al., 2010;

Vermeulen et al., 2010).

Les interactions interclonales peuvent étre soient compétitives pour I’acceés a I’oxygene, les
nutriments, 1’espace et aboutissant a I’émergence de clones dominants a travers une sélection
naturelle, soit coopératives a travers des échanges mutualistes (échanges coopératifs

réciproques) ou commensalistes (1’échange ne profite qu’a un clone).
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Cette coopérativité pourrait €étre a I’origine d’un partage de propriétés de résistance aux
thérapies, d’un affaiblissement de la réponse immunitaire ou encore d’une croissance

tumorale et de capacités d’invasion plus importantes.
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Figure 25 : Modéles de croissance tumorale

4.2. Echanges intercellulaires

Des conversions bidirectionnelles entre les CSCs et les cellules de la masse tumorale plus
différenciées ont été mises en évidence; ces mécanismes reposent sur des modifications
épigénétiques, des réseaux de facteurs de transcription ou encore I’activation / inhibition de
voies de signalisation. Les cellules peuvent ainsi échanger de I’information, de la matiére ou

encore de 1’énergie.
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4.2.1. Informations

L’échange intercellulaire d’informations et I’interaction ligand-récepteur peuvent se faire de

plusieurs facons :

- échange autocrine : autostimulation de la cellule, des cellules d’un méme tissu (EGF /

EGFR)

- échange juxtacrine : interaction entre un récepteur et un ligand lié a la surface d’une

cellule voisine (Delta-like / Notch)

- échange paracrine : interaction entre un récepteur et un ligand soluble sécrété par des

cellules du tissu environnant ou voisin (VEGF / VEGFR)

- échange récécrine : sécrétion d’un récepteur dans des microvésicules et incorporation

de ce récepteur a une cellule voisine (EGFRyyyy)

Une multitude de facteurs autocrines permet la transmission d’informations et la stimulation
intercellulaire au sein de la tumeur (Charles et al., 2011; Hoelzinger et al., 2007). Les voies de
signalisation oncogéniques, dont Wnt, Notch, Shh, TGF-f, RTKs, sont ainsi stimulées par la
liaison d’un ligand extracellulaire sur le récepteur membranaire de chacune d’entre elles ;
ces voies de signalisation sont majoritairement impliquées dans la prolifération et I’invasion
des cellules tumorales. Les chimiokines (CXCL12/SDF1) jouent également un role important
dans [D’invasion des cellulesainsi que les phospholipides (autotaxine, acide
lipophosphatidique, sphingosine-1-phosphate). Parmi les boucles de signalisation plus
inhabituelles stimulant la mobilité¢ des cellules, le GDNF (glial cell line-derived neutrophic
factor) fait partie d’une boucle de signalisation a trois parties surexprimée dans les
glioblastomes : la liaison du GDF au GDNFRal (GDNF receptor alpha 1) active c-Ret dont
I’activité tyrosine kinase active les voies de signalisation RAS / MEK / ERK1/2 et PI3K /
AKT impliquées dans la mobilité cellulaire (Figure 6) (Song and Moon, 2006).

Le calcium est un élément universel de transduction du signal (décrit dans le Chapitre II de ce
manuscrit), permettant de contréler de multiples processus tels que la sécrétion, la
prolifération la différenciation cellulaires, 1’expression de geénes... et coordonne ainsi
I’activité d’une population de cellules donnée. Ainsi, une stimulation mécanique (déformation
de la membrane plasmique) induit une augmentation du calcium cytoplasmique intracellulaire

qui peut se propager de fagon concentrique aux cellules voisines a travers les jonctions gap
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(connexines) ou par la sécrétion d’un médiateur extracellulaire (ATP, ADP) (Himpens and
Vereecke, 2000) ou encore par un mécanisme impliquant un récepteur senseur du calcium
extracellulaire couplé a une protéine G (CaR). Dans ce dernier cas, le calcium rejeté dans
I’espace extracellulaire par une premiere cellule suite a la génération d’un signal calcique
intracellulaire est détecté et potentiellement traduit par les cellules voisines exprimant CaR

(Hofer et al., 2000).

4.2.2. Matiere

Les cellules de tumeurs agressives relachent des microvésicules (100 nm — 1 pm de diametre)
et des exosomes (40 — 100 nm de diametre) contenant des ARN messagers (ARNm), de
I’ADN, des enzymes, des récepteurs oncogéniques, des facteurs de croissance ou encore des
miRNAs qui vont pouvoir étre intégrés par des cellules voisines et y induire le phénotype
associé. La quantité de microvésicules formées par les cellules tumorales est corrélée a
I’invasivité de ces cellules que ce soit in vitro ou in vivo (Ginestra et al., 1998; Ginestra et al.,
1999). Les microvésicules peuvent étre générées par 3 processus différents : apoptose,
protrusion membranaire, exosomes (Figure 26). Une fois formées, ces microvésicules
permettent un transfert horizontal de molécules bioactives et leur phénotype associé¢ aux

cellules cibles (Al-Nedawi et al., 2009).

Dans les glioblastomes, seule une petite proportion de cellules expriment la forme tronquée
oncogénique de I’EGFR (EGFRyyy) alors que la plupart des cellules exprime de fagon
constitutive I’EGFR, caractéristique de la forme oncogénique. Une étude a montré que
I’EGFRyn; peut étre partagé par les cellules tumorales par des transferts intercellulaires de
microvésicules dérivées de la membrane plasmique qui, suite a la fusion avec la membrane de
cellules voisines, peuvent transférer I’activité oncogénique du récepteur par I’activation des
voies de signalisation Akt et MAPK (Al-Nedawi et al., 2008) (Figure 6). De la méme facon,
les microvésicules permettent le partage de la protéine P-gp, médiatrice de la résistance des
cellules aux agents chimiothérapeutiques (point II-5.2 page 70) (Bebawy et al., 2009;
Levchenko et al., 2005). Une autre étude a montré que des exosomes dérivés de cellules
tumorales peuvent étre intégrés par des cellules saines, telles que des cellules endothéliales de

la microvasculature : les microvésicules dérivées de cellules tumorales et enrichies en
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protéines angiogéniques favorisent la formation de vaisseaux par les cellules endothéliales

(Skog et al., 2008).

Les exosomes peuvent également contenir un répertoire d’ARNm ou miRNAs associés a la
croissance tumorale, 1’invasion et la répression immunitaire (Skog et al., 2008; Valadi et al.,
2007) ou encore des molécules d’ADN (ADNc et ADN génomique), permettant ainsi un
transfert horizontal de génes. L’incorporation d’oncogénes dans les microvésicules résulte
probablement de la grande activité de reverse transcription dans les cellules tumorales ou
encore de régions chromosomiques amplifiées se retrouvant dans le cytoplasme suite a la

dégradation de la membrane nucléaire au cours de la mitose (Balaj et al., 2011).

L’échange de molécules entre cellules voisines peut également se faire a travers des jonctions
gap ; ceci a été démontré dans le cas de miRNAs pro-oncogéniques permettant d’inhiber un
certain nombre d’ARNm de la cellule cible adjacente non tumorale et d’induire la

tumorigénicité de celle-ci (Katakowski et al., 2010).
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Figure 26 : Formation de microvésicules et exosomes.
Les microvésicules peuvent étre formées a partir d’exosomes, de protrusions membranaires ou de cellules apoptotiques. Ces
microvésicules permettent le transfert horizontal de différentes molécules, protéines, ADN, ARNm, miRNAs.
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4.2.3. Energie

Le couplage métabolique est un processus physiologique normal existant notamment dans le
cerveau : la sécrétion de glutamate par les neurones stimule la glycolyse dans les astrocytes,
produisant du lactate utilisé par les neurones dans un métabolisme oxydatif mitochondrial et
permettant la synthése d’ATP (Pellerin and Magistretti, 1994). Les cellules tumorales utilisent
¢galement ce couplage métabolique pour permettre une importante synthése d’ATP a partir de
métabolites riches en énergie (lactate, cétones, glutamine, acides gras) produits par les cellules
stromales (fibroblastes, adipocytes, cellules endothéliales, macrophages). L’un des
mécanismes employés par les cellules tumorales afin d’obtenir ces métabolites est de sécréter
du peroxyde d’hydrogeéne induisant un stress oxydatif dans les fibroblastes adjacents. Les
fibroblastes ainsi activés entrent en glycolyse aérobie et produisent des nutriments
cataboliques stimulant le métabolisme oxydatif des cellules tumorales : il s’agit de ’effet
Warburg inverse (la glycolyse et la synthése d’ATP ne se font pas dans la méme cellule)
(Martinez-Outschoorn et al., 2011a). Les cellules tumorales se comportent dans ce cas comme
un organisme parasite pour promouvoir leur croissance a travers un transfert d’énergie entre

les cellules stromales et tumorales (Martinez-Outschoorn et al., 2011b).

4.3. Influence des niches et du microenvironnement

La contribution du tissu sain, pouvant représenter une large proportion de la masse tumorale,
ainsi que la quantité variable de tissu a proximité immédiate de la tumeur constituent le
microenvironnement tumoral. Les cellules y sont affectées par la présence de la tumeur si bien
qu’elles ne sont pas de simples « spectatrices » mais peuvent influencer la biologie de la
tumeur. Le microenvironnement joue un rdle important dans ’initiation et la progression
tumorales comme en témoignent la sélection de certains clones métastatiques ou la formation
de tumeurs par des cellules cancéreuses, injectées en intraveineuse, seulement si elles trouvent

un environnement permissif (Suzuki et al., 2006).

Dans les tumeurs cérébrales, le microenvironnement est compos¢é de cellules microgliales,
macrophages, astrocytes, oligodendrocytes, neurones, progéniteurs de cellules gliales et
neuronales, matrice extracellulaire, péricytes et cellules endothéliales. Cette structure
complexe est a la base d’un réseau dans lequel se forment des interactions entre des cellules

tumorales et non tumorales produisant ainsi un environnement favorable a la croissance
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tumorale, la migration cellulaire, la résistance a la thérapie ou encore 1’échappement

immunitaire.

Le microenvironnement représente des échanges complexes et dynamiques entre les différents
types cellulaires pouvant influencer I’évolution de certains clones tumoraux et donc
I’évolution de la tumeur. Par exemple, TGF-[3 (transforming growth factor beta) est I'une des
molécules régulant 1’écosystetme de la tumeur, pouvant étre soit un activateur soit un
suppresseur de tumeur. Comme illustré dans la Figure 27, TGF-f3 influence non seulement la
communication des cellules tumorales entre elles mais également ’activité de différents types
cellulaires du microenvironnement de la tumeur, tels que les fibroblastes, les cellules
immunitaires ou encore la matrice extracellulaire ; ces interactions sont réciproques et les
signaux du microenvironnement influencent les capacités de TGFf a stimuler ou inhiber la

progression tumorale et la formation de métastases (Bierie and Moses, 2006).

grmay
o P AR 0| © 4 f}'ﬂj |

Caranayme & = | O
Caanzyme B E, l |
Fasl < . |
Interteron-y L {ﬂ : MHE VIl |
L3 o e
o L ftheobdast e imioemia |
= > e |
=
- J‘._ -":l*dllj o MK ool
T | - s, W
M5TE o u il —_
HLF =

-‘.l"', | MY cericc
MCPT, MIPZ ks \
M l|-"|.||_|l'
Thifae, ILIJ ILB . .
CGMCSE IL1D Min] L6, 1LY, THF

Figure 27 : Voies de communication intercellulaires régulées par TGFf dans un contexte tumoral.

58



Chapitre 1 : Glioblastomes et Cellules Propagatrices de Tumeur

TGFp est un régulateur des cellules T, neutrophiles, monocytes, macrophages, cellules NK (natural killer), fibroblastes
associés a la tumeur. TGFP contribue également a la régulation de 1’angiogenése par des mécanismes directs et indirects,
stimule la migration des fibroblastes, cellules T, neutrophiles et monocytes, et influence leur activité pour stopper ou stimuler
la progression tumorale. TGF[ inhibe 1’activité des cellules T, la sécrétion par ces mémes cellules de facteurs cytolytiques,
stimule la différenciation des monocytes en macrophages mais inhibe la fonction effectrice de ces macrophages. TGFf
stimule également les cellules T et macrophages associés a la tumeur en potentialisant I’activit¢ de CXCR4 suite a la fixation
de son ligand CXCL12 sécrété par les fibroblastes associés a la tumeur. TGF permet 1’expression du ligand FAS (FASL) en
inhibant I’activation des neutrophiles, cellules induisant la mort cellulaire suite a la reconnaissance de cette molécule. Ce rdle
de TGFP est important dans la progression tumorale car 1’expression de FASL permet 1’échappement immunitaire en
induisant I’apoptose des cellules exprimant le récepteur FAS, parmi lesquelles les cellules T. La signalisation de TGF réduit
également 1’expression des genes des complexes majeurs d’histocompatibilité (MHC) de classe I et II, induisant en temps
normal ’activation des cellules NK, mais I’inhibition de I’activité des cellules NK par TGF contribue a la progression
tumorale. Enfin, TGFp influence la signalisation des cellules tumorales, pouvant ainsi inhiber ou promouvoir la progression
tumorale et la formation de métastases, selon le contexte de la stimulation. Abréviations : GMCSF, granulocyte-macrophage
colony-stimulating factor ; HGF, hepatocyte growth factor ; IL, interleukin ; MCP1, macrophage chemoattractant protein 1 ;
MIP, macrophage inflammatory protein ; MST1, macrophage stimulating 1 ; TNF, tumor necrosis factor. (Bierie and Moses,
2006).

Une niche est une unité anatomique structurale entourant des cellules souches, mais peut étre
aussi définie comme une unité fonctionnelle permettant des interactions complexes et
dynamiques avec des cellules souches (Scadden, 2006). Les niches sont des déterminants
majeurs du microenvironnement et peuvent é&tre ciblées pour ¢éliminer les CSCs,

principalement localisées dans ces microenvironnements (Binello and Germano, 2011).

4.3.1. Niche périvasculaire

La coimplantation intracranienne de gCSCs avec des cellules endothéliales accélere de facon
significative la croissance de la tumeuralors que le traitement de xénogreffes de
glioblastomes avec un agent anti angiogénique (Bevacizumab, anti-VEGF) réduit
considérablement la taille de la tumeur (Calabrese et al., 2007). Cette influence des cellules
endothéliales sur la croissance tumorale suggére que la signalisation entre ces deux types de
cellules dans la niche périvasculaire joue un rdle important dans la progression tumorale.
Cette observation fait écho aux niches vasculaires du tissu sain ou les cellules endothéliales
régulent la fonction des NSCs (Shen et al., 2004) ainsi qu’a la forte angiogenése observée

dans les glioblastomes (Folkerth, 2004; Plate et al., 1992).

Les gCSCs interagissent avec les cellules endothéliales des vaisseaux sanguins, permettant le
maintien de leur « état souche » et la propagation de la tumeur, notamment via la sécrétion
paracrine de facteurs de croissance endothéliaux (Calabrese et al., 2007). D’autre part, les
cellules gCSCs elles-mémes entretiennent cette niche périvasculaire par la sécrétion de

facteurs angiogéniques, tels que VEGF (vascular endothelial growth factor) ou
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CXCL12/SDF-1 (stromal derived factor-1) stimulant la croissance des cellules endothéliales

(Bao et al., 2006b; Folkins et al., 2009).

Les péricytes sont recrutés par les cellules endothéliales ; ils stabilisent la membrane basale
des vaisseaux sanguins et sont impliqués dans la prolifération de structures microvasculaires,
favorisant ainsi I’angiogen¢se (Wesseling et al., 1995). D’autre part, la dissociation de ces
péricytes des cellules endothéliales perméabilise la vascularisation aux cellules tumorales et

facilite ainsi la formation de métastases (Hashizume et al., 2000).

4.3.2. Niche hypoxique

La diminution de la pression partielle en oxygene (Poz) induit I’expression du facteur de
transcription HIF-1a (hypoxic inducible factor -1 alpha) ; la translocation de ce facteur dans
le noyau et son association avec le facteur HIF-1B, exprimé de fagon ubiquitaire, induit
I’expression de nombreux génes impliqués entre autres dans la prolifération et le degré de
différenciation (Li et al., 2009¢; Seidel et al., 2010). On observe ainsi I’augmentation de
I’expression des marqueurs de cellules souches (CD133, Oct4, Sox2) et la diminution des
marqueurs de différenciation (GFAP); les taux de prolifération et le potentiel d’auto-
renouvellement des gCSCs sont également plus importants (Heddleston et al., 2009; McCord
et al., 2009; Soeda et al., 2009), I’angiogenése est stimulée via I’expression du facteur VEGF
(Li et al., 2009c) ainsi que la voie de signalisation de Notch (Keith and Simon, 2007).
L’importance de la niche hypoxique dans le caracteére souche des cellules est également mis
en évidence par 1’acquisition de telles propriétés par des cellules différenciées mises en
conditions hypoxiques (Heddleston et al., 2009) ainsi qu’avec le maintien et la régulation des

NSCs dans ces mémes conditions (De Filippis and Delia, 2011).

Le degré d’hypoxie des cellules influence I’expression de facteurs HIFs, de facon tout a fait
réversible (ce qui fait par ailleurs de ce facteur un trés bon indicateur de la Poy). Selon la
sévérité de ’hypoxie, I’expression des facteurs HIF-1a et HIF-2a varie. L’augmentation de la
quantité HIF-1a lorsque la Po, diminue est observée a la fois dans les gCSCs et les NSCs ;
par contre HIF-2a est exprimé uniquement dans les gCSCs et est corrélé avec la survie des

patients (Li et al., 2009¢).
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La présence de CSCs a la fois dans les zones périvasculaires et hypoxiques met en évidence la
présence d’au moins deux niches distinctes contenant les gCSCs bien que le facteur VEGF

soit sécrété par les cellules présentes dans ces deux zones.

Outre I’induction des propriétés souches et tumorigéniques des gCSCs, I’expression des
facteurs HIF entraine un changement métabolique de la cellule qui utilise alors la glycolyse
aérobie : il s’agit de ’effet Warburg (Figure 28). Initialement identifi¢ dans les tissus
néoplasiques (Warburg, 1956; Warburg et al., 1927), ’effet Warburg est également présent
dans les tissus sains contenant des cellules se divisant rapidement, telles que les cellules ES et
les lymphocytes: les besoins énergétiques des cellules en expansion rapide sont
préférentiellement satisfaits par la production d’ATP via la voie métabolique de la glycolyse
aérobie. Le détournement de ’entrée du pyruvate dans la mitochondrie, initié par 1’inhibition
de la pyruvate déshydrogénase par HIF1, au profit de la glycolyse génere la formation de
lactate, toxique pour la cellule. L’excrétion de I’acide lactique par le transporteur MCT4
(mono carboxylic transporteur 4), s’accompagne d’une acidification du milieu extracellulaire

et d’une alcalinisation du milieu intracellulaire (Chiche et al., 2009).

Le lactate produit par les CSCs et excrété dans le milieu extracellulaire régule I’activité des
cellules endothéliales : le lactate est importé dans la cellule endothéliale via le transporteur
MCT]1, activant la transcription du géne de I’interleukine 8 par NF-kB et stimulant ainsi la
migration et la prolifération des cellules endothéliales dans un processus angiogénique

(Vegran et al., 2011).

L’acidification du milieu extracellulaire, ou stress acide, joue aussi un role dans 1’induction
et le maintien des propriétés souches des cellules (expression de marqueurs, auto-
renouvellement et prolifération cellulaire) ainsi que dans la sécrétion de facteurs antigéniques
tels que VEGF (Hjelmeland et al., 2011; Xu et al., 2002). Ceci passe notamment par
I’augmentation de 1’expression de HIF2o (Heddleston et al., 2009) et par 1’expression de
certains de ses génes cibles dont Oct4, Glutl et SerpinB9 impliqués dans le phénotype des
cellules souches et la croissance des cellules tumorales (Covello et al., 2006). Le role du stress
acide dans la croissance tumorale a également été mis en évidence dans un mod¢le de cancer
du sein ou I’¢lévation du pH, sans modifier I’hypoxie, a permis de réduire I’invasion de la

tumeur (Robey et al., 2009).
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Figure 28 : Effet Warburg.

Le détournement du pyruvate de la mitochondrie pour produire de I’ATP permet i) de détourner le cycle de Kerbs pour
produire rapidement des acides aminés et acides gras, ii) de produire du lactate utilisé par les cellules endothéliales et iii)
d’acidifier le microenvironement, processus impliqué dans 1’invasivité tumorale.

4.3.3. Niche d’invasivité

La désorganisation et I’invasion de la matrice extracellulaire sont des prérequis cruciaux pour
la formation de métastases et de zones d’invasion des cellules tumorales ; ceci dépend
notamment de 1’expression de molécules d’adhésion et d’enzymes de dégradation de la
matrice. Les propriétés mécaniques de la matrice peuvent étre remodelées directement par les
cellules tumorales, permettant sa déstructuration et sa colonisation par les cellules. On note
ainsi le role des intégrines qui assurent la liaison entre la cellule et la matrice extracellulaire,
ou d’autres ligands, et mettent ainsi en place la base des tensions mises en jeu lors des
mouvements cellulaires ; les intégrines sont d’ailleurs étudiées comme cibles thérapeutiques

dans plusieurs types de cancers (Tucker, 2006).

Les cellules tumorales agissent également de fagon indirecte sur la matrice extracellulaire en
recrutant des cellules saines (macrophages, fibroblastes, astrocytes) et en stimulant leur
sécrétion paracrine de métalloprotéinases (MMPs), notamment les gélatinases MMP-2 et
MMP-9 capables de dégrader le collagéne de type IV. La plupart des cellules associées a la
tumeur sécrétent a la fois le précurseur des MMP (proMMP) ainsi que 1’activateur
membranaire de ces facteurs, MT-MMP (membrane-type MMP) (Okada et al., 1995). La

coculture de cellules de glioblastome et de fibroblastes a montré que 1’expression de ces deux
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¢léments est stimulée par ’TEMMPRIN (extracellular matrix MMP inducer), présent a la
surface de cellules tumorales et dont I’expression est corrélée avec la progression et I’invasion
tumorales (Nakada et al., 1999; Sameshima et al., 2000). De facon indépendante, il a
¢galement été montré, dans des cocultures de cellules de glioblastome et d’astrocytes, que
I’activation de proMMP2 en MMP2 est stimulée par la sérine protéinase Plasmine. Dans ce
cas, la conversion du facteur proMMP2 en MMP2 passe par 1’activation du facteur uPA
(urokinase-type plasminogen activator, sécrété a la fois par les cellules de glioblastome et les
astrocytes) via sa liaison a son récepteur uPAR (exprimé par les astrocytes), permettant la
conversion du plasminogéne (sécrété par les cellules tumorales) en Plasmine (Le et al., 2003).
Ces deux mécanismes ne sont pas exclusifs : 1’activité enzymatique de la Plasmine pourrait

nécessiter la présence de MT-MMP afin d’activer le facteur MMP.

D’autre part, les astrocytes sécretent des facteurs neurotrophiques dont TGFa (transforming
growth factor alpha), CXCL12 (CXC motif ligand 12), S1P (sphingosine-1-phosphate),
GDNF (glial cell line-derived neruotrophic factor) augmentant les capacités d’invasivité des
cellules de glioblastome via la déstructuration de la matrice extracellulaire (Hoelzinger et al.,

2007).

4.3.4. Niche immunitaire

Au sein des gliomes, les macrophages, ou cellules microgliales, comptent pour 5 a 20 % des
cellules de la masse tumorale (Watters et al., 2005). Contrairement a ce que 1’on pourrait
penser, la présence de macrophages au niveau de la tumeur ne constitue pas une réaction de
défense de I’organisme visant a éliminer les cellules néoplasiques mais plutdét un mécanisme
mis en place pour promouvoir la croissance de la tumeur ; une forte densité de macrophages
au sein du tissu tumoral est associée a un pronostic plus défavorable pour les patients (Leek et
al., 1996). Les cellules microgliales favorisent la croissance tumorale dans plusieurs

contextes :

- Dans la niche périvasculaire, ce sont des médiateurs de la formation de métastases

(Pollard, 2004)
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- Autour des zones de nécrose, ils activent I’angiogenése via la sécrétion de facteurs
proangiogéniques (VEGF, IL-1B, TNFa, angiogenine, semaphorin 4D, MMP-9)
(Coffelt et al., 2009; Du et al., 2008b)

- Aux extrémités de la tumeur, les macrophages sont impliqués dans 1’invasion des

cellules tumorales (Condeelis and Pollard, 2006)

Ceci est permis d’une part par la suppression de la fonction d’effecteurs du systéme
immunitaire et d’autre part par la sécrétion de cytokines et facteurs de croissance permettant
aux cellules néoplasiques d’échapper au systéeme immunitaire, de proliférer et de migrer
(Watters et al., 2005) (Figure 29). En effet, selon les stimuli extracellulaires, les monocytes
peuvent se différencier en macrophages pro-inflammatoires (phénotype M1) ou anti-
inflammatoires (phénotype M2). Au sein de la tumeur, le phénotype observé est trés proche
du phénotype M2 : les macrophages favorisent la progression tumorale par leur incapacité a
activer les cellules T du syst¢tme immunitaire mais aussi par la sécrétion de facteurs pro-
tumorigéniques tels que TGFp, IL-10 ou les métalloprotéases (Chong et al., 1999; Pollard,
2004).

Le microenvironnement immunitairement favorable aux gCSCs serait mis en place par les

gCSCs elles-mémes (Figure 29) via

- la sécrétion de facteurs chimio-attractants (MCP-3 monocyte chemoattraction protein
3, CCL2 macrophage chemoattractant protein 1) permettant de recruter des

macrophages anti-inflammatoires (Okada et al., 2009; Zhang et al., 2012)

- la suppression des fonctions inflammatoires de ces macrophages par la sécrétion de
cytokines immunosuppressives (IL-10, IL-4, IL-6, TGFB, EG2) (Albesiano et al.,
2010)

- le recrutement de cellules T régulatrices (Treg) a la périphérie de la tumeur (Grauer et

al., 2007)
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Figure 29 : Interactions de la cellule souche cancéreuse avec les cellules de la niche immunitaire.

Le microenvironnement immunitaire favorable aux gCSCs serait mis en place par les gCSCs elles-mémes par i) le
recrutement de macrophages antiinflammatoires via la sécrétion de facteurs chimioattractants CCL-2, ii) la sécrétion de
cytokines immunosuppressives et iii) le recrutement de cellules T reg via la sécrétion de CCL-2. Ces cellules recrutées par les
gCSCs sont également impliquées dans la stimulation de 1’angiogenése, dans la déstructuration de la matrice extracellulaire
et la formation de métastases.

Les mécanismes de résistances des gliomes peuvent étre divisés en 3 processus : un processus
d’activation anormale des cellules immunitaires, un processus de dérégulation de 1I’immunité
cellulaire et un processus de sécrétion de facteurs immunosuppressifs (Albesiano et al.,
2010); dans chacun de ces processus, les gCSCs ont acquis des propriétés

immunomodulatrices, leur permettant d’évoluer dans un environnement immunoprivilégié.
I Processus d’activation cellulaire anormale

Les gCSCs expriment a leur surface des molécules du complexe majeur d’histocompatibilité
(MHC) de classe I ainsi que la molécule costimulatrice inhibitrice B7-H1 mais pas les

molécules du MHC de classe II CD40 ou CDS80. Cette combinaison de molécules induit
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I’apoptose des cellules T, permettant aux gCSCs d’échapper au systéme immunitaire (Dong et

al., 2002; Wei et al., 2010a).
iL. Processus de dérégulation de I'immunité cellulaire

Les gCSCs sont également capables d’étendre le pool de cellules T régulatrices (Treg), de
supprimer la prolifération et d’induire 1’apoptose des cellules T (Wei et al., 2010a).
L’imagerie in vivo de cellules Treg dans un modéle de cellules souches hématopoiétiques a pu
mettre en évidence le role essentiel de ces cellules en tant que médiatrices des avantages
immunitaires des cellules souches, leur conférant un environnement immunosuppressif et
corroborant le concept de niche immunitaire entourant les cellules souches normales (Fujisaki
et al., 2011). L’effet immunosuppressif des cellules Treg passe en partie par I’expression de
I’enzyme héme oxygenase-1 dont I’activité géneére du monoxyde de carbone, responsable de
I’inhibition de la sécrétion d’interleukine 2 et donc de la prolifération des cellules T (El

Andaloussi and Lesniak, 2007; Pae et al., 2004).
1. Processus de sécrétion de facteurs immunosuppressifs

Les gCSCs sécretent plusieurs cytokines dont TGF-B (tumor growth factor beta), PGE,
(prostaglandine E,), CCL2 (chimiokine ligand 2) et Galectine 3 (Wei et al., 2010a). TGF-3
pourrait étre impliqué dans la prolifération des cellules Treg (Wei et al., 2010a), PGE,
diminue I’expression du MHC de classe II et active la prolifération des cellules Treg
(Albesiano et al., 2010), CCL2 est un chimioattractant pour les cellules Treg possédant le
récepteur CCR2 (Jordan et al., 2008), Galectine 3 appartient & une famille de molécules
d’adhésion ayant une affinité pour les P-galactosides, exprimés dans les gliomes et est

impliquée dans I’induction de I’apoptose des cellules T (Peng et al., 2008).
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Figure 30 : Microenvironnement tumoral et interactions entre les différentes cellules.

Ces niches procurent également aux cellules tumorales une protection vis-a-vis des agressions
de I’environnement, dont la chimio- et la radiothérapie (Dick and Lapidot, 2005; Garcia-

Barros et al., 2003).
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Les tumeurs ne sont donc pas une population isolée de cellules mais peuvent étre considérées

comme un écosystéme d’interactions des cellules tumorales entre elles mais également avec

leur environnement, de la méme fagon qu’un organe sain. La tumorigénicité des cellules

dépendamment de leur environnement a été mise en évidence dans les années 70 avec la

formation de souris mosaiques saines a partir de cellules de tératocarcinome malin (Mintz and

[llmensee, 1975). La prise en compte de 1’ensemble de I’environnement dans lequel évolue la

tumeur permet entre autres de mieux comprendre 1’évolution de la tumeur et nécessite la mise

en place de modeles animaux tumoraux plus complexes, notamment en réalisant des cogreffes

entre les cellules tumorales et une partie du tissu sain humain correspondant.

5. Mécanismes de résistance aux thérapies classiques
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Figure 31 : Mécanismes de résistance des gCSCs aux radio- et chimiothérapies.
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5.1. Radiorésistance

Suite a une irradiation, les gCSCs ont des mécanismes de réparation de I’ADN plus efficaces
que les cellules différenciées de la masse tumorale : 1’activation préférentielle des points de
contrdle des lésions de ’ADN et I’augmentation de la capacité de réparation de I’ADN. Le
groupe de Rich a en effet mis en évidence que la fraction des gCSCs est enrichie apres
irradiation et que celles-ci conservent leurs capacités de différenciation in vitro et de

tumorigénicité in vivo (Bao et al., 2006a).

Suite a une radiation ionisante, les gCSCs montrent une activation des points de contrdles de
réparation de I’ADN via la phosphorylation activatrice de protéines telles que ATM (ataxia
telengectasia mutation), Rad17 (protéine régulatrice cruciale du point de controle des Iésions
de ’ADN), Chkl et Chk2 (checkpoint kinases 1 et 2) de facon préférentielle dans ces
cellules ; I’activation de ces protéines induit ’arrét du cycle cellulaire (activation de p53 et
inactivation de kinases cyclines dépendantes), permettant la réparation des cassures double
brin de I’ADN et ainsi I’échappement aux mécanismes apoptotiques (Bao et al., 2006a).
D’autres voies de signalisation essentielles des cellules souches sont activées par les
radiations ionisantes des gCSCs, parmi lesquelles Wnt/B-caténine (Kim et al., 2012), Notch
(Wang et al., 2010a), Sonic Hedgehog/Gli (Clement et al., 2007), Akt (Li et al., 2009a),
Bmi-1 (Facchino et al., 2010) ou encore la perte du suppresseur de tumeur PTEN (Jiang et
al., 2007). L’activation de ces voies de signalisation non seulement promeut le caractére
souche des cellules mais permet également de tolérer les altérations de I’ADN si celles-ci ne

sont pas réparées (Rich, 2007).

Comme nous I’avons vu précédemment, les cellules tumorales et les gCSCs sont intégrées
dans un microenvironnement leur conférant des propriétés de résistance particuliéres. La
présence de gCSCs dans des niches hypoxiques leur apporte une protection supplémentaire
face aux radiations ionisantes. En effet, dans la cellule, ’oxygéne réagit avec les radicaux
libres pour former les ROS (Reactive Oxygen Species: OH', HO,, ROO’, H,0,, ...)
responsables du stress oxydant ; lors d’une radiothérapie, ces ROS sont les médiateurs de

I’effet des radiations ionisantes sur les dommages causés a I’ADN.
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5.2. Chimiorésistance

La surexpression de la MGMT, impliquée dans les mécanismes de réparation de I’ADN, peut
étre observée dans les cellules différenciées de la masse tumorale (voir point 1-2.1.3 page 20)
et ’analyse des transcrits de gCSCs montre une forte augmentation de 1’expression de cette
enzyme, indiquant I’importance de ce mécanisme de résistance dans les gCSCs (Liu et al.,
2006). Des substrats synthétiques de MGMT (O°-methylguanine, O°-benzylguanine) ont été
testés afin de diminuer le contenu cellulaire de MGMT active avant la chimiothérapie mais

cette stratégie a révélé une myélotoxicité (Quinn et al., 2005; Quinn et al., 2002).

L’un des principaux mécanismes de résistance intrinseque des gCSCs aux agents
chimiothérapeutiques est la surexpression de transporteurs d’efflux conférant un phénotype de
« multidrug resistance » (MDR) aux cellules. Les molécules chimiques sont alors
transportées, activement et de fagon non spécifique, a travers la membrane plasmique via les
transporteurs ABC (ATP binding cassette). Ces protéines ABC ont un role important en tant
que transporteurs de composés hydrophiles et hydrophobes a travers le placenta et I’intestin
(rétention de drogues dans le lumen) et au niveau de la barriere hématoencéphalique afin de
protéger les cellules d’effets cytotoxiques. Les gCSCs montrent une surexpression des
transporteurs ABCB1 (glycoprotéine P, MDR-1), ABCC1 (MRPI1) et ABCG2 (BCRP1)
(Dean et al., 2005). Le transporteur ABCB1 est impliqué dans 1’efflux de la Doxorubicine,
I’Ectoposide (VP16), la Carboplastine, I’Erlotinib (inhibiteur de I’EGFR), la Vincristine et le
BCNU (1,3-bis(2-chloroethyl)-1-nitrosourea) et le transporteur ABCG2 dans la résistance au
Témozolomide, a la Carboplatine, au Paclitaxel (Taxol) et a I’Ectoposide (VP16) (Ejendal and
Hrycyna, 2002). Jusqu’a ce jour, les tentatives d’utilisation d’inhibiteurs (parmi lesquels
Reserpine, Verapamil, Cyclosporine) des transporteurs ABC en tant que sensibilisateurs des
cellules inductrices de tumeur ont échoué, car soit sont inefficaces a des doses non toxiques,
soit montrent une activité pharmacocinétique non spécifique (interaction entre 1’agent
chimiothérapeutique et I’inhibiteur du transporteur ABC), soit affectent 1’élimination des
agents chimiothérapeutiques du plasma, soit induisent des dommages aux cellules souches
normales (Schmalz et al.,, 2011). Un autre mécanisme d’¢limination des agents
chimiothérapeutiques par la cellule est leur accumulation dans des microvésicules (point II-
4.2.4.2.2) permettant leur élimination de la cellule (Shedden et al., 2003), leur séquestration

dans des vésicules intracellulaires, la modification de la cible cellulaire ou encore
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I’inactivation de la molécule par un accroissement de sa métabolisation (Gottesman et al.,

2006).

D’autre part, de la méme fagon que pour les cellules souches normales, les CSCs sont en
général en état de quiescence, i.e. elles n’entrent pas dans le cycle cellulaire et restent en
phase stationnaire GO (Figure 32). Les chimiothérapies et radiothérapies conventionnelles
ciblent les cellules en prolifération et nécessitent 1’activation du cycle cellulaire pour
déclencher 1’apoptose ; la quiescence des CSCs est donc un mécanisme de résistance aux

thérapies ciblant I’ADN.

5.3. Résistance a 'apoptose

Les mécanismes de résistance aux agents chimiothérapeutiques des gCSCs sont renforcés par
une moindre sensibilité aux stress apoptotiques dus aux faibles niveaux d’expression de
Caspases (notamment Caspase 8) médiant I’apoptose (Capper et al., 2009) et a la
surexpression d’un inhibiteur de la voie NF-kB (tumor necrosis factor-o-induced protein 3

TNFAIP3, aussi appelé A20) (Hjelmeland et al., 2010).

D’autre part, les gCSCs répondent faiblement a 1’apoptose extrinseque (Capper et al.,
2009). Dans un environnement normal, 1’apoptose extrinseque est activée par le TNFa (tumor
necrosis factor alpha) via la liaison de ligands proapoptotiques, FasL et TRAIL, sur leurs
récepteurs a la surface de la cellule, respectivement Fas et DR4/DRS5 (Huang et al., 1999;
MacFarlane et al., 1997). Ces voies de signalisation induisent le recrutement de FADD (Fas
associated death domain) et de la procaspase 8 dans le complexe DISC (death inducing
signaling complex) et permettent ainsi la conversion de la procaspase 8 en caspase 8 (Muzio
et al., 1998) ; dans le cytoplasme, la caspase 8 active les caspases effectrices 3, 6 et/ou 7

impliquées dans I’apoptose.

Ces effets sont amplifiés par la surexpression dans les gCSCs de molécules anti-
apoptotiques (Bcl-2, FLIP, BCL-XL) et d’inhibiteurs de protéines pro apoptotiques
(XIAP, cIAP1, clIAP2, NAIP, Survivine) (Liu et al., 2006) qui agissent via I’inhibition des
Caspases 3, 7 et 9 (Schimmer, 2004).
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Vers de nouvelles voies thérapeutiques

Depuis la mise en évidence des CSCs, leurs propriétés d’invasivité et de résistance aux
thérapies classiques ainsi que leur capacité a régénérer la tumeur font de ces cellules un sujet
d’étude de choix et les cibles du développement de nouvelles thérapies dans de nombreux
cancers. La complexité et la richesse des interactions intercellulaires ainsi que du
microenvironnement entourant les cellules tumorales permettent a ces cellules de pouvoir
s’adapter rapidement a des changements de leur biologie induits par divers agents chimiques
bloquant 1'une ou l’autre voie de signalisation. Ainsi, la culture des gCSCs dans des
conditions induisant la différenciation fait apparaitre des marqueurs de cellules différenciées a
la surface des cellules pendant quelques jours (4 jours) puis I’expression de certains d’entre
eux (NF, B-tubulin III, GFAP) diminue ; ceci a été interprété comme une capacité de ces
cellules a résister a la différenciation (Gunther et al., 2008; Zhang et al., 2006a). Afin de
pouvoir empécher la cellule de trouver des voies d’échappement aux thérapies appliquées, une
stratégie a adopter pourrait étre 1’inhibition de plusieurs voies de signalisation en méme

temps.

Une étude récente portant sur 1’expression différentielle du protéome membranaire de cellules
d’astrocytomes de grades III et IV, comparé a du tissu cérébral obtenu lors de chirurgies de
patients épileptiques, a mis en évidence la modification des niveaux d’expression de protéines
impliquées dans la signalisation calcique (Polisetty et al., 2012b) ; cette dérégulation de
I’expression des protéines de liaison du calcium a également été identifiée au niveau du
transcriptome (Dong et al., 2010). Ceci est corrélé avec I'implication de la signalisation
calcique dans les divers aspects de la tumorigenese : mobilité des cellules, angiogencse,
génotoxicité, transcription, différenciation, régulation du cycle cellulaire, apoptose (Monteith
et al., 2007). L’omniprésence du calcium dans la vie de la cellule et des cellules tumorales,
ainsi que dans le microenvironnement tumoral, témoigne de I’importance des conséquences
que peuvent avoir des altérations de 1’expression de protéines participant a la signalisation
calcique. D’autre part, il a ét¢ montré que la sensibilité au calcium des cellules ayant un
phénotype MDR est différente de celle des cellules sensibles aux molécules chimiques

(Sulova et al., 2005).
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L’¢échec des chimiothérapies actuelles, principalement dii au phénotype MDR des CSCs, a
poussé différentes équipes a explorer la dérégulation du systéme calcique en synergie avec
des agents chimiques classiques. L’utilisation d’inhibiteurs des canaux calciques ou de la
Calmoduline (CaM), principal régulateur de 1’activité des protéines de la signalisation
calcique selon la concentration en calcium de la cellule (voir Chapitre 2, point 1-3.3.3),
permet ainsi de contrer la surexpression des transporteurs ABC et d’augmenter
I’accumulation des molécules chimiques cytotoxiques dans la cellule (Tsuruo et al., 1982;

Tsuruo et al., 1983).
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Figure 32 : Cycle cellulaire et transitions de phases.

Le cycle cellulaire est découpé en 4 phases (G1, S, G2, M) et 1 phase de quiescence des cellules (GO0). Les transitions de
phase sont régulées par I’accumulation de cyclines et de kinases dépendantes de ces cyclines (Cdk). Le complexe Ca?'/CaM
intervient a I’entrée de la cellule dans le cycle cellulaire depuis la phase GO, au cours de la phase G1 et au niveau de la
transition G1/S ainsi qu’au niveau de la transition G2/M, de la progression et de la sortie de la mitose. Schéma réalisé d’apres
(Kahl and Means, 2003).

Le systéme calcium / CaM a été reconnu comme cible thérapeutique potentielle il y a plus de
25 ans (Hait and Lazo, 1986) mais est pourtant aujourd’hui sous exploité, probablement du
fait de la multiplicité des cibles de CaM dans la cellule (Yap et al., 2000). Cependant,
I’utilisation d’inhibiteurs de CaM a été testée avec succes par quelques équipes sur des
cellules tumorales, au niveau de I’inhibition de la croissance tumorale par interférence avec le
cycle cellulaire (Schuller et al., 1991), de I’induction de I’apoptose ou encore de la réversion

du phénotype MDR et de la sensibilisation des cellules aux agents chimiothérapeutiques. Le
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Tamoxiféne est un antagoniste des récepteurs a I’estrogéne (RE) utilisé dans le cancer du sein
mais a également un effet cytotoxique, indépendamment des RE, en se liant a CaM ; le groupe
de Luis Villa a montré que utilisation d’antagonistes de CaM (composés W7 et TFP) permet
de sensibiliser in vitro les cellules au Tamoxiféne et d’induire I’apoptose de fagon synergique
dans des cellules tumorales épithéliales (Frankfurt et al., 1995). Un autre antagoniste de CaM,
dérivé alcaloide bisbenzylisoquinoline (EBB), a été utilis€ comme inhibiteur du phénotype
MDR et potentialisateur de la doxurubicine dans des cellules de cancer du sein ; I’addition de
cet antagoniste permet en effet non seulement d’inhiber la protéine P-gp mais également
d’interférer avec la prolifération du cycle cellulaire, arrété en phase G2/M (Figure 32), et
d’augmenter 1’effet apoptotique de la Doxorubicine (Liu et al., 2010a). Le blocage chimique
G2/M est irréversible et induit des cassures double brin de I’ADN ainsi que des désordres
chromosomiques importants (Sorenson and Eastman, 1988). L’utilisation d’inhibiteurs de
CaM permet donc de potentialiser ’effet d’agents chimiothérapeutiques ciblés et d’obtenir

un bénéfice thérapeutique en limitant la toxicité de ces agents sur les tissus sains.

L’inhibition de CaM a également été considérée comme une thérapie a part entiere,
permettant de cibler les protéines directement impliquées dans la tumorigenése, dont K-ras
(Villalonga et al., 2001), ’EGFR (Li et al., 2004a) ou le récepteur aux androgeénes Erb2 (Li et
al., 2004b). L’activation ainsi prolongée des voies de signalisation de K-ras et ERK1/2 induit

I’accumulation de p21™AF

, inhibiteur du cycle cellulaire, produisant un arrét de la
prolifération cellulaire dans le cas du cancer colorectal (Shim et al., 2007b). L’utilisation en
solo d’un inhibiteur de CaM (Clozapine) a aussi été testée dans le cas de cellules de
glioblastome n’exprimant pas PTEN pour inhiber la phosphorylation d’Akt. Cette inhibition
empéche d’une part I’expression de la cycline D1, essentielle dans la progression du cycle
cellulaire, et induit d’autre part 1’augmentation de I’activité de GSK3, responsable de la
dégradation de la cycline D1 (Figure 6) ; les cellules s’accumulent alors en phase G1 (Shin et

al., 2006).

La plupart des études cherchant a identifier des composés thérapeutiques, inhibiteurs de CaM
ou non, se base sur la réponse cellulaire induite par des cellules différencié¢es de la masse
tumorale ou encore sur des lignées de cellules tumorales. Une étude récente a identifié¢ la
Thioridazine comme ciblant sélectivement les CSCs dans les leucémies tout en n’ayant aucun
effet sur les cellules souches normales. Cet antagoniste de CaM induit la différenciation des

CSCs et permet de diminuer la prolifération et la clonogénicité des CSCs de leucémie sévere
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(AML) sans induire de cytotoxicité ; les auteurs de cette étude proposent I’utilisation de la
Thioridazine en synergie avec un agent antiprolifératif (cytarabine) classiquement utilisé dans
le traitement des leucémies. Cependant, cette molécule semble inhiber un récepteur

dopaminergique et ne peut donc étre utilisée pour cibler les gCSCs (Sachlos et al., 2012).

L’ensemble de ces études met en évidence la non-équivalence des inhibiteurs de CaM dans
leur mode d’action (induction de la différenciation, de I’arrét du cycle cellulaire, d’une
cytotoxicité) et dans les cellules ciblées (CSCs, cellules tumorales non souches). D’autre part,
la toxicité de ces molécules sur les tissus sains n’est pas toujours abordée et aucun mode¢le in

Vivo n’a permis a ce jour de valider ces composés.

OBJECTIFS

Les CSCs identifiées au sein de différentes tumeurs sont devenues des cibles privilégiées dans
I’établissement de traitements thérapeutiques. Leurs propriétés d’auto-renouvellement, de
différenciation et de résistance aux différents traitements thérapeutiques classiquement utilisés
leur permettent de régénérer la tumeur de facon trés agressive ; la compréhension de la
physiopathologie de ces cellules et 1’identification de traitements capables de les éradiquer ou
d’atténuer leur virulence (notamment en induisant leur différenciation) est au coeur de la

recherche contre le cancer.

Dans ce cadre, mon projet s’est attaché a identifier des biomarqueurs de gCSCs afin d’une
part de caractériser et comprendre leur état physiologique particulier et d’autre part de pouvoir
les cibler efficacement dans des thérapies biologiques en exploitant le role de la Calmoduline
dans la physiologie des CSCs et les promesses de I’immunothérapie dans le traitement des

glioblastomes.
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r D

“Biomarkers, or biological markers, are indicators of a biological state; they
are "characteristics that are objectively measured and evaluated as indicators
of normal biological processes, pathogenic processes, or pharmacologic

responses to therapeutic intervention” (NIH, 1998)

Ces biomarqueurs peuvent éventuellement étre utilisés comme outils de
recherche, comme cibles thérapeutiques ou encore comme adjuvants

thérapeutiques selon leur nature.

\. J

Mon travail a porté sur des gCSCs isolées de tumeurs glioneuronales malignes, correspondant
aux gliomes de grades III et IV de la classification de I’OMS, par I’équipe du Dr Hervé
Chneiweiss (INSERM U752, Hopital Sainte Anne, Paris). Les biopsies tumorales de patients
de la Piti¢ Salpétriere ont été disséquées, et les cellules ont ét¢ mises en culture durant
plusieurs mois de fagon a ne sélectionner que celles capables de s’auto-renouveler (Figure
17); ces cellules ont ensuite été caractérisées pour leur clonogénicité, leur capacité de
différenciation et leur capacit¢é a générer une tumeur orthotopique dans des souris
immunodéficientes (Patru et al., 2010) ; quatre de ces types cellulaires ont été utilisés au cours

de mes recherches (TGO1, TG10, TG16 et OB1).

Les objectifs du travail présenté ont été les suivants :

1. Caractériser de nouveaux inhibiteurs de la Calmoduline utilisables en thérapie et
identifier des marqueurs de la physiopathologie des gCSCs a travers 1’utilisation de

ces inhibiteurs

2. Caractériser le protéome membranaire des gCSCs dans le but d’identifier des
protéines spécifiques de ce type de cellules qui pourraient étre utilisées comme

biomarqueurs ou comme cibles thérapeutiques

Au cours de ce travail, les gCSCs ont été comparées a plusieurs types cellulaires :
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Les cellules U-87 MG : lignée cellulaire établie a partir d’un glioblastome.
L’utilisation de ces cellules permettra de différencier des propriétés propres aux

gCSCs de celles des cellules de la masse tumorale

Les cellules NSC : cellules souches neurales. Ces cellules primaires seront utilisées

pour différencier les gCSCs de cellules saines ayant des propriétés similaires

Les cellules HEK : lignée cellulaire épithéliale dérivée de cellules embryonnaires de

rein humain. Ces cellules seront utilisées en tant que « controle » global
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cellules propagatrices de Glioblastome a travers la

signalisation calcique et I'étude de la Calmoduline
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I. Signalisation calcique

Les mécanismes de signalisation cellulaire permettent de transmettre une information depuis
la surface de la cellule jusqu’a une ou plusieurs cibles intracellulaires générant un événement
cellulaire en réponse au stimulus regu. Cette information est codée, transmise et décodée au
moyen d’un nombre restreint de messagers intracellulaires, parmi lesquels le calcium (Haiech

etal., 2011).

Le calcium (Ca?") joue un rdle central dans le controle de nombreux procédés cellulaires,
incluant la contraction musculaire ou le relaichement de neurotransmetteurs pour les plus
connus, mais également la fertilisation, la migration cellulaire, la prolifération, la transcription
de geénes, I’apoptose, le métabolisme mitochondrial, I’exocytose et bien d’autres (Berridge et

al., 1998; Berridge et al., 2000b).

Comme tout signal, le signal calcium peut étre divisé en 4 unités fonctionnelles (Haiech et al.,

2011) :

- le stimulus, ou premier messager, module I’entrée et/ou la sortie de calcium
(encodage de I'information). Cette modulation s’effectue par des mécanismes

générateurs (ON) et suppresseurs (OFF) de Ca?"
- les processus sensitifs du signal calcium permettent le décodage de I’information

- les mécanismes de traduction de I’information, permettent d’associer le décodage de
I’information & un mécanisme moléculaire agissant dans une cellule donnée dans un

état physiologique spécifique

- les évenements cellulaires activés suite a la traduction de I’information, dont la
mobilité, modification du métabolisme, modulation de la prolifération, de la

différenciation...
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1. Le calcium : de la toxicité au messager incontournable

Le calcium est le 4° élément le plus abondant dans I’océan aprés le sodium, le chlore et le
magnésium. Cependant, a de fortes concentrations, le Ca" s’avére toxique pour la cellule :
agrégation de protéines et d’acides nucléiques, modification de I’intégrit¢ des lipides
membranaires, précipitation des phosphates, ... les premieres formes de vie ont donc
développé un systéme leur permettant de maintenir de faibles concentrations cytoplasmiques
en Ca?’, aux alentours de 100 nM, soit 10 000 a 20 000 fois plus faibles que dans le milieu
extracellulaire. Les pompes calciques présentes au niveau du plasmalemme des bactéries
primitives sont trés similaires aux pompes calciques ATPases de la membrane plasmique
(PMCA) des eucaryotes et utilisent probablement le gradient de protons ou I’hydrolyse des

phosphates comme source d’énergie (Berkelman et al., 1994; Kanamaru et al., 1993).

Parmi les ions présents dans le cytoplasme en plus du Ca?', on trouve Na'", H', Mg?", Zn?" et
K. Le potassium et le magnésium sont pompés a ’intérieur de la cellule et par conséquent
présents en grande quantité dans le cytoplasme (respectivement 107 et 10~ M) alors que le
calcium et le sodium sont expulsés du cytoplasme pour atteindre des concentrations de 107 et
10? M respectivement. A I’intérieur du cytoplasme, une multitude protéines s’associent aux
ions Ca?" et Mg?" pour former des complexes avec des constantes d’associations de 10~ & 10™
M ; en conditions physiologiques ces protéines sont donc liées au Mg?" mais pas au Ca>'. De
nombreuses cellules ont de plus des protéines ayant des constantes d’associations de 10° M
pour Ca2" ; un simple changement de Dactivité de la pompe calcique de la membrane
plasmique (procédé peu cotliteux en énergie) peut rapidement ¢élever le calcium cytosolique a
des concentrations de 10° M et ainsi permettre sa liaison a des protéines spécifiques. La
concentration en Mg?" étant déja élevée, une augmentation rapide et importante du Mg?" telle
que celle de 1’ion Ca?" demanderait beaucoup d’énergie, empéchant ainsi ’utilisation du Mg?"
dans le cas d’activations rapides. La cellule a en effet tiré¢ parti de la rapidité¢ de I’encodage
d’information en [Ca?'] pour I’utiliser dans de nombreuses voies de signalisation. D’autre
part, en tant que cation divalent, le Ca?" peut former des complexes plus stables et plus
spécifiques que les cations monovalents avec les substances organiques, dont les protéines,
sans toutefois former de liaisons covalentes (Schaub and Heizmann, 2008; Williams, 1998).
Ces propriétés uniques font du Ca?" I’un des seconds messagers les plus utilisés par la cellule,

d’autant plus qu’il n’est ni synthétisé ni dégradé.
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2. Eléments de la signalisation calcique
2.1. Premiers systemes utilisant la signalisation calcique

2.1.1. De la régulation de 'homéostasie a la mise en place des quatre unités

fonctionnelles du signal calcium

Selon les conditions environnementales, I’entrée du Ca>" dans la cellule suivant son gradient
¢lectrochimique peut étre plus ou moins importante : I’activité de la pompe doit répondre a
ces changements afin de maintenir une concentration du Ca?" intracellulaire constante, non
toxique. Le controle de I’activité de la pompe nécessite un élément « senseur » du Ca*’,
capable de moduler la vitesse de sortie du Ca?" en fonction de la concentration intracellulaire ;
cet élément peut soit étre intégré a la pompe calcique soit étre indépendant, porté par une
protéine senseur de Ca?". La combinaison de ces 2 éléments permet a la cellule d’ajuster la
concentration en calcium intracellulaire quelques soient les conditions extracellulaires et de

réguler I’homéostasie calcique (Figure 33).

Figure 33: Régulation de
I’homéostasie calcique de la cellule.

La modification de I’entrée du Ca*
active une protéine senseur du Ca®" qui
en retour module I’activité de la pompe
calcique membranaire.

Froteine Senteur - Ca

La capacité de la cellule a réguler rapidement ’homéostasie calcique ainsi que les propriétés
de I’ion Ca?" a lier différentes protéines de facon réversible, ont fait du Ca?" un messager
cellulaire trés tot dans 1I’évolution. L’utilisation d’un élément en tant que messager nécessite
la mise en place d’un mécanisme actif permettant de modifier I'homéostasie de cet élément en
réponse a un stimulus. Dans ce cadre, la pompe calcique ne peut étre suffisante car il s’agit
d’un mécanisme de terminaison du signal : la pompe n’a aucun contrdle sur I’entrée du Ca>"

dans le cytoplasme.
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D’aprés une étude phylogénétique, le premier canal ionique du plasmalemme était perméable
au Ca?" et est retrouvé chez de nombreux procaryotes, contrairement a d’autres canaux
(Shemarova and Nesterov, 2005). Ce canal présente des propriétés communes aux canaux que
’on retrouve aujourd’hui : il s’agit d’un canal voltage dépendent, sélectif de cations divalents.
Aujourd’hui, les canaux calciques voltage dépendants des procaryotes sont construits sur le

modele de ce canal primitif, ceux des eucaryotes sont formés d’un assemblage de 4 domaines.

Comme représenté dans la Figure 34, la modulation de I’entrée et sortie du Ca2" de la cellule
suite & un stimulus, permet de générer un signal calcium. La liaison du Ca2" a des protéines
effectrices module leur activité (en général activation) ; I’implication de ces protéines dans
des chaines métaboliques ou de signalisation génére un changement d’activité de différentes
voies de signalisation, permettant de traduire le signal calcium en événements biochimiques et

de générer un évenement cellulaire en réponse au stimulus initialement appliqué.

Stimulus

N
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v
Protdine sensewr - Ca
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ks a2l |
opcplieme  Protéines efectrices - |

Ewnement l
o llulaies:
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Figure 34: Schématisation des premiers systémes utilisant le Ca2" comme messager cellulaire.

Dans les premicres cellules, la signalisation calcique est trés simple : un stimulus ouvre les canaux perméables aux ions
divalents de la membrane plasmique pendant un court laps de temps, ’influx de calcium dans la cellule permet aux ions Ca?’
de se lier a des protéines effectrices et de les activer. La modulation de 1’activité de ces protéines permet I’initiation
d’événements cellulaires pendant que I’excédent du Ca?" est éliminé du cytoplasme par la pompe calcique.

.. s . . . . + r
L’apparition de nouvelles protéines effectrices mais incapables de lier Ca?’, a poussé la
cellule a favoriser la mise en place d’un systéme intermédiaire entre le signal et ces nouvelles
protéines, a I’image de la protéine senseur régulant I’activité de la pompe calcique.

L’apparition d’un motif particulier, le motif EF-hand, fut une énorme opportunité (Encart 4).
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Encart 4 : Motif EF-hand

Le motif EF-hand est constitu¢ d’une hélice N terminale (hélice E) suivie d’une boucle centrale de
coordination du calcium et d’une hélice C terminale (hélice F) ; I’arrangement tridimensionnel de ces
domaines peut €tre représenté par les doigts d’une main ou le pouce et 1’index représentent les
hélices alpha (Kretsinger and Nockolds, 1973) (Figure 35B).

Ca?" lie chaque EF-hand dans un arrangement pentagonal bipyramidal a travers des liaisons ioniques
de faible énergie ; I’annotation des résidus de la boucle est basée sur la séquence linéaire des acides
aminés constituant cette boucle. Dans la boucle canonique du motif EF-hand le Ca?>" est coordonné
par les atomes d’oxygene des chaines latérales des résidus 1, 3 et 5 de la boucle (en général résidus
Asp, les résidus 3 et 5 peuvent étre Asn). Les autres liaisons se font avec 1’atome d’oxygeéne du
squelette du 7° résidu, une molécule d’H,O coordonnée par la chaine latérale du 9° résidu (D, E, S, T
ou N) et la chaine latérale d’un résidu acide (en général Glu) en position 12 (Figure 35C). Le motif
EF-hand posséde d’autres éléments conservés ne liant pas Ca?": Gly en position 6, un résidu
hydrophobe (Ile, Leu, Val) en position 8 (Gifford et al., 2007). D’aprés ces observations, le motif
EF-hand peut étre représenté par le patron Dx|DN|xDGx[ILV][DSTN]|x (Rigden et al., 2011).

Ce motif contient le patron Dx|DN|xDG retrouvé dans des boucles appartenant a des structures trés
diverses mais dont les ligands liant Ca>" se superposent trés bien (Rigden and Galperin, 2004). La
présence de ce patron dans des contextes totalement différents implique soit I’existence d’un
¢pissage alternatif des boucles d’une protéine a I’autre soit une évolution convergente de différents
motifs, hypothése privilégiée aujourd’hui. La base de données ELM (eukaryotic linear motif,
(http://elm.eu.org/infos/news.html) regroupe les motifs lin€aires impliqués dans des sites

fonctionnels de protéines chez les eucaryotes. La comparaison des fréquences d’apparition de
plusieurs motifs dans des protéines n’appartenant pas a la méme famille met en évidence
I’importante représentation du patron Dx[DN]xDG : la moyenne d’apparition de 17 motifs différents
de cette base de données est de 9,2 et cette valeur tombe a 7,8 pour les motifs contenant 4 positions
définies alors que dans le cas du motif Dx[DN]xDG on obtient au moins 16 instances. Deux
particularités de ce motif peuvent expliquer sa formation dans différents contextes : sa séquence
riche en résidus aspartiques et sa régularité. De par la définition du patron Dx[DN]xDG, ce motif
contient au moins 2 a 3 résidus Asp, sans compter les résidus intervenant dans la coordination de
I’ion et situés a 2 résidus de ce motif : [’acide aspartique est répété en tandems. De plus, ce motif est
trés régulier et pourrait étre symbolisé par (Dx); ou la position x est souvent occupée par un résidu
glycine : le motif DXx[DN]xDG peut trés bien avoir évolué a partir d’une répétition de la séquence
DG. A ceci s’ajoute la proximité des codons utilisés le plus souvent par la cellule eucaryote pour Asp
(GAT ou GAC) et Gly (GGN) permettant d’expliquer 1’apparition de Gly dans une séquence riche en
Asp. Aujourd’hui, ces différentes particularités du patron Dx[DN]xDG semblent expliquer la
fréquence anormale d’apparition de ce motif dans des protéines et structures tres différentes. La
capacité de ce motif a lier un ion est apportée par i) un espacement suffisant entre les résidus du
début et la fin du motif, indépendamment de la variation de la structure secondaire et ii) la présence
de résidus acide ou amide, naturellement importants a la surface de la protéine (Rigden et al., 2011).
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Aujourd’hui, le génome humain est composé d’environ 300 geénes codant pour des protéines ayant au
moins 1 motif EF-hand et regroupées sous le terme « EF-handome » (Haiech et al., 2004) (Annexe
VIII). La plupart de ces protéines possedent de 2 a 6 motifs EF-hands agissant en synergie (Figure
35D); les protéines ne possédant qu’l motif agissent probablement sous forme d’homo- ou
hétéropolymeres. Dans la majorité des protéines, ce motif est présenté sous forme de dimere ou les 2
motifs EF-hands sont séparés par un court feuillet beta et ou I’ensemble de la structure est stabilisée
par des interactions hydrophobes entre les hélices (Grabarek, 2006). Cet appariement permet i) de
favoriser la structuration des motifs EF-hands et donc d’augmenter leur affinité pour Ca2" (Grabarek,
2006) et ii) d’induire une coopérativité entre les 2 motifs, assemblés de fagon asymétrique (Maler et
al., 2000).

L’une des propriétés clés des protéines régulatrices a motif EF-hand est leur capacité a passer d’une
conformation fermée a une conformation ouverte suite a la liaison de Ca?". Ce changement
conformationnel s’accompagne de 1’exposition d’une surface hydrophobe permettant a la protéine
d’acquérir de nouvelles propriétés d’interactions et de réguler 1’activité de ses cibles (Herzberg et al.,
1986). Ce modeéle, connu sous le nom de modele « Herzberg-Moult-James » (HMJ) s’applique a de
nombreuses protéines, dont la Calmoduline, et met en évidence I’importance de la flexibilité
interhélice des paires de motifs EF-hands (Finn et al., 1995; Grabarek, 2006; Zhang et al., 1995).
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La liaison du Ca?" au motif EF-hand modifie la conformation de la protéine (Figure 35A)
modulant ainsi la fonction de la protéine en réponse & la liaison du Ca?". Les changements
conformationnels plus ou moins importants suivant la liaison d’une simple molécule de Ca" a
une protéine ont fait de ce motif une caractéristique conservée au cours de I’évolution des
protéines liant Ca2" : ce motif apparait chez les bactéries, est abondant chez les levures et
ubiquitaire dans les organismes multicellulaires. Les bactéries ont ainsi développé une

protéine senseur du Ca*" contenant 4 motifs EF-hands, la Protéine S (Swan et al., 1987).

Ce nombre limité d’¢léments a permis aux procaryotes d’exploiter le calcium a travers un
< . . . . . + . . ,

systeme de signalisation calcique: les fluctuations de [Ca?'] sont impliquées dans la

régulation des mouvements de bactéries, des réactions de survie ou encore dans la sporulation

(Kippert, 1987) (Figure 36).

Stimulus

=

Pampd Ca®'

Protéine s - Ca
cpopuere |
Protéines nle:trh:ﬂ
Evinement .
cellulaire: réponse Evénements cellulaires

Figure 36: Schématisation des 4 unités fonctionnelles du signal Ca?" des premiers systémes de signalisation calcique, 1.
Suite a un stimulus, les activités du canal Cay et de la pompe Ca?” ATPase sont modifiées, induisant une modification de
I’homéostasie calcique de la cellule. La liaison du Ca?" aux motifs EF-hand de la Protéine S induit un changement de
conformation de cette protéine, lui permettant de décoder le signal calcium et d’interagir avec d’autres protéines du
cytoplasme pour traduire le signal calcium en modulant I’activité de protéines effectrices. La modification de ces protéines se
traduit ensuite en événement cellulaire en réponse au stimulus de départ.
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2.1.2. Contrdles de la signalisation calcique

Le développement des organismes, la nécessité de s’adapter a plusieurs stimuli et donc
d’obtenir une réponse différentielle selon le stimulus appliqué a la cellule ont favorisé
I’apparition de nouveaux éléments dans chacune des unités fonctionnelles du signal calcium
permettant de moduler chaque étape. Ainsi, outre sa fonction d’¢lément intermédiaire de la
signalisation calcique, le senseur du Ca?" joue également un role dans I’établissement du
signal Ca?" lui-méme. En effet, ce senseur interagit d’une part avec les protéines effectrices
mais également avec les protéines d’encodage du signal, modulant leur activité et modifiant

ainsi le signal calcique.

Le second type de canal développé par les procaryotes fut le canal potassique Ca>" dépendant
(Kc.), sensible a la fois au Ca?" et au potentiel de membrane (Franciolini and Petris, 1989).
Ce canal permet de compenser la dépolarisation membranaire suivant I’entrée du Ca2" dans la
cellule et ainsi d’inactiver les canaux calciques voltage dépendants et de stopper le flux
d’entrée du Ca?" dans la cellule. Il s’agit des premiers rétrocontrdles, en plus de la
modulation de I’activité¢ de la pompe calcique, établit par la cellule sur la concentration
intracellulaire en Ca?’, permettant a la cellule de faire varier [Ca?'] tout en restant dans des
conditions physiologiques favorables (Figure 37). On voit également apparaitre 1’échangeur
NCX permettant d’expulser le Ca?" du cytoplasme en utilisant le gradient Na' de fagon trés
efficace. Cet échangeur peut étre couplé a une ATPase Na'/K' dépendante (NCKX)
(Blaustein and Lederer, 1999; Cervetto et al., 1989; Lytton, 2007).

86



Chapitre 2 : Recherche de marqueurs de I'état physiologique des gCSCs
a travers la signalisation calcique

Stmulus

Pratélne s - Ca
ol l
Protéines effectrices

}

Evitnements cellulalres

Figure 37: Schématisation des 4 unités fonctionnelles du signal Ca*" des premiers systémes de signalisation calcique,
I1.

Suite a un stimulus, les activités du canal Cay et de la pompe Ca?” ATPase sont modifiées, induisant une modification de
I’homéostasie calcique de la cellule. L’augmentation du Ca?" dans le cytoplasme active le canal Kc,, inhibant I’entrée du Ca?"
dans la cellule. La liaison du Ca?" aux motifs EF-hand de la Proteine S induit un changement de conformation de cette
protéine, lui permettant de décoder le signal calcium et d’interagir avec d’autres protéines du cytoplasme pour i) agir en tant
que rétrocontrole sur les mécanismes ON et OFF du signal calcium pour terminer le signal et ii) traduire le signal calcium en
modulant I’activité de protéines effectrices. La modification de ces protéines se traduit ensuite en événement cellulaire en
réponse au stimulus de départ.

2.2. Complexification du systéeme chez les organismes eucaryotes

2.2.1. Compartimentation intracellulaire

L’apparition des eucaryotes, accéléra I’évolution des systémes de la signalisation calcique.
L’acquisition par ces cellules d’un noyau (les théories les plus probables mentionnent une
fusion entre une archaebactérie et une eubactérie ou des invaginations de la membrane
plasmique) s’accompagna également de la formation d’organelles intracellulaires, divisant le
cytoplasme en compartiments spécialisés, chacun d’entre eux ayant sa propre homéostasie
calcique et des mécanismes de gestion du Ca?" différents. L’un des premiers compartiments a
apparaitre fut certainement la mitochondrie, décrite comme résultant d’une relation
endosymbiotique entre les premiers eucaryotes et une protobactérie alpha (probablement
Ruckettsia ou Paracoccus denitrificans ou Rhodopseudomonas), et apportant a la cellule un
échangeur Na'/Ca2" (mNCX) et un uniporteur du Ca*" intracellulaires. D’autre part, I’entrée

du Ca?" via cet uniporteur, impliqué dans le contrdle de 1’activité d’enzymes oxydatives et la
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synthése d’ATP, permet de traduire une augmentation du Ca?" dans le cytoplasme en

production d’énergie (Nicholls, 2005).

L’origine du réticulum endoplasmique (ER) est moins claire mais une homéostasie calcique
différente de celle du cytoplasme s’y est développée : au contraire du cytoplasme ou le
maintien de faibles concentrations est vital, la concentration en calcium de I’ER est plus
proche de celle du milieu extracellulaire (de 200 a 400 uM du Ca?" libre mais 10 mM de
calcium total). Ce second gradient de Ca2" a créé un niveau de complexité supplémentaire :
I’entrée du Ca?" dans le cytoplasme ne se fait plus seulement depuis le milieu extracellulaire
mais également depuis les compartiments intracellulaires (Figure 39). Afin de séquestrer
’excés du Ca?" du lumen de ’ER, un systéme de protéines spécifiques a été développé. Ces
protéines lient le Ca2" au niveau de motifs EF-hands avec un Kd de 0,5 2 1 mM de la méme
facon que la Protéine S. Cependant, contrairement a la Protéine S qui est une protéine senseur
de Ca?", la liaison du Ca?" peut éventuellement induire un faible changement conformationnel
de ces protéines mais insuffisant pour permettre une modification de leurs activités. Ces
protéines agissent donc comme de simples réservoirs du Ca?' : ce sont des protéines tampon
(Encart 5). D’autre part, 1’apparition de I’ER s’est accompagnée du développement de

nouvelles pompes et canaux permettant les échanges du Ca>" entre le cytosol et I’ER.

2.2.2. Apparition de la Calmoduline

Au cours de 1’évolution, le senseur calcique des bactéries primitives, la Protéine S, n’est pas
conservé mais a été remplacé par d’autres protéines senseurs, parmi lesquelles la
Calmoduline (CaM). CaM a une séquence treés proche de la Protéine S et est présente dans
tous les organismes eucaryotes. CaM est une petite protéine (148 acides aminés, ~16,8 kDa)
composée de 4 motifs EF-hands ; les deux premiers motifs forment le lobe N terminal séparé

par un court espaceur flexible du lobe C terminal composé des EF-hands 3 et 4 (Figure 38).
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Figure 38 : Structures de la Calmoduline.
Structures cristallographiques de la Calmoduline dans sa forme apo (gauche ; code PDB 1DMO) et dans sa forme li¢e a 4
Ca?’ (droite ; code PDB 1CLL).

De fagon surprenante, alors que I’ensemble des composants de la signalisation calcique s’est
diversifié au cours de I’évolution, la Calmoduline est au contraire trés conservée, non

seulement dans sa fonction mais également dans sa structure et sa séquence.

Apparu il y a pres de 500 millions d’années, le géne ancestral de la Calmoduline a donné lieu
a 3 génes pour I’ensemble des vertébrés. Au cours de I’évolution, les mammiferes se sont
séparés des poissons (il y a 450 millions d’années) puis les oiseaux se sont séparés des
mammiferes (il y a 150 millions d’années). Aujourd’hui, ces geénes existent toujours chez les
mammiféres mais codent pour 3 protéines identiques a 100 %, les oiseaux ont perdu 2 de ces
génes. Le poisson zebre contient aujourd’hui 6 geénes codant pour CaM, dérivés des 3
orthologues précurseurs, tous codant pour une méme protéine, 100 % identique a celle des
autres vertébrés (Friedberg and Rhoads, 2001; Friedberg and Taliaferro, 2005). Chez les
champignons, plantes et invertébrés, on observe quelques substitutions d’acides aminés mais
la séquence de CaM de Caenorhabditis elegans partage 96 % d’identité avec celle des
vertébrés (Copley et al., 1999). Le génome d’Arabidopsis thaliana contient 7 génes codant
pour 4 isoformes de CaM partageant 89 % d’identité avec la CaM des vertébrés (McCormack
et al., 2005). D’autre part, les génes codant pour CaM chez les mammiféres sont situés sur 3
chromosomes différents (14, 19, 2) et on trouve également 6 génes codant pour des CaM-like
protéines, partageant plus de 80 % d’homologie avec CaM : la fonctionnalit¢ de CaM est
préservée au maximum en cas de mutations, désordre chromosomique sur un ou plusieurs

chromosomes.
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Ce haut degré de conservation témoigne de 1’importance de CaM dans la cellule et est
¢galement essentiel a la préservation de I’interaction de CaM avec des cibles cellulaires de

familles trés variées.
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Figure 39: Compartimentation de la cellule eucaryote et complexification de la signalisation calcique.
La compartimentation de la cellule permet a de nouveaux gradients de Ca?" de se mettre en place, régulés par des pompes et
canaux ayant des caractéristiques différentes de celles des ¢léments présents au niveau de la membrane plasmique.

2.3. Polarisation de la cellule et régulation spatio-temporelle du signal

2.3.1. Régulation du signal par des protéines tampon

Relativement t6t dans I’évolution des organismes eucaryotes, la polarité cellulaire est
apparue & travers la localisation précise et la propagation effectrice des signaux.
Simultanément, certains eucaryotes ont formé des colonies d’agrégations de cellules, ancétres
des organismes pluricellulaires. Ces deux développements ont nécessité des systemes de
signalisation plus complexes dans leur codage et ciblage. Ceci passe par une localisation
différentielle des protéines dans la cellule, en particulier des protéines effectrices, mais
¢galement par une régulation spatio-temporelle du signal calcium. Cette régulation est acquise
notamment par la liaison du Ca?" a des protéines tampons (Encart 5). Ces protéines ont des
Kd de ’ordre du micromolaire, leur permettant de lier le Ca®" lorsque sa concentration locale
devient trop importante ; cependant cette faible affinité peut étre compensée par un nombre

important de protéines tampons, empéchant ainsi la diffusion de Ca?" dans I’ensemble du
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cytoplasme. Ceci permet une modulation spatiale et cinétique du signal, constraint a des

microdomaines (Berridge, 2006) (Figure 40).

Encart 5 : Protéines tampon

Les molécules chélatrices du Ca®" contiennent des groupements chargés négativement et dont la
géométrie contient une « cage » pouvant accueillir 1 Ca?". On retrouve ainsi certaines familles de
protéines conservées au cours de I’évolution dont les annexines, les protéines a domaine C2, les
protéines EF-hand (Gifford et al., 2007), les pentraxines, les protéines dépendantes de la vitamine K
ainsi que des protéines intraorganelles de faible affinité mais haute capacité de liaison du Ca*’
(Bindreither and Lackner, 2009; Teo and Wang, 1973). Cependant, le terme de protéine tampon est
appliqué & un nombre restreint de protéines cytoplasmiques a motif EF-hand, dont la Calbindin-
D9k, la Calbinding-D28k, la Calretinine, les isoformes o et B de la Parvalbumine. La majorité de
ces protéines peut également avoir un role effecteur du signal calcium lorsque la liaison du Ca*"
induit un changement conformationnel de la protéine, lui permettant ainsi d’interagir spécifiquement
avec d’autres protéines de facon calcium dépendante. Ce changement de conformation est toutefois
beaucoup moins important que dans le cas des protéines senseurs (Encart 4).

Les protéines tampon calciques n’agissent pas de la méme facon qu’un tampon chimique telles que
les tampons pH qui clampent le pH a une valeur prédéterminée (le pouvoir tampon est alors plus fort
lorsque le pH est proche du pKa de la paire acide / base). Dans le cas des tampons calciques, les
constantes de dissociation du Ca2" vont de 200 nM a 1,5 uM : a I’état de repos ([Ca2’] = 20 - 100
nM), les tampons calciques ne lient pas Ca>". La modulation d’un signal calcium par une protéine
tampon donnée dépend de plusieurs paramétres dont la concentration calcique intracellulaire,
affinité pour Ca>" en compétition avec d’autres ions métalliques dont Mg?" (Potter and Gergely,
1975), les cinétiques de liaison et libération de Ca2", la mobilité intracellulaire (Zhou and Neher,
1993). Les tampons calciques immobiles ont en général une faible affinité pour Ca*>" ; on retrouve
dans cette catégorie les résidus intracellulaires de phospholipides membranaires (McLaughlin et al.,
1981). L’ensemble des tampons calciques (mobiles et immobiles) est responsable de la faible
diffusion des ions Ca?" dans la cellule et peuvent contribuer a une augmentation locale du Ca®’
(Fioravante and Regehr, 2011) (Figure 40A).

La majorité des protéines tampons calciques ont des constantes de dissociation (Kp c,) de I’ordre du
micromolaire (Schwaller, 2010) ; ces protéines sont donc en général dans une forme libre de Ca*" au
repos. Dans la cellule, le ko, peut varier de plus de 10° M's™ pour la Calbindin-D9%k a 3.10° M's™
pour la Parvalbumine ; cette faible valeur est notamment due a la compétition de liaison du Ca®" avec
Mg®" (Lee et al., 2000). Une méme protéine peut avoir plusieurs sites de fixation du Ca>" avec des
Kpca et ko, différents.
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Les protéines tampons peuvent ainsi moduler les caractéristiques spatiales du signal en liant le
Ca®" et ’empéchant de diffuser dans ’ensemble du cytoplasme. Ces protéines participent
également a la régulation temporelle du signal. En effet, le bon encodage de certains signaux
nécessite parfois une élimination rapide du Ca?" libre. La présence des protéines tampon dans
le cytoplasme, a proximité des augmentations de [Ca?'], font de ces protéines des effecteurs
de choix du mécanisme OFF (Figure 40B) : les protéines tampon liant Ca?" diminuent le délai
de retour a 1’équilibre suivant une augmentation de [Ca?']. D’autre part, I’intervention de ces
protéines modifie le signal Ca*>" de fagon plus complexe : un retour a ’équilibre simulé par
une courbe monoexponentielle devient une courbe biexponentielle en présence de protéine
tampon comme illustré dans la Figure 40B avec la Parvalbumine (PV). La présence de la
protéine tampon accélére la diminution de [Ca2'] pour un effet immédiat mais 1’élimination
totale des ions Ca?" libres prend plus de temps ; ceci correspond au relargage des ions liés & la

protéine lors du retour a 1’équilibre.
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Figure 40: Modulation du signal calcium par les protéines tampon.

A : Les protéines tampon permettent de diviser le cytoplasme en microdomaines. Le schéma de gauche représente une cellule
sans protéine tampon : le signal calcium diffuse dans I’ensemble du cytoplasme, activant ainsi toutes les protéines effectrices
et générant plusieurs éveénements cellulaires. Sur le schéma de droite, les protéines tampon empéchent la propagation du
signal calcium dans I’ensemble du cytoplasme, permettant ainsi une activation des protéines effectrices régio-sélective et le
déclenchement d’un nombre plus réduit d’événements cellulaires en réponse au stimulus. B : Les protéines tampons
participent au mécanisme OFF en diminuant le délai de retour a I’équilibre. (i, ii, iii) la présence de tampons calciques
chimique (EGTA) ou protéique (PV) accélére le rétablissement de 1’équilibre calcique de la cellule par rapport a la condition
sans tampon (fura-6F) (iv) Simulations mathématiques effectuées sans protéine tampon avec une fonction simple
exponentielle de parameétre T = 78 ms (courbe grise) ; simulation effectuée avec 1’ajout de Parvalbumine avec une fonction
double exponentielle de parameétres T, =31 ms et T, = 1310 ms (courbe noire) (Muller et al., 2007).

2.3.2. Régulation du signal par la mitochondrie

La mitochondrie joue également un réle dans la terminaison du signal calcium en séquestrant
rapidement le Ca" pendant la phase de développement du signal et en le relichant doucement
pendant la phase de retour a 1’équilibre. Ceci permet de controler I’amplitude et 1’évolution

spatio-temporelle du signal. La mitochondrie peut ainsi former une étroite collaboration avec
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le réticulum dans laquelle ce dernier reliche du Ca?" immédiatement capté par la
mitochondrie a travers un uniporteur de Ca?" de faible affinité (ECso ~15 pM) mais rapide et
de grande capacité, modifiant les mécanismes de rétrocontrole qui régulent le relargage du
Ca?" par ’ER (Montero et al., 2000). Une fois le Ca?" cytosolique revenu a son état
d’équilibre, la mitochondrie le reliche a travers I’échangeur mitochondrial Na'/Ca?" (mNCX)
pour soit renouveler le stock ER soit étre ¢liminé de la cellule (Carafoli et al., 1974;

Kretsinger and Nockolds, 1973; Lipp and Niggli, 1994; Quednau et al., 2004).

2.3.3. Régulation du signal par les protéines effectrices de la signalisation

calcique

Les protéines effectrices de la signalisation calcique peuvent également exercer un
rétrocontrole sur le signal calcium : une fois le signal décodé par une protéine senseur et
traduit par ’activation des protéines effectrices, celles-ci peuvent moduler I’activité des
canaux et pompes (Figure 41). Cette modification peut soit aboutir & une amplification du

signal, pour généraliser un évenement initialement réduit a un microdomaine, soit a une

terminaison, afin que celui-ci ne se propage pas dans I’ensemble du cytoplasme.

Fvenement
ceBulaire: réponde

Fwdrements cellplaires

Figure 41: Régulation du signal calcium par les protéines activées par la Calmoduline.

CaM module la fonction de nombreuses protéines, dont des kinases, phosphatases. Ces derniéres ont a la fois un rdle dans la
réponse cellulaire au stimulus appliqué mais également dans la modulation du signal calcium lui-méme : en I’amplifiant pour
permettre au signal de diffuser plus largement dans la cellule et ainsi d’activer d’autres protéines effectrices ou en le
terminant pour au contraire éviter sa diffusion dans les domaines subcellulaires voisins. Cette modulation passe par
I’interaction avec les protéines des mécanismes ON (canaux) et OFF (pompes).

94



Chapitre 2 : Recherche de marqueurs de I'état physiologique des gCSCs
a travers la signalisation calcique

2.4. Les organismes pluricellulaires: coopération et échange d’informations

inter- et intracellulaires

L’apparition de nouveaux gradients de Ca?" ainsi que la diversification des stimuli et des

évenements cellulaires, a favorisé 1’émergence de nouveaux ¢léments des mécanismes ON et

OFF, permettant une régulation de plus en plus fine des signaux générés. Ceci passe

notamment par ’apparition d’isoformes des ¢léments déja existants, par leur inductibilité par

différents messagers et par I’interconnexion des voies de signalisation calciques. D’autres

. . . . . . + . ~
messagers de la signalisation calcique viennent s’ajouter au Ca*  lui-méme :

L’inostol 1,4,5-triphosphate (InsP3) est obtenu, conjointement avec le diacylglycérol
(DAG), suite a I’hydrolyse du phosphatidylinositol-4,5-biphosphate (PtdInsP,) par la
Phospholipase C (PLC). Il existe plusieurs isoformes de PLC activées par différents
mécanismes tels que les récepteurs couplés aux protéines G (RCPGs) (PLCp), les
récepteurs couplés a la tyrosine kinase (RTKs) (PLCy), une augmentation de [Ca?']
(PLCS) ou I’activation de Ras (PLCg). En général, I’augmentation de [Ca2'] suivant
I’activation de la PLCy est plus lente et plus durable que celle médiée par la PLCP
(Berridge et al., 2003; Clapham, 1995; Kim et al., 1997).

L’Adénosine diphosphate (ADP) ribose cyclique (cADPR) et 1’acide nicotinique
adénine dinucléotide phosphate (NAADP) sont obtenus par I’activation de ’ADP
ribose cyclase CD38 a partir de nicotinamide adénine dinucléotide (NAD) et de son
dérivé phosphorylé (NADP) (Aarhus et al., 1995; Clapper et al., 1987; Genazzani and
Galione, 1997; Lee, 1997). Ces deux messagers sont synthétisés suite a 1’action
d’agonistes extracellulaires ou selon le métabolisme de la cellule (importance de
I’ATP (Tohgo et al., 1997) et de NADH (Wilson et al., 2001) pour la synthése de ces

dérivés nucléotidiques).

La sphingosine 1 phosphate (S1P) et la céramide 1 phosphate (C1P) sont des dérivés
lipidiques formés respectivement a partir de la sphingosine par la sphingosine kinase
et de la céramide par la céramide kinase (Hinkovska-Galcheva et al., 2008). L’ action
de ces messagers sur la signalisation calcique (Young et al., 1999) peut passer a

travers des RCPGs (Anliker and Chun, 2004) ou par un message intracellulaire
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intermédiaire (Hopson et al., 2011; Meyer zu Heringdorf et al., 2003; Spiegel and
Milstien, 2003)

2.4.1. Communication intercellulaire et nouveaux stimuli

L’établissement des organismes pluricellulaires n’a pu se faire que par un échange
d’informations entre les différentes cellules. Les cellules sont donc capables d’émettre et de
recevoir des informations différentes de celles émanant de I’environnement. Différents types
de canaux et récepteurs ont ét¢ développés au cours de 1’évolution a la surface de la
membrane plasmique permettant de compléter la sensibilit¢ des cellules aux différentes

sources et types d’informations :

- les canaux calciques voltage dépendants (VOCs) activés par une dépolarisation

membranaire

- les canaux calciques dépendants de I’activation d’un récepteur (ROCs) par un ligand

extracellulaire tel que le glutamate, I’ATP ou I’acétylcholine

- les canaux activés suite a une déformation de la cellule

Les VOCs sont exprimés essentiellement dans les cellules excitables, telles que les cellules
musculaires ou neuronales, et activés par une dépolarisation de la membrane. Chez les
mammiferes, les VOCs sont constitués de 5 sous unités (a, a2, B, ¥, 0) : 1a sous unité o est
un canal calcique régulé par les 4 autres sous unités. De nombreuses isoformes de ces canaux
ont ét¢ identifiées, soulevant la possibilité d’une multitude de combinaisons possibles ainsi
que d’une expression tissu-spécifique conférant aux canaux VOCs des propriétés de
régulation et pharmacologiques particulieres. L’ouverture des canaux VOCs génere un influx
rapide du Ca?" dans la cellule contrdlant des procédés cellulaires rapides, telles que la

contraction musculaire ou I’exocytose au niveau des terminaisons synaptiques.

Les ROCs forment une famille de canaux structurellement et fonctionnellement variés et sont
exprimés principalement dans les cellules sécrétrices et des terminaisons nerveuses. Parmi les
récepteurs ROCS les plus connus, on trouve le récepteur nicotinique a acétylcholine et les
récepteurs N-méthyl-D-aspartate (NMIDARs). Les ROCs sont activés par la liaison d’un
agoniste (tels que I’ATP, la sérotonine, le glutamate ou 1’acétylcholine) sur le domaine

extracellulaire du canal.
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Les canaux calciques activés mécaniquement sont présents sur de nombreux types cellulaires
et répondent aux déformations de la cellule. On trouve ce type de canaux dans les cellules
¢épithéliales de la trachée ou la déformation d’une cellule génére une vague calcique

intercellulaire capable de synchroniser les battements de cils des cellules voisines (Boitano et

al., 1992).

2.4.2. Les cascades de signalisation

La mobilisation du calcium des réservoirs intracellulaires (essentiellement I’ER) ne peut se
faire directement par le stimulus, appliqué au niveau de la membrane plasmique de la cellule.
Cette mobilisation passe donc par des messagers secondaires qui relayent 1I’information portée
par le stimulus extracellulaire au niveau des compartiments intracellulaires afin de moduler
I’influx du Ca?" dans le cytoplasme. Les mécanismes mis en place par la cellule pour
controler ce flux sont similaires a ceux situés au niveau de la membrane plasmique et sont

médiés par les canaux

- IPsR (récepteurs de 1’Inositol 1,4,5-triphosphate) suite a la liaison de I’'InsP;
- RyRs (récepteurs de la ryanodine) activés par la ryanodine

- PTPs (pore de perméabilité de potentiel membranaire) de la membrane mitochondriale

Il existe 3 différentes isoformes d’IP;R: IP;R;, IP3R,, IP3R3; ces 3 récepteurs sont tres
similaires (70 % d’identit¢ de séquence en acides aminés) mais different dans leur affinité
pour I’InsP; ainsi que dans leur expression tissulaire. Les IP;R sont de grosses structures
composées de 4 sous unités homodimériques ou hétérodimériques, chacune capable de lier
une molécule d’InsPs;, et formant un canal calcique ; les différentes combinaisons d’IP;R
permettent de former des canaux fonctionnellement différents d’une cellule a I’autre (Taylor
et al., 1999). Suite a I’activation de la phospholipase C par un récepteur membranaire, InsP3
diffuse dans la cellule et se lie aux récepteurs IPsR de I’ER, induisant une transconformation

de I’IP;R et I’ouverture du canal calcique associ¢.

Les récepteurs Ryanodine (RyRs) sont structuralement similaires aux IP;R et essentiellement
exprimés dans des cellules excitables (muscles, neurones) (Bootman et al., 2001). La liaison

de la ryanodine sur le récepteur (homotétramere) est ambivalente : a faible concentration (de
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I’ordre du nanomolaire), c’est un activateur alors qu’a fortes concentrations (> 10 uM), la

ryanodine inhibe I’ouverture du canal (Meissner, 1986).

Les canaux de relargage de calcium de I’ER (IP3R, RyR) peuvent aussi étre activés par le Ca?"
(cytoplasmique ou luminal) au cours du processus CICR (relargage du Ca?" induit par le Ca?"
ou entrée capacitive de Ca?"). Une augmentation du Ca?" dans le lumen augmente la
sensibilité de RyR et IP3R alors que le Ca" cytosolique a une action plus complexe : il peut
étre a la fois activateur a faible concentration (0,5 — 1 uM pour I'IPsR et 1 — 10 uM pour
RyR) et inhibiteur a plus forte concentration (> 1 uM pour I’IP;R et > 10 uM pour RyR) de
ces canaux (Cardy et al., 1997; Iino, 1990; Marchant and Taylor, 1997; Meissner et al., 1986)

Il peut également y avoir une entrée du Ca2" dans le cytosol depuis la mitochondrie a travers
un pore PTP (Hunter et al., 1976) activé par une forte accumulation de [Ca?'] dans la matrice
mitochondriale (mCICR), notamment suite a4 un captage du Ca?" relargé par I’ER (voir
mécanismes OFF). Dans un état de faible conductance, le pore peut ainsi contribuer a la
génération d’une vague de Ca?' (Ichas et al., 1997) ; un état irréversible de forte conductance
de ce pore engendre I’effondrement du potentiel de membrane mitochondrial, menant au
relachement du cytochrome c¢ (protéine essentielle a la chaine respiratoire) et a 1’apoptose

(Duchen, 1999; Ichas and Mazat, 1998).

2.4.3. Communication intracellulaire

Le controle des différentes homéostasies calciques de la cellule (permettant d’assurer un bon
encodage des informations extracellulaires au niveau de la membrane plasmique ou des
membranes intracellulaires) nécessite une communication entre les différents réservoirs de
Ca*". Cette communication intracellulaire permet également a la cellule de mettre en place des
événements cellulaires en réponse a des informations provenant de la cellule elle-méme tels
qu’un changement de métabolisme, une entrée dans le cycle cellulaire... La cellule dispose de

plusieurs mécanismes :

- les canaux capacitifs (SOCs) activés en réponse au vidage d’un stock intracellulaire au
cours du processus SOCE (entrée du Ca?' stimulée par les stocks internes); ce
mécanisme est essentiellement activé pendant que la cellule est au repos, lui

permettant de reconstituer ses stocks intracellulaires de Ca?"
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- les canaux sensibles a des seconds messagers intracellulaires (SMOCs) tels que le

diacylglycérol (DAG), I’acide arachidonique ou les acides nucléotidiques

- les canaux sensibles a la concentration intracellulaire en sphingolipides (canaux

SCaMPER)

- les canaux sensibles au métabolisme cellulaire activés par des messagers synthétisés

en fonction de la concentration d’ATP intracellulaire (canaux TPs)

- les canaux TRPs activés par plusieurs types de stimuli

L’activation des canaux calciques SOCs passe par un couplage entre les canaux d’entrée du
Ca?" de la membrane plasmique et les canaux de relargage du Ca?" du réticulum
endoplasmique. Le mécanisme SOCE (store operated calcium entry) a été proposé en 1986
(Putney, 1986) mais ce n’est qu’au cours des 10 derni¢res années que les deux éléments
majeurs de SOCE ont été identifiés : STIM1 (stromal interaction molecule), senseur calcique
des compartiments intracellulaires (Liou et al., 2005; Roos et al., 2005; Williams et al., 2001),
et Orail, protéine formant le pore des canaux CRAC (canaux activés par le relargage de
Ca?") et permettant de générer le courant d’entrée capacitive de Ca?" (Icrac) (Feske et al.,
2006; Prakriya et al., 2006; Vig et al., 2006; Zhang et al., 2006b). STIM2 (Williams et al.,
2001), Orai2 et Orai3 (Feske et al., 2006), homologues de STIM1 et Orail, ont également été
identifiés bien que leur participation dans le processus SOCE ne soit pas caractérisée. Suivant
le désemplissage en Ca> de I’ER, STIMI multimérise et s’accumule dans la partie
membranaire de I’ER adjacente a la membrane plasmique (site de jonction) et Orai,
initialement dispersé dans la membrane plasmique, s’accumule a proximité de STIM1 (Luik
et al., 2006; Muik et al., 2008; Wu et al., 2006; Xu et al., 2006). La formation du cluster
STIM1-Orail (Yeromin et al., 2006) entraine la multimérisation de deux dimeres Orail qui
formeront le pore du canal actif CRAC, sélectif des ions Ca2” (McNally et al., 2012; Penna et
al., 2008; Prakriya et al., 2006; Yeromin et al., 2006; Yuan et al., 2009).

Les canaux régulés par I’acide arachidonique (ARC) ne sont pas associés au remplissage des
stocks intracellulaires du Ca?" (Mignen and Shuttleworth, 2000) mais plutot au controle de la
fréquence du signal (Shuttleworth and Thompson, 1996). Bien qu’indépendant du mécanisme
SOCE, les canaux ARC sont trés similaires aux canaux CRAC : I’activation des canaux ARC

requiert STIM1 (localisée a la membrane plasmique) (Mignen et al., 2007) et le pore du canal

99



Chapitre 2 : Recherche de marqueurs de I'état physiologique des gCSCs
a travers la signalisation calcique

ARC est un hétéropentamére formé de 3 sous unités Orail et 2 sous unités Orai3 (Mignen et

al., 2009).

Les SMOCS ou canaux non SOCs : ’entrée du Ca?" ne dépend pas d’une entrée capacitive
mais de messagers intracellulaires tels que les nucléotides cycliques ou 1’acide arachidonique
(Mignen and Shuttleworth, 2000). Les canaux activés par les nucléotides cycliques (canaux
CNG) sont essentiels a la transduction de signaux relatifs a la vision (batonnets, cones) et
I’olfaction et sont activés par cAMP ou c¢cGMP. Ces canaux sont des assemblages
hétérotétramériques de 2 ou 3 types de sous unités différentes : 6 génes codent pour ces
canaux (4 sous unités A et 2 sous unités B), donnant lieu a 3 canaux différents (Bradley et al.,
2001). Les canaux CNG activés générent des courants cationiques. Le Ca?” contribue
largement a ces courants et exerce également un rétrocontréle négatif sur ces canaux,
permettant ainsi une adaptation rapide des cellules sensorielles aux stimuli (Bradley et al.,

2005; Kaupp and Seifert, 2002; Trudeau and Zagotta, 2002).

Les canaux SCaMPER activés en réponse a une augmentation de concentration en
sphingolipides intracellulaires (sphingophosphorylocholine, S1P, C1P) dans de nombreux
types cellulaires (Mao et al., 1996; Young et al., 1999).

Le calcium peut également €tre mobilisé par des messagers tels que cADPR et NAADP. Le
nucléotide NAADP relargue le Ca?" des stocks intracellulaires acides tels que les lysosomes,
endosomes ou vésicules de sécrétion via les canaux TPs (canaux a deux pores) (Potter and
Gergely, 1975; Schwaller, 2010). Ce signal calcique local peut par la suite activer des canaux
de la membrane plasmique ou engendrer une cascade CICR au niveau de I’ER (Lee et al.,
2000; Zhou and Neher, 1993). Le cADPR agit plus comme un modulateur de CICR : cADPR
induit la dissociation du complexe RyR / FKBP12.6 en se liant a la sous unit¢ FKBP12.6 et
augmente ainsi la sensibilité des récepteurs RyR au Ca?" cytoplasmique (Swan et al., 1987;
Teggatz et al., 2005). Dans les cellules excitables, les VOCs induisent un pulse de Ca?" suite a
une dépolarisation de la membrane, ce qui stimule les RyRs a relarguer du Ca?" par CICR. Le
degré d’amplification du signal initial par CICR (gain d’amplification du systéme) peut étre
régulé par cADPR (Dargan et al., 2004). Une autre possibilité est que cADPR active la pompe
SERCA (Camacho and Lechleiter, 1995), pompe de recapture du Ca*>" par I’ER, ce qui
augmenterait I’import du Ca?>" dans I’ER, procédé connu pour augmenter la sensibilité de RyR

(Copley et al., 1999).
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Les TRPs (senseurs des changements transitoires de potentiel membranaire) sont des canaux
cationiques peu spécifiques de faible conductance et pouvant par conséquent étre ouverts sur
des périodes assez importantes sans pour autant saturer le cytoplasme en Ca2". La famille des
TRPs compte 28 membres répartis en 6 sous familles: les TRP canoniques (TRPC),
vanilloides (TRPV), mélastatine (TRPM), polycystine (TRPP), mucolipine (TRPML),
ankyrine (TRPA). Les membres de la famille des TRPs sont particuliérement importants dans
le controle de procédés cellulaires lents, tels que la contraction des muscles lents et la
prolifération cellulaire (Friedberg and Taliaferro, 2005; Nelson and Chazin, 1998) mais aussi
dans la perception de la chaleur et de la douleur. Les canaux TRPs peuvent étre activés par les
RCPGs (Obukhov et al., 1996), DAG (Clapham, 1995; Hofmann et al., 1999), I’acide
arachidonique (Mignen and Shuttleworth, 2000) ou alors par un mécanisme de type SOCE
(Berridge et al., 2000a) ; un méme canal TRP peut également étre activé par plusieurs stimuli

(Kim et al., 1997).

Avant que les protéines STIMI et Orail ne soient identifiées, 1I’implication des protéines
TRPC a été suggérée dans le mécanisme SOCE de différents types cellulaires ; ces protéines
sont responsables du courant capacitif non sélectif décrit comme Isoc. Aujourd’hui, on
considere que les protéines STIM1, Orail et TRPC interagissent de fagon dynamique pour
former un complexe ternaire médiant SOCE (Ong et al., 2007); I’interaction de STIM1 avec
Orail et/ou TRPC permet d’expliquer les différents courants capacitifs décrits dans différents
types cellulaires : d’un coté, les courants Icrac (médiés par les canaux CRAC Orail) ayant
une forte sélectivité pour Ca2" dans les lymphocytes T, mastocytes ainsi que dans certains
muscles lisses et cellules endothéliales et de 1’autre c6té les courants Isoc (médiés par les
canaux CRAC TRPCI1, TRPC3, TRPC4) dans les autres types cellulaires, laissant passer

différents cations sans sélectivité.

2.4.4. Mécanismes OFF

Une fois le signal calcium établit, il est rapidement éliminé du cytoplasme par des pompes et
échangeurs ioniques vers le milieu extracellulaire ou les stocks intracellulaires
(majoritairement le réticulum endoplasmique). Deux principaux groupes de transporteurs sont

responsables de I’extrusion du Ca2" du cytoplasme :
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- les transporteurs ATP dépendants: PMCA (ATPase calcique de la membrane
plasmique), SERCA (ATPase calcique du réticulum sarco-endoplasmique) et SPCA

(ATPase calcique des voies de sécrétion) au niveau de I’appareil de Golgi

- les échangeurs Na'/Ca?" (NCX) au niveau de la membrane plasmique des cellules
excitables (cceur, neurones) et mNCX au niveau de la membrane interne de la

mitochondrie s’appuyant sur le gradient électrochimique de Na"

Au niveau de la membrane plasmique, la PMCA transfére 1 Ca2” vers le milieu
extracellulaire par molécule d’ATP hydrolysée. Aujourd’hui, il existe 4 génes codant pour la
PMCA (1 — 4), auxquels s’ajoutent 2 sites d’épissage alternatif : le site A a proximité du
domaine de liaison de phospholipides et générant les isofomes w, X, y, z et le site C au milieu
du domaine de liaison a la Calmoduline et générant les isoformes a, b, f (Brandt et al., 1992;
Keeton et al., 1993; Strehler, 1991). Ces isoformes contribuent a la grande diversité des
pompes au niveau de leur expression (Filoteo et al., 1997), de leur vitesse (Caride et al.,
2001), de leur régulation notamment par la Calmoduline (Penniston and Enyedi, 1998). Outre
la Calmoduline, I’ATPase peut étre activée par de acides phospholipidiques, des acides gras
insaturés, un traitement protéolytique, les protéines kinases A (PKA) et C (PKC), I’induction

d’un état oligomérique (Carafoli, 1992).

La pompe SERCA transfére 2 Ca?" vers le milieu intra-réticulaire par molécule d’ATP
hydrolysée. Cette pompe représente le seul moyen de recapture du Ca2" par I’ER ; le contréle
de SERCA est donc primordial pour la régulation de 1’homéostasie de ER/SR. Dans le
génome humain, 3 génes pouvant &tre épissés alternativement ont été identifiés comme codant
pour ces pompes (Martin et al., 2002). Les différentes isoformes de SERCA ont des propriétés
de pompage différentes et modulent différemment les concentrations du Ca?" dans le
cytoplasme et le réticulum: DI’expression différentielle des pompes SERCA permet de
moduler le signal Ca2" spécifiquement selon le type cellulaire (Camacho and Lechleiter, 1993;
Martin et al., 2002; Morgan and Jacob, 1998). SERCA3 a une affinité pour Ca2" beaucoup
plus faible que SERCA1 et SERCA2 : SERCA3 n’est activée que suite a une stimulation
massive ou lors du pic oscillatoire calcique (Arredouani et al., 2002). Dans certaines cellules,
I’expression de SERCA3 est induite sélectivement durant la différenciation cellulaire, alors

que durant la tumorigenese SERCA3 est peu exprimée (Arbabian et al., 2011).
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SPCA est une ATPase Ca2"/Mn?" du Golgi (Van Baelen et al., 2001) qui ressemble beaucoup
a la pompe SERCA. En effet, si tous les organismes animaux expriment a la fois des pompes
SERCA et SPCA de structures primaires assez similaires, les champignons et levures n’ont
qu’une pompe similaire &8 SPCA et les plantes n’ont que des genes relatifs a la pompe SERCA
(Wuytack et al., 2002). Dans le génome humain, 2 génes codent pour des pompes SPCA et
pouvant étre alternativement épissés. La surexpression de 1’isoforme SPCA2 est souvent

associée a la prolifération cellulaire et la tumorigenisation (Feng et al., 2010).

NCX permet d’expulser le Ca?" du cytoplasme en utilisant le gradient Na’. Cet échangeur
peut étre couplé a une ATPase Na'/K" dépendante (NCKX) (Blaustein and Lederer, 1999;
Cervetto et al., 1989). (Lytton, 2007). L’activit¢ de cet échangeur n’est pas négligeable :
suivant la contraction du muscle cardiaque, la relaxation de la cellule musculaire requiert une
extrusion du Ca?" du cytoplasme ; la mesure des niveaux d’activité de PMCA et NCX indique
clairement que dans ce cas I’échangeur est le mode d’efflux prédominant au niveau de la

membrane plasmique (Blaustein and Lederer, 1999).

Comme décrit au point 1-2.3.2, la mitochondrie joue également un rdle dans la terminaison du
signal calcium en séquestrant rapidement le Ca>" a travers un uniporteur du Ca*" pendant la
phase de développement du signal et en le reldichant doucement a travers 1’échangeur

mitochondrial Na'/Ca?" (mNCX) pendant la phase de retour & 1’équilibre.

La Figure 42 représente les principaux effecteurs des mécanismes ON et OFF (canaux,
pompes, second messagers) abordés dans cette partie et mis en place au cours de 1’évolution ;

ces ¢léments sont repris en Annexe VII.
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Figure 42: Représentation des principaux effecteurs des mécanismes ON et OFF dans la cellule.
Les influx du Ca*" dans le cytoplasme sont modélisés par des fleches vertes, les efflux par des fleches rouges.

2.4.5. Senseurs de Ca?*

Les protéines senseurs du Ca?" se sont diversifiées, tout en conservant le motif EF-hand
(Figure 35D). Cette multiplication des senseurs calciques a permis de répondre plus
précisément aux différents signaux. En effet, tous n’ont pas la méme sensibilité au Ca2" : leur
capacité de liaison dépend de leur affinité pour Ca?", de la compétition avec d’autres ions
métalliques (notamment Mg?"), de leur localisation subcellulaire ou de leur mobilité. A ces
propriétés s’ajoutent celles de la capacité de reconnaissance, de liaison et de régulation de
leurs protéines cibles ; on retiendra notamment la nécessité pour ces protéines senseurs d’une

capacité importante de malléabilité structurale afin de pouvoir s’adapter a différentes cibles.

En plus de la Calmoduline, plusieurs centaines de protéines de cette classe sont aujourd’hui

connues. Parmi les protéines les plus connues, on trouve la Troponine C, la Synaptogamine,
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les protéines S100, certaines Annexines. Le procédé¢ de décodage est amorcé par un
changement conformationnel de la protéine effectrice suite a la liaison de Ca®'. Ceci induit
notamment 1’exposition de larges surfaces hydrophobes pouvant interagir avec d’autres
protéines et ainsi moduler leur activité (Ikura, 1996). Au cours des 20 derniéres années, le
nombre de résolution de structures 3D des protéines senseurs du Ca2” complexées a leurs
protéines cibles a considérablement augmenté et a ainsi permis de faire des progres
considérables dans la compréhension de ces interactions (Bhattacharya et al., 2004; Grabarek,

2006; Yap et al., 2000).

2.5. Spécialisation cellulaire et régulation génique

Le calcium toolkit a la base des 4 unités fonctionnelles du signal calcium est codé par plus de
300 genes. Chaque cellule exprime seulement une partiec de ce calcium toolkit, le
signalosome calcique, traduit en protéines (calciprotéines) s’assemblant en complexes
marcomoléculaires autour de protéines « hub » (Barabasi and Oltvai, 2004; Batada et al.,
2006; Kar et al., 2009; Manna et al., 2009) et formant les calcisomes (Haiech and Demaille,
1981) précisément localisés dans la cellule. L’ensemble du signalosome calcique et des
combinaisons de calcisomes est spécifique d’une cellule donnée dans un état physiologique
donné et lui permet d’élaborer, de réguler, de décoder un signal calcique et de générer une

réponse cellulaire biochimique spécifique en réponse a un stimulus donné.

Par conséquent, un méme stimulus pourra induire différents signaux calciques, caractérisés
par leur forme et intensité, dans différents types cellulaires ; la réponse calcique cellulaire
générée par un stimulus particulier dans une cellule donnée constitue I’empreinte calcique de

la cellule (Dagher et al., 2009) (Figure 43).
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Figure 43 : Du « calcium toolkit » a ’empreinte calcique d’une cellule.

L’expression spécifique d’éléments du calcium toolkit par une cellule donnée & un instant donné et I’assemblage des
calciprotéines résultantes en calcisomes génere une réponse cellulaire spécifique suite a un stimulus donné. Cette réponse est
caractéristique de 1’état physiologique de la cellule et constitue une empreinte calcique.

Ce répertoire extensif de composants moléculaires formant le « calcium toolkit », leur
assemblage en différentes combinaisons et leur expression cellule-spécifique font du signal
calcium un second messager a la fois universel et extrémement versatile, lui permettant de

réguler des processus tres divers.

L’ouverture des canaux d’entrée du Ca?" dans le cytoplasme génére de brefs pulses locaux de
Ca?" (signaux élémentaires) dont la localisation, fréquence, I’amplitude et la durée sont
proportionnelles au stimulus (Bootman and Berridge, 1995). La combinaison et la
propagation des signaux locaux dans le cytoplasme (vague calcique) générent un signal global

qui peut €tre transmis aux cellules voisines (Berridge et al., 2000b) (Figure 44).

106



Chapitre 2 : Recherche de marqueurs de I'état physiologique des gCSCs
a travers la signalisation calcique

Reristolinme metochandrisl § ATF

Figure 44: Aspects spatio-temporels d’un signal calcique.

A : Visualisation d’un signal calcique local (a) et global (b). Les zones colorées en bleues indiquent de faibles [Ca2'], les
zones jaunes et orange indiquent de fortes [Ca2']. B : a : les événements élémentaires résultent de 1’entrée du Ca?" depuis le
milieu extracellulaire ou des stocks internes de Ca2", générant des concentrations locales de Ca?" pouvant activer de
nombreuses voies de signalisation. Ces voies de signalisation sont activées par de trés fortes [Ca?'| atteintes uniquement
localement au niveau des événements élémentaires. b : les signaux calciques globaux émergent de la coordination
d’événements élémentaires produisant une vague calcique qui se propage dans la cellule. ¢ : ’activité de cellules voisines
d’un méme tissu peut étre coordonnée par des vagues intercellulaires qui se propagent d’une cellule a I’autre. Schéma réalisé
d’apres (Berridge et al., 1999; Berridge et al., 1998; Lipp et al., 1997).

Les signaux calciques rapides et transitoires sont généralement générés par des canaux
calciques de la membrane plasmique et des organelles intracellulaires alors que les signaux
lents et durables sont générés par les échangeurs de Ca?" et par une activité diminuée des
pompes calciques (Wang et al., 2011). Différents canaux ou transporteurs calciques génerent

des signaux de différente amplitude, durée, localisation, cinétique.
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3. La Calmoduline : chef d’orchestre de la signalisation calcique

Catlrmodulin is the best studied amd prototvpical example of the
E-F-hamd family of Ca®*-sensing profeins, Changes in
intracellular Ca** concentration regulinte colmodudin in three
distinct ways. First, at the cellular level, by directing ils
suebcelllar distribation. Second, af the modectlar livel, By
promitingg different modes of assocfation witly many farget
proteins, Thind, by directinng o variety of conformationad states in
calmoddlin that result in target-specific activation, The
calmoditiir-dependent regulation of profein kinoses illustrates e
potential mechanisms by which Co?* -sensing proteins can
recognize and generate affinity and specificity for effectors in a

Cat = -leperident smanner,

(Chin and Means, 2000)

La Calmoduline (CaM) fut découverte en 1970 (Cheung, 1970; Kakiuchi and Yamazaki,
1970). Elle a été caractérisée comme activant la phosphodiestérase nucléotide cyclique du
cerveau et son habilité & lier le Ca?" fut démontrée trois ans plus tard (Kp ~ 1-10 pM) (Teo
and Wang, 1973). Basé sur la découverte progressive de ses propriétés physico-chimiques et

fonctionnelles, CaM connut plusieurs appellations jusqu’en 1980 (Watterson et al., 1980).

Sa conservation au cours de 1’évolution, son expression ubiquitaire et son role central font de

cette protéine un acteur tres particulier de la signalisation calcique et de sa régulation.

3.1. Importance de CaM dans la signalisation calcique

CaM est exprimée dans toutes les cellules eucaryotes, au moins a hauteur de 0,1 % des
protéines totales (10° — 10° M), dans le cytoplasme et le noyau. CaM est notamment
fortement exprimée pendant la différenciation et la division cellulaire ou elle se concentre
autour de I’appareil mitotique et peut transloquer dans le noyau suite a une stimulation

calcique (Li et al., 1999; Luby-Phelps et al., 1995).
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CaM interagit avec plus de 100 protéines, que ce soient des enzymes, des récepteurs ou des

protéines structurales (Yap et al., 2000) (http://structbio.vanderbilt.edu/cabp_database/) et

régule ainsi des processus nombreux, variés et fondamentaux tels que le métabolisme du
glycogéne, la mobilité intracellulaire, le transport de Ca?’, le métabolisme des nucléotides
cycliques, les phosphorylations et déphosphorylations de protéines, la progression du cycle
cellulaire, la régulation de 1’expression des genes, 1’inflammation, la mémoire a long et court
terme, ... (Ohya and Botstein, 1994). On notera notamment 1’interaction et la régulation de
plusieurs protéines du « calcium toolkit » responsables de 1’entrée / sortie du Ca?" du
cytoplasme avec la Calmoduline : PMCA (Carafoli, 1997), CNG (Trudeau and Zagotta,
2002), VOCs (Zuhlke et al., 1999), IPsR (Michikawa et al., 1999), RyR (Tang et al., 2002).

3.2. Liaison de 4 calciums de facon séquentielle

Afin de décrire les processus d’activation des cibles de CaM, différents concepts de liaison du

+ r,r Je
Ca? a CaM ont été avancés :

- Dans le 1% cas, CaM présente 4 sites équivalents et indépendants de liaison du Ca2" ;

. . . + .y . J4
les changements de conformation induits par Ca?" sont liés au nombre de sites occupés

sans aucune préférence

- Dans le 2™ cas, CaM présente 2 sites de forte affinité pour Ca*" et 2 sites de plus

faible affinité. La liaison coopérative du Ca?’ aux 2 premiers sites induit un
changement conformationel de CaM, lui permettant d’interagir avec ses cibles ; la

fixation du Ca?" dans les 2 derniers sites permettrait alors 1’activation des protéines

cibles de CaM

. + LB 7 . 7 7 .
- Dans le 3° cas, CaM lie Ca?> de maniére séquentielle, ordonnée et coopérative. En

absence de Ca?>’, CaM ne présente qu’un seul site de liaison avec une affinité
significative pour Ca?"; la liaison du Ca?” & ce site induit un changement
conformationel du 2° site qui passe d’une configuration fermée a une configuration
ouverte et dont 1’affinité pour Ca?" augmente, et ainsi de suite (Figure 45) (Zhang et

al., 1995). Ce modéle est asymétrique et est appelé modele séquentiel (Haiech et al.,

1981).
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Les motifs EF-hands sont organisés en paires formant un ensemble stable de 2 paires
d’hélices; cet appariement favorise une liaison coopérative du Ca2?" sur la protéine
(Bhattacharya et al., 2004). Cette liaison coopérative du Ca?>" a CaM a été proposée dans les
années 1980 (Crouch and Klee, 1980; Haiech et al., 1981; Kilhoffer et al., 1988) et I’ordre de
remplissage des sites a été identifié¢ 10 ans plus tard (Kilhoffer et al., 1992) : la liaison du Ca2"
s’effectue de fagon séquentielle suivant 1’ordre site I11 = site IV - site I = site Il (Figure
45). La liaison du Ca?" s’effectue avec des affinités de 10° M environ au niveau du lobe C et
de 10 M environ au niveau du lobe N (Gilli et al., 1998; Kilhoffer et al., 1988; Linse et al.,
1991) : CaM est un senseur du Ca?" sur une large plage de concentrations. A faible [Ca?'],
CaM est dans sa forme apo (libre de Ca?") : I’hélice alpha joignant les 2 lobes de CaM est
dans une conformation étendue. Lorsque Ca?' se lic & CaM, cette hélice alpha s’enroule et
CaM adopte une conformation plus globulaire, préte a s’enrouler autour de sa cible. Dans le
méme temps, les 2 domaines, N et C, subissent des changements conformationels, exposant

des zones hydrophobes favorisant leur interaction avec les protéines cibles (Grabarek, 2006).

Figure 45 : Modéle séquentiel de liaison du Ca*>" 4 CaM.
K1, K2, K3, K4 sont les constantes macroscopiques de liaison du calcium sur les 4 sites de CaM non liée a ses cibles.

Les constantes macroscopiques de liaison du Ca?" a CaM K1, K2, K3, K4 ont été déterminées
pour la CaM humaine (hCaM) et SynCaM, protéine hybride entre la CaM des mammiféres et
des plantes (séquence et alignement de SynCaM en Figure 75 page 198) (Dagher et al., 2010):

K1 (LM™) Ko (1M K (LM™) Ka (LM™)

SynCaM 0.68 +0.03 0.022 +0.004 0.028+0.011 0.028 +£0.014
hCaM 0.62 0.031 0.039 0.02
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3.3. Caractérisation de l'interaction de CaM avec ses cibles

L’interaction de CaM avec ses cibles peut se réaliser de fagon Ca?" dépendante ou
indépendante. Depuis la résolution de la structure de CaM en complexe awec la chaine 1égére
de la myosine (MLCK) (Ikura et al., 1992; Meador et al, 1992), les études RMN et
cristallographiques réalisées sur plusieurs complexes « CaM — cible » soulignent la
remarquable plasticit¢ conformationelle de CaM (Hoeflich and Ikura, 2002). Ces
changements conformationnels sont notamment dus a la grande plasticité de I’hélice centrale,
permettant aux 2 domaines de s’orienter en solution (Barbato et al., 1992). D’autre part, les 2
domaines de CaM possédent des surfaces « patch » hautement hydrophobes, riches en résidus
méthionine permettant a la protéine d’interagir par des liaisons Van Der Waals avec les
résidus hydrophobes de sa protéine cible (Gellman, 1991). Enfin, ajouté a la plasticité
conformationelle de la protéine, la flexibilité¢ des chaines latérales des résidus de la poche
hydrophobe confére a CaM une remarquable plasticité lui permettant de s’adapter au mieux a
sa cible (Ikura and Ames, 2006). Aujourd’hui plus de 20 structures de CaM liée a différentes
cibles ont été résolues (www.rcs.org/pdb/) (Boschek et al., 2008) (Figure 46).

PMCA RyR Ca,1.1
Ca,1.2 Ca, 2.1 Cay2.2

O

Figure 46 : Structures de la Calmoduline liée a différentes cibles.

La Calmoduline a été co cristallisée avec différents peptides cibles. Ces structures ont été obtenues a partir de la PDB sous les
codes 2KNE pour la pompe ATPase de la membrane plasmique (PMCA), 2BCX pour le récepteur ryanodine (RyR), 2VAY
pour le canal voltage dépendent 1.1 (Cayl.1), 30XQ pour le canal voltage dépendent 1.2 (Cay1.2), 3VDM pour le canal
voltage dépendent 2.1 (Cay2.1) et 3DVIJ pour le canal voltage dépendent 2.2 (Cay2.2). La Calmoduline est représentée en
bleu, les peptides liés en violet et les ions calcium en vert.
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Depuis les annéees 1980, plusieurs modeles ont été€ proposés afin de décrire 1’interaction de
CaM avec ses cibles ; ces modeéles font écho aux modéles proposés pour la fixation de Ca?"

sur CaM.

En absence de Ca?’, le domaine N terminal de CaM adopte une conformation fermée dans
laquelle les hélices E et F du motif EF-hand sont trés proches ; le domaine C terminal adopte
une conformation semi ouverte dans laquelle une zone hydrophobe est partiellement
accessible au solvant. Cette conformation permet au lobe C d’interagir avec des protéines
cibles méme a des concentrations calciques intracellulaires de repos (Swindells and Ikura,
1996). La fixation du Ca®" sur chacun des 4 motifs EF-hands est coordonnée par 7 résidus
(Figure 35). La liaison du Ca?" induit des changements dans I’inter-arrangement des hélices E

et F menant a une conformation plus ouverte des domaines N et C de CaM (Figure 38).

L’interaction de CaM avec ses cibles augmente 1’affinité de CaM pour Ca?" d’un facteur 10

environ (Peersen et al., 1997) ; ceci sensibilise le complexe CaM — effecteur aux changements

de [Ca?"].

3.3.1. Modele non spécifique

Dans ce 1 modéle, la fixation de 2 Ca?" induit 1’exposition de domaines hydrophobes
reconnus par les protéines cibles qui interagissent avec CaM. La liaison des 2 derniers Ca?" a
CaM donne au complexe sa structure finale et régule I’activité de la protéine cible. Ce modele
implique que la premicre étape de reconnaissance de CaM soit la méme pour toutes les
protéines. Ce modele a été abandonné par la construction de mutants de CaM qui interagissent
et modulent difféentiellemnt 1’activité¢ de différentes protéines cibles, mettant en évidence des

interactions spécifiques de CaM avec ses cibles (Craig et al., 1987; Putkey et al., 1986).

3.3.2. Modéle de la clé et la serrure

Le domaine de liaison a CaM (CaMBD) est généralement un peptide de 15 a 30 acides aminés
interagissant avec CaM avec une grande affinité, méme lorsqu’isolé des autres domaines de la
protéine cible. Les CaMBDs ont ét¢ identifiés par comparaison des séquences de plus de 180

protéines ; ils ne sont pas caractéris€s par une séquence consensus mais par une nature
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hydrophobe ou basique et classés en différentes classes (Hoeflich and Ikura, 2002),

(http://calcium.uhnres.utoronto.ca/ctdb) :

- CaMBDs liant CaM dans un ratio 1:1 ou classe de I’hélice alpha canonique. Dans ces
structures, CaM s’enroule autour du peptide ; cette classe et divisée en 4 sous-classes
selon la position des résidus de CaMBD interagissant avec CaM (1-10, 1-14, IQ et

autres motifs)

- CaMBDs liant CaM dans un ratio CaM:CaMBD 1:2. La liaison de CaM a des
protéines ayant un CaMBD de ce type induit ’homodimérisation et 1’activation de la

protéine ou le recrutement d’une autre protéine (hétérodimere)

- CaMBDs liant CaM dans un ratio 2:2. La liaison de CaM a des protéines ayant un
CaMBD de ce type induit I’homodimérisation et 1’activation de la protéine ou le

recrutement d’une troisiéme protéine

Dans ce modéle, une mutation donnée de CaM permet bien de diminuer son interaction avec
certains domaines spécifiques mais la dépendance au Ca?" de ces interactions provient
uniquement d’une régulation spatiale de 1’interaction de CaM avec ses cibles : 1’activation
CaM-dépendante de protéines du signalosome calcique dépend de la colocalisation de ces
protéines avec CaM & proximité de 1’endroit ou se trouve le signal Ca?". Ce modéle ne permet
pas la discrimination entre protéines cibles colocalisant et ayant des propriétés opposées,

telles que les canaux et pompes.

3.3.3. Modeéle dépendant du nombre du Ca?* liés & CaM ou de I'adaptation des

conformations des partenaires

Dans ce dernier modéle, I’interaction de CaM avec ses protéines cibles dépend non seulement
des spécificités structurales des 2 entités mais également de la conformation calcium
dépendante adoptée par CaM (Dagher et al., 2010) : CaM adopte différentes conformations
selon que 0, 1, 2, 3 ou 4 Ca?" soient liés. La spécificité de I’interaction CaM — protéine cible
vient alors de la protéine cible qui reconnait soit la forme apoCaM, soit I'une des formes

Ca,CaM (n =1 - 4) (Figure 47). Ce mode¢le permet une régulation cinétique, une régulation
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temporelle s’ajoutant a la régulation spatiale, et donc une spécificité¢ des protéines régulées

par CaM pour un signal calcium donné.

Figure 47 : Interaction de la Calmoduline avec ses cibles en fonction du nombre d’ions calcium liés a Ia Calmoduline.
Le nombre du Ca2" liés a la Calmoduline, 2 un moment donné, dépend des caractéristiques du signal calcium et génére des
conformations spécifiques des protéines permettant des interactions protéine — protéine spécifiques.

3.4. Activation des protéines effectrices du signal calcium par la Calmoduline

Suite a I’interaction CaM — CaMBD, la modulation de I’activité de la protéine cible de CaM

(en général activation) peut s’effectuer de plusieurs facons (Figure 48):

Levée de I’auto-inhibition : ce modele est commun aux protéines liant CaM dans un

ratio 1:1 avec un CaMBD ayant un motif différent d’IQ. Dans ce modele, modele du
pseudo-substrat, le CaMBD obstrue le site catalytique de la protéine, empéchant le
substrat de s’y lier. L enroulement de CaM autour de ce CaMBD permet de lever cette
inhibition. Dans cette catégorie, on retrouve des kinases (CaM kinases I, II, 1V, la
chaine légere de la myosine, CaM kinase kinase) (Kobe et al., 1997), des phosphatases
(calcineurine) ainsi que la PMCA (Falchetto et al., 1991) ou I’adénylate cyclase de
I’anthrax Edema Factor (Drum et al., 2002).

Remodelage du site d’activation pour certains CaMBDs caractérisés par un motif [Q

(IQxxxRGxxxR). Dans cette catégorie, on retrouve des canaux calciques et des
myosines. Ce motif favorise dans certains cas ’association de CaM avec sa protéine
cible indépendamment de [Ca?’], par exemple pour les canaux capacitifs TRP4
(Jurado et al., 1999; Trost et al., 2001). Dans le cas des canaux calciques voltage

dépendants (Cay), la liaison de CaM au domaine 1Q peut avoir une régulation positive

ou négative du canal, selon le nombre du Ca?" liés a CaM (Lee et al., 1999; Zuhlke et
al., 1999).
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- Dimérisation et activation pour les protéines interagissant avec CaM selon une

steechiométrie 1:2 ou 2:2, tels que le canal potassium Ca>" dépendent (Schumacher et

al., 2001) ou la glutamate décarboxylase des plantes (Yuan and Vogel, 1998).
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Figure 48 : Mécanismes d’activation de protéines par la Calmoduline.
A : Elimination de I’autoinihibition. B : Remodelage du site d’activation. C : Dimérisation. Les ions Ca2" sont représentés en
jaune et les sites actifs par des astérixes. AID : domaine d’auto inhibition (Hoeflich and Ikura, 2002).

4. Utilisation d’inhibiteurs de CaM

La voie de signalisation Ca?"/CaM est impliquée dans plusieurs processus cellulaires, via
I’activation de ses protéines cibles, et un certain nombre de maladies inflammatoires, de
cancers, de dysfonctionnements cardiaques sont associés a une dérégulation de CaM
(Anderson, 2002; Colomer et al., 2007; Mayur et al., 2006a; Shim et al., 2007a; Vadakkan et
al., 2006). Pour analyser son rdle, plusieurs approches ont été¢ utilisées, parmi lesquelles
I’étude de sa localisation cellulaire (Hahn et al., 1992; Li et al., 1999; Luby-Phelps et al.,
1995), la résolution de structures RMN (Boschek et al., 2008; Ikura et al., 1992), I’¢élaboration
de mutants (Chin et al., 1997; Craig et al., 1987; Ohya and Botstein, 1994; VanScyoc et al.,
2006) ou encore I’utilisation d’inhibiteurs. Parmi les inhibiteurs utilisés le plus couramment,

on retrouve le trifluoperazine (TFP) (Levin and Weiss, 1977), des composés ayant un noyau
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naphtalen W7 (Hidaka et al., 1978), W13 (Tanaka et al., 1982) ainsi que leurs homologues
chlorés moins actifs W5 (Hidaka et al., 1981) et W12 (Tanaka et al., 1982), le calmidazolium
ou R24571 (Gietzen et al., 1981), le bifonazole (Hegemann et al., 1993), le composé 48/80
(Gietzen et al., 1983).

L’utilisation de ces différents inhibiteurs suggere que CaM présente plusieurs sites de liaison
pour différentes molécules chimiques, inhibant ainsi sélectivement la liaison de CaM avec

certaines de ses cibles.

Les molécules capables d’interagir avec différentes conformations de CaM et ainsi de
perturber de maniére différentielle les diverses fonctions de cette protéine sont des outils
nécessaires pour disséquer les mécanismes moléculaires et le réle de CaM dans une cellule

eucaryote dans un état physiologique donnég.

Les molécules utilisées aujourd’hui comme antagonistes de CaM ne permettent pas d’explorer
toutes les fonctionnalités de cette protéine. En effet, la plupart de ces molécules manquent de
spécificité vis-a-vis de CaM (Blackmore et al., 1981; Norman et al., 1979), générant des
effets secondaires plus ou moins importants lors de I'usage médicamenteux de ces composés
(Whitaker, 2004), et leur diversité chimique rend les analyses de relation structure-activité
difficiles (Hidaka et al., 1978). Pour pallier a cet obstacle, des couples de molécules
structuralement trés proches ont été dessinés : une molécule ayant une forte affinité pour CaM
et son quasi homologue ayant une faible affinité. Ces couples, W5 / W7 et W12 / W13, ont
ainsi été utilisés pour différencier les effets dépendants des effets indépendants de CaM de ces
composés (Hidaka et al., 1981) et avoir une meilleure compréhension des relations structure

- activité (Tanaka et al., 1982).

Cependant, si 1’utilisation de couples de molécules permet d’observer les effets de 1’inhibition
de CaM de fagon plus restreinte, elle ne permet ni d’assurer la spécificité d’interaction de ces
molécules avec CaM dans la cellule ni d’explorer les différentes fonctionnalités de CaM ;
ceci ne peut étre approché qu’en utilisant 1) plusieurs inhibiteurs de CaM d’une méme famille
chimique pour s’assurer de leur spécificité d’interaction et ii) plusieurs familles chimiques de
molécules pour déchiffrer les différentes conformations de CaM impliquées dans les

évenements cellulaires observés.
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Objectif et Stratégie

Comme nous 1’avons souligné dans cette partie, la signalisation calcique d’une cellule d’une
part et I’interaction de CaM avec les différents éléments de ce systéme d’autre part sont trés
complexes a la fois par la quantité, I’omniprésence, les interconnexions et les régulations

spatio-temporelles de la signalisation calcique.

L’objectif de ce chapitre est d’utiliser des petites molécules chimiques afin de caractériser
I’écosystéme calcique d’une cellule donnée dans le but d’identifier des biomarqueurs d’un

¢état physiologique donné ou en vue d’une utilisation thérapeutique ultérieure.

Pour cela, nous avons mis en place une stratégie, schématisée dans la Figure 49 nous

permettant de caractériser au mieux ces biomarqueurs.

Dans un premier temps, nous avons cherché a identifier des molécules chimiques capables
d’interagir avec CaM ; ceci a été réalisé a travers un criblage de chimiotheéques par anisotropie
de fluorescence, en compétition avec une sonde liant CaM. Les molécules sélectionnées ont
ensuite été caractérisées par des études préliminaires chimiques, de thermodynamique de

liaison a CaM, de disponibilité biologique et de pertinence d’utilisation biologique.

Les molécules ainsi identifiées et caractérisées ont ensuite été utilisées dans 2 optiques

différentes : en tant qu’outils de recherche d’une part et outils thérapeutiques d’autre part.

L’utilisation de ces molécules peut en effet permettre de mieux comprendre 1’interaction de
CaM avec ses cibles. Selon la concentration en Ca?", CaM adopte différentes conformations et
peut par conséquent interagir avec des cibles différentes. Nous postulons que la liaison
d’antagonistes a CaM inhibe certaines conformations de CaM et donc la liaison de CaM a
certaines de ces cibles. Nous avons donc dans un premier temps cherché a caractériser
I’interaction de CaM avec ses cibles selon [Ca2'] puis dans un second temps a perturber les
complexes CaM — protéines cibles par les antagonistes de CaM précédemment caractérisés.
Au cours de cette étape, nous assumerons que la liaison de CaM a ses cibles peut étre résumée
a un CaMBD linéaire d’une vingtaine d’acides aminés comme présenté dans cette partie (page

112). La comparaison des complexes CaM—peptides inhibés par les antagonistes selon la
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conformation de CaM (dépendante de [Ca?']) optimale requise pour I’interaction avec ses
cibles devrait nous permettre i) de confirmer la diversité des interactions des antagonistes
avec CaM et ii) d’obtenir des antagonistes inhibant CaM de facon conformation dépendante,

1.e. des antagonistes inhibant une ou plusieurs conformations de CaM.

Nous avons également postulé que I’utilisation de ces molécules pouvait avoir un effet
thérapeutique. Comme cité plus haut, I'utilisation d’antagonistes de CaM a été approuvée
pour le traitement de certaines pathologies, principalement psychiatriques. Aujourd’hui, de
rares équipes de recherche montrent les bénéfices de 1’utilisation d’antagonistes de CaM dans
le traitement de certaines tumeurs. Nous cherchons donc a identifier des antagonistes de CaM
qui pourraient &tre utilisés dans le cadre d’un traitement des glioblastomes, permettant de
sensibiliser les gCSCs a des traitements aujourd’hui peut actifs. Nous avons pour cela
caractéris¢ la perturbation de ’homéostasie calcique induite suite a 1’ajout des antagonistes
sur plusieurs types cellulaires que nous avons comparés a des cellules primaires propagatrices
de glioblastome. Dans cette étape, nous espérons pouvoir identifier une ou plusieurs
molécules mettant en évidence un déséquilibre spécifique de I’homéostasie calcique, i.e. une

empreinte calcique spécifique de ces cellules.

Enfin, la comparaison des cibles de CaM dont la liaison est inhibée par ces antagonistes avec
la modulation différentielle de I’homéostasie calcique de différents types cellulaires nous
parait un bon moyen d’identifier et de caractériser le role de CaM dans I’homéostasie calcique

des cellules propagatrices de glioblastome.
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- Criblage de
Identification chimiothéques
d’antagonistes de CaM - Caractérisation physico-
chimique, pertinence
biologique
Outils de herche Outils Thérapeutiques

Caractérisation de la —_— Perturbation de
perturbation de CaM ¢ I’'homéostasie calcique
- Caractérisation de la liaison de - Caractérisation de la
CaM a ses cibles perturbation de ’lhoméostasie
- Perturbation des complexes - Comparaison de différents
CaM-cible par les antagonistes types cellulaires

-

Molécules mettant en évidence
une empreinte calcique Biomarqueurs
spécifique d’un type cellulaire

Figure 49: Stratégie appliquée pour identifier de potentiels marqueurs de I’écosysteme calcique d’une cellule.
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Identification et caractérisation de petites molécules chimiques

interagissant avec la Calmoduline

1. Caractérisation de la liaison des sondes de CaM a SynCaM?

Les composés fluorescents CHPO 199-5-B05 et CHPO 199-6-F07 ont été sélectionnés a
partir d’un précédent criblage visant a identifier des molécules fluorescentes liant CaM
(Dagher et al., 2006). Ces sondes appartiennent respectivement aux familles naphtalénes et
benzophénones. La resynthése de ces composés a donné un mélange d’isomeéres ortho et para
dans les deux cas ; ces isomeres ont été isolés et caractérisés (Dagher et al., 2006; Maximciuc
et al., 2006). Les isoméres CHPO 199-5-B05 ortho et para sont appelés respectivement
sondes S1 et S2, les isoméres CHPO 199-5-B05 ortho et para sont appelés respectivement

sondes S3 et S4 ; leurs structures sont données dans la Figure 50.
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Figure 50 : Structure des sondes fluorescentes de CaM sélectionnées lors d’un criblage de molécules fluorescentes.

Les sondes ont été sélectionnées au cours d’un criblage précédant (Dagher et al.,, 2006) et sont composées de i) un
pharmacophore, ii) un fluorophore et iii) un espaceur entre le corps de la molécule et le dye fluorescent. Les isomeéres ortho /
para de CHPO 199-5-B05 et CHPO 199-6-F07 correspondent respectivement aux sondes fluorescentes de CaM S1, S2, S3 et
S4.

" Les données de cette partie ont été générées par Dr Rania Dagher, UMR 7200.
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Les sondes S1, S2, S3 et S4 interagissent avec SynCaM (Figure 75) de fagon Ca?" dépendante
(Dagher et al., 2006) ; cette dépendance au calcium a été étudiée plus précisément a 1’aide
d’une matrice de titration. Pour chaque [Ca?'], la courbe de liaison de la matrice de titration
(concentration en sonde fixe, concentration de SynCaM variable) a été alignée par une
équation supposant un unique site de liaison en utilisant une régression non linéaire (Dagher
et al., 2006). Pour chaque courbe, une valeur apparente de dissociation (Kapp) de la sonde a
SynCaM a été déterminée a une [Ca?’] donnée. L ensemble des valeurs Kapp ainsi obtenues

ont ensuite été représentées en fonction de [Ca2'], Figure 51.
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Figure 51 : Constantes apparentes de dissociation Kapp des sondes S1, S2, S3 et S4 titrées sur SynCaM en fonction de
la concentration en Ca?'.

La matrice de titration a été réalisée avec 20 tampons calciques calibrés différents de 0 a 1 mM dans un tampon 30 mM
MOPS, 100 mM KCI, pH 7.2. Les sondes de CaM (S1, S2, S3, S4) ont été préparées a une concentration finale de 0.1 uM et
ont été titrées dans chaque tampon calcique avec une concentration de SynCaM variable de 0,08 a 10 uM. Les constantes de
dissociation obtenues a 1’équilibre (Kapp) des sondes pour SynCaM dans chaque tampon calcique ont été déterminées par
une régression non linéaire. Les valeurs de Kapp sont représentées en fonction de la concentration libre de Ca*'.

La dépendance au calcium du comportement des sondes de CaM a été modélisée selon un
modele macroscopique (présenté en Figure 52) en assumant qu’il n’y ait qu’un seul site de
liaison de chaque sonde a CaM (démontré par titration a saturation de la sonde). En supposant
un modele séquentiel de liaison, ce modele permet de déterminer les valeurs des constantes
d’association A, B, C, D et E de la liaison des sondes a SynCaM liée respectivement a 0, 1, 2,

3 ou4 Ca?" sur un site particulier de CaM (Dagher et al., 2010).
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Figure 52 : Modele séquentiel de la liaison des sondes ou de peptides fluorescents a la Calmoduline.

L’étoile rose représente la sonde ou le peptide fluorescents. K1, K2, K3, K4 sont les constantes macroscopiques d’association
du calcium a chaque site de CaM en absence de peptide ou de sonde. G1, G2, G3, G4 sont les constantes macroscopiques
d’association du calcium & chaque site de CaM en présence de peptide ou de sonde. A, B, C, D, E représentent les constantes
d’association du peptide ou de la sonde aux différents complexes Ca,CaM (n =0 — 4).

Les valeurs de K1, K2, K3 et K4 ont ét¢ déterminées par titration calorimétrique isothermique
(Dagher et al., 2010) ; Kapp est corrélé a [Ca?'], selon le schéma d’Adair-Klotz, a partir de

cette équation :

1+ Ky x + K K,x? + K Ko Kox3 + K, K, KK, xc*
AL + Gyx + G1Gx% + G1G2G3x3 + G1G,G3Gyx*)

Kapp =

Ou x est la concentration du Ca2" libre, K1 a K4 et G1 a G4 les constantes d’association du
Ca?" a CaM, et A la constante d’association des sondes a CaM en absence de Ca?’. Les
constantes d’association B, C, D et E sont calculées d’apres ces relations :

B = (ﬂ)A C = (@)A D= (M)A E= (—‘;1626364),4

K1K, K1KyKs3 K1KyK3K,

Les constantes d’affinité des complexes CaM-Ca, (n =0 - 4) pour les sondes S1, S2, S3 et S4

sont données dans le Tableau 4.

Avm?)  BuM?’) c(um’) DuM’)  E(uMm’)
SynCaM / S1 0.0047 0.0047 48 2.5 6
SynCaM / S2 0,0050 0.0050 15 1.0 3
SynCaM / S3 0,0027 0,0027 8 0.4 1,1
SynCaM / S4 0.0028 0.0028 7 0.3 0,9

Tableau 4 : Constantes d’association de ’interaction de SynCaM avec les sondes a différents degrés de saturation
calcique.

/\, B, C, D, E sont les constantes d’association de la sonde a VU1 complexée a 0, 1, 2, 3, ou 4 Ca?". Les valeurs ont été
obtenues a partir des courbes de liaison des sondes 4 VU1 en fonction de [Ca2'] dans une matrice de titration. Les données
expérimentales ont été exploitées selon un modeéle de liaison séquentiel.

122



Chapitre 2 : Recherche de marqueurs de I'état physiologique des gCSCs
a travers la signalisation calcique

Les résultats peuvent étre résumés comme suit

- Il n’y a pas de liaison significative des sondes a apoSynCaM ou SynCaM-Ca;
- Laliaison des sondes S1, S2, S3 et S4 & SynCaM requiert au moins 2 Ca2"

- L’affinité de liaison des sondes a SynCaM est modulée par la liaison des 3° et 4° Ca?”*

Les 4 sondes présentent un comportement similaire de liaison aux différents complexes CaM-
Ca, (n = 0 - 4), suggérant qu’elles partagent le méme site de liaison a SynCaM. La
comparaison des constantes d’association de la liaison des isomeres S1 et S2 a VU1, montre
une différence d’un facteur 3 alors que les constantes d’association des sondes S3 et S4 aux
complexes CaM-Ca, sont quasiment identiques (Tableau 4). Ceci suggere que la partie
lissamine du composé CHPO 199-5-B05 est impliquée dans I’interaction de la sonde avec

SynCaM.

Une fois que la liaison des sondes a SynCaM a été caractérisée, nous avons effectué¢ un
criblage compétitif par anisotropie de fluorescence en utilisant les isomeres ortho (sondes S1

et S3), sondes ayant la plus forte affinité pour SynCaM en conditions saturantes de Ca2".

2. Identification et caractérisation de petites molécules interagissant avec CaM

2.1. Criblage par compétition avec les sondes fluorescentes pour la liaison a CaM?

Les chimiothéques Patrimoine de Strasbourg et Prestwick Chemical, contenant 6000
molécules, ont été criblées sur SynCaM a 10 uM par anisotropie de fluorescence en

compétition avec les sondes S1 et S3.

Les mesures des valeurs de FP sont basées sur un changement de la polarisation de
fluorescence lorsqu’un composé se lie a la protéine (Annexe I): en absence de molécules

compétitrices, les sondes sont liées a CaM et la valeur de polarisation de fluorescence est

? Les données de cette partie ont été générées par Dr Rania Dagher, UMR 7200.
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¢levée (environ 410 et 375 mFP pour S1 et S3 respectivement) ; lorsqu’une molécule se lie a
la protéine, la sonde peut étre déplacée et la valeur de polarisation de fluorescence diminue
(entre 375 et 180 mFP pour S1 et entre 340 et 180 pour S3). La diminution globale des
valeurs FP (390 et 330 mFP pour S1 et S3 respectivement) suivant 1’ajout des composés est

due a I’effet de dilution (Figure 53).
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Figure 53 : Criblage compétitif par anisotropie de fluorescence sur le complexe SynCaM — S1.

L’essai compétitif a été réalisé avec 0.1 uM de sonde S1 mélangée a 2 uM de SynCaM dans un tampon 50 mM Hepes, 150
mM KCI, 10 uM CaCl,, pH 7,5. Les chimiothéques Patrimoine et Prestwick ont été criblées a une concentration finale de
10 uM. L’effet de chaque composé (axe des abscisses) sur le déplacement de S1 du complexe SynCaM — S1 est évalué par
polarisation de fluorescence (axe des ordonnées). Légende : m valeurs mFP du complexe SynCaM-S1, valeurs mFP
mesurées apres 1’addition des composés.

La qualité de I’essai est évaluée par I’analyse du parametre statistique Z’ (Zhang et al., 1999).
Le facteur Z’ évalue la différence des signaux mesurés en conditions polarisée (sonde liée a la
protéine) et dépolarisée (sonde libre) en prenant en compte la variabilité de I’essai. La valeur
obtenue pour nos données est Z’=0,85. Typiquement, une valeur de Z’ comprise entre 0,5 et 1

est excellente du fait de I’importance de la gamme dynamique.

Les valeurs mFP obtenues pour le criblage compétitif varient entre 170 et 375 pour la sonde
S1 et entre 170 et 340 pour la sonde S2. Le ratio de déplacement des sondes (Probe FP—ratio)
S1 et S3 est calculé pour chaque composé selon 1’équation suivante :

mFP, — mFP )
Probe FP — ratio = max experimental

mFP,,.« — mFPyi,
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Avec les valeurs de mFP,x et mFP,,;, fixées a respectivement 430 et 170 pour les 2 sondes.

Les valeurs calculées de déplacement des sondes varient entre 0 et 1.

De ce criblage, nous avons pu sélectionner 10 molécules de la chimiothéque de Strasbourg et
37 molécules de la chimiotheéque de Prestwick présentées en Annexe II. Le critére de sélection
de ces composés est un ratio déplacement de la sonde S1 d’une valeur supérieure a 0,36

calculée a partir de 1’équation précédente.

En plus des molécules appartenant aux chimiotheques Prestwick et Patrimoine, des molécules
commerciales antagonistes de CaM sont sorties de ce criblage, servant de « contrdle positif »
pour cet essai compétitif. Il s’agit des antagonistes W7, W13, Bifonazole, Calmidazolium,

TFP, Fluphenazine et Clorpromazine.

2.2. Classification des hits en familles chimiques?

L’analyse structurale des composés sélectionnés nous a permis de les classer en différentes

familles chimiques par analogie de structure :

SN
Famille I: éthyléne diamines N,N disubstitués
b e a
-] H
M 4 &loms .
F M
Famille II: pyridazines aminoalkyles et triazines i a
o
Famille Ill: analogues du trifluoperazine ou I e
biphényles .
N,
HH,+
Famille IV: alkyléne bis-amidiniums R1—N—(CJn—N—R2
P 0
Famille V: ammonium quaternaires et dérivés HH. A .0 1| R
nipecotates ]; T 0

* La classification des molécules a été effectuée par Bruno Didier, responsable chimiothéques UMR 7200 et
UMS 3286
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Famille VI: 6-aryl-pyridazin-4-one

Famille VII: chalcones et analogues cycliques

Famille VIII: acides carboxyliques

Famille IX: non classifiés

Tableau 5 : Familles chimiques des antagonistes de la Calmoduline.
Les molécules sélectionnées au cours du criblage ont été classées en différentes familles chimiques caractérisées par un
pharmacophore.

Les structures chimiques des molécules sélectionnées sont données en Annexe II.

2.3. Valeurs de Ki et caractérisation de la liaison a CaM*

La caractérisation des mécanismes de liaison des molécules sélectionnées a SynCaM a été
effectuée dans un premier temps a travers I’analyse de leur comportement compétitif pour les
sondes S1 et S3. Les sondes S1 et S3 se lient a leur site de haute affinité avec des valeurs
respectives de Kd de 0,18 et 0,9 uM (Dagher et al., 2009). En conditions saturantes en Ca2",
I’augmentation de la concentration des composés induit la diminution de la quantité de sonde

liée a SynCaM et I’augmentation du degré de polarisation selon une courbe sigmoide.

Afin d’évaluer les constantes de dissociation Ki des molécules interagissant avec CaM, les
complexes SynCaM — sonde fluorescente ont été titrés avec chaque molécule sélectionnée en
conditions saturantes en Ca?". Les données expérimentales ont permis de calculer une courbe
théorique de liaison des composés a SynCaM selon un modele compétitif décrit par (Roehrl et
al., 2004) en considérant 1 site de liaison pour la sonde et une compétition directe entre la
sonde et la molécule sélectionnée (CaM — interactor). Quelques-uns de ces essais sont
présentés dans la Figure 54, les valeurs de Ki obtenues pour chaque molécule sont rapportées

en Annexe II.

* Les données expérimentales de cette partie ont été générées par Dr Rania Dagher, UMR 7200.
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Figure 54 : Courbes de titration des molécules interagissant avec CaM des familles amino-alkyl pyridazine et triazine
par compétition avec la sonde S1.

Les changements de polarisation de fluorescence sont mesurés en fonction de la concentration des molécules interagissant
avec CaM (de 0.5 a 500 uM) dans un tampon 5 o mM Hepes, 150 mM KCl, 100 uM CaCl, pH 7.2. La concentration de
SynCaM est de 0,1 pM et mélangée préalablement a 0,1 uM de sonde S1. Les données ont été analysées par le modéle
compétitif décrit par (Roehrl et al., 2004).

D’apres les valeurs de Ki obtenues, nous pouvons en déduire que pour chaque famille
chimique I’affinité de liaison des molécules interagissant avec CaM dépend du groupement de
substitution présent sur le pharmacophore représentatif de la famille. Ceci suggére que les
molécules explorent différents sites de liaison, permettant ainsi d’analyser les mécanismes
moléculaires de D’interaction de CaM avec ses protéines cibles en utilisant différentes

molécules.

Les sondes S1 et S3 partageant probablement un méme site de liaison pour CaM, les valeurs
de Ki obtenues pour une méme molécule en compétition avec S1 et S3 doivent étre identiques
si la molécule se lie au méme site de liaison que les sondes et peut étre différente si il s’agit
d’un site de liaison allostérique (Figure 55). Par exemple, la molécule LPS 02-10-L-A07 est
caractérisée par un ratio entre ses deux constantes de dissociation de 4,5, suggérant un site de

liaison allostérique.
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Figure 55 : Sites de liaison des molécules sur la Calmoduline.

A : Relation entre les valeurs de Ki obtenues pour chaque molécule pour I’inhibition de la liaison de la sonde S1 d’une part et
la sonde S3 d’autre part a CaM. 4 ensembles de molécules peuvent étre distingués selon le ratio de ces 2 valeurs de Ki pour
chaque molécule. Haut : représentation de 1’ensemble des molécules, bas : représentation des molécules ayant des valeurs de
Ki obtenues avec les sondes S1 et S3 inféricures a 12 uM. B : Représentation schématique de la compétition entre les sondes
S1, S3 et des molécules se liant a différents sites de CaM. Les couleurs employées dans le schéma B correspondent aux
couleurs des graphes représentés en A.

2.4. Caractérisation du mécanisme de liaison des molécules a CaM®

La stcechiométrie et 1’affinité de liaison des composés a SynCaM ont été déterminées par
titration microcalorimétrique isothermique (ITC) pour certains composés appartenant a

différentes familles chimiques.

Considérant la thermodynamique, I’affinité intrinséque d’un site de liaison pour une molécule

peut étre déterminée par les équations suivantes :

AG = —RT InK, et AG = AH —TAS

Avec R la constante des gaz parfaits, T la température en degrés Kelvin, AH et AS
représentent respectivement les changements d’enthalpie et d’entropie du systeéme. L’affinité
intrinséque de la molécule est déterminée par la différence d’énergie libre de Gibbs AG entre
deux conformations de la protéine (libre et liée a la molécule) : plus AG est négatif, plus

grande est I’affinité. Par conséquent, a température constante, une augmentation AS et une

> Les données de cette partie ont été générées par Dr Rania Dagher, UMR 7200 et Philippe Tsekov
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diminution AH entre les 2 conformations traduisent une augmentation de 1’affinité d’une
molécule pour CaM. L’entropie (mesure du désordre moléculaire) est augmentée par la
libération de molécules d’H,O figées dans leur liaison & CaM suite a la liaison de la molécule
chimique : plus le nombre de molécules d’H»O relachées dans le solvant est important, plus le
désordre moléculaire augmente. Ce facteur peut étre contrebalancé par des changements
structuraux de la protéine diminuant ’entropie conformationnelle, tels qu’une perte de
flexibilité de la protéine diminuant le désordre moléculaire. L’enthalpie globale de la liaison
d’une molécule peut étre exothermique (AH<0) si elle met en ceuvre un processus
enthalpiquement favorable telles que la formation de liaisons ¢&lectrostatiques ou

hydrogéne entre le ligand et des résidus du site de liaison de la protéine.

Les courbes ITC de 6 composés ont été analysées par un modele séquentiel de 2 ou 4 sites de

liaison. Les résultats sont présentés dans la Figure 56 et le Tableau 6.
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Figure 56 : Courbes de titration calorimétrique isothermique de SynCaM avec différentes molécules interagissant
avec CaM.

Les changements d’enthalpie AH sont mesurés en fonction du nombre de molécules chimiques liées par nombre de molécules
de SynCaM. Les mesures ITC ont ét¢ réalisées dans 50 mM Hepes, 150 mM KCI, 1 mM CaCl,, pH 7,2 a 25°C. La
concentration de SynCaM est de 10 uM pour LPS 02-10-L-C08, LPS 02-20-L-A02, LPS 05-01-L-D06 et 30 uM pour LPS
01-18-L-E03, LPS 01-18-L-E04. Les données ont été analysées avec 2 ou 4 sites de liaison proposés par le logiciel Origin.
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TFP Site 1 Site 2 Site 3 Site 4
Ky (uM™) 0,02 0,02 0,02 1,75
AH; (cal/mol) 671 (-) 2,28E5 1,121E6 (-) 9.108E5
ASi (cal/mol.K) 22 (-) 744 3777 (-) 3023

Modé¢les a 4 sites de liaison séquentiels

LPS 01-18-L-E04 Site 1 Site 2 Site 3 Site 4
K, (M) 6 1,1 0,07 1,1
AH; (cal/mol) 3052 1711 (-) 19 600 22360
ASi (cal/mol.K) 41 33 (-) 48 102

Modgeles a 4 sites de liaison séquentiels

LPS 02-10-L-C08 Site 1 Site 2 Site 3 Site 4
Ky (uM™) 20 1 4,6 0,05
AH; (cal/mol) 1190 8499 1353 (-) 7917
ASi (cal/mol.K) 37 56 35 (-)5

Modé¢les a 4 sites de liaison séquentiels

LPS 05-01-L-D06 Site 1 Site 2 Site 3 Site 4
Ka (uM_l) 1,27 0,04 0,02 0,18
AH; (cal/mol) 2453 (-) 69 140 160 900 (-) 114 100
ASi(cal/mol.K) 36 (-) 212 559 (-) 357

Modgeles a 4 sites de liaison séquentiels

LPS 01-18-L-E03 Site 1 Site 2
Ka (uM™) 0,030 0,075
AH; (cal/mol) (-) 2147 2268
ASi (cal/mol.K) 13 230

Modéles a 2 sites de liaison séquentiels

LPS 02-20-L-A02 Site 1 Site 2
K, (uM™) 0,03 0,02
AH; (cal/mol) (-) 1,76E4 8425
ASi(cal/mol.K) (-) 38 48

Modeles a 2 sites de liaison séquentiels

Tableau 6 : Paramétres thermodynamiques de la liaison 2 SynCaM des molécules interagissant avec CaM.

Les données ITC ont été analysées avec un modele de liaison séquentiel a 4 sites pour les molécules TFP, LPS 01-18-L-E04,
05-01-L-D06 et LPS 02-10-L-CO8 et a 2 sites pour les molécules LPS 01-18-L-E03 et LPS 02-20-L-A02. Les constantes
d’association (ka) de chaque site de liaison ainsi que les variations d’enthalpie (AH) et d’entropie (AS) ont ét¢ déduites
d’apres les courbes ITC.

Les composés testés se lient avec une haute affinité¢ a CaM avec des constantes d’association
de 1 a 20 uM™', excepté pour les composés LPS 02-20-L-A02 et LPS 01-18-L-E03. Ces
composés si lient également & au moins 1 site de plus faible affinité avec des constantes

d’association de 0,05 a 0,3 pM™' de fagon enthalpiquement favorable. Les données montrent
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que la liaison des composés aux sites de haute affinité est favorisée par 1’entropie, excepté

pour la liaison du TFP favorisée par 1’enthalpie.

Les données expérimentales obtenues avec le composé TFP ont été analysées avec 4 sites de
liaison, corroborant ainsi les données de cristallisation de TFP avec CaM mettant en évidence
un complexe formé de 4 molécules de TFP pour 1 molécule protéique (Osawa et al., 1998).

D’aprés nos données, 1’un de ces sites a une affinité plus importante que les 3 autres.

Ces titrations ont été réalisées une seconde fois, avec un nombre plus important de composés,
sur un autre appareil et selon les conditions expérimentales définies au point II-9, Chapitre
matériel et méthodes. Les courbes ont été dans ce cas analysées avec 1 ou 2 sites de liaison,

les résultats sont présentés en Annexe II.

Ces analyses microcalorimétriques suggerent que les molécules interagissant avec CaM ne
sont pas fonctionnellement équivalentes et confirment la présence de différents sites de liaison
des molécules a SynCaM ; les paramétres thermodynamiques de la liaison de ces molécules a
SynCaM illustrent la plasticité de CaM par rapport a sa capacité a adopter un large panel de
conformations reconnaissant différentes petites molécules, et éventuellement différents
CaMBDs. D’apres ces résultats, nous nous attendons a ce que l’utilisation de différentes
molécules chimiques permette de déstabiliser de facon différentielle la liaison de CaM a ses

protéines cibles.

3. Intérét physiologique des touches sélectionnées

3.1. Disponibilité biologique®

Afin de valider I’utilisation de ces composés dans un systéme intégré et comme outils
thérapeutiques, nous avons mesuré 1’index d’hydrophobicité chromatographique (CHI) de
certains de ces composés. Les valeurs de CHI sont obtenues par un gradient rapide de phase
réverse HPLC (chromatographie en phase liquide a haute performance) entre une phase

stationnaire aqueuse et une phase mobile organique. Le temps de rétention d’un composé dans

% Les données de cette partie ont été générées par Patrick Gizzi, Plateforme TechMed'™".
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la colonne refléte le coefficient de partage de ce composé entre les deux phases : les résultats
sont exprimés en pourcentage du volume de la phase organique nécessaire a éluer le
composé ; ces valeurs sont fortement corrélées aux valeurs de log D. D’un point de vue
thérapeutique, une molécule doit étre assez hydrophobe pour s’insérer dans la bicouche
lipidique (CHI > 50) mais doit également pouvoir en ressortir et diffuser dans le cytoplasme

(CHI < 90).

D’aprés les données présentées en Annexe II et Figure 57, la quasi-totalité des composés
testés peut étre présente dans la phase lipophile ; cependant 4 de ces composés sont
susceptibles d’étre retenus dans cette membrane et par conséquent de diffuser moins

facilement dans le cytoplasme.
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Figure 57 : Disponibilité biologique des molécules — Valeurs CHI

Les valeurs CHI ont été déterminées pour les molécules des familles I (éthylene diamine disubstitués) et Il (pyridazines
aminoalkyles et triazines). La zone de bonne disponibilité biologique est représentée entre les 2 lignes orange délimitant les
molécules pour lesquelles 50 < CHI < 90 (molécules bleues) ; les molécules en dehors de cette zone sont représentées en
rouge.

3.2. Viabilité cellulaire’

Nous avons ensuite voulu tester la capacité de ces molécules a interagir avec des voies de
signalisation cellulaires, dont I’induction de la mort cellulaire. Les courbes dose-réponses
(mesure de la viabilité¢ des cellules) réalisées ont été analysées avec une équation de Hill,
permettant de déterminer une valeur d’ECs et un nombre de Hill (nH) pour chaque molécule

sur les 2 types cellulaires ; les résultats sont présentés en Annexe I1.

" Les données de cette partie ont été générées par Shan Peng, UMR 7200.
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Les résultats montrent un effet significatif de 1’ensemble de ces molécules sur la viabilité
cellulaire, ainsi que la non-linéarité de I’ensemble des ECs, obtenues dans les cellules HEK et
TGO1 : la moiti¢ des composés (20 / 40) ont un effet similaire sur les 2 types cellulaires alors
que les cellules TGO1 sont plus résistantes pour 20 % des molécules et les cellules HEK pour
30 % des molécules (Figure 58). Cette non-linéarité n’est ni corrélée aux valeurs de Ki
obtenues avec les sondes S1 et S3 ni aux valeurs de CHI ; on peut donc suggérer que ces
composés activent des chemins cinétiques différents (la différence peut porter sur un nombre

trés restreint de protéines) dans les 2 types cellulaires.
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Figure 58 : Toxicité des composés sur les cellules TG01 et HEK.

A : Comparaison des valeurs ECs, de toxicité obtenues sur les cellules HEK et TGO1 et répartition en 3 groupes selon la
valeur du ratio des valeurs ECs, obtenues sur les cellules TGO1 vs cellules HEK. B : Répartition des molécules dans les 3
groupes définis précédemment. Les molécules marquées par * sont les molécules dont les CHI ne sont pas favorables.
Molécules en bleu : famille I (éthyléne diamines N,N disubstitués), orange : famille I (pyridazines aminoalkyles et triazines),
vert : famille III (analogues du trifluoperazine ou biphényles), violet: famille IV (biscations), bleu clair: famille V
(monocations et dérivés nipecotate).
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Le criblage de chimiothéques a permis I’identification de 56 molécules liant CaM ; ces
molécules sont caractérisées par leurs constantes d’inhibition de la liaison des sondes S1 et S3
a CaM, mettant en évidence plusieurs sites de liaison de ces molécules a CaM. Une étude
thermodynamique de la liaison de certaines de ces molécules a CaM a été effectuée ainsi que
la détermination de leur coefficient de partage entre des milieux de nature hydrophile et
hydrophobe ; ce dernier paramétre nous permet d’écarter 5 molécules de la suite de 1’étude.
Enfin, ’observation de D’effet toxique des composés permet de mettre en évidence des

différences entre deux types cellulaires.

III. Caractérisation de l'interaction de CaM avec ses cibles

L’interaction de CaM avec des peptides fluorescents (séquences en Annexe III) a été étudice
en fonction du nombre du Ca2" liés a la protéine. Comme souligné dans 1’introduction de ce
chapitre, nous considérons ici que I’interaction de CaM avec ses protéines cibles peut se
résumer a I’interaction avec le CaMBD, représenté par un peptide d’une vingtaine d’acides

aminés (point [-3.3.2 page 112).

Pour chaque courbe de titration (concentration en peptide fixe, concentrations variables de
CaM et Ca?"), la valeur de la constante de dissociation apparente Kapp a été déterminée et
représentée en fonction de [Ca?']. Les données ont ensuite été analysées selon le modéle
d’Adair Klotz (point II-1 page 120, Figure 52) afin de déterminer les valeurs des 5 constantes
d’association A, B, C, D, E de la liaison du peptide aux complexes Ca,CaM (n =0 - 4) ; pour
chaque peptide, les constantes de dissociation correspondantes sont indiquées en Annexe III.
Ceci nous a permis de classifier les peptides en 4 groupes, selon les complexes Ca, CaM (n =
1 - 4) reconnus par les différents peptides (Figure 59) et selon le modele d’interaction de CaM

avec ses cibles décrit au point [-3.3.3 (page 113).
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Figure 59 : Interaction des peptides avec CaM selon le nombre d’ions Ca?" liés 8 CaM.

Le nombre d’ions Ca?" est déduit de la comparaison des valeurs A, B, C, D, E obtenues pour chaque peptide en liaison avec
la CaM humaine selon le modéle d’Adair-Klotz. Chaque peptide est représenté par la protéine a laquelle il appartient. Les
affinités représentées dans la partie supérieure représentent les affinités de chaque peptide pour les complexes Ca,,CaM (m =
0 — (n-1)), les affinités représentées dans la partie inférieure représentent les affinités des complexes Ca,CaM (p =n — 4). Les
chemins cinétiques représentant 1’évolution des valeurs de Kapp en fonction du nombre du Ca?" liés a CaM pour chaque
ensemble de peptides. La concentration intracellulaire de CaM est indiquée par la ligne horizontale orange : les peptides
ayant une valeur de Kapp inférieure peuvent interagir avec apoCaM in cell . (a) = domaine PrelQ, (b) = domaine IQ.

Cette approche permet de mettre en évidence la reconnaissance spécifique de chaque
complexe Ca,CaM (n =1 —4) par les cibles de CaM ainsi que les liaisons non favorables. En
effet, dans la cellule, la liaison de 4 Ca?" a CaM est rarement observée ; les complexes de
faible affinité nécessitant la saturation de CaM en Ca?" pour se former peuvent étre considérés
comme non favorables in cell, les peptides correspondants ne sont probablement pas des
CaMBDs. C’est notamment le cas du peptide SERCAI1, domaine n’étant pas considéré
comme un CaMBD dans la littérature. Dans le cas ’EGFR, on voit aussi une augmentation de
I’affinité du peptide pour CaM avec la liaison de 4 Ca®". Cependant contrairement au peptide
précédent, I’affinit¢ du CaMBD pour CaM est significative méme en absence de Ca?’,

suggérant la formation du complexe EGFR - apoCaM in cell ; cette affinité augmente de

fagon importante avec [Ca2'] (Dagher et al., 2010).
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Cette méthode permet de prédire le nombre minimal d’ions Ca?" nécessaires a I’interaction
CaM — CaMBD. Les équations utilisées pour la détermination de ce nombre de Ca?" sont des
équations macroscopiques et ne permettent pas d’accéder au site de fixation des ions Ca2".
Cependant, ’association de Ca?" a CaM a été décrite a travers plusieurs modéles (Dagher et

al., 2010; Haiech et al., 2011), évoqués au point I-3.2 (page 109).

Dans un premier modele, CaM est décrite comme ayant 2 sites équivalents et non
indépendants de liaison de Ca2" pour chacun des 2 lobes ; ces sites sont caractérisés par une
constante d’association k. et un facteur de couplage c. au niveau du lobe C, respectivement k,
et ¢, au niveau du lobe N. Chaque lobe est considéré comme symétrique mais les 2 lobes ne
sont pas équivalents. En effet, ’affinit¢ du domaine C terminal de CaM est plus importante
que celle du domaine N terminal : les sites du lobe C sont donc occupés avant ceux du lobe N
(Linse et al., 1991). Cependant, ce modele considére que CaM peut étre la somme de 2 lobes
indépendants, ce qui a été contredit plus tard par la démonstration d’une interaction entre les

lobes (Shea et al., 1996; Sorensen and Shea, 1998).

Un deuxieme modele propose la distinction de deux états conformationels (caractérisés par
une constante d’équilibre L) et deux paires de sites. Les sites de chaque lobe sont symétriques
et caractérisés par les constantes d’association k, et k. dans le premier état conformationel et

c*k, et c*k. dans la seconde conformation, respectivement pour les lobes N et C.

Dans un troisi¢éme modele, asymétrique, apoCaM ne posséde qu’un site ayant une affinité
significative pour Ca?" de constante d’association k;. La fixation du Ca>" sur ce site augmente
I’affinité du second site pour Ca?" (constante d’association k) et ainsi de suite. Ce modéle

décrit une fixation séquentielle et ordonnée du Ca2" sur CaM (modéle SOB).

Ces 3 modeles sont caractérisés par 4 parametres microscopiques li€s aux constantes
macroscopiques déterminées expérimentalement. Cependant, seul le dernier mod¢le est en
accord avec les données obtenues sur des mutants de CaM ou la mutation d’un unique résidu
tryptophane dans chaque motif EF-hand permet de suivre 1’occupation des sites de fixation du
Ca?" ; ce modéle a mis en évidence 1’ordre de remplissage des sites : site IIT = site IV = site

I = site II (Kilhoffer et al., 1992).
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L’étude du nombre minimal de Ca?" nécessaire & D’interaction de CaM avec ses cibles
combinée a I’ordre de remplissage des différents sites de fixation du Ca?" sur CaM, doit
permettre de déterminer quels sites de fixation du Ca?" et quel lobe de CaM interviennent
dans la liaison de CaM a une cible donnée. Cette étude de I’interaction des complexes
Ca,CaM (n = 0 — 4) sans muter les motifs EF-hands de CaM permet d’éviter de perturber
I’interaction des résidus des motifs EF-hands avec certaines cibles indépendamment de la
liaison du Ca?" (Li et al., 2009b). Cette méthode peut étre utilisée pour prédire 1’interaction de
CaM avec ses cibles en fonction de 1’augmentation de la concentration cytoplasmique en Ca>"

observée suite a une stimulation.
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Utilisation des molécules interagissant avec CaM pour inhiber la liaison

de CaM avec ses cibles

1. ICso de déplacement des peptides liés a CaM par chaque molécule
Nous avons précédemment caractérisé

- Laliaison de CaM a différents CaMBDs rapportés dans la littérature

- Un ensemble de petites molécules interagissant avec CaM et potentiellement capables
d’inhiber la liaison de CaM avec ses cibles, de passer a travers la membrane
plasmique et ayant un effet sur la viabilité cellulaire, i.e. modifiant la signalisation

cellulaire

Nous nous intéressons maintenant a regarder plus en détail quelles sont les interactions CaM —
CaMBD préférentiellement inhibées par chaque petite molécule. Ceci a été réalisé a travers un
essai de polarisation de fluorescence dans des conditions de saturation en Ca?’ et au cours
duquel des concentrations croissantes de molécules interagissant avec CaM ont été ajoutées
sur chaque complexe CaM — CaMBD préformé. Les résultats (valeurs 1Csp) sont présentés en

Annexe IV.

2. Classification des molécules et CaMBDs

Les molécules ont été classées selon les CaMBDs dont la liaison avec CaM a été
préférentiellement inhibée ; ces résultats dépendent a la fois de ’affinité des CaMBDs pour
CaM, de la conformation de CaM en liaison avec un CaMBD, de I’affinité des molécules pour
CaM et de leur accessibilité au site de liaison de CaM en présence du CaMBD. Ce classement
a été effectué avec le logiciel dChip (Figure 60A), logiciel de Windows congut pour la

clusterisation d’expression de génes et de SNPs (single nucleotide polymorphisms).

Les CaMBDs semblent étre déplacés par les molécules chimiques selon le nombre d’ions
Ca?" devant étre liés & CaM pour permettre la formation du complexe CaM — CaMBD : les
CaMBDs liant CaM a partir de 1 Ca®" (groupe P2) voient leur interaction avec CaM inhibée
par des molécules différentes que les CaMBDs nécessitant 3 Ca?" liés a CaM (groupes P1 et

P3) (Figure 60B); les CaMBDs nécessitant 2 Ca®  sont répartis entre ces 2 groupes. La
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liaison & CaM des CaMBDs du groupe P3, représentant les protéines CAP-23/NAP-22, Heat
shock protein 90 (Hsp90), Neuromoduline et dans une moindre mesure le canal potassique
calcium dépendant (SK1), est fortement inhibée par la majeure partie des antagonistes.
D’apres la Figure 59, ces peptides sont ceux ayant les constantes d’interaction avec CaM les
plus faibles en conditions saturantes en Ca2" : ces peptides sont donc plus faiblement liés a
CaM et par conséquent potentiellement plus facilement déplagables par I’ensemble des

antagonistes.

De la méme fagon, les composés peuvent étre répartis en 3 groupes selon les CaMBDs

préférentiellement inhibés (Figure 60C). On observe ainsi :

- Les composés des familles II (Amino alkyl pyridazine and triazine) et III (Biphenyls)
(groupe A2) inhibent préférentiellement les CaMBDs liant les complexes Ca;CaM

- Les composés des familles I (Ethyléne diamine N,N disubstituted) et V (Monocations
et dérivés nipecotates) (groupe Al) inhibent préférentiellement les CaMBDs liant les

complexes CazCaM

- Les composés du groupe A3 ne permettent pas de faire clairement cette distinction
entre les CaMBDs liant Ca;CaM ou Caz;CaM. Ces molécules présentent de faibles
affinités par rapport a I’inhibition des complexes CaM-CaMBDs et ne semblent pas

étre spécifiques de I’inhibition de 1’'une ou I’autre des conformations de CaM
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Figure 60 : Classification des CaMBDs et des molécules interagissant avec CaM selon la capacité (ICsy) de chaque
molécule a inhiber chaque complexe CaM — CaMBD.

A : La classification des molécules et des CaMBDs a été réalisée avec le logiciel dChip, a partir des valeurs ICs, exprimées
en M ; les distances ont été calculées en fonction de la corrélation des valeurs. Les molécules déplagant les CaMBDs avec
une forte ICso (uM) sont marquées en bleu, les molécules déplacant fortement les CaMBDs sont marquées en rouge. La
classification des molécules révele 3 groupes distincts de molécules (A1, A2, A3) et 3 groupes de CaMBDs (P1, P2, P3). B :
Reproduction de I’arbre de classification des CaMBDs avec le nombre du Ca2" nécessaires a la liaison CaM — CaMBD. C :
Reproduction de I’arbre de classification des molécules interagissant avec CaM selon leurs familles chimiques (de 1 a 9).
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On note cependant quelques disparités au sein de ces familles chimiques :

- La molécule LPS 01-12-L-G09 se comporte différemment du reste de la famille I1I
(biphényls) ; ceci s’explique par une structure différente de la plateforme chimique par

rapport aux autres molécules de cette famille.

- TFP et Chlorpromazine sont respectivement trés similaires a Fluphenazine et PCL
09F04 : la Fluphenazine comprend une chaine chloroethylamine supplémentaire par
rapport au TFP et la chlorpromazine comprend un atome de chlore en plus par rapport
a PCL 09F04. Dans les deux cas, ces changements mineurs de structure ont un impact
assez important sur I’affinité de ces molécules pour CaM : la Fluphenazine et PCL
09F04 ont des valeurs de Ki beaucoup plus élevées que leurs « homologues »
respectifs ainsi que des valeurs ECsy de toxicité treés différentes (Annexe II) ; ceci
suggere des interactions différentes des molécules avec CaM et il n’est donc pas
surprenant de voir de grandes différences de CaMBDs inhibés par chacune des
molécules de ces deux couples. Cette observation rejoint I’utilisation des couples de
molécules W5/W7 et W12/W13 retrouvée dans la littérature : les molécules W5 et
W12 ont une affint¢ pour CaM beaucoup plus faible que leurs dérivés chlorés

respectifs, W7 et W13.

Les CaMBDs représentant les domaines 1Q des canaux Cayl.1 et Cay1.2 ne différent que par
4 acides aminés mais leurs déplacements par les molécules utilisées donnent 2 profils tres
différents : la liaison a CaM de Cayl.1 IQ est inhibée par les antagonistes du groupe Al et
celle de Cay2.1 IQ par les antagonistes du groupe A2. Ceci témoigne de la spécificité des
molécules dans leur capacité a inhiber certaines interactions de CaM. Ainsi, nos molécules
interagissant avec CaM sont capables d’inhiber différentiellement 2 peptides de séquences

trés proches ou 2 protéines appartenant a la méme famille.

Cette classification permet de mettre en évidence que certaines molécules interagissant avec
CaM chassent de facon différentielle les différents CaMBDs présentés ici. Ces différences
proviennent non seulement de 1’affinit¢ de CaM pour chaque molécule (Ki) et chaque
CaMBD (ECsp) mais aussi des zones d’interaction de CaM avec ces molécules : toutes les

molécules ne se lient pas au méme endroit, ou du moins ne lient pas les mémes résidus, de
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CaM. Ceci nous permet d’avoir un panel de molécules interagissant avec des conformations
spécifiques de CaM, selon que celle-ci soit liée a des CaMBDs ou protéines reconnaissant

CaM liée a 1, 2 ou 3 Ca?", et sur des domaines différents (Figure 61).

a ¥
Antagoniste Ada Animgoniste A1

Figure 61 : Déplacement des CaMBDs liés a CaM selon I’antagoniste utilisé et la conformation de CaM.

CaM adopte différentes conformations selon le nombre de Ca?" liés ; chacune de ces conformations lui permet d’interagir
avec différents peptides ou protéines. Le déplacement des peptides liés a CaM par différents antagonistes est favorisé pour les
antagonistes pour lesquels le site d’interaction avec CaM est accessible, dépendamment du peptide li¢ a CaM. On peut ainsi
distinguer les antagonistes Al permettant de chasser les peptides 1 et 2a (référencés comme les peptides P2) et les
antagonistes A2 permettant de chasser les peptides 2b et 3 (référencés comme les peptides P1). Les antagonistes A3a ne sont
pas sélectifs et les peptides A3b se lient trés difficilement a tous les complexes CaM-CaMBD ; ces peptides sont référencés
comme les peptides P3. Sur ce schéma, seules les conditions réalisées ont été représentées (notamment vis-a-vis de [Ca?']).
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Perturbation de la signalisation calcique de cellules selon I'état

physiologique de la cellule
1. Mesure de la concentration calcique intracellulaire

1.1. Calcul de la concentration cytoplasmique en calcium

La mesure de la concentration en calcium cytoplasmique s’effectue avec la sonde Indol. La
transformation de ce ratio en [Ca2'] s’effectue aprés calibration du signal obtenu dans chaque
type cellulaire. Briévement, des solutions tamponnées de [Ca?'] connues sont ajoutées sur les
cellules, les cellules sont lysées par la digitonine, le signal obtenu pour chaque solution

tampon est comparé a la courbe théorique Sineo = f([Ca?']) :

Smin + Smax X B X Kd X [Ca2+]

S, =
theo 1+ B x Ky x [Ca?*]

Ou Spnin et Smax représentent respectivement les signaux minimal et maximal obtenus avec des
solutions de 25 mM EGTA et 10 mM CaCl,, B représente le ratio obtenu a 475 nm (sonde
libre de calcium) en conditions libre et saturée de calcium, Kd représente la constante de

dissociation de I’Indo1 pour Ca?" (250 nM en théorie).

L’ajustement de la courbe théorique sur les points expérimentaux permet d’ajuster la valeur

théorique du Kd.

Une fois la calibration effectuée, la transformation des données expérimentales sous forme de

ratio S en [Ca?'] s’effectue selon 1’équation suivante :

S—5.,.;
[Ca?*] = % x K,y x B
max

1.2. Influence de la sonde calcique sur le signal calcium de la cellule

L’un des points importants pour le suivi d’une cinétique mettant en ceuvre une sonde pour
mesurer un signal est de s’assurer d’une part que cette sonde ne dénature pas le signal de la
cellule et d’autre part que ce signal est bien retransmis a travers cette sonde. Nous avons donc
modélisé, de fagon trés simplifiée, une cellule au niveau de la signalisation calcique

cytoplasmique en utilisant les logiciels Cell Designer et Copasi (Figure 62).
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Figure 62 : Influence de la sonde calcique sur le signal calcium et comparaison avec le signal transmis.

A : Schéma des flux de Ca?" simplifiés dans la cellule entre le cytoplasme, le réticulum et le milieu extracellulaire. Les
fléches bleues représentent une entrée de Ca2" dans le cytoplasme via des canaux inductibles, les fléches bleues courbées via
des canaux de fuite, les fléches orange représentent une sortie de Ca>" du cytoplasme via des pompes. La modélisation des
flux de Ca?" entre le cytoplasme et la sonde cytoplasmique Indol est représentée en violet. B : Equations utilisées pour la
modélisation des différents flux ; 1’équation de modélisation de I’équilibre entre 1’Indol libre et I'Indol liée a Ca>" est
encadrée en orange. C: Comparaison de [Ca?’] cytoplasmique «réelle » et des ratios [Indo1-Ca?']/[Indol] pour une
concentration intracellulaire en Indol de 0 a 1 uM et avec Kdp,go1/ca = 250 nM, Konpgeica = 1 pM. Cette comparaison a été
effectuée pour 2 types de signaux calciques : la 1°° ligne du tableau représente un train d’oscillations, la 2° ligne représente
une unique oscillation, ou augmentation transitoire de Ca?".

Nous avons d’autre part déterminé la concentration d’Indol chargée dans nos cellules lors des

différentes expériences réalisées en comparant les valeurs de fluorescence brutes obtenues
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d’une part sur nos cellules et d’autre part avec la sonde Indol sans cellules, de concentration
connue. La quantité de sonde ainsi chargée dans nos cellules oscille entre 0,02 et 0,05 uM, ce
qui est bien inférieur aux quantités utilisées dans la simulation de I’effet de 1’'Indo1 sur le

signal calcium.

D’apres les simulations effectuées avec Virtual Cell, la concentration en Indol présente dans
le cytoplasme a trés peu d’influence sur les signaux « calciques réels » et transmis par
’Indo1. Considérant un signal oscillatoire de Ca?", I’introduction d’Indo1 dans le cytoplasme
modifie treés 1égerement I’amplitude et la fréquence des oscillations : I’amplitude est diminuée
et la fréquence est plus importante ; cet effet est proportionnel a la concentration totale
d’Indol. Cependant, cet effet est trés faible, méme pour une concentration d’Indol de 1 uM ;
le signal S enregistré est d’autre part trés fidéle au signal cytoplasmique. Dans le cas d’une
augmentation transitoire de [Ca2?'] de période assez importante (ici environ 150 sec), la

quantité¢ d’Indol présente dans le cytoplasme n’a aucun effet.
On peut donc considérer que

- I'Indol n’a aucun effet sur des signaux de période assez importante
- Deffet est trés faible sur des oscillations de fréquence moyenne

- le signal fluorescent transmis par 1’Indo est représentatif du signal calcique

intracellulaire

2. Caractérisation des effets des molécules sur I'’homéostasie calcique de

différents types cellulaires

Apres avoir identifié, caractérisé, étudi¢ la capacité a déplacer spécifiquement certaines cibles
de CaM, nous nous sommes attachés a caractériser la capacité des petites molécules

interagissant avec CaM a modifier I’homéostasie calcique de différents types cellulaires.

L’homéostasie calcique est modifiée dans les cellules tumorales (Figure 63A); nous
cherchons ici a identifier des molécules qui nous permettraient de mettre en évidence cette
modification dans des cellules propagatrices de glioblastome. Ces molécules seraient de bons
candidats dans le cadre d’une recherche de marqueurs de 1’état physiologique de ces cellules,

en partie défini par la signalisation et I’homéostasie calciques.
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Les molécules chimiques utilisées sont étrangeres a la cellule et ne peuvent par conséquent
étre définies comme des biomargeurs mais comme révélateurs d’un biomarqueur : 1’ajout des
molécules sur une cellule induit une réponse cellulaire, marqueur de I’état physiologique de
cette cellule. Cependant, par abus de langage et pour des raisons de clarté du discours, nous

utiliserons dans ce chapitre le terme biomarqueur pour définir des molécules d’intérét.

2.1. Modification de I'homéostasie calcique par des molécules interagissant avec

CaM selon le type cellulaire

Les différentes molécules interagissant avec CaM et ayant une valeur de Ki inférieure a
20 uM ont été testées sur des cellules primaires propagatrices de glioblastomes (TGO1, TG10,
TG16, OB1), une lignée issue de glioblastome (U-87MG) et une lignée de type épithélial
(HEK). Des modifications de ’homéostasie calcique sont observées juste apres 1’ajout des

composés et peuvent étre réparties en 4 catégories (Figure 63B) :

- Réponse nulle, type 0 : pas de modification de I’homéostasie calcique

- Réponse permanente, type 1 : on observe une augmentation continue de [Ca?'] jusqu’au

bout de la cinétique (12 min) qui peut éventuellement se stabiliser a une valeur plateau.

- Réponse transitoire, type 2 : on observe un pic d’augmentation de [Ca2'] avant un retour a

1I’équilibre de repos

- Réponse mixte, type 3 : la réponse transitoire est suivie d’une réponse permanente se
traduisant soit par une 2° vague d’augmentation de [Ca>'] soit par une stabilisation du

signal & une valeur supérieure a celle de 1’équilibre de repos
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A C
- [Ca+]l (nM] in resting cell Composés Groupe | TGOL TG10 TG16 OBL _ US7 _ HEK
LPS 02-10-L-A02 Al
i I LPS 02-10-L-A07 Al 1 1 1 1 1 1
104 LPS 02-10-L-C08 Al
- : LPS 02-10-L-C09 Al
_ LPS 02-10-L-D02 Al
" LPS 02-20-L-B03 AL | o 0 0
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LPS 02-20-L-A02 A2 1 1 1 1 1 1
LPS 02-20-L-C02 A2 2
LPS 02-18-L-A02 A2 1 1 1 1 1 1
B LPS 05-01-L-D06 Al 1 1 1 1 1 1
PCL 09EO6 - 685 A3 2 2 2 2 2
ol | i —— PCL O9F04 - 693 A2 2 2 2 2 2 2
R ponse Ao PCL 09GO7 - 706 A | 2 1 2 1
§ nalle 0 j| [ Tewonse PCL10G10- 789 A | o1 1 1 1 1
T | / permanentel PCL 10H04 - 793 A | o1 1 1 1
af i = PCL 11A08 - 807 A3 1 1 1
— — LPS 01-18-L-E03 Al 1 1 1 1 1 1
. . . LPS 01-18-L-E04 Al 1 1 1 1
P B LPS 01-09-L-F11 A2
= { Y Reponse § [ N— PCL 09G06 - 705 Al 1 1 1
= [ transitobne 2 = | | Réponse PCL 09GOS - 708 Al 1 1 1
3l 2 [ mhtes LPS 01-12-L-E04 A2 1 1 1 1 1
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Figure 63 : Types de modification de I’homéostasie calcique observés aprés I’ajout de composés interagissant avec
CaM sur les cellules.

A : Mesure du calcium cytoplasmique dans différentes cellules au repos. B : Aprés addition sur les cellules, on distingue les
composés n’induisant pas de modification de [Ca?"], les composés induisant une augmentation continue de Ca?" tout au long
de la cinétique enregistrée, les composés induisant une augmentation transitoire de Ca2" suivie un retour a I’équilibre et les
composés induisant une réponse de type transitoire immédiatement suivie d’une réponse de type continue. C: Types de
modification de I’homéostasie calcique observés sur 6 types cellulaires selon le composé interagissant avec CaM ajouté sur
les cellules. Les groupes Al, A2, A3 ont été définis au point IV-2 selon les CaMBDs préférentiellement inhibés par chacune
des molécules.

Les résultats présentés dans la Figure 63C montrent que la plupart des réponses observées
sont de type 1 ou 3; les réponses transitoires simples, avec retour de [Ca®'] au niveau
d’équilibre de la cellule, sont beaucoup plus rares. Ceci pourrait expliquer la toxicité observée
pour la quasi-totalité des composés testés en viabilité cellulaire (point II-3.2 page 132) : une
concentration élevée permanente en calcium dans le cytoplasme est toxique pour la cellule qui

entre alors en apoptose, notamment via le relargage du cytochrome C de la mitochondrie.

Les réponses induites dans les différents types cellulaires dépendent de I’ensemble des
calcisomes exprimés dans chacun de ces types cellulaires et de 1’action des molécules
interagissant avec CaM sur 1’activité de certains de ces calcisomes. La comparaison des types
de réponses induites dans les 6 types cellulaires permet déja de mettre en évidence certaines

de ces différences.
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Parmi I’ensemble des composés testés, environ 60 % (19/30) induisent le méme type de
modification de I’homéostasie dans les différents types cellulaires testés. La comparaison de
ces molécules avec leur classification établie d’apres leur capacité a inhiber la liaison de CaM
a différents CaMBDs met en évidence que la totalité (13/13) des molécules inhibant les
complexes CaMBD-CaM formés a forte [Ca'] (peptides P1, antagonistes Al) induisent la
méme réponse quelque soit le type cellulaire alors que ceci n’est observé que pour le tiers
(6/16) des composés inhibant les complexes formés a plus faible [Ca2'] (peptides P2,

antagonistes A2) (Figure 64). On peut donc mettre en évidence 2 catégories d’antagonistes :

- Les antagonistes ne permettant pas de différencier les types cellulaires, i.e. touchant des
calcisomes / voies de signalisation calciques communs aux différentes cellules. Ceci met
¢galement en évidence I’importance de CaM dans la cellule et la conservation de certains
mécanismes ; ces molécules peuvent étre utilisées en tant que marqueurs de calcisomes
communs. Il s’agit principalement des molécules des familles chimiques I (Ethyléne

diamine N,N disubstitués) et V (Monocations et dérivés nipecotates)

- Les antagonistes permettant de mettre en évidence des spécificités selon les cellules, i.e.
touchant des calcisomes / voies de signalisation calciques différentes dans les différents
types cellulaires. Il s’agit principalement des familles chimiques II (Amino alkyl
pyridazines et triazines) et III (Biphenyls). Ces antagonistes sont également la preuve de
la faisabilit¢ de notre étude: I’identification de marqueurs des gCSCs basés sur

I’utilisation d’antagonistes de CaM est possible.
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Figure 64 : Comparaison des modifications de I’homéostasie calcique induites par des antagonistes de CaM selon les
CaMBDs ciblés.

L’utilisation d’antagonistes des groupes Al et A2 permet d’inhiber préférentiellement des CaMBDs liant respectivement
Ca,CaM, Ca;CaM et Ca;CaM, Ca,CaM. Les antagonistes du groupe Al induisent une méme modification de I’homéostasie
calcique sur les différents types cellulaires testés (TGO1, TG10, TG16, OB1, U-87 MG et HEK) ; certains antagonistes du
groupe A2 induisent également une méme modification de I’homéostasie calcique dans les différentes cellules alors que
d’autres (environ 60 %) induisent une modification de 1I’homéostasie calcique différente selon le type cellulaire considéré.

La comparaison des modifications de 1’homéostasie calcique observées suite a 1’ajout des
antagonistes A2 permet de mettre en évidence des molécules induisant une réponse spécifique

d’une ou plusieurs cellules (Tableau 7):

LS OF =15 L-HDE
LPS 0R-12-L-E0
TG
M PCL10G10
PCL 10H04
LIPS O02-03-L-D03
081 PLL 09 D
TG16 LPS 02-20-L-C02
1616 & LU-57 MG LFS01-16-L-B10
TGO, TGIO & DBL f TG16, U-BT MG & HEK PCL 1403
TGO01 & TG16 f TG10 & OB1 f U-BFMG & HEX | PCL 0SGOT

Tableau 7 : Molécules induisant une modification de I’homéostasie spécifique d’un type cellulaire donné
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Cependant, mis a part la molécule PCL 09G07 qui induit une réponse cellulaire différente
dans les cellules U-87 MG et HEK par rapport aux cellules TGO1 et TG16 d’une part et TG10
et OB1 d’autre part, la seule observation des types de modification calciques induites par les
antagonistes de CaM ne suffit pas & mettre en évidence 1’état physiologique particulier des

cellules propagatrices de glioblastome.

2.2. Classification en différents groupes d’ECso

Une valeur d’ECs est déterminée pour chaque molécule et pour chaque type de réponse
induite a partir des courbes dose-réponses : une valeur est déterminée pour le signal transitoire
(on considére le maximum de [Ca?'] obtenue) et une valeur pour le signal permanent (on
considére la valeur du plateau ou la valeur maximale de [Ca2'] obtenue) ; on obtient ainsi une
valeur pour les réponses de type 1 et 2 et deux valeurs pour les réponses de type 3. Les

valeurs ECs sont déterminées a partir de 1’équation suivante :

e - 1 0 [Ca** o +[Ca** 1 X (g X [compound])"
a”" ltheo = compoun =

1
1+ (Wso X [compound])™

Ou [Ca?']y représente la valeur de [Ca?'] avant I’ajout des composés, [Ca?']; la valeur
maximale de [Ca2"] obtenue, n le nombre de Hill. L’ensemble des valeurs ECs, obtenues pour

les réponses transitoires et permanentes est présenté en Annexe V.

Ces valeurs sont ensuite comparées aux valeurs de Ki obtenues pour chaque molécule sur la

CaM purifiée.

2.2.1. Spécificité d’'interaction des molécules avec CaM dans la cellule ?

Pour chaque famille chimique de molécules, la comparaison ECsy / Ki permet de caractériser
la spécificité d’interaction des molécules avec CaM dans la cellule : dans une méme famille
chimique et pour des molécules ayant des propriétés physico-chimiques similaires, une
corrélation entre I’ensemble des valeurs d’ECsy et de Ki montre que soit ces molécules
interagissent spécifiquement avec CaM dans la cellule soit que les interactions non
spécifiques se font exactement avec les mémes cibles cellulaires. Dans le cas contraire, si une

molécule ne présente pas la méme relation de proportionnalité entre ses valeurs d’ECs et de
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Ki, soit cette molécule ne se lie pas a CaM de fagon spécifique dans la cellule, soit ce n’est
pas le motif caractéristique de la famille chimique qui se lie a CaM mais un autre motif, soit

la molécule peut se lier a CaM au niveau de plusieurs sites.

Cette comparaison a pu étre faite avec les réponses transitoires induites par les molécules de
la famille I et les réponses permanentes induites par les molécules des familles I et I (Figure
65). Sur les 3 séries de graphes présentés, la plupart des molécules montrent un méme rapport
ECso / Ki ; cette méme proportionnalité serait difficile a obtenir si ces molécules liaient une
autre cible cellulaire. On peut donc considérer que la valeur constante du rapport ECs / Ki est
due d’une part a la spécificité d’interaction des molécules avec CaM dans la cellule et d’autre
part a l'interaction de ces molécules avec les mémes résidus de CaM, permettant ainsi

d’inhiber la liaison de CaM aux mémes protéines.
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Figure 65: Comparaison des valeurs d’ECs, et de Ki obtenues dans chaque type cellulaire par différents composés
selon leur famille chimique et le type de réponse induite.
Les valeurs de Ki indiquées pour chaque molécule sont les valeurs obtenues pour la liaison des molécules a CaM en
compétition avec la sonde S1.

Comme indiqué au point précédent, les molécules de la famille I induisent toutes les mémes

types de modification de I’homéostasie calcique dans les différentes cellules. Cependant, la

comparaison des valeurs d’ECsy obtenues pour les réponses transitoires et permanentes laisse

apparaitre quelques différences. La famille II est beaucoup moins homogene que la famille I
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dans les réponses induites a la fois par I’ensemble des molécules mais aussi sur les différentes
cellules ; cependant la corrélation des valeurs d’ECs, des réponses permanentes et des valeurs
de Ki montre globalement la spécificité de I’interaction de ces molécules avec CaM dans la

cellule.

Les molécules LPS 02-20-L-B05 et LPS 02-20-L-C04 ont un comportement différent dans
les cellules TGO1, TG10, TG16 et OBI1 : la réponse transitoire est différemment modulée
dans les cellules propagatrices de glioblastome et refléte un panel différent de protéine(s) dont
la liaison avec CaM a été inhibée. Une autre explication pourrait étre la présence d’une
protéine, interagissant avec ces molécules et agissant sur 1’entrée et la sortie de calcium,
présente uniquement dans ces cellules. Ces 2 molécules sont donc de bons candidats en tant
que marqueurs de 1’état physiologique des gCSCs. De la méme fagon les molécules LPS 02-
10-L-A07, LPS 02-10-L-C09, LPS 01-18-L-B10 et LPS 02-20-L-C02 ont un comportement
différent respectivement dans les cellules TG10 et HEK, U-87 MG, TG10 et TG10, et sous-

entendent donc des différences de calciprotéines ou calcicomes entre les différentes cellules.

La comparaison des activités cellulaires d’un ensemble d’antagonistes de CaM de méme
famille chimique avec leurs activités respectives sur la protéine isolée permet donc de mettre

en évidence que :

- La majorité des antagonistes sélectionnés interagit avec les mémes cibles cellulaires

- Des composés n’interagissent pas de facon spécifique avec CaM ou n’inhibent pas la
liaison de CaM avec les mémes calciprotéines que les autres antagonistes mais ont un

méme comportement dans différents types cellulaires

- Des composés ne se comportent pas de la méme facon que les autres composés de la
méme famille chimique dans certains types cellulaires seulement. Ces composés
permettent de mettre en évidence une expression différentielle de composants de la
signalisation calcique et peuvent étre utilisés en tant que marqueurs d’un ou plusieurs

types cellulaires
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2.2.2. Différences de comportement des molécules selon les types cellulaires

La comparaison des effets induits par des molécules d’une méme famille chimique n’est
possible qu’avec les familles comptant un nombre minimal de composants. Afin de pouvoir
exploiter les résultats de 1’ensemble des molécules, nous avons comparé les valeurs ECsg
obtenues pour chaque type cellulaire d’une part pour les réponses transitoires et d’autre part

pour les réponses continues, aux valeurs Ki.
Dans chaque cas, 3 principaux groupes de molécules ont pu étre identifiés (Annexe VI):

- Groupe 1: basé sur le rapport ECsy / Ki obtenu pour la majorit¢ des molécules de la

famille I

- Groupe 2 : basé sur le rapport ECsy / Ki obtenu pour la majorit¢ des molécules de la

famille II. Ce groupe a des valeurs relatives d’ECs plus faibles que le groupe 1

- Groupe 3 : molécules dont les valeurs ECs, sont plus élevées que celles du groupe 1

La comparaison de la répartition des molécules montre que, pour la plupart d’entre elles, il
n’y a pas de changement de groupe entre les réponses transitoire et permanente (Tableau 8) :
les molécules se comportant de fagon similaire aux molécules de la famille I, de la famille II
ou autrement pour la réponse transitoire, se comportent respectivement comme les molécules
de la famille I, de la famille II ou autrement pour la réponse permanente. On observe toutefois

une différence globale pour les molécules PCL 09G07 et PCL 11A08.
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Réponses Transitoires Réponses Permanentes
TGOl TG10 TG16 OB1 U87 HEK |TGO1 TG10 TG16 OB1 U87 HEK
LPS 02-10-L-A02 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
LPS 02-10-L-A07 1 1 1
LPS 02-10-L-C08 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
LPS 02-10-L-C09 1 1 1 1 1 1
LPS 02-10-L-D02 1 1 1 1
LPS 02-20-L-B03
LPS 02-20-L-B05
LPS 02-20-L-C04 1 1 1 1
LPS 01-15-L-H06
LPS01-18-L-B10 1
LPS 02-03-L-D03 2 1 1
LPS 02-20-L-A02
LPS 02-20-L-C02 2 2 2 2
LPS 02-10-L-F11 2
LPS02-17-L-H11
LPS 02-18-L-A02 1 1 1 1
LPS 05-01-L-D06
PCL 10F08 - 777
PCL 09E06 - 685 1 1 1 1
PCL 09F04 - 693 2 2 2 2
PCL 09G07 - 706 2 2
PCL 10G10 - 789
PCL 10H04 - 793
PCL 11A08 - 807 1
LPS 01-12-L-G09
LPS 01-18-L-E03
LPS 01-18-L-E04 1 2 2 2 2 2 2
LPS 02-23-L-D05
LPS 01-09-L-F11 1 1 1 1 1 1 1 2 2 1 2 2
PCL 09G06 - 705 1
PCL 09G09 - 708
LPS01-12-L-E04 1 2 1 1 2 1
LPS 02-23-L-G10 2 2 2 2
PCL 11A11-810 2 2 2 2
PCL 11HO09 - 878
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Tableau 8: Répartition des molécules selon les groupes d’ECs, pour les réponses transitoire et permanente dans les
différents types cellulaires.

Les numéros correspondent aux groupes précédemment définis d’apres I’Annexe VI. Les couleurs des composés soulignent
les différentes familles chimiques.

On releve également des molécules qui changent de groupe entre les réponses transitoire et
permanente pour un nombre plus restreint de types cellulaires (Tableau 9). Le changement de
groupe d’ECsy d’une molécule entre 2 types cellulaires refléte un changement de la cinétique
d’action de la molécule. Ce changement est potentiellement causé¢ par une altération des
niveaux d’expression des protéines dont la liaison a CaM est inhibée ou par la présence de
protéines indépendantes de la régulation de ’homéostasie calcique et liant cette molécule ou
par des protéines différentes interagissant avec CaM. Si ce changement de cinétique d’action
est observé uniquement pour I'un des deux types de réponses, on peut écarter 1’idée d’une

protéine « parasite » interagissant avec la molécule.
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LPS 02-20-L-BO5 | TGO1, TG10, TG16, OB1
LPS 01-09-L-F11 | TG10, TG16, U-87 MG, HEK
LPS 02-10-L-A07 | TGO1, HEK

LPS 02-20-L-C04 | TGO1, TG10

LPS 01-18-L-B10 | TG10, TG16

LPS 02-03-L-D03 | TGO1, TG16

LPS 01-12-L-EO4 | TGO1, OB1

PCL 10G10 U-87 MG

PCL O9EO6 HEK

Tableau 9 : Molécules ayant un comportement différent dans un nombre restreint de types cellulaires
Ces molécules appartiennent a un groupe d’ECs, pour la réponse transitoire et a un autre groupe pour la réponse permanente
pour quelques types cellulaires.

Toutes ces molécules pourraient étre utilisées comme marqueurs de 1’état physiologique de
cellules spécifiques. Parmi elles, la molécule LLPS 02-20-L-B05 semble, sur le panel de
cellules testées ici, spécifique des cellules propagatrices de glioblastome, TGO1, TG10, TG16
et OBI.

La plupart des molécules appartenant au groupe 1 d’ECs fait partie des molécules inhibant la
liaison de CaM aux peptides P2 définis au point IV-2 ; de la méme fagon, les molécules
inhibant la liaison de CaM aux peptides P1 font majoritairement partie du groupe 2 d’ECsy.
Ceci témoigne de la spécificité d’interaction des molécules avec CaM dans la cellule : la
répartition des molécules chimiques dans les 2 premiers groupes d’ECsy correspond
globalement a I’inhibition de la régulation CaM dépendante de structures reconnaissant une
conformation particuliére de CaM. Les molécules du groupe 3 semblent €tre moins actives
que les autres molécules. On peut émettre plusieurs hypotheses : soit une protéine dont la
liaison avec CaM est inhibée par ces molécules est présente en quantité plus importante dans
la cellule, soit la conformation globale des protéines permet de maintenir la liaison du
CaMBD avec CaM malgré la présence de 1’inhibiteur, soit la molécule interagit avec d’autres

protéines intracellulaires.
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Conclusion

Le pronostic des patients atteints de glioblastome est trés sombre du fait de la présence de
cellules propagatrices de la tumeur peu sensibles aux thérapies actuelles. Il est donc
primordial d’étudier ces cellules attentivement afin de mettre au point de nouvelles thérapies
capables de les ¢liminer. La stratégie abordée dans ce chapitre consiste a identifier des
marqueurs de la signalisation calcique de ces cellules permettant de modifier de fagon
différentielle I’homéostasie calcique des gCSCs. Comme nous 1’avons abordé en introduction
de ce chapitre, nous n’appliquons pas le terme marqueur a un élément intracellulaire mais a la

molécule chimique permettant de mettre en évidence cet ¢lément.

En effet, la signalisation calcique est modifiée dans les cellules cancéreuses et en particulier
dans nos cellules (Figure 63). Sachant que la Calmoduline est I’une des protéines les plus
importantes de la signalisation calcique, nous avons dans un premier temps cherché a
identifier et caractériser des molécules chimiques interagissant avec CaM afin d’avoir a notre
disposition une panoplie de molécules nous permettant d’explorer différentes régions de CaM
dans sa liaison avec ses cibles. Dans cette approche, il nous a semblé important d’identifier
des sets de molécules regroupées en familles chimiques afin de pouvoir faire une
pharmacologie fine de CaM. Cette stratégie a ét¢ appliquée des le début des années 80 avec
I’utilisation de couples de molécules, W5 / W7 et W12 / W13, utilisés pour différencier les
effets de ces composés dépendants de CaM des effets indépendants (Hidaka et al., 1981).

Nous avons mis en évidence que ces molécules peuvent inhiber de facon différentielle la
liaison de CaM a ses cibles. Cette inhibition est par ailleurs trés sensible aux différents types
d’interactions que CaM peut avoir avec ses cibles. Ceci nous a également permis de
démontrer que CaM interagit dans la cellule de fagon [Ca?'] dépendante ; par conséquent une
modification de la signalisation calcique résultant en un mauvais encodage d’un stimulus
engendrerait différentes conformations de CaM et I’activation d’un panel tout a fait différent

de ses cibles.

Enfin, nous avons montré que ces molécules induisent in cell différentes modifications de
I’homéostasie calcique. Ces modifications dépendent pour la plus grande partie de 1’inhibition
différentielle de la liaison de CaM a certaines de ces cibles. De plus, les signaux calciques

générés (ou les valeurs ECsg) par certaines de ces molécules sont différents : ces molécules
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mettent en évidence des interactions CaM — calcisomes différentes dans les différents types
cellulaires. Ce sont donc de bons candidats comme marqueurs (ou révélateurs de marqueurs)

d’un état physiologique donné. Nous avons notamment pu identifier les molécules suivantes :

- PCL 09G07 induit une réponse transitoire ou permanente dans les cellules propagatrices
de glioblastomes et une réponse mixte dans les cellules HEK et U-87 MG ; les 3 groupes

de cellules ainsi mis en évidence correspondraient a 3 sous-ensembles de calcisomes.

- LPS 02-20-L-B05 a une valeur d’ECs de réponse transitoire plus élevée dans les cellules
propagatrices de glioblastome par rapport aux autres molécules de la méme famille
chimique et par rapport aux cellules HEK et U-87 MG ; cette molécule met en évidence
une modification des calcisomes. De plus, I’absence de différence intercellulaire notable
induite par les autres composés de la famille des éthylene diamine N,N disubstitués met
en évidence la nécessité de réguler trés finement 1’interaction de CaM avec ses cibles pour
identifier des molécules ayant une action spécifique dans les gCSCs et pour
éventuellement pouvoir utiliser ces molécules comme sensibilisateurs des gCSCs aux

traitements anticancéreux.

Comme nous l’avons vu en premiere partie de ce chapitre, le systeme calcique est
omniprésent dans la cellule et les interactions des différents composants entre eux sont
complexes. A ceci s’ajoute la variabilité spatio-temporelle de I’expression des éléments du
calcium toolkit et leur assemblage en diverses combinaisons de calcisomes. La prise en
compte de I’ensemble de ces parameétres n’est donc possible que dans un mod¢le cellulaire,
modele dans lequel de nombreuses inconnues participent a la réponse générée suite a
I’application d’un stimulus. Note travail en plusieurs étapes, a partir d’études visant a
caractériser 1) I’interaction de CaM avec ses inhibiteurs selon leur famille chimique, ii)
I’interaction de CaM avec quelques unes de ses cibles, iii) I’effet des inhibiteurs de CaM sur
des complexes CaM — cible et enfin iv) I’effet des inhibiteurs sur un systéme cellulaire total,
nous a permis de nous assurer de la spécificité d’interaction des familles de molécules
chimiques identifiées comme inhibiteurs de CaM (a I’exception de quelques molécules),
d’obtenir une panoplie de molécules bloquant différentes conformations de CaM et inhibant

de facon différentielle la modulation de I’activité de certaines cibles de CaM dans le but de
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caractériser 1’écosystéme calcique d’une cellule donnée. Malgré ces efforts, nous n’avons pu

échapper a quelques approximations dans notre travail.

En effet, lorsque nous rapportons la caractérisation de I’interaction de CaM avec les
molécules identifiées lors du criblage ou avec des CaMBDs, nous n’avons pris en compte ni
les interactions ioniques que CaM peut faire dans la cellule, et notamment avec Mg?", ni la

place que peuvent prendre les molécules d’H,O autour des différentes conformations de CaM.

D’autre part, la littérature nous montre que la liaison de CaM a ses cibles peut étre résumée a
la liaison de CaM a un peptide d’une vingtaine d’acides aminés, le CaMBD (point 1-3.3.2,
page 112); nous nous sommes donc basés sur ces CaMBDs pour caractériser la liaison de
CaM avec ses cibles. Cependant, ceci ne prend pas en compte les possibles interactions entre
CaM et d’autres parties des protéines cibles, notamment au niveau de 1’accessibilité de CaM

au CaMBD.

Ensuite, I’étude de I’inhibition de la liaison des CaMBDs a CaM par des antagonistes a été
effectuée en solution aqueuse, ne reflétant pas les conditions cellulaires et notamment les
conditions retrouvées a proximité de la membrane plasmique. D’autre part, tous nos composés
n’ont pas la méme hydrophobicité et ne diffusent donc pas de la méme fagon dans la cellule :

certains domaines subcellulaires ne sont atteints que par certaines de ces molécules.

Enfin, I’assemblage des calciprotéines en calcisomes dans la cellule n’a pas été pris en
compte : la modification de I’activité d’une de ces protéines engendre la modification de
I’activité de I’ensemble du calcisome ; on observe alors un effet « additif » de 1’action des

antagonistes de CaM.

Malgré ces inconvénients, nous avons pu montrer la possible utilisation de ces molécules en
tant que marqueurs de I’ensemble du systéme calcique d’une cellule, i.e. de I’état
physiologique d’une cellule donnée, et en particulier de cellules propagatrices de

glioblastomes pour lesquelles la molécule LPS 02-20-L-B05 est un bon candidat.
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L’utilisation d’inhibiteurs de CaM comme traitements anticancéreux est rapportée dans la
littérature (Mayur et al., 2006b; Shim et al., 2007b; Shin et al., 2006). Ces molécules
interagissant avec CaM sont en général peu caractérisées, seule la liaison a CaM est
démontrée ainsi que les propriétés anti-prolifératives, anti-angiogéniques ou anti-MDR (multi
drug resistance). Cependant, comme nous ’avons vu dans ce chapitre et découlant du role
central de CaM dans la signalisation calcique, une méme molécule interagissant avec CaM
inhibe rarement une seule cible de CaM et les effets rapportés sont souvent communs a
plusieurs types cellulaires. Il est donc primordial, dans un but thérapeutique, d’identifier des

molécules marqueurs de 1’état physiologique des cellules ciblées dans chaque étude.

L’EGFR (epidermal growth facor receptor) joue un réle important dans la cancérisation a
travers sa surexpression ou ses mutations dans les cellules tumorales (Sibilia et al., 2007).
L’activité¢ de ’EGFR passe par une régulation a la fois par des kinases dépendantes de CaM et
par CaM (Dagher et al., 2010; Sanchez-Gonzalez et al., 2010) et 'utilisation d’inhibiteurs de
CaM permet de diminuer 1’affinité du récepteur pour son ligand (Bodine and Tupper, 1984) ;
I’utilisation d’antagonistes spécifiques de CaM et ciblant la liaison de CaM a ’EGFR peut

donc étre une approche dans la cadre d’une chimiothérapie.

D’autre part, I’utilisation d’antagonistes de CaM en synergie avec des anti-cancéreux permet
de potentialiser la réponse cellulaire dans le cadre d’une chimiothérapie. Il a ainsi été montré
il y a presque 10 ans, que ['utilisation des antagonistes TFP ou W7 permet d’augmenter
I’activité inhibitrice de CaM du Tamoxiféne, traditionnellement prescrit dans le traitement du
cancer du sein ; I’utilisation de ces deux molécules en synergie permet d’induire une apoptose
plus rapide et plus efficace par des antagonistes de CaM non cytotoxiques (Frankfurt et al.,

1995).

Cette potentialisation a également été testée dans des cellules de cancer du sein ayant
développé une résistance multiple aux molécules chimiques, phénotype que nous retrouvons
dans les cellules propagatrices de glioblastomes. Il a ainsi ét¢é montré que l’utilisation d’un
antagoniste de CaM inhibant a la fois le role de CaM dans la progression du cycle cellulaire et
I’activité des P-glycoprotéines, protéines d’afflux responsables du phénotype de résistance
multiple aux agents chimiques, potentialise [’effet anti-tumoral de la Doxorubicine

classiquement utilisée (Liu et al., 2010a).

161



Chapitre 2 : Recherche de marqueurs de I'état physiologique des gCSCs
a travers la signalisation calcique

L’utilisation d’antagonistes de CaM est donc une voie qui peut étre ciblée dans de nouvelles
thérapies ; a ce jour, I’absence de spécificité des inhibiteurs connus de CaM limite son
utilisation a quelques cas. Notre étude peut permettre de sélectionner des composés a utiliser
en synergie avec le Témozolomide, agent chimiothérapeutique de référence dans le traitement

des glioblastomes
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I. Introduction

1. Les protéines membranaires: interface entre les milieux intra- et

extracellulaire

Les protéines de la membrane plasmique sont les premiers senseurs des modifications du
microenvironnement et sont impliquées dans des fonctions biologiques telles que la
signalisation intra- et extracellulaire, le transport d’ions et de molécules spécifiques ou encore
les interactions cellule—cellule et cellule—matrice (Figure 30). Les protéines associées a la
membrane peuvent étre liées de fagon permanente ou transitoire a la membrane plasmique
(Escriba et al., 2008). Ces protéines sont des initiateurs ou médiateurs de changements
phénotypiques associés a la transformation maligne d’une cellule, incluant la prolifération,
I’adhésion, la migration et faisant de ces protéines des objets centraux dans divers processus
biologiques ainsi que des cibles potentielles de médicaments (Dorsam and Gutkind, 2007,
Gschwind et al., 2004). L’altération des niveaux d’expression de protéines de la membrane
plasmique peut passer par une surexpression de récepteurs contribuant a la croissance
cellulaire et activés par des ligands circulant dans le microenvironnement ou encore par une
sous expression de molécules d’adhésion permettant aux cellules de se détacher de la masse
tumorale et de migrer; la neutralisation de certaines de ces protéines par I’utilisation
d’anticorps ou d’inhibiteurs chimiques a permis d’augmenter la survie de certains patients
(Swanton et al., 2006) et de bloquer la progression tumorale dans le cas de xénogreffes de

glioblastomes (Fan et al., 2010).

1.1. Protéines membranaires et métastases

L’une des étapes nécessaires a la formation de métastases est le détachement de cellules de la
masse tumorale, leur invasion du tissu matriciel et leur migration a des sites distants ou elles
peuvent induire 1’angiogenése et se multiplier pour former des tumeurs secondaires (Encart
6). Le processus métastatique dépend en grande partie des interactions entre les protéines de
la membrane plasmique des cellules tumorales et les protéines du microenvironnement ;
I’altération de 1’expression de certaines protéines de la membrane plasmique permet aux

cellules métastatiques de se lier plus fortement a des protéines spécifiques de la matrice
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extracellulaire dont les laminines, collagénes, protéoglycanes (Chambers et al., 2002). Cette
interaction active des cascades de signalisation intracellulaires, régulant 1’expression de
genes, 1’organisation du cytosquelette, 1’adhésion cellulaire, les mécanismes de survie et la
dégradation de la matrice extracellulaire par des enzymes spécifiques telles que les
métalloprotéinases et le plasminogéne de type urokinase. L’ensemble de ces changements
permet a la cellule tumorale d’acquérir des propriétés d’invasivité, de migration et de survivre

dans différents microenvironnements (explicités dans le Chapitre 1).

Encart 6 : Formation de métastases

Les métastases permettent I’expansion de la tumeur & partir d’un site primaire vers des organes
distants. Dans le cas des glioblastomes la formation des métastases reste localisée dans le cerveau :
seuls 8 cas de métastases dans d’autres organes ont été rapportés dans la littérature (Armstrong et al.,
2011). Ce trés faible pourcentage de formation de métastases dans d’autres régions de I’organisme
pourrait étre expliqué par i) D’incapacit¢ pour les cellules tumorales de survivre dans un
environnement différent de celui du cerveau, ii) des barriéres physiques limitant 1’expansion de la
tumeur, iii) le décés prématuré des patients des suites de la tumeur cérébrale. Que les métastases
soient présentes dans d’autres organes ou non, le diagnostic de la tumeur avant leur formation ou

I’inhibition de leur formation sont cruciaux dans la réponse au traitement.

La formation de métastases s’effectue en plusieurs étapes. Les cellules tumorales doivent
promouvoir I’angiogenése pour supporter leurs besoins métaboliques ; la formation de nouveaux
vaisseaux sanguins est €galement une voie migratoire permettant aux cellules d’entrer dans le
systéme circulatoire (intravasation). Les cellules tumorales doivent survivre dans la circulation
sanguine ou lymphatique jusqu’a leur établissement dans un organe (extravasation) ou elles doivent
étre capables d’initier et de maintenir la croissance tumorale pour former des micrométastases
préangiogéniques ; cette croissance peut étre supportée par le développement de nouveaux

vaisseaux sanguins pour permettre la formation d’une tumeur macroscopique (Figure 66).

La formation de métastases peut s’effectuer bien apres I’éradication de la tumeur primaire comme
cela a été observé dans le cancer du sein ou les mélanomes (Karrison et al., 1999). La dormance est
difficilement observable expérimentalement mais le groupe de Folkman a montré 1’existence de
micrométastases pré-angiogéniques ou la division cellulaire est compensée par I’apoptose induite par
I’absence de vascularisation ; 1’état de dormance apparent cesse lorsque les métastases sont capables
d’induire une angiogenése (Holmgren et al., 1995). La dormance peut également étre due a la
présence de cellules isolées incapables d’entrer dans le cycle cellulaire mais n’ayant pas perdu leur
potentiel tumorigénique lorsqu’elles sont réinjectées dans I’organe tumoral primaire (Naumov et al.,

2002), i.e. suite a une modification du microenvironnement.
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Des cellules capables d’acquérir des propriétés mésenchymateuses a travers une EMT (Encart 2) ont
¢été identifiées dans de nombreux cancers ; parmi les propriétés acquises, on compte la capacité
d’invasivité des tissus environnants, la dissémination systémique a des sites distants ainsi que
I’acquisition d’un phénotype de cellules souches (Mani et al., 2008). Cette observation suggere que
les CSCs seraient a ’origine des métastases (Chapitre 1 point 11-2.4).

La modélisation du processus métastatique a permis de mettre en évidence certaines interactions
moléculaires clés. Cette modélisation est effectuée par injection dans un modele animal de cellules
tumorales soit de fagon orthotopique (modéle métastatique spontané) soit directement dans la
circulation sanguine (modele métastatique expérimental) (Fidler, 1991; Welch, 1997). Le couplage
de ces modélisations avec I’utilisation d’inhibiteurs divers et de la microscopie ont permis de mettre
en évidence le role des métalloprotéinases (MMPs) en particulier au niveau de 1’extravasation et de
la croissance des cellules dans des organes distants (Chambers and Matrisian, 1997). Le récepteur
CXCR4 joue également un role important dans le processus métastatique en sensibilisant les CSCs
au gradient chimiotactique de SDF-1 exprimé par plusieurs organes cibles des métastases (Gassmann
et al., 2009) ; d’autres chimiokines agissent également sur la voie RAS/MAPK. L’EGFR permet
aux cellules métastatiques de répondre au facteur de croissance TGF-a (Radinsky et al., 1995). La
recherche de geénes suppresseurs de métastases, inhibant la formation de métastases mais pas la
tumorigénicité au site primaire, a permis de mettre en évidence 6 génes (NMEI, KAIl, KiSS1,
BrMS1, MKK4, Maspin) ; leurs mécanismes d’action ne sont pas ou peu identifiés mais ils
interviennent dans la régulation de I’initiation et du maintien de la croissance des cellules tumorales
aux sites secondaires (Yoshida et al., 2000). D’autre part, le microenvironnement dans lequel
s’établissent les métastases influence le phénotype de ces cellules et la réponse a la chimiothérapie
(Dalton, 1999).
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1.2. Protéines membranaires et signalisation intracellulaire

La phosphorylation des résidus d’acides aminés tyrosine, sérine et thréonine est une
modification post transcriptionnelle réversible des protéines entrant dans la régulation de
voies de signalisation intracellulaires et le contréle de processus biologiques. Cette
phosphorylation est strictement régulée par un équilibre entre 1’activité des protéines kinases
et phophatases. Le taux de protéines phosphorylées dans la cellule & un instant donné est
faible : la phosphorylation est une modification transitoire des protéines permettant a la
cellule de répondre a des changements de son environnement en activant des voies de
signalisation par phosphorylation / déphosphorylation (Thingholm et al., 2009); une

phosphorylation anormale des protéines a été reliée a de nombreuses maladies dont le cancer.

Les tyrosine kinases font partie des oncogénes connus les plus importants. Les récepteurs
tyrosine kinase (RTKs) sont localisés au niveau de la membrane plasmique et lient des
peptides circulants tels que EGF (epidermal growth factor), PDGF (platelet-derived growth
factor), FGF (fibroblast growth factor), I’insuline et ILGF (insulin-like growth factor). Suite a
a liaison de son ligand respectif, le RTK dimérise et s’autophosphoryle, induisant la
phosphorylation de résidus tyrosines d’autres protéines (Schlessinger, 2000) dans des voies de
signalisation favorisant généralement la croissance cellulaire (Chapitre 1, point I-1.3). Dans le
cadre de traitements administrés aux patientes atteintes d’un cancer du sein, plusieurs
médicaments ciblent des RTKs tels que I’EGFR (Capdevila et al., 2009) ou HER-2 (Scaltriti
et al., 2009).

1.3. Protéines membranaires et biomarqueurs

Les protéines membranaires peuvent étre utilisées comme biomarqueurs dans la détection
précoce des tumeurs. Dans certains cancers, des tests sanguins permettent de révéler la
présence d’antigeénes circulants associés a la tumeur tels que la PSA (prostate-specific
antigen), le CEA (carcinoembryonic antigen) et CD44 dans les tumeurs du sein, du colon, de
la téte et du cou (Mayer et al., 2008) ; cependant, ces essais ne permettent pas de détecter des
molécules spécifiques et exclusives de la tumeur associée, ce qui limite leur utilisation et leur
fiabilité. D’autre part, des problémes techniques limitent I’analyse du protéome complet du

plasma sanguin (Hanash et al., 2008). L’émission de microvésicules par les cellules tumorales
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(Chapitre 1, point 11-4.2.2) dans le sang ou I’urine offre une importante opportunité d’accéder
de maniere non invasive et non biaisée (hétérogénéité tumorale régionale) a 1’information
biologique des cellules dont elles sont issues (Al-Nedawi et al., 2008). Ces microvésicules
sont facilement accessibles pour une caractérisation moléculaire et fonctionnelle et leur
analyse dans le systéme sanguin de souris ayant subi une xénogreffe de glioblastome humain
a permis de mettre en évidence la présence de 1’oncogéne EGFRyy; exprimé seulement par
une petite fraction de cellules tumorales (Al-Nedawi et al., 2008; Biernat et al., 2004). Cette
approche est explorée pour la mise en évidence de biomarqueurs associés au cancer de la

prostate (Duijvesz et al., 2011).

Les protéines membranaires peuvent également éEtre utilisées comme marqueurs de
pronostic ou de prédiction du bénéfice d’un traitement. Dans le cas du cancer du sein, la
mesure de I’expression du récepteur a I’oestradiol par immunohistochimie permet de prédire
la réponse aux traitements endocriniens adjuvants associés au Tamoxifene (Knoop et al.,
2001) (30 % des patientes traitées par le Tamoxifene ont une rechute de la tumeur dans les 15
ans). L’identification d’un marqueur de pronostic permettrait dans ce cas de déterminer les
patientes auxquelles administrer un traitement endocrinien et les patientes auxquelles il
faudrait ajouter une chimiothérapie. Dans ce cadre, une équipe a identifi¢ un ensemble de 47
protéines montrant une expression différentielle entre des patientes résistantes au Tamoxifene
ou non, parmi lesquelles quelques protéines membranaires dont un inducteur de
métalloprotéinases de la matrice extracellulaire ; cette protéine a été validée comme étant

surexprimée dans les tumeurs résistant a la thérapie (Umar et al., 2009).

Depuis quelques années, la compréhension des mécanismes moléculaires de la tumorigénicité
des glioblastomes est au cceur des préoccupations a travers des études génomiques et
transcriptomiques. Certains clusters d’expression de geénes et de miRNAs ont ainsi permis de
subdiviser les glioblastomes en plusieurs groupes, reflétant 1’agressivité de la tumeur et étant
corrélés a la survie des patients (Kim et al., 2011a; Phillips et al., 2006; Verhaak et al., 2010)
(Chaitre 1, point I-1.4.2). De la méme fagon, certains groupes se sont intéressés aux propriétés
des gCSCs en essayant de les caractériser au niveau génomique, transcriptomique et
moléculaire (Beier et al., 2007; Gonzalez-Gomez et al., 2011; Patru et al., 2010; Silber et al.,
2009).
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En 2001, le groupe de Sonnhammer a décrit un modele de prédiction des hélices
transmembranaires des protéines (modele TMHMM), permettant ainsi de déterminer les
protéines intégrées a la membrane plasmique dans plusieurs génomes. Ce modele a ainsi
permis de déterminer que 30 % des génes du génome humain codent pour des protéines
membranaires (Krogh et al., 2001). Aujourd’hui, un travail initié entre la Ligue contre le
cancer et la société Transgene met en évidence que 36 % environ des protéines sont
transmembranaires et capables de s’associer en complexes supramoléculaires. Cependant, ces
protéines, peu solules, ne peuvent é&tre analysées en gels 2D du fait de D’absence
d’isofocalisation (protéines trop basiques), ce qui rend les études de protéines membranaires

plus difficiles.

2. Protéomes de cellules de glioblastomes

Plusieurs études protéomiques ont été effectuées sur des cellules de glioblastome pour tenter
de comprendre la physiopathologie de ces tumeurs (Deighton et al., 2010). Une étude du
protéome de gliomes de différents grades a ainsi pu identifier un set de 72 protéines
exprimées différentiellement dont 29 ont ét¢ annotées comme ayant un rdle potentiel dans la
pathologie des gliomes (Chumbalkar et al., 2005). Une autre étude a mis en évidence un
ensemble de marqueurs potentiels corrélés avec la survie des patients (Iwadate et al., 2004).
Plus récemment, une analyse a permis l’identification de 2660 protéines représentant le

protéome total de cellules de glioblastome (Melchior et al., 2009).

Cependant, 1’étude d’un protéome global, généralement a partir de gels 2D, permet
d’identifier principalement les protéines solubles. La détection de protéines plus hydrophobes
et basiques, telles que les protéines de la membrane plasmique, doit passer par une

décomplexification des échantillons, i.e. par I’isolation de sous-ensembles de protéines.

La caractérisation du protéome membranaire des glioblastomes a débuté avec I’étude de
lignées de glioblastomes (Seyfried et al., 2008) et de modeles de xénogreffes (Rajcevic et al.,
2009). Dans une étude récente, des cellules de glioblastome issues de biopsies ont été utilisées
dans une caractérisation de protéome membranaire, permettant I’identification de 7 nouvelles
protéines (codées par les génes ANXA2, XRCC6, SCARB2, GOLIM4, CAMKIIA, RAB3A

et SV2A) exprimées de facon différentielle. Cette ¢tude a également mis en évidence 3 voies
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de signalisation principalement affectées par la tumorigénisation : la signalisation de la
réponse inflammatoire rapide, la signalisation des calvéolines et la signalisation calcique
(Polisetty et al., 2012a) ; la modification de cette derniére voie de signalisation a également
¢té identifiée au niveau transcriptomique (Dong et al., 2010). Parmi les ¢éléments de la
signalisation calcique identifiés comme exprimés de facon anormale, 1’étude de Polisetty a
identifi¢ des canaux et pompes calciques de la membrane plasmique ainsi que plusieurs
protéines de liaison au calcium dont des transporteurs et senseurs de calcium, des protéines

régulatrices et effectrices, des éléments de la famille des protéines S100.

3. Protéomes de cellules souches de glioblastome

Jusqu’a présent seules deux équipes ont analysé le protéome complet de cellules gCSCs. La
premiére équipe a mis en évidence la perturbation de la voie de signalisation IL-
6/STAT3/HIF1aw décrite dans plusieurs cancers. STAT3 est un facteur de transcription
associé a la régulation des cellules souches et impliqué dans la progression du cycle cellulaire,
I’apoptose, I’angiogenese, la surveillance immunitaire, 1’invasion et la formation de
métastases (Haura et al., 2005). Cette ¢étude a été effectuée par une approche de
phosphoprotéomique, utilisant une ¢étape d’enrichissement en phosphoprotéines avant
I’analyse par spectrométric de masse, et a permis de mettre en évidence I’inhibition de la
phosphorylation de STAT3 et la stimulation d’IL-6 en conditions hypoxiques (Nilsson et al.,
2010).

La seconde étude a été réalisée en comparant des cellules gCSCs, des cellules souches
neurales (NSCs) e des cellules de la masse tumorale microdissectées a partir de coupes de
biopsies tumorales. Cette analyse a été¢ effectuée a partir de gels 2D d’extraits protéiques
différentiellement marqués et a permis 1’identification de 108 protéines dont 18 sont
surexprimées de fagon sélective dans les gCSCs, 22 sont communes aux gCSCs et NSCs et 19
aux gCSCs et cellules de la masse tumorale. L’étude des protéines exprimées spécifiquement
par les gCSCs a permis de mettre, entre autres, en évidence la sécrétion de HDGF (hepatoma
derived growth factor) spécifiquement par ces cellules (Thirant et al., 2012) ; HDGF est un
facteur proangiogénique influencant la migration cellulaire et est associé a une faible survie

des patients (Hsu et al., 2012).
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D’autre part, certaines protéines membranaires ont été publiées comme biomarqueurs des
gCSCs, dont le plus communément utilisé étant le CD133. Cependant, comme décrit dans le
Chapitre 1 de ce manuscrit, ces marqueurs ont soit €té invalidés par d’autres études soit ne
sont pas spécifiques des gCSCs car partagés avec les cellules souches neurales ou les cellules

différenciées du tissu sain (Capitre 1, point I1-2.5).

Jusqu’a présent, le protéome membranaire des gCSCs n’a pas été caractérisé : 1’étude du
protéome global de ces cellules ne permet d’identifier que les protéines les plus exprimées,
rarement présentes au niveau de la membrane plasmique. Nous nous sommes donc attachés a
caractériser le protéome membranaire des gCSCs que nous tacherons d’analyser dans deux

directions :

- L’identification des protéines membranaires utilisables comme biomarqueurs ou
comme cibles thérapeutiques (Ben-Porath et al., 2008a; Murat et al., 2008) ; une
grande proportion de marqueurs membranaires étudiés dans la littérature étant des
protéines du « cluster de différenciation » (CDxxx), nous avons concentré notre

recherche de biomarqueurs sur ces ensembles de protéines

- Comme de nombreuses cascades de signalisation, le signal calcium est déclenché via
un ligand extracellulaire qui, en se liant a un récepteur membranaire, module I’entrée
du calcium ; il nous a par conséquent semblé important de caractériser I’expression

des protéines de la membrane plasmique impliquées dans le signal calcium

Afin d’obtenir des résultats les plus spécifiques possibles, nous avons comparé le protéome de
plusieurs types de gCSCs (TGO1, TG10, OB1) avec des cellules souches neurales (NSC), une
lignée de cellules de glioblastome (U-87 MGQG) et une lignée non neurale épithéliale (HEK,

human embryonic kidney).
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Isolation et identification des protéines membranaires

1. Isolation des protéines membranaires

Les protéines membranaires sont sous représentées dans les résultats d’analyses
protéomiques : dans les approches classiques, ces protéines ne représentent que 5 a 15 % des
protéines identifiées alors que 36 % environ des genes humains codent pour des protéines
membranaires (Ahram et al., 2006; Krogh et al., 2001). Les difficultés d’analyse des protéines
membranaires sont principalement liées a leur hydrophobicité et leur faible abondance. En
effet, le caractére hydrophobe des protéines leur permet d’étre intégrées dans les membranes
mais cela complique également 1’accessibilité aux sites de digestion protéolytiques, étape
indispensable a leur identification, et diminue la solubilité des protéines en solution aqueuse.
D’autre part, l’identification des protéines contenues dans des mélanges complexes,
présentant une gamme dynamique de concentrations importante, se limite aux protéines les
plus fortement exprimées ; il est donc indispensable de simplifier les échantillons afin de les

enrichir en protéines membranaires.

Plusieurs méthodes ont été proposées afin d’enrichir les échantillons en protéines
membranaires parmi lesquelles le marquage des protéines de surface suivi d’une purification
par chromatographie d’affinit¢ (Braschi and Wilson, 2006; Sabarth et al., 2002; Zhao et al.,
2004), I'utilisation de microbilles magnétiques marquées et dirigées contre la Concanavaline
A (lectine communément utilisée pour détecter les protéines membranaires glycosylées) (Lee
et al., 2008), I'utilisation d’anticorps immobilisés contre des protéines membranaires (anti-
CD15) (Chang et al., 2004), la digestion et isolation des peptides de surface (Bledi et al.,
2003), la formation de microparticules (Miguet et al., 2006; Miguet et al., 2007). L analyse
des échantillons protéiques obtenus par ces différentes méthodes permet d’obtenir entre 30 et
80 % de protéines associées a la membrane plasmique (Josic and Clifton, 2007); les
contaminations les plus fréquentes proviennent de la mitochondrie et du réticulum

endoplasmique (ER).

Afin d’enrichir les échantillons en protéines membranaires, nous avons réalisé¢ des « ghosts »
(fantdbmes membranaires), ou vésicules membranaire, formés par lyse mécanique et
débarrassés des débris cellulaires et protéines cytoplasmiques par centrifugations (Matériel et

méthodes, point II-14). La formation de ghosts ne permet pas I’élimination de la majeure
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partie des organelles, du fait de la continuité des endomembranes, mais permet de conserver
une grande partie des complexes macromoléculaires associés a la membrane (Figure 67). Les
protéines contenues dans ces ghosts ont ensuite été séparées par électrophorese (gel 1D),

digérées par des enzymes protéolytiques et identifiées par spectrométrie de masse®.
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Figure 67 : Ghosts membranaires.
Les ghosts sont obtenus par lyse mécanique des cellules et permettent de « vider » la cellule de ces composants non liés a la

membrane plasmique. Le complexe endomembranaire (réticulum endoplasmique (ER), ribosomes, golgi, lysosomes,
vésicules de sécrétion, membrane plasmique) et les complexes macromoléculaires associés a la membrane sont conservés en

majeure partie.

¥ Les données de spectrométrie de masse ont été générées par Dr Sarah Cianferani, Dr Jean-Michel Saliou et
Sarah Lennon, UMR 7178
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2. Localisation cellulaire des protéines identifiées

Les échantillons contiennent 18 a 27 % de protéines appartenant a la membrane plasmique
(Figure 68). Le reste des échantillons est constitu¢é d’un mélange de protéines issues
d’organites intracellulaires, également a I’origine de ghosts, avec une forte composante
nucléaire et mitochondriale (respectivement 16 a 36 % et 19 a 23 %) ; peu de protéines

cytoplasmiques ont été identifiées (entre 5 et 7 % des échantillons).
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Figure 68 : Répartition des protéines identifiées par spectrométrie de masse dans les différents échantillons.
La localisation cellulaire des protéines identifiées a été déterminée suivant les annotations de Gene Onthology (GO) (Encart
7) ; cette représentation ne prend pas en compte les niveaux d’expression de chaque protéine.

La majeure différence entre les échantillons se situe au niveau des protéines nucléaires : il
semble que le noyau soit absent d’un certain nombre de ghosts obtenus a partir des cellules
TGO1 et U-87 MG et dans une moindre mesure des cellules NSCs. Ceci pourrait étre di a une
continuit¢ des endomembranes moins importante ou moins résistante dans les cellules

tumorales par rapport aux cellules HEK.

Dans les cellules HEK, le faible pourcentage de protéines membranaires identifiées vient de la
surreprésentation des protéines nucléaires par rapport aux autres échantillons mais également
d’un nombre moins important de protéines identifiées : 323 protéines annotées comme
localisées au niveau de la membrane plasmique ont été identifiées dans les cellules HEK alors
que 467, 453 et 427 protéines ont ét¢ identifiées respectivement dans les cellules NSC, TGO1
et U87.
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Encart 7 : Gene Onthology

http://www.geneontology.org/

Gene Onthology (GO) est un projet initi€¢ dans le but de standardiser la représentation des genes et
protéines retrouvées dans différentes bases de données a travers 1’utilisation d’un vocabulaire et
d’annotations controlés. Initi¢ en 1998, par le rassemblement des informations contenues dans les
bases de données de 3 organismes (drosopile, Saccharomyces, souris), GO rassemble aujourd’hui les

¢léments d’un répertoire extensif de génomes de plantes, animaux et organismes microbiens.

GO est structuré selon 3 ontologies décrivant les produits de geénes en termes de processus
biologique, composant cellulaire et fonction moléculaire, indépendemment des especes.

L’utilisation des termes de GO dans différentes bases de données permet une certaine uniformité des
données. La structuration du vocabulaire utilisé et les relations des différents termes entre eux

permettent un questionnement de la base de données a différents niveaux.

3. Sensibilité de détection des protéines

L’hétérogénéité intra échantillon induit un élargissement de la gamme dynamique des taux
d’expression des protéines et donc une sensibilit¢ de détection moindre par rapport aux
protéines plus faiblement exprimées tels que les RCPGs (récepteurs couplés aux protéines G).
Une bonne évaluation de la sensibilité des résultats obtenus est donc I’identification de ces
protéines membranaires. Le génome humain contient 382 endo-RCPGs dont 84 sont exprimés
dans les cellules TGO1 par plus d’une molécule ARNm par cellule d’aprés les données de
transcriptomique ; parmi ces RCPGs, 7 sont exprimés de fagcon différentielle dans les gCSCs
par rapport a des cellules de glioblastomes, de tissu cérébral sain ou épithéliales non neurales
(données non publiées). L’analyse du protéome membranaire a permis 1’identification de 3 de
ces RCPGs: CD97, Latrophilin-2, GPR56, dont la détection est corrélée au niveau
d’expression transcriptomique (Tableau 10). L’analyse protéomique nous permet donc
d’identifier des protéines exprimées en transcriptomique avec une valeur de Ct < 25; la
détection d’aucun de ces RCPGs n’a été confirmée dans les cellules U87 dans lesquelles les

RCPGs sont plus faiblement transcrits.
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CDh97 LPHN2 GPR56
. TGO1 253 240 242
Transcriptome 4 r r
U-87 MG 27,5 28,1 24,9
(Ct) 4 r r
NSC 31,3 28,7 22,6
, TGO1 2 5 3
Protéome U-87 MG 0 0 0
(nb peptides)
NSC 0 0 7

Tableau 10 : Comparaison des niveaux d’expressions transcriptomique et protéomique de 3 RCPGs.
Les données ont ¢été normalisées par rapport au géne RPLPO exprimé a 21,2 Ct. Abréviation : Ct = threshold cycle : cycle de
PCR minimal a partir duquel I’ADN rétrotranscrit est détecté.

L’absence d’identification d’un nombre plus important de RCPGs est probablement due a la
structure particuliere de ces protéines. Ces protéines sont composées d’un domaine N terminal
extracellulaire, d’un cceur hydrophobe de 7 hélices transmembranaires et d’'un domaine C
terminal cytoplasmique. Les domaines extracellulaire et membranaire sont impliqués dans la
liaison du ligand tandis que le domaine cytoplasmique, composé de 3 boucles et d’une région
C terminale, est impliqué dans la transmission du signal et le recrutement de complexes
protéiques de domaines intracellulaires (Rosenbaum et al., 2009). La composition des RCPGs
contient peu de sites de protéolyse intra membranaires pour la trypsine et la chymotrypsine,
communément utilisées pour obtenir des peptides identifiables par spectrométrie de masse ;
cette caractéristique des RCPGs limite donc la détection des peptides requis pour
I’identification de ces protéines et ne permet d’identifier que les RCPGs ayant une grande
queue extracellulaire, contenant potentiellement des peptides identifiables en spectrométrie de

masse.

4. Expression différentielle du protéome membranaire

L’expression des protéines membranaires a ét¢ comparée dans les différents échantillons
selon le nombre de peptides identifiés pour chaque protéine (Figure 69). Pour un type
cellulaire donné, la surexpression d’une protéine a été¢ définie soit par son absence dans les
autres types cellulaires soit par un ratio de nombre de peptides identifiés supérieur ou égal a

1.5 par rapport aux autres types cellulaires ; on peut ainsi identifier

- 114 protéines surexprimées spécifiquement dans les cellules TGO, dont 93 avec un

ratio > 2
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- 154 protéines surexprimées spécifiquement dans les cellules NSC, dont 128 avec un
ratio > 2

- 107 protéines surexprimées spécifiquement dans les cellules U-87 MG, dont 86 avec
un ratio > 2

- 75 protéines exprimées communément dans les cellules TGO1 et NSC

- 37 protéines exprimées communément dans les cellules TGO1 et U-87 MG

- 12 protéines exprimées communément dans les cellules TGO1 et HEK

Ces observations permettent de caractériser les cellules TG01 comme partageant a la fois des
propriétés des cellules souches neurales et des propriétés de cellules tumorales. D’autre part,
le rassemblement des cellules TGO1 et NSC dans le clustering présenté en Figure 69 rejoint la
proximité des profils transcriptomique (Lee et al., 2006a) et protéomique globaux (Thirant et
al., 2012) des deux types cellulaires : d’aprés le protéome membranaire global, les celluels
TGO1 sont proches des cellules NSC et beaucoup plus éloignées des cellules U-87 MG et
HEK.

1 } | i ||lus?

;. I HEK
1 B : NSC
1 1 TGO1 -

Figure 69 : Expression des protéines membranaires dans les différents types cellulaires.

L’expression des protéines membranaires détectées avec 2 peptides ou plus dans au moins un type cellulaire a été comparée
dans les différentes cellules. Le clustering a été effectué par le logiciel dChip ; les protéines marquées en rouge correspondent
a une surexpression, les protéines marquées en bleu a une sous expression, les protéines marquées en blanc a une expression
moyenne ou identique dans les différents échantillons.

Les geénes surexprimés ont ensuite été classés selon les processus biologiques dans lesquels ils
sont impliqués (Figure 70). Ces résultats permettent de mettre en évidence la surexpression de
protéines impiquées dans la physiopathologie des gCSCs. On peut en particulier identifier des
protéines impliquées dans la migration et 1’adhésion cellulaires, 1’angiogenése (processus
¢galement retrouvé dans les cellules U-87 MG mais basé sur des protéines différentes),
I’homéostasie cellulaire et certaines voies de signalisation intracellulaires. On peut également
observer qu’aucune protéine impliquée dans la migration cellulaire ne semble surexprimée
dans les cellules U-87 MG ; cette propri€té pourrait donc étre imputée au caractere invasif et
de mobilité des gCSCs et cellules souches et expliquerait I’absence de métastases dans les

expérimentations de xénogreffes avec des cellules U-87 MG. D’autre part, la surexpression de
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protéines angiogéniques dans les cellules TGOl et U-87 MG met en évidence et confirme le

fort potentiel angiogénique de ces cellules tumorales.
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Figure 70 : Répartition des protéines surexprimées selon les processus biologiques impliqués.

Résultats présentés sous la forme de pourcentages du nombre total de protéines surexprimées dans chaque type cellulaire ; le
nombre total de protéines correspondant est indiqué au-dessus de chaque batonnet de 1’histogramme. Les protéines
comptabilisées sont celles exprimées avec un ratio > 1.5 pour le / les échantillons concerné(s) par rapport aux autres
¢chantillons. L’annotation des processus biologiques a été faite d’aprés Gene Onthology.
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Clusters de différenciation et Intégrines

Les clusters de différenciation (CD) sont des molécules de surface constituant la carte
d’identité¢ des cellules immunitaires. Ces clusters ont ét¢ définis en 1984 par le « human
leucocyte differentiation antigens workshops » (HDLA) pour permettre de développer des
anticorps ciblant ces cellules. D’un point de vue physiologique, ces molécules peuvent agir en
tant que récepteurs ou ligands et étre impliquées dans des voies de signalisation ou dans

I’adhésion cellulaire ; plus de 350 CD ont ét¢ identifiés chez ’homme (Zola et al., 2007).

Parmi les CD, certains sous également connus sous une nomenclature intégrine. Les
intégrines sont des glycoprotéines formant des récepteurs hétérodimériques pour les
molécules de la matrice extracellulaire et jouant un role essentiel dans la formation des
métastases (Hood and Cheresh, 2002). Ces récepteurs sont constitués d’une sous unité o et
d’une sous unité B : les combinaisons de 18 sous unités o et 8 sous unités 3 permettent de
former au moins 24 hétérodimeres différents. Dans le cas du cancer du sein, les intégrines B,
ay et o sont plus fortement exprimées dans les cellules capables de générer des métastases et
la surexpression de I’intégrine B; est corrélée avec un pronostic plus sombre (Lund et al.,
2009) ; I’étude du protéome de cellules tumorales du pancréas a également révélé une
surexpression de 1’intégrine B; (Chen et al., 2005). Dans le cas des glioblastomes, I’expression
d’asP; est associée a un phénotype tumoral plus agressif et la surexpression de la sous unité
as est corrélée avec une survie plus faible des patients ; cette surexpression est également

responsable de I’inhibition de la voie p53 suite a I’action du Témozolomide (Janouskova et

al., 2012).

L’expression de ces protéines a ¢ét¢ comparée dans les différents types cellulaires (Figure
71A). Cette classification permet i) de distinguer les cellules HEK, non neurales et pour
lesquelles peu de CDs sont exprimés, des autres types cellulaires et ii) de mettre en évidence
le partage de molécules entre les gCSCs et NSC d’une part et entre les gCSCs et cellules
différenciées de la masse tumorale d’autre part; trés peu de protéines sont surexprimées

conjointement dans les autres types cellulaires.
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Figure 71 : Expression des CDs dans les différents types cellulaires.

A : Clusterisation de ’ensemble des CDs détectés avec au moins 2 peptides dans un type cellulaire. La clusterisation a été
effectuée avec le logiciel dChip. B : CDs spécifiques ou surexprimés dans les cellules TGOl (gauche) et surexprimés
conjointement dans les cellules TGO1 et U87 (droite) avec le nombre de peptides identifiés pour chaque type cellulaire.

Parmi les intégrines exprimées conjointement par TGO1 et U87, on retrouve les sous unités
o5 (CD49e) et B (CD29), corrélées a un phénotype agressif des glioblastomes (Chen et al.,
2005) ainsi que la sous unité o, (CD49b), surexprimée en présence de TGFB1 (Miyake et al.,
2000). La sous unité a3 (CD49c) a également été identifiée comme étant surexprimée dans les
glioblastomes (Xiao et al., 2009) ainsi que la sous unité 35 (CD 61) en association avec oy
dans la périphérie invasive des glioblastomes et la vasculature associée aux glioblastomes ;
I’intégrine ovP3 a un role pro angiogénique mais peut également étre anti-angiogénique selon
le contexte microenvironemental (Kanamori et al., 2006). Cette analyse permet également de
retrouver la molécule CD140b, aussi connue sous le nom de PDGFR[}, surexprimée dans les
cellules de glioblastome (Maderna et al., 2007) et fortement impliquée dans I’angiogenése
(Guo et al.,, 2003; Shen et al., 2009); cette molécule est ¢étudiée en tant que cible
thérapeutique dans plusieurs cancers (Coluccia et al., 2008; Kaplan et al., 2006; Reinmuth et

al., 2009; Shi et al., 2011).
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Parmi les protéines surexprimées spécifiquement dans les cellules TGO1, CD109 est une
glycoprotéine impliquée dans la signalisation de TGFB en intervenant au niveau de
I’internalisation du récepteur, initiant la dégradation du récepteur et I’inhibition de la
signalisation intracellulaire de TGFp (Bizet et al., 2011). La dérégulation de 1’expression de
CD109 a été identifiée dans de nombreux cancers tout en n’étant pas détecté dans les tissus
sains (a I’exception des testicules) (Hashimoto et al., 2004). Le profil d’expression
protéomique de cette molécule sur nos différents types cellulaires confirme ces données :
CD109 n’est exprimée ni dans HEK ni dans NSC mais est détectée dans les cellules U-87
MG. A ce jour, I’expression de CD109 n’a pas été reportée dans les CSCs ; notre analyse
montre donc pour la premiere fois une forte surexpression de CD109 dans les gCSCs par

rapport aux cellules de la masse tumorale.

CD205 est un récepteur impliqué dans le processus de présentation des antigeénes de classe |
et de classe II permettant d’initier la réponse immunitaire ; ce récepteur est également
impliqué dans la reconnaissance des cellules apoptotiques ou nécrotiques (Shrimpton et al.,
2009). Dans une étude portant sur le cancer des ovaires, 1’expression de CD205 a été
identifiée dans des cellules tumorales, stimulée par I’expression de I’interleukine 6 (116) ; cette
¢tude met en évidence le role de CD205 dans I’adhésion a la matrice extracellulaire et la
formation de métastases (Giridhar et al., 2011). De facon surprenante, CD205 est sous
exprimé dans d’autres types de tumeurs, et agit probablement comme un géne suppresseur de
tumeur, associé¢ avec un état différencié et une diminution de la prolifération, probablement
sous I’effet de I’interleukine 4 (al-Tubuly et al., 1996; Tungekar et al., 1996). D’aprés nos
résultats, CD205 est surexprimé de facon spécifique dans les TGOI ; on peut donc supposer
que, de la méme fagon que dans le cancer des ovaires, CD205 est impliqué dans le processus

métastatique des gCSCs.

CD104, intégrine B4, est impliqué dans ’activation des voies de signalisation PI3K-AKT-
mTOR, Ras-ERK, NFAT suite a la liaison d’un ligand extracellulaire (Hu et al., 2012). Bien
que I’expression de CD104 ait été reliée a la tumorigénicité des cellules, dont des cellules de
gliomes de haut grade (Giancotti, 2007; Previtali et al., 1996), la comparaison de plusieurs
lignées de glioblastomes a mis en évidence I’absence d’expression dans les cellules U-87 MG

(Belot et al., 2001), confirmée par nos données. L’analyse protéomique effectuée a permis
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d’identifier CD104 uniquement dans les cellules TGO1, reflétant le phénotype tumorigénique
de ces cellules. Cependant, cette détection n’a pas été effectuée avec un nombre assez
important de peptides (6) pour pouvoir supposer que cette protéine soit surexprimée par
rapport aux cellules de la masse tumorale (cellules de glioblastome autres que U-87 MQ) ; la

présence de CD104 devra étre confirmée sur d’autres lignées de gCSCs.

L’intégrine oeP; forme un point d’ancrage des cellules souches neurales adultes dans la niche
périvasculaire. La sous unité o, (CD49f) été décrite comme surexprimée dans les gCSCs et
impliquée dans la prolifération et la tumorigénicité des cellules (Lathia et al., 2010) ainsi que
dans I’invasion des gCSCs (Velpula et al., 2012). Nos résultats sont cohérents avec nos
données : expression de CD49f dans les NSCs, surexpression dans les TGO1 et absence dans
les U-87 MG ; a travers la littérature et nos résultats, cette protéine peut étre considérée
comme surexprimée spécifiquement dans les gCSCs et pourrait étre utilisée comme

biomarqueur de ces cellules.
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Protéome calcique

La liste des protéines membranaires, ou associées a la membrane, obtenue précédemment a
été filtrée par rapport a I’implication des protéines dans la signalisation calcique : seules les
protéines appartenant au calcium toolkit ou au EFhandome (listées en Annexes VII et VIII)
ont été conservées. La comparaison de ce sous protéome dans les différents types cellulaires
nous permet ici encore d’observer des propriétés communes aux cellules TGOl et NSC

(Figure 72A).

_ IS
NE@EEEE"NCEET EED
EEihEbingaaas
P OREITERESET
B & -
Protéines spécifiques de TG01 Protéines spécifiques de TG01 et NSC
Gene name HEK NSC TGOl Us87 Gene name HEK NSC TGOl U8s7
ATP2B4 0 30 11 CAPNS1 0 2 2 0
ACTN1 0 8 21 13 FKBP10 0 8 2 0
CALMLS 0 0 6 0 FLG2 0 5 5 0
ciB1 o 0o 2 0 LPCAT1 o 4 6 2
FKBP9 0 3 9 0 MACF1 0 5 5 0
LPCAT1 0 4 6 2 MYL6B 0 4 6 0
e wor 012
SLC25A25 0 6 6 0
PLCD1 0 0 2 0
PLCD3 0 0 5 0
RCN3 0 0 2 0
RHOT1 0 2 6 3 Protéines spécifiques de TGO1 et U87
5100A11 0 0 5 3 Gene name HEK NSC TGOl US7
2100813 0 0 > 0 ITPR1 0 0 5 53
S100A16 0 2 5 0
S100A7 2 0 3 0 ATP2C1 0 0 2 3
S100A8 2 2 3 0 ACTN4 5 19 37 31
S100A9 3 0 7 2 CALU 8 10 16 15
SPARC 0 2 9 0 GPD2 17 17 26 30
SPTAN1 4 58 133 16 S100A10 0 0 7 6
SRI 0 4 6 0 S100A11 0 0 5 3
CACNA2D1 0 3 30 2 S100A6 0 0 3 3

Figure 72 : Expression des protéines impliquées dans la signalisation calcique.

A : Clusterisation de I’ensemble des protéines impliquées dans la signalisation calcique détectées avec au moins 2 peptides
dans un type cellulaire. La clusterisation a été effectuée avec le logiciel dChip. B : Protéines spécifiques ou surexprimées
dans les cellules TGO1 (gauche) et surexprimées conjointement dans les cellules TGO1 et NSC (droite, haut) ou les cellules
TGO1 et U87 (droite, bas) avec le nombre de peptides identifiés pour chaque type cellulaire. La clusterisation a été effectuée
avec le logiciel dChip ; les protéines sont représentées par les noms de leurs genes respectifs.
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1. Protéines $100, marqueurs de tumeurs

Parmi les protéines surexprimées dans les cellules TGO1 ou conjointement avec les cellules
NSC ou U-87 MG, on retrouve les protéines de la famille S100, souvent impliquées dans la
progression tumorale. Bien que le role précis de ces protéines ne soit pas identifi¢, plusieurs
membres de cette famille sont associés a la formation de métastases a travers 1’interaction
avec les métalloprotéinases de la matrice extracellulaire (Salama et al., 2008) ou ont un role
de chimioattractants (Phipps et al., 2011); certaines de ces protéines peuvent également

réguler des facteurs de transcription, dont p53 (Grigorian et al., 2001).

L’expression de la protéine S100A6 a notamment été corrélée avec le grade des gliomes
(Camby et al., 1999) et la migration cellulaire (Kucharczak et al., 2001) et est
préférentiellement exprimée dans les cellules associées a la niche périvasculaire (niche des
cellules souches) dans un modéle génétique de gliome (Harris et al., 2008). Les protéines
ST00A10 et STO0ATT sont également communément surexprimées dans les cellules TGO1 et
U87 et rapportées dans la littérature comme impliquées dans plusieurs cancers (Hao et al.,
2012; Liu et al., 2010b; Tan et al., 2011). Cependant, a ce jour aucune étude n’a rapporté la

surexpression de ces protéines dans les glioblastomes.

Parmi les protéines exprimées spécifiquement ou surexprimées dans les cellules TGOI,
ST00A9 est associée entre autres avec les tumeurs du sein de haut grade (McKiernan et al.,
2011) et S100A13 a été détectée dans les gliomes de haut grade au niveau des niches
périvasculaires (Landriscina et al., 2006), environnements privilégiés des gCSCs. Cette
observation rejoint les données obtenues lors de notre analyse mettant en évidence la
surexpression de S100A13 dans les cellules TGO1 ; I’absence d’expression de cette protéine
dans les cellules U-87 MG peut étre corrélée au fait que ces cellules soient une lignée
cellulaire et non des cellules primaires issues de la tumeur ou que la protéine S100A13,
marqueur de tumeurs de haut grade, soit exprimée principalement dans les gCSCs et non dans

les cellules de la masse tumorale.
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2. Protéines impliquées dans la régulation de I'homéostasie calcique

Parmi les protéines impliquées dans la signalisation calcique, nous nous intéressons
particuliérement aux protéines impliquées dans la régulation de 1’entrée / sortie de calcium du
cytoplasme, modulant I’homéostasie calcique. Certaines familles de protéines n’ont été
identifiées dans aucun type cellulaire : il s’agit probablement d’une difficulté¢ d’acces aux
peptides utilisés pour I’identification des protéines concernées, de la méme fagon que pour les

RCPGs (point I1-3).

La sous unité 0,6—1 des canaux calciques voltage dépendants est fortement surexprimée
dans les cellules TGO1 par rapport aux cellules NSC et U-87 MG. L’expression de cette sous
unité¢ augmente la densité des canaux calciques voltage dépendant au niveau de la membrane
plasmique (Davies et al., 2007; Shistik et al., 1995). Plus récemment, il a été mis en évidence
que cette protéine est impliquée dans la synaptogenese, processus altéré dans les cellules
TGO1 (mis en évidence au point 11-4), indépendamment de la fonction du canal calcique
(Garcia et al., 2008). Dans des modeles de douleur neuropathique, la surexpression de la
protéine a0—1 et sa localisation périphérique laissent supposer un rdle dans la régénération

neuronale et la plasticité cellulaire (Bauer et al., 2009).

Les pompes calciques ATPasiques ont un profil d’expression assez intéressant : on retrouve
en effet une sous-expression de PMCAL1 et une surexpression de PMCA4 dans les cellules
TGO1 ; PMCA4 est également légerement surexprimée dans les cellules U-87 MG. Dans la
cellule, I’altération des capacités d’efflux du calcium peut avoir de nombreuses conséquences
dont la réduction de la sensibilité¢ a I’apoptose ou 1’augmentation de la réponse cellulaire a un
facteur de croissance. Cependant, les différentes études ayant rapporté 1’altération de
I’expression d’isoformes des pompes calciques membranaires ont mis en évidence une
surexpression de PMCAL1 et une sous-expression de PMCAA4. En effet, la sous-expression de
PMCALI favorise la nécrose et I’expression de PMCA4 est associée a un phénotype de
différenciation (Curry et al., 2012; Roberts-Thomson et al., 2010). Ces données vont dans le
sens du nombre de peptides identifiées pour U-87 MG pour les protéines PMCA1 et PMCA4
(respectivement 24 et 11) mais sont contraires a ce que 1’on obtient pour les cellules TGO1 ;
cette observation met en évidence la biologie particuliére de ces cellules, notamment au

niveau de la signalisation calcique dont la régulation est altérée.
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Conclusion

L’étude des protéines de la membrane plasmique est de plus en plus utilisée dans la recherche
de biomarqueurs dans le cadre de pronostiques, de monitoring et de prédiction des bénéfices
d’un traitement. Ces protéines peuvent également étre utilisées comme cibles thérapeutiques
potentielles : aujourd’hui environ 2/3 des molécules ciblant des protéines particulieres sont
dirigées contre des protéines de la membrane plasmique. Cependant, les protéines
membranaires sont hydrophobes et possédent plusieurs domaines transmembranaires, ce qui
complexifie les méthodes requises pour leur isolation et identification. La plupart des études
du protéome membranaire sont effectuées sur des lignées cellulaires mais des stratégies
utilisant des tissus cliniques couplées a des études de spectrométrie de masse sont de plus en
plus développées (Leth-Larsen et al., 2010). L utilisation de marqueurs potentiels identifiés en
protéomique nécessite leur validation a travers 1’utilisation d’un nombre assez important de

matériels cliniques.

La comparaison des protéomes membranaires issus de cellules de gCSCs avec des cellules
souches neurales, tumorales et épithéliales nous a permis de mettre en évidence plusieurs
protéines surexprimées dans les cellules TGO1. Cette analyse décrit pour la premicre fois
I’é¢tude du protéome membranaire de gCSCs et a permis I’identification de plusieurs
biomarqueurs potentiels des gCSCs. En effet, les protéines CD109 et CD205 ont certes été
décrites dans des cellules tumorales, dont des cellules de glioblastome, mais la surexpression
de ces protéines dans les cellules TGO1 par rapport aux cellules U-87 MG est amplement
suffisante pour considérer ces protéines en tant que candidats biomarqueurs des gCSCs. De la
méme facon, les protéines SI00A9 et SI00A13 ont préalablement été identifiées dans des
tumeurs du sein et de glioblastome de haut grade mais n’ont pas été reliées aux gCSCs. Cette
¢tude nous a également permis de détecter des protéines impliquées dans la signalisation
calcique comme étant différentiellement exprimées dans les cellules TGO1 par rapport aux
autres types cellulaires, dont la PMCAT1, la PMCAA4, la sous unité a,0—1 des canaux calciques

voltage dépendants.

L’ensemble des protéines différentiellement exprimées n’a pas été commenté mais contribue
au phénotype de cellules souches tumorales des TGO1, partageant a la fois des propriétés de

cellules souches et de cellules de glioblastome comme mis en évidence par 1’expression
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commune de certaines protéines ou de processus biologiques affectés. Cependant, les
quelques protéines discutées nous semblent de bon candidats en tant que biomarqueurs
potentiels des gCSCs. La sélection de ces protéines devra étre confirmée par une seconde
analyse protéomique incluant d’autres gCSCs (OB1 et TG10) et réalisée par le Laboratoire de
Spectrométrie de Masse BioOrganique (UMR 7178, Dr Sarah Cianferani, Dr Jean-Michel
Saliou, Sarah Lenon) ainsi que par un marquage en cytométrie en flux ou sur des coupes

histologiques de neurospheres.

Certaines protéines ont été décrites dans plusieurs types de cancers ou voies de signalisation
associées a la tumorigénisation mais n’ont été identifiées dans aucun de nos échantillons
cellulaires. Ces ¢éléments peuvent donner un aspect biaisé dans le cas d’une caractérisation
protéomique mais n’est pas génante dans le cadre d’une étude différentielle. D’autre part, la
comparaison de notre étude avec celle de Polisetty réalisée sur le protéome membranaire de
cellules de glioblastome en comparaison avec du tissu cérébral de patient épileptique
(Polisetty et al., 2012a) montre 1’identification commune d’une certain nombre de protéines,
dont les protéines de la famille S100, des intégrines, des clusters de différenciation ou des

protéines impliquées dans la signalisation calcique (Annexe I[X).

Cependant, cette étude n’a pas permis ’identification de certaines protéines rapportées dans
les glioblastomes. Il s’agit en autres de 1’intégrine o, de la protéine S100A4, de la famille des
annexines (Polisetty et al., 2012a; Thirant et al., 2012) ; la protéine HDGF, potentielle cible
thérapeutique des gCSCs (Thirant et al., 2012), n’a ét¢ identifi¢e dans notre analyse
spectrométrique qu’avec 1 peptide, ce qui ne permet pas de valider sa présence. Ces
différences peuvent étre dues a la structure des protéines (probléme de génération des peptides
nécessaires a leur identification) ou a la préparation des échantillons. En effet, nos
échantillons sont congelés une premiere fois a -20 °C avant d’étre recentrifugés ; cette étape
peut induire la perte des protéines les moins ancrées a la membrane. Cependant, dans le cas
d’une ¢tude différentielle, ces différences ne sont pas génantes bien qu’elles induisent

inévitablement la réduction du nombre de biomarqueurs potentiels.
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Dans le Chapitre précédent, nous avons caractérisé I’inhibition de la liaison de la Calmoduline
(CaM) a un certain nombre de peptides par plusieurs antagonistes. Dans le cas de la pompe
calcique de la membrane plasmique (PMCA), la liaison de CaM induit I’activation (levée de
’auto-inhibition) de la pompe. Certains antagonistes inhibent la liaison de CaM a la PMCA4
avec une forte affinité mais de facon aspécifique (Calmidazolium, PCL 10F08, PCL 09G06
avec des valeurs ICsy respectives de 8, 10 et 25 uM). D’autres antagonistes sont plus
spécifiques de la PMCA4 mais avec des valeurs ICsy beaucoup plus élevées : LPS 02-18-L-
A06 (ICsp = 2212 uM) et LPS 01-08-L-G06 (ICsp = 2418 uM) en ne tenant pas compte de
I’inhibition des peptides CAP-23/NAP-22, Hsp90 et Neuromodulin dont la liaison a CaM est
fortement inhibée par tous les antagonistes. Ces deux molécules ne figurent pas parmi les
antagonistes testés sur I’induction de la modification de 1’homéostasie cellulaire présentée
dans le Chapitre 2 car leurs valeurs de Ki de liaison a CaM sont élevées (Annexe II) mais le
composé LPS 01-08-L-G06 permet de mettre en évidence une différence de modification de
I’homéostasie calcique dans les cellules gCSCs (réponse cinétique de type 1, permanente) par
rapport aux cellules de la masse tumorale (réponse cinétique de type 2, transitoire). Cette
différence de modification de ’homéostasie calcique nous permet également de supposer que
ce composé n’inhibe pas la liaison de CaM a la PMCAL, surexprimée dans les cellules U-87
MG, de la méme fagon et nous permet de proposer le composé¢ LPS 01-08-L-G06 comme un

marqueur potentiel des gCSCs.
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) Figure 73 : Structure du composé LPS 01-08-L-GO06,
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Ce travail s’inscrit pleinement dans les deux axes développés au laboratoire : d’une part
I’¢tude des cellules propagatrices de glioblastome, et d’autre part 1’étude de la Calmoduline,
protéine majeure de la signalisation calcique, interagissant avec une pléthore d’autres
protéines cellulaires intervenant dans la gestion de la signalisation calcique et contrélant des

évenements cellulaires tels que la prolifération, la différenciation, la mort cellulaire, ....

Les cellules propagatrices de glioblastome, plus communément appelées cellules souches
cancéreuses de glioblastome, sont considérées comme responsables de 1’agressivité et de la
résistance aux traitements usuels des gliomes de haut grade. Ces cellules ont des propriétés de
cellules souches normales : elles sont rares, ont des capacités d’auto-renouvellement illimitées
et peuvent se différencier par le biais de divisions asymétriques pour reformer la tumeur
originelle in vivo (Reya et al., 2001). Parmi les nombreux mécanismes de survie cellulaire
activés dans ces cellules et médiant leur résistance aux traitements standard, ces cellules sont
capables d’interagir avec leur microenvironnement pour faciliter I’immunosuppression, la
migration des cellules, I’angiogenese et I’invasivité tumorale (Bonavia et al., 2011; Li and
Laterra, 2012). Cette grande plasticité cellulaire permet aux gCSCs de trouver des « voies de
secours » et de s’adapter a des traitements ciblés. Ceci est renforcé par la redondance des
voies de signalisation activées dans les cellules de glioblastome, comme en témoigne
I’observation d’un « switch RTK » dans le cadre de thérapies ciblant ’EGFR : les cellules
sont capables d’activer d’autres voies des RTKs promouvant la survie cellulaire et
responsables de 1’effet transitoire des inhibiteurs de I’EGFR (Engelman et al., 2007; Stommel
et al., 2007). Les thérapies nouvelles doivent donc s’attacher a cibler plusieurs voies de
signalisation des CSCs, permettant a la fois d’affaiblir le systéme tumoral et de booster le

systéme immunitaire.

Cependant, la mise en place d’une thérapie agressive pour éliminer ces CSCs nécessite
I’identification de marqueurs de ces cellules afin de pouvoir i) les isoler et cibler de fagon trés
sélective, en épargnant les cellules du tissu sain environnant, et ii) caractériser 1’état
physiologique et évaluer I’efficacité d’un traitement sur la physiologie de ces cellules. Jusqu’a
aujourd’hui, différentes équipes ont cherché a identifier de tels marqueurs mais aucun ne s’est

révélé étre spécifique des gCSCs (Patru et al., 2010).

D’autre part, la signalisation calcique est modifiée dans les cellules tumorales ; le signal

calcium contrdle de nombreux processus cellulaires tels que la prolifération, la
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différenciation, la mort cellulaire, la migration, le métabolisme,... a travers sa traduction en
évenements biochimiques par des protéines senseurs du signal calcium (Haiech et al., 2011).
Parmi les senseurs calciques, la Calmoduline (CaM) joue un role central et sa perturbation par
des molécules chimiques permet de générer un signal calcium en absence de stimulus
extérieur ; ce signal constitue une empreinte caractéristique de 1’appareillage moléculaire
responsable de la signalisation calcique (calcisomes) d’une cellule dans un état physiologique

donné (Dagher et al., 2009).

L’objectif de ce travail a ét¢ de déterminer des biomarqueurs des gCSCs permettant de cibler
ces cellules et de caractériser leur état physiologique. Pour cela, le travail a été organisé sur

deux axes principaux :

- L’identification et la caractérisation d’antagonistes de CaM permettant de générer une

signature calcique spécifique des gCSCs

- L’identification de protéines exprimées exclusivement ou surexprimées a la surface

des gCSCs

Dans une premiére partie, nous avons recherché des petites molécules chimiques capables
d’interagir différentiellement avec CaM a travers un criblage de chimiothéques par
anisotropie de fluorescence. Les molécules sélectionnées ont ensuite été caractérisées par des
¢tudes préliminaires chimiques, de thermodynamique de liaison a CaM, de disponibilité
biologique et de pertinence d’utilisation biologique. Une caractérisation plus approfondie a
ensuite ét¢ réalisée afin d’identifier les protéines dont la liaison a CaM est préférentiellement
inhibée pour chacune de ces molécules. En parallele, nous avons caractérisé la perturbation de
I’homéostasie calcique induite suite a 1’ajout des antagonistes sur plusieurs types cellulaires

que nous avons comparés a des cellules primaires propagatrices de glioblastome.
Cette ¢tude nous a permis de mettre en évidence dans un premier temps

- La diversité chimique des molécules capables d’interagir avec CaM
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- L’interaction préférentielle de CaM avec certaines cibles intracellulaires (représentées

par des peptides d’une vingtaine d’acide aminés) selon [Ca?"]
- La capacité des antagonistes de CaM a inhiber la liaison de CaM a ses cibles

- L’inhibition de la liaison de CaM a ses cibles dépemment a la fois de la famille
chimique de I’antagoniste (groupes Al, A2, A3) utilisé et de la quantité¢ minimale (1,
2, 3, 4) de Ca®" nécessaire a la liaison de CaM a ses cibles (groupes P1, P2): les
antagonistes Al inhibent préférentiellement les peptides P1 interagissant avec CaM
liée a 2 ou 3 Ca?" tandis que les antagonistes A2 inhibent les peptides P2 interagissant

avec CaM liée a 1 ou 2 Ca?"

- La capacité¢ des antagonistes de CaM a générer des signaux calciques différents et

parfois dépendants du type cellulaire

- La spécificité d’interaction de la majorité des antagonistes avec CaM dans la cellule

En combinant I’ensemble de ces résultats, nous avons dans un deuxiéme temps pu mettre en
évidence que les antagonistes du groupe Al peuvent étre considérés comme des marqueurs de
calcisomes communs alors que les antagonistes du groupe A2 peuvent étre utilisés comme
biomarqueurs d’un ou plusieurs type(s) cellulaire(s). Parmi ces antagonistes, la molécule LPS
02-20-1-B05, et dans une moindre mesure la molécule LPS 02-20-1.-C04 se comportent
différemment dans les cellules de gCSCs par rapport aux cellules HEK et U-87 MG : ces
molécules sont de bons candidats en tant que biomarqueurs de 1’état physiologique des
gCSCs. De fagon surprenante, ces deux molécules ont été classées dans le groupe Al,
marqueurs des calcisomes communs. Ceci suggere que soit ces molécules interagissent avec
une protéine spécifiquement exprimée dans ces cellules, dépendante ou indépendante de CaM,
soit I’expression / ’activité d’un calcisome commun est dérégulée, reflétant une modification

profonde de la signalisation calcique de ces cellules.
LPS 02-20-B05S LPS 02-20-C04
N/\/NHz
K@ o
Aol N
Cl

Figure 74 : Structure des composés LPS 02-20-L-B0S et LPS 02-20-L-C04
Ces 2 composés appartiennent a la famille des éthyléne diamine N,N disubstitués dont la plateforme chimique est représentée
en noire ; le cycle aromatique bleu est également commun a I’ensemble des molécules de cette famille.
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Dans une seconde partie, nous nous sommes attachés a caractériser de facon différentielle le
protéome membranaire de gCSCs. Nous avons pu mettre en évidence plusieurs protéines
exprimées spécifiquement ou surexprimées dans les cellules TGO1, principalement impliquées
dans la migration et I’adhésion cellulaires, 1’angiogenése, I’homéostasie cellulaire et des voies
de signalisation intracellulaires. Nous avons identifi¢ des protéines surexprimées
communément dans les cellules TG10 et NSC d’une part et TGO1 et U-87 MG d’autre part,

reflétant les propriétés partagées des gCSCs avec les NSC et les cellules de la masse tumorale.

Nous nous sommes particuliérement intéressés a deux ensembles de protéines : les clusters de
différenciation (CD) et les protéines impliquées dans la signalisation calcique. Cette analyse a
permis d’identifier des protéines exprimées a la fois dans les cellules TG10 et U-87 MG et
déja corrélées dans la littérature avec un phénotype agressif de glioblastome ; il s’agit des
intégrines ass, B, o2, a3, du récepteur PDGFR, des protéines SI00A10 et SIO0A11. D’autres

protéines ont ét¢ identifiées de fagon spécifique dans les cellules TGO1 :

- CDI109, impliquée dans I’inhibition de la signalisation de TGFf et dont 1’expression

est dérégulée dans de nombreux cancers

- CD205, dont le rdle peut étre ambivalent mais dont une surexpression impliquée dans

la formation de métastases a été rapportée dans le cancer de I’ovaire

- Lintégrine B4, impliquée dans 1’activation des voies de signalisation angiogéniques et
tumorigéniques PI3K-AKT-mTOR, ras-ERK, NFAT; la surexpression de cette

protéine est cependant moins importante que pour les deux précédentes

- S100A6 et S100A13, impliquées dans la migration cellulaire, exprimées dans les

cellules de glioblastomes de haut grade et associées a la niche périvasculaire
- S100A9, décrit dans les tumeurs du sein de haut grade

- La sous unité a,6—1 des canaux calciques voltage dépendants, impliquée dans la

synaptogenese et la plasticité cellulaire

- La pompe calcique PMCA4 et la sous-expression de I’isoforme PMCAIL. Cette
distribution particuliére est opposée a celle observée dans les cellules U-87 MG et
d’autres cellules tumorales et met en évidence la biologie particuliere des cellules

TGO1
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Certaines de ces protéines ont ét¢ identifiées dans différents cancers, dont des glioblastomes,
mais n’ont jamais été rapportées dans des CSCs; d’autre part, la surexpression de ces
protéines dans les cellules TGOl par rapport aux cellules U-87 MG présage de leur
importance dans le processus tumoral et permet de proposer ces molécules en tant que

biomarqueurs des gCSCs.

De plus, la combinaison des deux études rapportées dans ce travail, d’une part 1’altération de
I’expression de deux isoformes de la pompe calcique spécifiquement dans les cellules TGO1
et d’autre part la caractérisation des antagonistes de CaM comme inhibiteurs spécifiques de la
liaison de CaM a un sous ensemble de ses protéines cibles, permet de proposer la molécule

LPS 01-08-L-G06 comme biomarqueur de gCSCs.

Ce travail de thése nous a permis de développer deux types de biomarqueurs des cellules
souches cancéreuses, un biomarqueur fonctionnel caractéristique du systéme de gestion de
I’homéostasie calcique d’une cellule et des biomarqueurs protéiques ciblant les protéines
membranaires différentiellement exprimées dans les cellules cancéreuses de glioblastomes. La
molécule LPS 02-20-L-B05 a été identifiée a partir de 4 types de gCSCs et peut donc étre
suppos¢ assez fiable. Par contre, I’étude protéomique différentielle n’a été effectuée qu’avec
un type de gCSCs ; I’étude de I’expression des marqueurs identifiés dans les cellules TGO1
ainsi que dans d’autres types de CSCs par cytométrie en flux ou western blot devrait

permettre leur confirmation / infirmation en tant que biomarqueurs des gCSCs.

Les biomarqueurs membranaires pourront étre utilisés soit comme cibles thérapeutiques pour
des agents chimiothérapeutiques soit dans le cadre d’une immunothérapie. En effet, le
manque de réponse du systeme immunitaire face aux glioblastomes (le cerveau est un organe
immunoprivilégié) a poussé au développement de méthodes permettant de stimuler le systéme
immunitaire vis-a-vis d’antigénes spécifiques de ces glioblastomes. L’immunothérapie
passive utilise des anticorps monoclonaux spécifiques des cellules tumorales bloquant la
fonction d’un récepteur ou ayant une activit¢ ADCC (antibody dependent cellular toxicity).

Plusieurs anticorps ciblant ’EGFR ont été¢ synthétisés, dont le Nimotuzumab ; ces anticorps
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induisent I’internalisation du complexe formé ainsi qu’une cytotoxicité. Les études cliniques
de phase I/Il ont montré une augmentation de la survie des patients de 3 mois par rapport aux
patients traités avec le protocole de référence seul (Ramos et al., 2006). Ces anticorps peuvent
également étre couplés a des molécules chimiques (ADCs: antibody-drug connugates)
permettant de cibler précisément la biodistribution des agents chimiothérapeutiques (Alley et
al., 2010). Une deuxieme stratégie, I’immunothérapie adoptive consiste a prélever des
cellules immunitaires spécifiques de la tumeur, les amplifier ex vivo et les réintroduire dans
I’organisme du patient. Cette stratégie a été utilisée avec des cellules LAK (lymphokine-
activated killer) en tant que thérapie adjuvante dans le cas de glioblastomes nouvellement
diagnostiqués dans une étude de phase II ; la médiane de survie des patients est passe a 20,5
mois (Dillman et al., 2009). Une troisieme méthode, I’'immunothérapie active spécifique ou
vaccination thérapeutique, consiste a stimuler le systéme immunitaire envers les cellules
tumorales et une réponse cellulaire cytotoxique ; cette réponse est induite via des antigénes
des cellules tumorales présentés par les molécules du CMH (complexe majeur
d’histocompatibilité) aux cellules effectrices du systeme immunitaire. Les cellules du systéme
immunitaire peuvent étre activées de 3 fagons différentes: i) en rendant les cellules
immunitaires plus agressives, ii) en rendant les cellules tumorales plus immunogenes, i.e. par
I’expression de cytokines ou molécules de costimulation a proximité de I’antigéne tumoral,
iii) par des cellules présentatrices d’antigenes amplifiées et chargées avec 1’antigéne cible ;
cette dernicre stratégie a été approuvée par la FDA dans le cas du cancer de la prostate en
avril 2010 (Thara et al., 2011). Enfin, une autre stratégie consiste a générer des cellules
dendritiques (DC, cellule présentatrices d’antigénes) in vitro, a les activer par exposition
avec des peptides tumoraux (antigenes synthétiques ou présents dans un lysat de cellules
tumorales, cellules tumorales irradiées, mRNAs tumoraux, ...) et induire leur maturation par
des cytokines (IL-1B, TNFa, PGE2, IFNy) avant de les injecter en intradermique (Xu et al.,
2012); les DCs sont alors capables d’induire une forte réponse immunitaire intracranienne
(Yu et al., 2001) permettant de diminuer la quantité de TNFf intratumorale et d’augmenter la
survie des patients dans des essais cliniques de phase I, I/II ou II (Fadul et al., 2011; Liau et

al., 2005).
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Les biomarqueurs de la signalisation calcique, et notamment LPS 02-20-L-B05, peuvent étre
utilisés pour définir une signature des gCSCs; cette approche peut étre abordée pour

déterminer 1’effet d’un agent chimiothérapeutique sur la physiologie de ce type de cellules.

Nous avons également postulé que I’utilisation de ces molécules pouvait avoir un effet
thérapeutique. En effet, ’utilisation d’antagonistes de CaM a été approuvée pour le traitement
de certaines pathologies, principalement psychiatriques. Aujourd’hui, de rares équipes de
recherche montrent les bénéfices de 1’utilisation d’antagonistes de CaM dans le traitement de
certaines tumeurs. Ces antagonistes sont principalement utilisés conjointement avec un agent
chiomiothérapeutique plus classique et permettent de sensibiliser les cellules a des traitements
peut actifs, notamment du fait de leur toxicité sur les tissus sains environnants (Aloy et al.,
2008; Beier et al., 2008; Bilir et al., 2008). L’étape suivante de ce travail effectué pour
identifier des biomarqueurs de la signalisation calcique sera de tester et de caractériser les
effets de ces molécules en synergie avec le Témozolomide ou d’autres agents

chimiothérapeutiques.

L’ensemble de ce travail a permis d’identifier des biomarqueurs des gCSCs et de mettre en
¢vidence I’utilisation de petites molécules comme outils de recherche ou comme potentiels
agents thérapeutiques. Ceci nous également permis de mettre en évidence les effets tres
différents que peuvent avoir plusieurs antagonistes d’'une méme protéine et de considérer la
Calmoduline comme une cible thérapeutique a part entiere. Enfin, I’étude du protéome
membranaire nous a permis de mettre en évidence plusieurs processus biologiques altérés
dans les gCSCs, de fagon spécifique ou conjointement avec les NSC ou cellules différenciées
de la masse tumorale ; ceci souligne les propriétés que partagent les gCSCs a la fois avec les

NSC et les cellules tumorales.
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I. Matériels

1. Composants chimiques

Les produits chimiques commerciaux ont été¢ utilisés sans aucune purification ultérieure.
DMSO, KCI, Hepes, Tris, MOPS, MgCl,, CaCl2, EGTA, NaCl, NaH,PO4, glucose et
digitonine ont été achetés chez Sigma, les tampons calciques de calibration ont été achetés
chez Invitrogen et I’Indo1-AM chez FluoProbes. Les solutions aqueuses ont été réalisées avec

de I’eau ultrapure (Milli-Q).

2. Protéines, Peptides et Sondes

Les essais ont été réalisés avec la Calmoduline humaine (CaM) ou la Calmoduline
synthétique (SynCaM ou VU1) de chez ProtEra. SynCaM est une protéine hybride entre les
CaM humaine et végétale, utilisée pour caractériser la liaison des molécules chimiques a CaM

(Roberts et al., 1985).

1 MADGLTEEQIAEFREAFSL LOGORFTEAELODHET &0 FHZ1SE CALM HUOHAN
i MADGLTOOQ I FEFREAFSL LTV MRS LGOH EFTRAELQ DM T &0 FODHS CALM? ARATH
! =RDOLTOEY LAEFREAFS LFDKIGDGT I TTEE LGTVHRS LGOHFTEAE LO DN T HEVDADG 5% dynthetlic_CTALM VUL

LLLLE R LA AL L LR L LR R R R LR L R L LR Rl

&1 mnmmmmrmumv EENVETHLGERLTOR 120 o2 CALM MUIMAN
&1 HLMARKHEDTDAEREELEEAFRY LREVHTNLEGEELTDE 170 FODdS CAIME ARATH
60  HETIDFPEFLNLMARFMEDTOSEEELNEAFRVFOROCHGF ISAAELHHVHTHLGERLTDE 115 ISynthetic CALM VDI
i--l-l-llllll-i_|il-lllllh+++il_|_|lllh+++il' ll:-lh-l--l--l-i-l-llllll-i-l--l-il-ll
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Figure 75 : Alignement des séquences de la Calmoduline.

Alignement des séquences de la Calmoduline humaine, de la Calmoduline d’Arabidopsis Thaliana et de la Calmoduline
synthétique (VUI), protéine hybride entre les 2 précédentes. Les divergences de séquences sont surlignées en gris clair, les
motifs de liaison de Ca*" sont en bleu.

Les peptides synthétiques sont marqués en N terminal par la carboxytetramethylrhodamine

(Schafer-N, Copenhage) (Annexe III).
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3. Chimiotheques

3.1. Strasbourg

Cette chimiothéque appartient a la plateforme de chimie et biologie intégrative de Strasbourg
(PCBIS) et est référencée dans la Chimiothéque Nationale du CNRS (http://chimiotheque-
nationale.enscm.fr/). La chimiothéque de Strasbourg comprend plus de 5300 composés
conservés dans des plaques 96 puits a 10 mM dans du DMSO ; la pureté des composés est de
plus de 80 % (caractérisation par LC-MS). Cette chimiothéque est labélisée ISO 9001:2000
depuis 2007.

3.2. Prestwick

Cette chimiothéque contient 1120 molécules dont 90 % sont des médicaments et 10 % des
alcaloides bioactifs ; ces molécules présentent sont déja ou trés proches d’une forme
médicamenteuse. Les composés ont été¢ sélectionnés d’apres leur diversité chimique et

pharmacologique ainsi que pour leur distribution et absence de toxicité chez I’homme.

3.3. Composés commerciaux

Les composés commerciaux Trifluoperazine, Fluphenazine, Clorpromazine, Calmidazolium

et Bifonazole ont été commandés chez Sigma ; W7, W5, W12 et W13 chez Calbiochem.

I. Méthodes

1. Mesures spectroscopiques

Les spectres d’absorption ont été enregistrés sur un spectrophotométre Nanodrop (Thermo
Scientific). La concentration protéique des échantillons est mesurée a 280 nm avec des
coefficients d’extinction molaire de 1 500 M'em™ et 2 560 M'em™ pour SynCaM et la CaM
humaine respectivement. La concentration des peptides et des sondes est mesurée avec des

coefficients d’extinction molaire de 103 000 M 'em™ 4 565 nm.
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2. Mesures de polarisation de fluorescence (FP)

Le degré de polarisation est défini par 1’équation FP = (I, - 1) / (I, + I,) avec I, et I, les
intensités de fluorescence des émissions polarisées verticalement (//) et horizontalement (1)

lorsque I’échantillon est excité par une lumicre polarisée verticalement (Annexe I).

Les mesures de polarisation de fluorescence sont effectuées sur un appareil Victor3 (Perkin
Elmer et Analytical Sciences, Boston, MA) avec une longueur d’onde d’excitation de 530 nm

(bande passante 7 nm) et une longueur d’onde d’émission de 610 nm (bande passante 10 nm).

3. Titration des sondes fluorescentes sur CaM a différentes concentrations

calciques

Les tampons calciques (0 nM — 1,35 uM) sont préparés a partir des solutions CaEGTA et

K>;EGTA ; la concentration calcique finale est déterminée par

[CaEGTA]

2+] = gEGTA
[Ca™] = K™ Tk Feral

Avec K574 Ja constante de dissociation de ’'EGTA et du Ca?’, et [CaEGTA] / [K,EGTA] le

ratio des deux solutions méres a 10 mM.

Les sondes fluorescentes sont préparées dans les différents tampons calciques a 0,2 uM.
SynCaM est préparée dans le tampon d’essai (30 mM MOPS, 100 mM KCI, pH 7,2) a 20 uM
puis diluée robotiquement (BiomeK 2000) en cascade (0,16 — 20 uM) dans chaque tampon

calcique.

L’essai est réalisé en ajoutant robotiquement dans une plaque 96 puits 15 pl de sonde et 15 pl
de SynCaM dilués dans le méme tampon calcique. La plaque est mélangée et incubée 5 min a
température ambiante. La constante d’équilibre (Kd) de la liaison de chaque sonde a SynCaM
(FP = f([SynCaM])) dans chaque tampon calcique est calculée en utilisant le complément

Solver de Microsoft Excel d’aprés 1’équation décrite au Chapitre 2, point II-1.
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4. Identification de molécules interagissant avec CaM par essai FP compétitif

Les chimiothéques sont criblées en ajoutant robotiquement (BiomeK 2000) dans une plaque
96 puits (Corning Costar 3686, noire a fond plat) 15 pl de composé a 20 uM dilu¢ dans du
tampon d’essai (50 mM Hepes, 150 mM KCl, 10 uM CaCl2, pH 7.5) et 15 pl du mélange
SynCaM a 4 uM — sonde fluorescente a 0,2 uM diluées dans le méme tampon. La plaque est
mélangée et incubée 5 min a température ambiante. L’équilibre entre la sonde liée et la sonde

libre est mesuré pour chaque puits par polarisation de fluorescence.

5. Facteur Z’
La qualité de 1’essai de criblage haut débit est évaluée par le facteur Z’ calculé selon :

_ 3S'Dbound + 3'S‘Dfree
mFPbound - mFPfre

!

avec SD 1’écart type de I’ensemble des valeurs et mFP les valeurs de polarisation de
fluorescence exprimées par 1000 x FP. L’état « bound » représente la sonde liée a SynCaM et

1’état « free » représente la sonde non liée

6. Titration de molécules chimiques sur SynCaM par FP compétitif avec les

sondes fluorescentes

Dans une plaque 96 puits (Corning Costar 3686, noire a fond plat) et dans un volume de 30
ul, les composés (concentrations finales 0,5 — 500 M) sont ajoutés robotiquement (BiomeK
2000) au mélange SynCaM (2 uM) — Sonde fluorescente (0,2 pM) dans le tampon d’essai (50
mM Hepes, 150 mM KCI, 100 uM CaCl,, pH 7,5) ; les concentrations finales de DMSO
n’excedent pas 1 %. La plaque est mélangée et incubée 5 min a température ambiante.
L’équilibre entre la sonde li¢e et la sonde libre est mesuré pour chaque puits par polarisation

de fluorescence.

Les paramétres a 1’équilibre sont déterminés par la courbe FP = f([composé]) en utilisant le
complément Solver de Microsoft Excel et le modele compétitif décrit par (Roehrl et al.,

2004).
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7. Titration de peptides fluorescents sur CaM a différentes concentrations
calciques

Les peptides fluorescents sont dilués robotiquement (BiomeK 2000, Beckman Coulter) dans
les différents tampons calciques a 0,2 uM dans une plaque 96 puits (Corning Costar 3686,
Acton, MA). CaM est préparée dans le tampon d’essai (30 mM MOPS, 100 mM KCl, pH 7,2)
a 20 puM puis diluée en cascade (0,02 — 20 uM) dans chaque tampon calcique.

L’essai est réalisé en ajoutant robotiquement dans une plaque 96 puits 7,5 ul de peptide et 7,5
ul de CaM dilués dans le méme tampon calcique. La plaque est mélangée et incubée 5 min a

température ambiante. Les résultats sont traités de la méme fagon qu’au point I1-3.

8. Déplacement des peptides fluorescents par les molécules chimiques par essai
FP compétitif

Les peptides et CaM sont mélangés a des concentrations respectives de 0,2 uM et 2 uM dans
le tampon d’essai (30 mM MOPS, 100 mM KCI, 100 uM CaCl,, pH 7,2) et distribués
robotiquement (BiomeK 2000) dans une plaque 96 puits (Corning Costar 3686, Acton, MA).
Les molécules chimiques sont préparées dans le méme tampon et diluées en cascade de 2000

20,02 uM.

L’essai est réalisé en ajoutant robotiquement dans une plaque 96 puits 7,5 ul de composé dans
chaque puits contenant 7,5 pl du mélange peptide — CaM. La plaque est mélangée et incubée
5 min a température ambiante. L’équilibre entre la sonde liée et la sonde libre est mesuré
pour chaque puits par polarisation de fluorescence et la concentration pour laquelle 50 % des
peptides sont déplacés (ICsy) pour chaque molécule est en utilisant le complément Solver de

Microsoft Excel d’apres 1’équation suivante :

FPy + FPpin X (% X [composé])™
FP = 20

1 .
(m X [composé])™

Avec, pour chaque couple peptide — composé, FP, la valeur FP sans composé, FP,, la valeur

FP obtenue pour 100 % de déplacement du peptide, n le nombre de Hill.
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9. Titration microcalorimétrique isothermique de composés sur SynCaM

Les mesures sont effectuées a 25 °C dans le tampon d’expérimentation (0 mM Hepes, 150
mM KCI, 1 mM CaCl, a pH 7,5) sous agitation (300 rpm) continue avec un calorimétre de
titration VP-ITC. Les solutions sont dégazées par un barreau magnétique sous vide avant

utilisation.

La cellule est chargée avec 1,4 ml SynCaM diluée dans la solution tampon a 10 uM pour les
composés LPS 02-10-L-C08, LPS 02-20-L-A02, LPS 05-01-L-D06 ou 30 uM pour les
composés LPS 01-18-L-E03, LPS 01-18-L-E04 ; la cellule de référence contient de I’eau
distillée. Les titrations sont réalisées avec une seringue de 300 ul contenant 1’un des composés
dilué dans la solution tampon a 1 mM pour LPS 02-20-L-A02, LPS 05-01-L-D06 ou 0,5 mM
pour LPS 01-18-L-E03, LPS 01-18-L-E04, LPS 02-10-L-C08. Chaque titration consiste en 60
injections consécutives de 3 ul pendant 5,1 sec et avec un intervalle de 3 min entre chaque
injection ; I’effet de la dilution est mesuré en injectant les composés dans la solution tampon

sans protéine.

La variation enthalpique de chaque injection est calculée en intégrant I’aire sous la courbe aux
temps correspondants et dont les valeurs dues a I’effet de dilution sont soustraites. Les
données sont analysées avec le logiciel MicroCal Origin. Les valeurs des variations

enthalpique, entropique, de Kd, de stoechiométrie sont dérivées de I’analyse des données.

La deuxieéme série de mesure est réalisée par Philippe Tsekov dans une solution tampon
contenant 50mM Hepes, 2 mM CaCl2 a pH 7,5, 25 °C avec 15 uM de SynCaM et 150 — 500

uM de composés.

10.Mesure de I'index d’hydrophobicité de molécules par chromatographie (CHI)

Ces mesures ont été effectuées par la plateforme TechMed™".

Briévement, chaque composé est préparé précisément a 10 mM dans du DMSO et dilué au
1/50, en duplicata, dans NH; CH3;COO™ / CH3CN (3/2 v/v). Une solution de standardisation
contenant 10 molécules de CHI connus est préparée dans le méme tampon a 0,1 mg/ml pour

chaque molécule. Les échantillons et les standards sont injectés en HPLC (Gilson) et les
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colonnes de chromatographie (Luna C18(2) 100 A 50x46 mm) sont réalisées en phase inverse

a température ambiante ; les composés sont détectés a 254 et 230 nm.

La phase stationnaire (solvant A) est de ’acétate d’ammonium 50 mM pH 7.4 ; la phase
mobile organique (solvant B) est de I’acétonitrile. Les injections sont de 5 pl a 2 ml/min

comme Ssuit :

- 0-0,2 min : solvant A 100 % - solvant B 0 %
- 2,7—3,2 min: solvant A 0 % - solvant B 100 %
- 3,4-6,1 min: solvant A 100 % - solvant B 0 %

Les temps de rétention (tr) pour les molécules standard sont utilisés pour tracer la droite de
calibration CHI = f{tr) + tro; la pente de la droite est déterminée par régression linéaire et les

valeurs CHI des échantillons sont déterminées d’apres 1’équation de cette droite.

11.Culture cellulaire

S0pm
——

Figure 76 : Cellules en culture.
A : Cellules TGOI, B : Cellules NSC, C : Cellules U-87 MG, D : Cellules HEK. Les cellules sont cultivées dans leurs
milieux respectifs dans un incubateur a 37 °C, 5 % CO2, 100 % humidité.
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11.1. Cellules TG

Les cellules TG sont dérivées de gCSCs isolées par 1’équipe du Pr H. Chneiweiss (Hopital Ste
Anne et Centre Broca Paris, CNRS) a partir de biopsies de glioblastomes ; plus de 10 types de
cellules primaires, chacune provenant d’un patient différent, ont été obtenues parmi lesquelles

les cellules TGO1, TG10, TG16 et OB1.

Les cellules sont cultivées en suspension dans du milieu NS34 (Dubelcco’s Modified Eagle
Medium:F12 1:1, glucose 0.6 %, GlutaMAX-1 2 mM, Hepes buffer 5 mM, Sodium
bicarbonate 0.1 %, pénicilline 1 U/mL, streptomycine 1 pg/mL, N-2 supplément 1X, G-5
supplément 1X, B-27 supplément 0.5X ; les composants sont achetés chez Invitrogen) dans
une atmosphére a 37 °C, 5 % CO,, 100 % humidité. Le temps de doublement des cellules est
de 3 a 4 jours mais celui-ci peut étre plus long lorsque les cellules s’agglutinent en

neuropsheéres.

Le milieu est changé tous les 3 a 4 jours et est accompagné d’une dissociation mécanique des
neurospheres (100 aller-retour avec une pipette P1000) ; les cellules sont réensemencées avec

10 % de milieu conditionné et 90 % de milieu frais a 2,5.10° cellules par flasque T75.

11.2. Cellules NSC

Les cellules souches neurales primaires sont obtenues a partir de cellules souches neurales

feetales isolées par 1I’équipe de M.P. Junier (Hopital Ste Anne Paris V, CNRS INSERM).

Les cellules sont cultivées en semi-adhérence sous forme de neurosphéres dans le milieu
« murine NSC basal medium » (Neurocult, StemCell) supplémenté par des suppléments de
prolifération (Neurocult, StemCell), 10 ng/ml bFGF recombinant humain, 20 ng/ml EGF
humain dans une atmosphére a 37 °C, 5 % CO,, 100 % humidité. Le temps de génération de

ces cellules est de 10 jours environ.

Les cellules sont dissociées mécaniquement (100 aller-retour avec une pipette P1000) 1 fois
par semaine et réensemencées dans 10 % de milieu conditionné et 90 % de milieu frais a

2,5.10° cellules par flasque T75.
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11.3. Cellules U-87 MG

La lignée U-87 MG (ATCC HTBI14) est dérivée d’un astrocytome humain de grade IV
d’apres la classification 2007 de ’OMS.

Les cellules croissent en adhérence et sont cultivées dans le « Eagle’s Minimal Essential
Medium » supplémenté par 10 % sérum de veau feetal, 2 mM L-glutamine, 100 U/ml
pénicilline, 100 pg/ml streptomycine (composants achetés chez Invitrogen) dans une

atmosphere a 37 °C, 5 % CO,, 100 % humidité.

Les cellules sont divisées tous les 3 a 4 jours lorsqu’elles atteignent une confluence de 80 %
environ. Les cellules sont détachées du support avec de la Trypsine / EDTA (Invitrogen) et

réensemencées au tiers dans du milieu frais.

11.4. Cellules HEK

La lignée cellulaire HEK293 est dérivée de cellules embryonnaires de rein humaines ; la

lignée a été générée par la transformation de cellules primaires par I’adénovirus 5 DNA.

Les cellules croissent en adhérence et sont cultivées dans le « Minimal Essential Medium »
supplémenté par 10 % sérum de veau feetal, 2 mM L-glutamine, 100 U/ml pénicilline, 100
ug/ml streptomycine (composants achetés chez Invitrogen) dans une atmosphére a 37 °C, 5 %

CO,, 100 % humidité.

Les cellules sont divisées tous les 3 a 4 jours lorsqu’elles atteignent une confluence de 80 %
environ. Les cellules sont détachées du support avec de la Trypsine / EDTA (Invitrogen) et

réensemencées au quart dans du milieu frais.

12.Essai de viabilité cellulaire

Les cellules sont ensemencées dans une plaque 96 puits (Greiner 655090) a une densité de
3.10* cellules pour TGO1 ou 5.10* cellules pour HEK dans 100 ul de milieu. Les cellules sont
incubées avec chaque composé¢ a différentes concentrations (1 — 500 pM) pendant 24h. La
viabilité cellulaire a 24h est déterminée par le kit luminescent « Cell Titer Glo » (Promega)
selon le protocole fourni. La luminescence est enregistrée sur un appareil Victor et les courbes
de titration sont analysées avec le complément Solver de Microsoft Excel d’aprés cette

équation :
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So + Sl(%so X [compound])™
S =

1
1+ (Wso X [compound])™

Avec S le signal enregistré, Sy le signal sans compose, S; le signal obtenu pour I’effet
maximal, ECs la concentration pour laquelle on obtient 50 % de I’effet maximal, n le nombre

de Hill.

13.Mesures du calcium cytosolique

Deux jours avant I’expérimentation, les cellules sont ensemencées dans une flasque T75 de
facon ce qu’elles arrivent a 80 % de confluence 2 jours plus tard. Le jour de
I’expérimentation, les cellules sont lavées au PBS et incubées 45 min dans le noir a 37 °C
avec 5 uM Indo1-AM dans le tampon d’expérimentation (NaCl 137,5 mM, MgCl, 1,25 mM,
KCl 6 mM, Glucose 5,6 mM, Hepes 10 mM, NaH,PO4 0,4 mM, pH 7,2). Les cellules sont
ensuite rincées au PBS, resuspendues dans le tampon d’expérimentation et ensemencées a
5.10* cellules, 37,5 pul dans une plaque 384 puits (Greiner 781091) ; la plaque est centrifugée
5 min a 800 rpm. En parall¢le, les molécules chimiques sont dilué¢es en cascade (8 uM — 2
mM) dans le tampon d’expérimentation et 60 pl sont déposées dans une plaque 384 puits
(Greiner 784201) ; la digitonine (500 uM), ’EGTA (10 mM) et CaCI2 (25 mM) sont dilués

dans le méme tampon et distribués dans la méme plaque.

Chaque essai est réalisé en triplicat et robotiquement (FlexStation, Molecular Devices) ;
I’excitation est fixée a 385 nm, 1’émission de la sonde Indol liée & Ca*" a 401 nm et de la
sonde libre a 475 nm. Les lectures de fluorescence sont réalisées toutes les 5 secondes sur une
durée de 12 min & 24 °C. A t = 35 sec, 12,5 ul de composés sont ajoutés sur les cellules et & t
=635 sec 12,5 ul de digitonine sont ajoutés. Les résultats sont analysés sous forme de ratio de
valeurs obtenues a 401 et 475 nm; S est ensuite converti en [Caﬁ] et ’ECsy de la
modification de la concentration cytoplasmique en Ca?’ est déterminée comme décrit au

Chapitre 2, point V-1.1.
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14.Extraction des membranes cellulaires (ghosts)

Les cellules contenues dans 4 flasques 225 sont lavées au PBS et avec du tampon de lyse (10
mM Hepes pH7.4, 2 mM EGTA, cocktail d’inhibiteur de protéases). La lyse des cellules
s’effectue de fagon mécanique dans du tampon de lyse (10 ml) par des allers-retours de la
suspension cellulaire a travers une aiguille 22G montée sur une seringue de 25 ml toutes les 5
— 10 min jusqu’a la lyse de plus de 90 % des cellules. Les débris cellulaires sont éliminés par
centrifugation (10 min, 3 000 rpm) et le surnageant est centrifugé 1h30 a 14 000 rpm. Les
ghosts membranaires sont resuspendus dans 300 pl de tampon de lyse, dosés par Bradford et

conservés a -20 °C.

15.Spectrométrie de masse

Cette analyse a été réalisée par la plateforme de Spectrométrie de Masse de Cronenbourg,

Laboratoire de Spectrométrie de masse BioOrganique, UMR 7178.

Les échantillons sont concentrés au Speedvac jusqu’a obtenir un volume de 60 pl, dénaturés
et déposés sur un gel 1D acrylamide (8 - 15 %) a migration lente ; le gel est ensuite fixé,
coloré au bleu de Coomassie, les pistes sont découpées de facon systématique en bandes de 2
— 4 mm de largeur et déposées en plaque 96 puits. Les bandes sont trypsines, les peptides sont
extraits du gel (solvant ACN/H,O/HCOOH) et évaporés (volume final 8 ul). Les échantillons
(5 pl) sont ensuite injectés sur nanoUPLC couplée au spectrometre de masse ESI-Q-TOF
Synapt ; les spectres de fragmentation des peptides sont comparés a ceux de la banque
SwissProt et les protéines sont annotées selon GO (gene onthology). Le critére de validation
de la présence d’une protéine est 1’identification de 2 peptides de cette protéine avec un taux

de faux positifs nul.
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Anisotropie de fluorescence

Les molécules fluorescentes absorbent les photons ayant une longueur d’onde particuliere et
émettent, dans un délai de quelques nanosecondes, a une autre longueur d’onde de plus faible
énergie. Un champ ¢électromagnétique (tel que la lumiére) peut induire des oscillations par
résonance des €lectrons d’un fluorophore. L’interaction entre la lumiere et les électrons peut
permettre a une paire d’électrons de passer d’une orbitale Sy stable a un état d’excitation de
plus grande énergie (orbitale S;). La capacit¢ d’un fluorophore a absorber une longueur
d’onde particuliére (photon d’énergie donnée) est reliée a la capacité de chaque électron a
entrer dans un état excité ; cette valeur est définie expérimentalement par le coefficient
d’extinction molaire (ou coefficient d’absorption molaire) € d’'une molécule a une longueur
d’onde donnée. Un électron dans un état excité perd rapidement de 1’énergie par relaxation
vibratoire entre états excités de haute énergie ; 1’électron revient alors a un état de plus faible
énergie avec une émission de photon (de plus faible énergie que le photon absorbé
initialement). Cette différence d’énergie entre les longueurs d’onde d’excitation et d’émission

est connue sous le nom de «shift de Sokes ».

En 1946, Forster exploita cette théorie quantitative basée sur le transfert non radioactif
d’énergie d’excitation entre 2 fluorophores, basée sur I’interaction électrostatique de 2 dipdles
(donneur et accepteur) géographiquement proches (I — 10 nm), distance caractéristique
d’interaction de molécules biologiques (Forster, 1946). Le transfert d’énergie de résonance de
Forster (FRET) est aujourd’hui utilis¢ dans de nombreux laboratoires pour mettre en
évidence D’interaction de cibles moléculaires (Erickson et al., 2001; Erickson et al., 2003;
Truong and Ikura, 2001). Une variante de FRET, homoFRET, se réfeére au transfert d’énergie
entre 2 mémes fluorophores dont les spectres d’émission et d’excitation se superposent ; cette
technique est notamment utilisée pour identifier des états d’oligomérisation d’une protéine
(Gautier et al., 2001). L’homoFRET a également ¢été utilis€ pour mesurer la liaison d’une
protéine marquée a une cible quelconque dans la cellule : la perte d’anisotropie (i.e. perte de
polarisation) d’émission lorsque le fluorophore est excité avec une lumiére polarisée refléte la

modification des propriétés hydrodynamiques de la protéine marquée.

Dans une population de fluorophores orientés aléatoirement et excités par une lumiére

polarisée, les molécules orientées parallelement a 1’axe de polarisation sont préférentiellement
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excitées. Les photons émis par les fluorophores excités sont ensuite mesurés a travers 2 filtres
polarisés, un paralléle (I,)) et 'autre perpendiculaire (I1) a I’excitation de polarisation (Figure
77). Les valeurs de polarisation de fluorescence (FP) ou d’anisotropie d’émission additives

(A), sont déterminées par la mesure du degré d’orientation du fluorophore :

-1 I,/—I. ) 3A-2
=L == soit FP =——

FP = =
I//+I_|_ I//+ZI_|_ A

Dans le cas ou le fluorophore change d’orientation entre les moments d’excitation et

d’émission, la lumiére est alors dépolarisée et la valeur de A diminue.

= a i 1'fll
Polarized light p 4
: € r "f Emission
Depolarized light . =11
X Y L+l

Figure 77 : Principe de mesure d’anisotropie ou de polarisation de fluorescence.

Le fluorophore est excité¢ avec une lumiére polarisée de direction (champ électrique) E. la quantité de dépolarisation entre
I’excitation et I’émission de fluorescence est mesurée par la détection des intensités de fluorescences parallele (I,) et
perpendiculaire (I1) a la direction de 1’excitation.

La polarisation de fluorescence est utilisée pour mesurer le changement de taille apparente
d’une molécule marquée (Checovich et al., 1995). Lorsqu’une petite molécule fluorescente est
excitée avec une lumiere polarisée, la lumiere émise est largement dépolarisée du fait de la
rotation rapide de cette molécule en solution entre le moment d’excitation et d’émission de la
fluorescence. Dans le cas ou cette méme molécule est liée a un récepteur, le volume
moléculaire apparent de la petite molécule augmente et sa vitesse de rotation est
considérablement réduite ; par conséquent, la direction d’émission de la fluorescence est la

méme que celle d’excitation (Figure 78). Les états libre et lié d’ume petite molécule
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fluorescente ont donc chacun une valeur intrinseque de polarisation de fluorescence,
respectivement FPy,.. et FPy,,,0. La mesure de polarisation d’un mélange de molécules liées
et libres est donc une moyenne pondérée de ces 2 valeurs extrémes : il n’y a pas besoin de
purifier les molécules liées des non liées afin de pouvoir étudier un équilibre de liaison ; cette
méthode est donc rapide, simple et précise. De plus, la mesure de FP étant ratiométrique, les
résultats sont moins sensibles aux problémes de quenching ou de fluorescence non

directement liée a 1’essai, comme cela peut étre le cas dans les analyses de FRET classiques.

Peptides labelled at M-ter with

Hapld rotation Light is

carboxytetramethylrhodanm
‘. / ) _ | depolarized

Polarized light

Slow rotation Light remains

— .’. _/H .,.\ ; F'D!E;rized

o

K

Figure 78 : Principe de criblage a haut débit par mesure d’anisotropie de fluorescence.

La vitesse de rotation d’une molécule est inversement proportionnelle a sa taille apparente. Un fluorophore lié a une petite
molécule et excité par une lumiére polarisée aura une rotation rapide et peut donc dépolariser la lumiere. Dans les mémes
conditions, un fluorophore 1i¢ a une structure plus importante (protéine) aura une vitesse de rotation plus lente et émettra une
lumiere peu dépolarisée.
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IL

Caractérisation des molécules interagissant avec la Calmoduline
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Famille chimique
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Peptides et constantes de dissociation a CaM en fonction de [Ca?+]

e Peptide Sequence cam |A-1(|J.M) B-1(uM) C-1(uM) D-1(uM) E-1(uM) c’;‘;
Pompes

1 Plasma membrane calcium pump (PMCA) LRRGQILWFRGLNRIQTQIK hl\J/rL\J'\:alm i}gi:g; 2;;32 leg:gg g‘zg:gg Z}ZE:S: i
36 SERCAL NELPAEEGKTLWELVIEQFEDLL human | 102 Loz Lz | 1wz soc0s | 4
Cannaux et Récepteurs

13 Cardiac Ca(v)1.2; alpha-1C KFYATFLIQEYFRKFKKRKEQ o ;:g;zgg ;:g;ﬁg iiéjg: ijéjgi ii;zgf‘ 2
18 potassium (K+) channel (SK1) QRKFLOAIHQAQKLRSVKIE hl‘ﬁgn ;’:gizgi %gigi fﬁiﬁgi ig::gi ?:gi:gg g
22 Serotonin 5-HT (1A) receptor -1 YGRIFRAARFRIRKTVKKVEKTG h\\J/rL'nJ’\in g’ié:gg g'i;ﬁg g’igﬁg ;“;Ezg: ;";E:g: :
0 s w0 | 10 R
5 e oo 0| ko o ge e B |
5 s semmsaros 0| S dm e SEm |
n e s 0| o T BED T T |
e wmssncroncane | 2o Tim e e 3|
o ssorusemsmrs (W | o s diow fiow e |
5 | e m ke e |
Kinases

T it o 1 oo W | S0 e yem aem e |
(Bl st opssnsow: (W | USRS Len |
o e e 0| e SE8 8 e )
11 sk-Myosin light chain kinase (sk-MLCK) KRRWKKNFIAVSAANRFKKI h\\J/rL'nJ’\in g’;é:gg i'iéﬁg i'iE:gg i‘i::gz i’ié:g; i
12 sm-Myosin light chain kinase (sm-MLCK) RRKWQKTGNAVRAIGRLSSM lerL:\in ;;E:gi ;;Eﬁi g;g:gg 2;::8‘3‘ g;i:gg i
o woncmscansn 0| 0L G0 En SN o |
o woncomscanss | e B Em fee )
o o oo 0 | 160 1 e e i |
0 mvcommanans W | JiEer Ik e el St |
2 o a0 | S50 St 1Em Gn G |
43 CamKil gamma LRKFNARRKLKGAILTTMLVSRNFS hL‘J’:‘in i:gggg i:gigg §:g§:gi g::ggz ?:gg:gi ;
Phosphatases

3 calcineurin, alpha isoform AAARKEVIRNKIRAIGKMARVFSVL hl‘ﬁgn é‘éi*gll f—,’,‘éifgll 1:35:83 1:3::83 isi:gg i
NO signal

6  Nitric-oxide synthase, endothelial RKKTFKEVANAVKISASLMG h::;n ggg:gi ggmi g:iéﬁ i:g:gz i:gg:gz ;
cAMP signal

o o oW | oo sico sxn sxn s |
Modulation du cytosquelette

5 MARCKS KKRESFKKSFKLSGFSFKK ruman | 5.46600 | 5.4Ew00 | 45601 | ser0s | ser0s |3
e o | Sem e e e e |
e it setublommetdn T GOKLSKKKKGYWNDEKAKE human | 1E«02 | 18Ew02 | LoEw0s | 2ae01 | 2ae01 | 3
23 MYOSIN-5A, human CIRIQKTIRGWLLRKKYLRM hl‘ﬁgn f:gi:gi f:gg:gi g:igzgg g:i::g‘; g:ii:gg i
Autres

20 oo naman TP sapveRvRkrarew humar | 326:08 | 326205 | Lar0s | saros | acer |2
21 Neuromodulin TKIQASFRGHITRKKIKGE numan| 70r01 | 7orior | omor | reros | 1sres |
38 GAD (glutamate decarboxylase) HKKTDSEVQLEMITAWKKFVEEKKKK h::;n é:gg:gg ézig:g; 51,'2;:85 2'2535 é;ig:g; 1

La s