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CRMP5 dans les glioblastomes : fonction et voie de signalisation

CRMP5 appartient a la famille des Collapsin Response Mediator Protein. Ces protéines sont trés
exprimées dans le cerveau en développement et les zones de neurogénése chez I'adulte. Dans un
contexte tumoral, I'expression des messagers de CRMP5 émergent dans un cluster de genes associés
a la plus faible survie des 20 patients suivis, et a la prolifération (Liang et al., 2005). Nous avons
confirmé ces résultats dans une série rétrospective de 183 GBM ou la forte expression protéique de
CRMPS est corrélée a une plus faible survie des patients (7.14 mois vs 10 mois) ; de plus les tumeurs
exprimant fortement CRMP5 présentent un index mitotique 2 fois plus important (p = 0.0009) que les
tumeurs exprimant faiblement CRMP5.

Dans des cultures primaires ou lignées cellulaires de GBM nous montrons que la prolifération des
glioblastomes est dépendante de I'expression de CRMP5 et de la voie de signalisation Notch. Des
analyses en western blot démontrent que CRMP5 protége les récepteurs Notch de la dégradation
lysosomale. Nous avons approfondi ce mécanisme et montré une nouvelle voie de régulation de Notch
par CRMP5 qui par une interaction protéique avec Numb, linhibiteur de Notch empéche la
dégradation du récepteur. Parallelement, I'analyse en immunohistochimie sur les biopsies de GBM
montrent une forte expression Notch et sa cible Hes1 dans les tumeurs exprimant fortement CRMP5.
Ces résultats montrent la corrélation entre I'expression de CRMP5 dans les GBM, I'activation de la voie
Notch et la faible survie des patients. Le ciblage de l'interaction CRMP5-Numb est une stratégie

potentielle pour un traitement ciblé des glioblastomes.

Mots clés: CRMP5, prolifération, Notch, Numb, Glioblastome






CRMP5 in Glioblastoma : function and signaling pathway

CRMP5 belongs to the Collapsin Response Mediator Protein family, highly expressed in the developing
brain and in adult brain neurogenesis areas. In pathology, we identified CRMP5 as a marker of
aggressivity in neuroendocrine lung tumors (Meyronet et al, 2008) while Liang et al (2005) using
transcriptomic analysis of 20 Glioblastomas, revealed CRMP5 in a cluster of genes related to
proliferation correlated with a poor overall survival. We confirmed these results at the protein level in
a retrospective serie of 183 GBMs and correlated higher CRMP5 expression with a significantly lower
median survival (7.14 months) than those with negative expression (10 months)
(p=0,026).Furthermore, GBM with higher CRMP5 expression were characterized by a higher mitotic
index.

CRMP5 knockdown (siRNA) in primary culture from GBM xenograft and in the GBM cell line GL15
showed a dependence of GBM cell proliferation for CRMP5 expression. Notch signaling pathway
expression and activation was found post-translationally dependent of CRMP5 expression. These
results are enlightened by a clinical study showing a poor expression of Notch 1 and Hes1 in CRMP5-
negative tumours compared to CRMP5-positive GBM.

Mechanistically, we show a novel regulation of the Notch signaling pathway in GBM by CRMP5
counteracting Numb-dependent Notch receptors degradation by a direct protein interaction.

These results show that CRMP5 expression in GBM activates Notch signalling pathway to promote
proliferation and poor survival. Targeting CRMP5-Numb interaction is a promising strategy for future

glioblastoma treatment.

Keywords : CRMPS5, proliferation, Notch, Numb, Glioblastoma
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AAK1 : Adaptator-Associated kinase 1

AAK1 : AP-2 Associated kinase

ADAM : A Disintegrine And Metalloprotease
ADN : Acide Désoxyribonucléique

Akt : Protein Kinase B

AP-2 : protéine adaptatrice 2

aPKC : atypical Protein Kinase C
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ATP : Adénosine Tri-Phosphate

BDNF : Brain-Derived Neurotrophic Factor
BDNF/NT-3 growth factors receptor : récepteur TrkB
BrdU : Bromo-DeoxyUridine

CADASIL : Cerebral Autosomal Dominant Arteriopathy with Subcortical Infarcts and
Leukoencephalopathy

CCN3 : Cyrb1, Ctgf et Nov

CRMP : Collapsin Response Mediator Protein

DAPI : 4',6'-diamidino-2-phénylindole

DAPT : N-[N-(3,5-Difluorophenacetyl)-L-alanyl]-S-phenylglycine t-butyl ester
DHP : DiHydroPyrimidinase

DIk1 : Protein delta homolog 1

DMSO : diméthylsulfoxyde

DNER : Delta and Notch-like Epidermal growth factor-related Receptor
DSL : Delta/Serrate/Lag-2

EGF : Epidermal Growth Factor

EGFR : Récepteur a I'EGF

GAPDH : Glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase

GBM : glioblastome ou glioblastome multiforme

GFP : Green Fluorescent Protein

GPI : Glycosylphosphatidylinositol

11



HECT : Homologous to the E6-AP Carboxyl Terminus
Idh : isocitrate deshydrogenase

JeDi : Jagged and Delta protein

KO : Knock out

LNX : Ligand of Numb

MAGP : motif basique hélice boucle hélice

MAP2 : Microtubule Associated Protein 2

MINT: Msx2 Interacting Nuclear Target protein
MIPEP : Mitochondrial Intermediate PEPtidase
MPNST : Malignant Peripheral Nerve Sheat Tumor
mTor : mammalian Target of rapamycin

N-CoR : Nuclear receptor CoRepressor

NECD : domaine extracellulaire de Notch

NES : Nestin

NF1 : Neurofibromin 1

NICD : domaine intracellulaire de Notch

NICD : domaine intracellulaire de Notch

NLS : séquence de localisation nucléaire

NRP1 : Neuropiline 1

NS : neurospheére

OMS : Organisation Mondiale de la santé

p70S6K : p70S6 kinase

PCAF : P300/CBP Associated Factor

PDB : Protein Data Bank

PDGFRA : platelet-derived growth factor receptor
PDZL : PSD-95/Dlg/Z0-1 Ligand

PEST : répétitions du motif Proline-Glutamate-Sérine-Thréonine
PI3K : Phosphatidylinositide 3-kinase

PIP; : Phosphatidylinositol diphosphate

PIP3 : Phosphatidylinositol triphosphate

PLA : Proximity Ligation Assay



PRR : Proline Rich Region

PTB : PhosphoTyrosine Binding

PTCH1 : Patched 1

PTEN : Phosphatase and TENsin homolog

Ptfla : Pancreas specific transcription factor 1a

RAM : RBPjk Associate Molecule

RBPj« : Recombination signal sequence Binding Protein Jk
Récepteur au NMDA : récepteurs au N-méthyl-D-aspartate
répétitions LNR : Lin12/Notch Repeats

RFP : Red Fluorescent Protein

RMN : Résonance Magnétique Nucléaire

ROCK : Rho kinase

SCLC : carcinome a petites cellules du poumon

shARN : short hairpin RNA

Shh : voie Sonic Hedgehog

siARN : short interfering RNA

SMO : Smoothened

SMRT : Silencing Mediator for Retinoid and Thyroid receptor
SNC : systéme nerveux central

SNP : syndromes paranéoplasiques neurologiques

SUMO : Small Ubiquitin-like Modifier

TAD : domaine de transactivation

TGCA : The Cancer Genome Atlas Network

TLE : Transducin-Like E(spl)

TMA : Tissue Micro-Array

TOAD-64 : Turned On After Divison 64kDa

TUNEL : Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP Nick End Labeling
Ulip : Unc-33 Like Phosphoprotein

VEGF : Vascular Endothelial Growth Factor

VEGFR2 : Vascular Endothelial Growth Factor Receptor 2
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Figure 1 : Aspects morphologiques et cliniques des glioblastomes ; Photo post-mortem d’un
glioblastome dans un cerveau de patient ; détection d’un glioblastome par IRM sans prise de
contraste ; illustration de la prolifération endothéliale dans un glioblastome, entouré en blanc ;
Illustration d’une zone de nécrose dans un glioblastome, en périphérie de la zone de cette zone se
trouve des structures de cellules en pseudo-palissades. Adapté de Louis et al., 2007
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I- Le glioblastome

1° Définition et classification morphologique

Le glioblastome (GBM) fait partie de la famille des gliomes, tumeurs primitives du Systéme

Nerveux Central (SNC), les plus fréquentes.

Appelée aussi Glioblastome Multiforme, cette tumeur représente a elle seule 12-15% des
tumeurs totales intracraniennes et 60-75% selon les continents des tumeurs de type astrocytaire.
L'incidence du glioblastome est de 3-4 nouveaux cas pour 100000 personnes par an avec une
proportion plus importante pour les ages de 45 a 75 ans. La préférence de sexe est faible, avec une
incidence plus importante pour les hommes que pour les femmes, montrée aux Etats-Unis par un ratio

méle/femelle de 1,26.

La classification internationalement reconnue est celle de I'Organisation Mondiale de la Santé
(OMS) (Kleihues and Sobin 2000; Louis, Ohgaki et al. 2007). Cette classification prend en compte le
type histologique du gliome (astrocytaire, oligodendrogliome ou mixte) et son grade évalué par des
critéres de malignité (atypies nucléaires, mitoses, prolifération endothéliocapillaire et nécrose). Le
glioblastome est une tumeur infiltrante classée dans les astrocytomes de grade IV selon I’'OMS (Louis,
Ohgaki et al. 2007). Les caractéristiques histologiques permettant de diagnostiquer un glioblastome
sont des atypies nucléaires, des mitoses importantes, de la prolifération des micro-vaisseaux (Figure
1) et d'importantes zones de nécrose au sein de la tumeur entourées de cellules proliférantes réalisant
un aspect en pseudo-palissades (Figure 1). Certains glioblastomes présentent des plages d’aspect
oligodendroglial et résultent de I’évolution ultime d’un oligodendrogliome. Lors du diagnostic de la
tumeur, celle-ci est souvent déja trés importante et répandue. La |ésion est unilatérale et faiblement
délimitée, le tissu nécrotique peut se trouver a c6té du tissu sain ou peut occuper jusqu’a 80% de la
tumeur. Le glioblastome est une tumeur hétérogéne sur le plan morphologique. A c6té de la forme

classique deux variants majeurs sont décrits : le glioblastome a cellules géantes et le gliosarcome.

Le glioblastome peut survenir de novo (glioblastome primaire) ou résulter de I’évolution d’une
tumeur de grade inférieur (glioblastome secondaire). Les glioblastomes primaires représentent plus
de 90% des glioblastomes. lls se développent rapidement en moins de trois mois sans antécédents
cliniques et sans symptomes pouvant prédire I'apparition de la tumeur. lls sont préférentiellement
détectés dans les patients plus dgés (médiane 62 ans). L'origine cellulaire de ces glioblastomes

primaires serait la transformation maligne d’une cellule souche neurale.
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Les glioblastomes secondaires sont beaucoup moins fréquents que les glioblastomes primaires
avec moins de 10% d’incidence et sont détectés chez des patients plutot jeunes (médiane 45 ans). Les
glioblastomes secondaires émergent a partir d’astrocytomes diffus (WHO grade 1) ou d’astrocytomes
anaplasiques (WHO grade lll). La durée d’évolution d’'une tumeur de faible grade vers un glioblastome
est trés variable, de 1 an a 10 ans. Il est important de noter que la survie des patients atteints de
glioblastome secondaire est plus importante que celle des patients atteints de glioblastome primaire.
Les glioblastomes primaires et secondaires représentent des entités bien distinctes d'un point de vue

moléculaire et en termes de réponse aux traitements dont les détails seront abordés plus loin.

2° Classification moléculaire des glioblastomes

Les glioblastomes sont des tumeurs trés hétérogénes au niveau intra-tumoral et inter-individu.
Chaque tumeur peut avoir une origine cellulaire différente, émerger d’'une zone du cerveau différente
ou d’une autre tumeur de bas grade. Ces différences résultent en une réponse distincte de chaque
individu aux thérapies classiques. La mise en place d’une classification moléculaire des glioblastomes
a été effectuée pour tendre vers une meilleure stratégie de traitement de ces tumeurs et mieux
comprendre I'origine et la physiopathologie des variants morphologiques. La classification actuelle
repose sur l'identification des aberrations génomiques recensées par The Cancer Genome Atlas
Network (TCGA) dans une cohorte de 173 patients atteint de GBM. Sur des données d’analyse
transcriptomique de 173 GBM et de deux échantillons de cerveau normal, 4 sous-groupes de
glioblastomes ont été identifiés (Verhaak, Hoadley et al. 2010). Les sous-types identifiés pourraient
correspondre a une origine cellulaire différente caractérisée par les génes spécifiques de certains
lignages cellulaires représentatifs du développement de systeme nerveux central. Le sous-type
Proneural montre une amplification de génes caractéristiques des oligodendrocytes en
développement (platelet-derived growth factor receptor PDGFRA, NKX2-2, Olig2) correspondant a des
cellules faiblement différenciées. Dans ce sous-type, les glioblastomes présentent une amplification
du gene PDGFRA et des mutations sur le géne suppresseur de tumeur de la protéine p53 (TP53) et le
gene de lisocitrate deshydrogenase (idh1). Les mutations IDH1 et 2 sont des marqueurs diagnostiques
préférentiels de tumeurs gliales mais aussi des GBM primaires par rapport aux GBM secondaires (95%
des cas). Ces mutations sont intéressantes car elles correspondent a un meilleur pronostic clinique
pour les patients (Parsons, Jones et al. 2008). Les glioblastomes de type proneuraux expriment aussi
fortement les génes impliqués dans la prolifération et le cycle cellulaire. Le sous-type Neural est enrichi
en genes neuronaux typiques liés a la transmission synaptique et au guidage axonal (NEFL, GABRARA1,

SYT1, SLC12A5). Ce sous-type présente peu d’anomalies chromosomiques. Les glioblastomes du sous-
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type classique présentent le plus d’altérations chromosomiques, et auraient comme origine des
cellules de lignage astrocytaire. lls sont caractérisés par une amplification du chromosome 7 et par
conséquent du gene du Récepteur a 'EGF (EGFR) avec la mutation activatrice (EGFRvIII) et une perte
du chromosome 10 scorrespondant a la perte de I'anti-oncogene PTEN (Phosphatase and TENsin
homolog). Le sous-type classique est enrichi en génes de précurseurs neuronaux et de cellules souches
comme Nestin (NES), Notch 3 et son ligand Jagged 1. Les voies de signalisation impliquées dans le
maintien des cellules souches neurales comme Notch et Sonic Hedgehog sont tres exprimées dans ces
tumeurs. Le dernier sous-groupe mésenchymateux de glioblastomes correspond a une signature
moléculaire de cellules mésenchymateuses (CHI3L1 ou YKL40 a chitinase-like proteins, MET) et des
genes de cellules astrocytaires réminiscents d’une transition épithélio-mésenchymateuse décrite dans
d’autres modeles (Thiery 2002). Ce groupe exprime des génes de marqueurs de cellules de Schwann,
de la réponse immunitaire et de l'inflammation. Une forte proportion de glioblastomes de type
mésenchymateux sont mutés ou délétés sur les anti-oncogénes NF1 (Neurofibromin 1) et PTEN qui ont
tous deux pour cible Akt (ou Protein Kinase B). Ces tumeurs ont la caractéristique d’étre trés
nécrotiques avec I'expression d’effecteurs de la voie du Tumor necrosis Factor (NFkB TRADD, RELB,

TNFRSF1A) (Verhaak, Hoadley et al. 2010).

Récemment, une analyse transcriptomique sur 123 tumeurs de glioblastome a permis
I’émergence d’une signature moléculaire comprenant 14 genes, corrélée a la faible survie moyenne
des patients atteints de GBM. Ces génes sont représentatifs du sous type mésenchymateux et de
cellules immunes/inflammatoires. Ces données permettraient de stratifier les patients GBM en deux
groupes, de faible et haut risque dans le but d’optimiser les traitements de ces tumeurs

(Arimappamagan, Somasundaram et al. 2013).
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Figure 2 : Hypothese des cellules souches tumorales pour la formation des glioblastomes ; Théorie
de I’évolution clonale des cellules souches de glioblastome qui vont se diversifier en accumulant
les anomalies génétiques résultant en une hétérogénéité de la tumeur (Adapté de Sottoriva et al.,
2013) ; Théorie de la formation non clonale des glioblastome par amplification de plusieurs
populations de cellules souches tumorales d’origine différente, se différenciant pour donner un
glioblastome hétérogene (Adapté de Fomchenko et Holland, 2005)
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3° Origine cellulaire des glioblastomes : théorie des cellules souches

Il a longtemps été admis que les GBM provenaient d’une cellule de lignage glial comme les
astrocytes ou les oligodendrocytes. Cependant depuis une dizaine d’années, I'identification de cellules
souches dans le cerveau sain et dans les tumeurs a amené une nouvelle théorie sur I'origine des
glioblastomes (Singh, Clarke et al. 2004; Sanai, Alvarez-Buylla et al. 2005; Tchoghandjian, Baeza et al.
2010). La théorie des cellules souches comme origine clonale des GBM (Figure 2) postule que les
tumeurs prennent naissance a partir de cellules souches qui ont acquis des altérations génétiques et
épigénetiques qui leur conférent les caractéristiques des cellules tumorales (prolifération accrue,
immortalité, auto-renouvellement). Les mutations s’accompagnent de changements phénotypiques
qui conferent un avantage sélectif pour la prolifération, l'invasion et la résistance a I'apoptose
(Hanahan and Weinberg 2011). Cependant, les glioblastomes restent des tumeurs trés hétérogenes et
la théorie selon laquelle le glioblastome serait le résultat de la transformation maligne d’une cellule
souche tumorale ne permet pas d’expliquer I’hétérogénéité intrinséque de ces tumeurs. Récemment,
une étude de transcriptomique sur des échantillons de tissus prélevés a divers endroits d’'un méme
glioblastome a montré des profils génomiques différents entre ces zones (Sottoriva, Spiteri et al. 2013).
Sur ce constat, une théorie de I’évolution clonale des précurseurs tumoraux a été suggérée (Figure 2).
La cellule souche initiatrice de tumeur dérive et mute de nombreuses fois au cours de la formation
d’un glioblastome. Cette cellule donne plusieurs populations de cellules souches, au sein de la méme
tumeur, avec des caractéristiques génomiques différentes qui auront donc des réponses différentes
aux divers traitements. Un autre modeéle a été proposé sur la base de plusieurs populations de cellules
souches qui induisent le développement d’une tumeur non-clonale avec des cellules différenciées a
partir de chaque cellule souche et avec le recrutement de cellules normales (Figure 2). Il n’est pas exclu
au cours de la progression tumorale, que I'apparence de cellule souche tumorale soit une conséquence
de mutation de génes de reprogrammation et non nécessairement d’initiation de la tumeur

(Fomchenko and Holland 2005).

Les cellules souches tumorales ont la caractéristique d’étre résistantes a la chimiothérapie
(Salmaggi, Boiardi et al. 2006) et radiothérapie (Bao, Wu et al. 2006; Facchino, Abdouh et al. 2010).
Plusieurs voies de signalisation ont été impliquées dans les résistances des GBM aux traitements
comme l'activation de la voie Akt (Tang, Chang et al. 2013), Sonic Hedgehoc (Santoni, Burattini et al.
2013) et Notch (Schreck, Taylor et al. 2010). La caractérisation de I'évolution clonale des glioblastomes
et des voies de signalisation associées est un sujet de recherche important pour avancer vers le

traitement de ces tumeurs (Nduom, Hadjipanayis et al. 2012; Sottoriva, Spiteri et al. 2013).

27



4° Stratégies de traitement des glioblastomes

a)  Lesthérapies conventionnelles

Les thérapies conventionnelles pour le traitement des glioblastomes reposent sur |'utilisation
de la chimiothérapie et de la radiothérapie. La chimiothérapie induit des dommages irréparables dans
I’ADN par des agents alkylants. Cette approche est extrémement toxique pour les cellules tumorales
qui ont une prolifération importante. La radiothérapie provoque plusieurs effets biologiques déléteres
pour les cellules comme la formation de radicaux libres, I'altération de I'intégrité des membranes, des
dommages simples brin dans 'ADN menant a la mort des cellules tumorales. La classification
moléculaire a permis d’identifier différentes sensibilités a ces traitements selon les sous-groupes de
glioblastome. Ainsi les glioblastomes de sous-type proneuraux sont ceux pour lesquels une approche
dite « agressive » associant radiothérapie et chimiothérapie n’aura pas d’effet supplémentaire
comparée a une approche de chimiothérapie ou radiothérapie seule. Tous les autres sous-groupes
profitent d’un effet de I'approche agressive et particulierement le sous-groupe Classique pour lequel

la survie des patients est fortement augmentée (Verhaak, Hoadley et al. 2010).

b) Inhibition de I'angiogéneése des glioblastomes

Dans les critéres de diagnostic des glioblastomes, la prolifération des micro-vaisseaux est une
caractéristique des tumeurs agressives du cerveau. Pour assurer |'apport de nutriments aux cellules
tumorales, une importante neo-angiogénese est assurée au sein de la tumeur. La formation d’un
nouveau vaisseau implique la digestion de la matrice extracellulaire par des métalloprotéases suivie
de la prolifération et la migration des cellules endothéliales. La prolifération accrue des cellules
tumorales entraine la formation d’une zone pauvre en oxygene et en nutriments dite hypoxique. En
réponse a |'hypoxie, des facteurs pro-angiogéniques sont sécrétés pour induire la formation de
nouveaux vaisseaux. D’un point de vue moléculaire, les conditions hypoxiques activent I'expression du
facteur de transcription Hif1a qui va activer la transcription de génes de survie pour inhiber I'apoptose
et favoriser la prolifération. Il active également I'expression du VEGF (Vascular Endothelial Growth
Factor), un acteur important dans I'angiogénése des glioblastomes car il stimule la prolifération des
vaisseaux et la migration des cellules. Le VEGF interagit avec son récepteur VEGFR2 (Vascular
Endothelial Growth Factor Receptor 2) pour promouvoir la formation de nouveaux vaisseaux. La trés
forte production de VEGF par le glioblastome en fait une des tumeurs les plus vascularisées. Les
effecteurs de I'angiogenése sont une cible de choix dans le traitement des glioblastomes pour une

approche ciblée de thérapie. Approuvé pour le traitement des patients en 2009 aux Etats-Unis, le
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Bevacizumab est un anticorps monoclonal humanisé dirigé contre le VEGF. L'utilisation de cette
thérapie résulte en une régression de la tumeur au début du traitement puis les cellules deviennent
résistantes et utilisent d’autres voies de signalisation pour proliférer tandis que la voie du VEGF reste
inhibée. Le mécanisme de résistance a été récemment élucidé et met en jeu un changement de
phénotype des cellules tumorales. Les glioblastomes aprés traitement anti-VEGF deviennent plus
infiltrants ce qui montre que les cellules acquiérent des capacités invasives durant le traitement. Un
nouveau mécanisme similaire a la transition épithélio-mésenchymateuse connue dans d’autres
tumeurs a été révélé et met en jeu une interaction entre le récepteur VEGFR2 et le récepteur Met (Lu,
Chang et al. 2012). Sous traitement anti-VEGF, le récepteur VEGFR2 n’est plus activé, le Récepteur Met
devient actif et favorise I'expression de facteurs de reprogrammation cellulaire comme Snail, qui vont
induire un changement de phénotype des cellules. Les cellules sont dirigées vers un état peu
différencié et acquierent la capacité d’envahir le tissu environnant. L'infiltration rend le glioblastome
inopérable et aggrave le pronostic pour les patients. Le ciblage des mécanismes d’angiogénése n’est
donc pas une cible thérapeutique suffisante pour le traitement des glioblastomes car apres une
régression de la tumeur, les cellules deviennent plus aggressives et résistantes aux traitements (Lu,

Chang et al. 2012).

c)  Cellules souches tumorales : acteurs de la résistance aux thérapies

actuelles

Le glioblastome est une tumeur de trés mauvais pronostic di a une forte résistance aux
traitements et a la reprise de la tumeur apres traitement. Les cellules résistantes aux traitements
correspondent a une population quiescente dont I’ADN n’est pas altéré par les approches de
chimiothérapie et radiothérapie. Cette population est localisée dans un microenvironnement
particulier formant une niche, en périphérie des vaisseaux ou dans des zones hypoxiques (Chen, Li et
al. 2012). Apres radiothérapie, les glioblastomes présentent un enrichissement en cellules exprimant
le marqueur de cellules souches neurales et de cellules souches tumorales, CD133 (Bao, Wu et al.
2006). Ce marqueur a été utilisé pour isoler une population de cellules souches a partir de glioblastome
humain. La greffe in vivo de 100 cellules CD133-positives a résulté en la formation d’une tumeur
similaire au glioblastome d’origine alors que la greffe de 10° cellules CD133-négatives n’a pas mené a
la formation d’une tumeur (Singh, Hawkins et al. 2004). Le marqueur CD133 a été remis en question
plusieurs fois car par la suite, le potentiel tumorigéne d’une population de cellules CD133-négatives a
été montré. Les tumeurs formées étaient plus proliférantes et plus invasives que celles résultant de la

greffe de cellules CD133-positives (Joo, Kim et al. 2008). Il est important de noter que CD133 est une
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protéine dont I'expression membranaire est cyclique. Les cellules isolées sur la base de I'expression de
CD133 par cytométrie en flux ont quand méme une expression cytoplasmique de ce marqueur
montrant leur lignage de cellules souches. De plus, il a été montré que I'expression de CD133 est
indispensable au maintien de cette population et a leur potentiel tumorigene (Brescia, Ortensi et al.
2013). Pour appuyer ces résultats, au cours de la division asymétrique des cellules souches de
glioblastome, CD133 est montré comme le seul marqueur en immunocytofluorescence de la cellule
destinée a 'autorenouvellement alors que d’autres marqueurs publiés (Nestin, Sox 2, Olig 2) étaient

distribués symétriquement (Lathia, Hitomi et al. 2011).

Cette population de cellules responsables de la résistance aux traitements et de
I’échappement tumoral aprés traitement est une cible thérapeutique intéressante pour le traitement
des glioblastomes. Les stratégies ciblant ces cellules souches tumorales sont multiples. Il reste difficile
d’induire leur mort par apoptose du fait des nombreux mécanismes impliqués dans la réparation de
'ADN (Bao, Wu et al. 2006). La stratégie la plus intéressante semble étre I'induction de la
différenciation de cellules souche tumorales dans le but d’éliminer cette population au sein des
tumeurs et de ne laisser que des cellules différenciées, sensibles aux traitements actuels. Cette
approche implique le ciblage des événements biologiques caractéristiques des cellules souches
tumorales et n’ayant que peu d’effet sur les autres cellules de I'organisme. Les pistes de recherche
décrites jusqu’a présent impliquent l'utilisation de métabolites toxiques pour les cellules souches
tumorales ou l'inhibition de voies de signalisation impliquées dans la résistance a I'apoptose comme
TP53, mais également dans le maintien ou l'auto-renouvellement de cette population par la

signalisation Sonic Hedgehog ou encore I'activation de la voie Notch (Persano, Rampazzo et al. 2013).

d)  Métabolisme des glioblastomes : effet Warburg

Dans les mécanismes mis en place au cours de la tumorigénése, les modifications du
métabolisme ont un intérét particulier dans les tumeurs contenant des cellules souches. L'effet
Warburg est une théorie ayant pour origine I'observation que la source d’énergie principale des
cellules tumorales provient d’une activité importante de la glycolyse et de la fermentation lactique
alors que les cellules saines utilisent préférentiellement d’autres voies métaboliques. Les cellules
tumorales peuvent avoir une glycolyse 200 fois plus importante que les cellules saines du méme tissu.
Dans le glioblastome cet effet est d’un intérét particulier car les cellules souches cancéreuses utilisent
la glycolyse comme premiére voie de synthese d’ATP (Adénosine Tri-Phosphate, molécule de stockage
de I’énergie nécessaire aux réactions chimiques dans la cellule) (Vlashi, Lagadec et al. 2011). C'est une
caractéristique utilisée pour détecter la présence de la tumeur dans le cerveau par tomographie par
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émission de positrons avec comme substrat le fluorodésoxyglucose [*®F]. Dans les glioblastomes, les
zones d’hypoxie ou de bas pH extracellulaire sont enrichies en cellules a haut métabolisme glycolytique
(Kathagen, Schulte et al. 2013). De maniére intéressante, ces zones sont également enrichies en
cellules souches tumorales. Il a été montré qu’une forte concentration de glucose extracellulaire peut
promouvoir le phénotype de cellules souches et la formation de neurosphéres par I'induction de
I'expression du facteur de reprogrammation cellulaire Nanog (Flavahan, Wu et al. 2013). Ceci constitue
donc une cible thérapeutique intéressante pour cibler les cellules souches tumorales dans les
glioblastomes en utilisant des analogues du glucose, toxiques pour la cellule une fois métabolisés.
L'utilisation de telles molécules in vitro a permis d’inhiber la prolifération de cellules de GBM par un
blocage de la transition de phase du cycle cellulaire G2/M par I'inhibition de I'expression de Cyclines
et de la phosphorylation de la protéine kinase mTor, impliquée dans le contréle de la croissance
cellulaire. L'utilisation efficace in vivo de telles molécules n’a pas encore été montrée dans le cas du

GBM (Poteet, Choudhury et al. 2013).

e) Voies de signalisations et résistance aux traitements

1. Induction de I'apoptose par TP53

p53 est une protéine anti-oncogénique trés fréquemment mutée ou délétée dans les cancers.
Dans une cellule saine, elle est constitutivement dégradée par I’E3 ubiquitine ligase HDM2. En réponse
a un stress de la cellule tel que des dommages de I’ADN, p53 est transloquée au noyau ou elle va
promouvoir I'arrét du cycle cellulaire et I'apoptose. Dans les glioblastomes, p53 est peu mutée (36 cas
sur 173 dans la classification de Verhaak) et I’activation de cette protéine est une voie thérapeutique
intéressante pour le traitement de cette tumeur (Figure 3). La stratégie consiste a dissocier
I'interaction p53-MDM2 pour activer I'apoptose dépendante de p53. L'utilisation d’un inhibiteur de
HDMZ2 sur un modele de glioblastome in vitro a permis d’inhiber la prolifération cellulaire et d’induire
I’'apoptose. Ces effets sont modérés puisque la diminution de prolifération et I'induction de I'apoptose
n’a pas été efficace sur 100% des cellules traitées montrant que I'activation de p53 ne suffit pas au

traitement des glioblastomes (Villalonga-Planells, Coll-Mulet et al. 2011).
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Figure 3 : Mécanismes de maintien et de prolifération des cellules souches de glioblastome ; Dans
les cellules souches de glioblastome, p53 est dégradée par HDM2 résultant en une résistance de
ces cellules a I'apoptose ; L’activation de la voie Sonic Hedgehog résulte en I'activation de la
prolifération des cellules souches de glioblastome ; L'activation de Notch est reliée a I'activation
de la prolifération, I'autorenouvellement et la résistance a I'apoptose des cellules souches de
glioblastome
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2. Sonic Hedgehog : inducteur de la transition mésenchymateuse

La voie Sonic Hedgehog (Shh) est impliquée dans la prolifération des cellules souches neurales.
Le ligand Shh se fixe sur son récepteur Patched 1 (PTCH1) qui est un inhibiteur du récepteur
Smoothened (SMO). PTCH1 est internalisé et dégradé en réponse a son ligand puis SMO est activé
(Figure 3), les facteurs de transcription Gli sont transloqués au noyau ou ils vont jouer le role
d’activateurs transcriptionels de genes impliqués dans la prolifération, la différenciation et la
migration. Dans le glioblastome, cette voie est fortement activée dans les cellules souches tumorales
pour promouvoir leur prolifération. L’activation de cette voie permet également I'expression via GLI1
du facteur de transcription Snail qui va réprimer |'expression de la E-Cadherine et favoriser la migration
des cellules souches de glioblastome par I'induction transitoire d’un phénotype mésenchymateux
(Uchida, Arita et al. 2011). De maniére intéressante, dans les progéniteurs endothéliaux, la
prolifération et la migration induite par Shh se fait par I’activation de la voie PI3K/Akt (Fu, Liu et al.
2006) en synergie avec les RhoGTPases (Polizio, Chinchilla et al. 2011) et les complexes Par3, Par6 (Cain
and Ridley 2009). L'inhibition de cette voie de signalisation dans un modéle de xénogreffe de cellules
souches (CD133 positives) de glioblastome a résulté en une forte diminution de la progression de la
tumeur mais n’a pas permis I'élimination de toutes les cellules tumorales. La xénogreffe issue de
cellules non souches (CD133 négatives) de glioblastome n’est pas sensible a I'inhibition de la voie Shh.
Ces résultats montrent que la signalisation Sonic Hedgehog est importante dans la prolifération mais
pas au maintien des cellules souches de glioblastome (Figure 3). Cependant, I'inhibition de cette voie
in vivo n’a pas permis d’éliminer la tumeur. Cette voie ne présente donc pas un atout thérapeutique

(Sarangi, Valadez et al. 2009).
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3. Dérégulation de la prolifération et activation de I'autorenouvellement des

cellules souches par la voie de signalisation Notch

La voie de signalisation Notch est une voie impliquée dans la prolifération des cellules souches
avec le maintien de leur état indifférencié (Zhu, Costello et al. 2011). C'est une voie activée dans de
nombreux cancers et d’un intérét particulier dans le glioblastome qui est une tumeur avec une forte
population de cellules souches responsables de la résistance aux traitements. L’expression des
différents partenaires et effecteurs de la voie Notch dans le glioblastome, est reliée a une perte
d’expression de I'anti-oncogéne PTEN entrainant une forte activation d’Akt (El Hindy, Keyvani et al.
2013). L’activation du récepteur Notch par le ligand DLL4 n’augmente pas I'angiogenése dans un
modéle de glioblastome in vivo mais le réseau vasculaire existant au sein de la tumeur est renforcé.
Les vaisseaux ont un diameétre plus important et les ramifications sont mieux distribuées dans la
tumeur ce qui améliore I'oxygénation des cellules tumorales, favorise leur croissance avec peu de
nécrose et d’apoptose intra-tumorale. De plus, les tumeurs deviennent résistantes aux thérapies anti-
VEGF utilisant des anticorps bloquants (Li, Sainson et al. 2007). L’expression du gene cible de Notch
hey1 dans les glioblastomes est relié a une plus faible survie des patients par une prolifération accrue
des cellules tumorales (Hulleman, Quarto et al. 2009). Un modele murin de glioblastome induit par
I'activation de I'oncogéne Kras montre une activation de la voie Notch dans la tumeur, concomitante
a I'expression du marqueur de cellules souche, Nestine. L’activation directe de la voie Notch dans ce
modele, permet I'activation directe du promoteur du géne nestin. Ceci montre un role direct de Notch
dans la formation de la population de cellules souches tumorales au sein du glioblastome (Shih and
Holland 2006). De plus, les cellules endothéliales expriment le ligand de Notch DLL4 et donc activent
cette voie dans les cellules souches tumorales formant les niches proches des vaisseaux. Par ce
mécanisme, les glioblastomes assurent I'amplification et le maintien de la population de cellules
résistantes aux traitements (Zhu, Costello et al. 2011). L'ensemble de ces données montrent que la
voie de signalisation Notch est une voie clé impliqu ée dans la physiopathologie des glioblastomes liée
a un pronostic plus grave pour les patients. La voie de signalisation Notch est une cible thérapeutique
intéressante pour le traitement des GBM car elle permet le ciblage des cellules souches tumorales. Les
mécanismes d’activation de la voie Notch sont connus. L’étape clé impliquant un clivage du récepteur
par le complexe y-secretase, indispensable a la transactivation des genes cibles de la voie de
signalisation. L'inhibition de la voie de signalisation dépendante du récepteur Notch 1 en utilisant une
approche génétique (siRNA) a fortement réduit la croissance in vitro et in vivo de cellules de

glioblastome (Figure 3). Cette approche n’est pas satisfaisante car une prolifération résiduelle des
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cellules restait présente, certainement due a la contribution des autres récepteurs Notch (Wang, Wang
et al. 2012). L'utilisation d’inhibiteurs du complexe y-secretase est une meilleure stratégie car tous les
récepteurs Notch peuvent étre ciblés par ce genre d’approche ce qui assure une inhibition complete
de la voie de signalisation. Dans un modeéle de cellules souches tumorales in vitro (neurosphéres),
I'utilisation d’un inhibiteur de y-secretase a résulté en une perte d’expression des marqueurs de
cellules indifférenciées CD133, Nestine, Olig2 et BMI1. Les cellules traitées ont perdu leur capacité
d’autorenouvellement. Dans un modele in vivo de xénogreffe de glioblastome, les tumeurs traitées
ont été éliminées du fait d’'une augmentation de lI'apoptose concomitante a Iinhibition de la
prolifération. Ces résultats renforcent I'importance de la voie de signalisation Notch dans les
glioblastomes et son intérét comme cible thérapeutique (Figure 3). Les inhibiteurs de y-secretase ont
I'inconvénient de provoquer de tres fort effets secondaires notamment au niveau des intestins et du
pancréas ce qui les rend, pour I'instant, inutilisables pour le traitement des patients (Fan, Khaki et al.
2010). Il est nécessaire d’élaborer d’autres approches d’inhibition de la voie Notch pour une nouvelle

thérapie ciblée des glioblastomes.
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Identifiant Uniprot CRMP1 CRMP2 CRMP3 CRMP4 CRMPS CRMP
CRMP1 Q14194 76,22% 74,30% 69,06% 49,13% 46,49%
CRMP2 Q16555 76,22% 76,57% 69,93% 50,35% 47,32%
CRMP3 Q14195 74,30% 76,57% 69,93% 49,74% 48,33%
CRMP4 014531 69,06% 69,93% 69,93% 47,99% 47,49%
CRMPS Q9BPUB 49,13% 50,35% 49,74% 47,99% 45,30%
CRMP Q8IPQ2 46,49% 47,32% 48,33% 47,49% 45,30%

Figure 4 : Homologies de séquence des CRMP ; comparaison des homologies de séquence
protéique des protéines de la famille des CRMP humaines entre elles et avec I’'homologue de
drosophile ; les identifiants de chaque protéine est indiqué, I'alignement a été réalisé deux a deux
sur le logiciel Clustal W en ligne (P6le Bioinformatique Lyonnais)
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[I- Collapsin Response Mediator Protein

1° Lafamille des CRMPs

La famille des Collapsin Response Mediator Protein (CRMP) est composée de 5 isoformes
étroitement liées. Ces protéines ont été premiérement impliquées dans le développement du systéeme
nerveux par leur réle dans la transduction du signal Semaphorin 3A (Goshima, Nakamura et al. 1995;
Deo, Schmidt et al. 2004). Plus tard de nombreuses autres fonctions ont été associées aux CRMP dans
le systéeme immunitaire, le systéme nerveux ou encore des cancers. Les protéines CRMP sont trés
homologues entre elles (Figure 4) et ont des structures tridimensionelles similaires. Elles forment des
homo- ou hétéro-tétrameres entre elles dont la fonction et le mécanisme d’action ne sont pas encore
connus. Les protéines CRMP sont régulées par phosphorylation et ont la particularité d’étre toutes
clivées dans le cerveau par la Calpaine. La fonction de ce clivage n’est pas connue pour toutes les

isoformes de la famille (Jiang, Kappler et al. 2007).

a)  Historique

Les protéines de la famille des CRMP ont été découvertes en trés peu de temps (entre 1995 et
2000) par plusieurs équipes et dans plusieurs organismes modeles. Cette « synchronisation » des
équipes de recherche dans le monde a donné lieu a de nombreux noms différents pour ces protéines.
Le premier membre identifié dans un modeéle d’embryon de poulet s’est appelé CRMP-62 pour
Collapsin Response Mediator Protein-62 kDa (Collapsine est I’lancien nom de la Sémaphorine 3A), qui
correspond maintenant a une des isoformes de CRMP2 (Goshima, Nakamura et al. 1995). Lorsque cette
méme protéine a été identifiée chez le rat dans les neurones post-mitotiques, elle fut nommée TOAD-
64 pour Turned On After Divison 64kDa (Minturn, Fryer et al. 1995). En 1996, une nouvelle protéine
impliquée dans la croissance axonale a été identifiée et nommée pour son homologie avec le gene de
C. elegans Unc-33, Ulip pour Unc-33 Like Phosphoprotein (Byk, Dobransky et al. 1996) correspondant
a CRMP4. La méme année, le clonage d’une série de protéines présentant une forte homologie dans
le cerveau de rat a donné lieu a I'identification de la famille CRMP (CRMP 1 a 4) qui ont été reliée a la
transduction du signal Semaphorine (Wang and Strittmatter 1996). Au méme moment, une enzyme
hépatique impliquée dans le métabolisme des acides nucléiques a été clonée et nommeée selon son
activité, DiHydroPyrimidinase (DHP). Cette enzyme présentait une forte analogie de séquence avec les
protéines CRMP-62 ou TOAD-64 qui ont été renommées DRP 1 a 4 pour DHP Related Protein
(Hamajima, Matsuda et al. 1996). La nomenclature actuelle a adopté la terminologie CRMP pour cette

famille de protéines. Dans un souci de clarté, seule la dénomination CRMP sera utilisée par la suite.
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Le premier membre de la famille, CRMP2 qui reste encore le plus étudié, a été découvert dans
la voie de signalisation d’'une molécule de guidage axonal, la Sémaphorine 3A. La protéine CRMP1 a
été clonée en 1995 a partir d’'une banque de cDNA de cerveau feetal. Le gene dpysl1 est situé sur le
chromosome 4 dans le locus p16.2 (Hamajima, Matsuda et al. 1996). La protéine CRMP2, codée par le
geéne dpysl2 situé sur le chromosome 8 dans le locus p21.2 a été clonée en 1996 a partir d’'une banque
d’ADNc de cerveau foetal de rat (Hamajima, Matsuda et al. 1996). La protéine CRMP3 a été clonée en
1996 a partir de cerveau de rat adulte (Byk, Dobransky et al. 1996), son géne dpysl/4 est situé sur le
chromosome 10 dans le locus q26.3. Dans la méme étude, la protéine CRMP4 a été identifiée (Byk,

Dobransky et al. 1996), le géne dpys/3 est situé sur le chromosome 5 dans le locus g32.

b)  Homologies de structure des CRMP

La famille des CRMP est extrémement conservée au cours de I'évolution avec environ 65%
d’homologie de séquence protéique entre I'ancétre CRMP chez la drosophile et CRMP2 chez I’lhomme.
Cette homologie monte a 99% en comparant les protéines murines et humaines ce qui suggére un role
crucial de ces protéines durant le développement. Le gene CRMP chez la drosophile code pour deux
transcrits alternatifs donnant la protéine CRMP dans le systéme nerveux et DHP dans le reste du corps
(Morris, Dubnau et al. 2012). Malgré cette forte homologie avec I’'enzyme DHP, les CRMP n’ont pas
d’activité enzymatique. La forte homologie de séquence des CRMP suggere des structures
tridimensionelles homologues qui ont pu étre observées pour CRMP1 (Deo, Schmidt et al. 2004),
CRMP2 (Stenmark, Ogg et al. 2007; Majava, Loytynoja et al. 2008), et CRMP5 (Ponnusamy and
Lohkamp 2013). Les protéines CRMP sont sous forme globulaire avec un domaine C-terminal non-
structuré impliqué notamment dans l'interaction entre les membres de la famille CRMP (Majava,
Loytynoja et al. 2008). Les CRMP peuvent exister sous forme de monomere, dimere ou tétramere,
chaque protéine contenant deux régions d’interaction avec les autres (Stenmark, Ogg et al. 2007). Les
hétérotétraméres formés avec CRMP2 sont nécessaires a I'interaction avec la Plexine Al et la
transduction du signal Sémaphorine 3A (Schmidt and Strittmatter 2007). La fonction des oligomeéres

de CRMP n’est pas encore définie et reste une piste d’étude excitante pour la suite.
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c)  Caractéristiques biochimiques
1. Phosphorylation des CRMP

Les CRMP ont immédiatement été identifiées comme des protéines comportant de nombreux
sites de phosphorylation conservés (Byk, Ozon et al. 1998). Elles sont toutes phosphorylables par Cdk5
en réponse a la Sémaphorine 3A (Uchida, Ohshima et al. 2005). CRMP1 peut étre phosphorylée sur le
résidu Y504 par la kinase Fyn qui régule son interaction avec la Tubuline, ce résidu n’est pas conservé
dans les autres CRMP (Buel, Rush et al. 2010). Dans un contexte tumoral, la forme longue de CRMP1
peut-étre un substrat pour la GSK-3 ce qui résulte en une augmentation des capacités invasives de
cellules de cancer du poumon (Wang, Hong et al. 2012). Dans le cas de CRMP2, GSK-3B est capable de
phosphoryler le résidu T514 et d’inactiver son action dans la pousse axonale (Yoshimura, Kawano et
al. 2005). Mais I'action de GSK-3pB requiert la phosphorylation du résidu S522 par Cdk5. CRMP2 est
également phosphorylée sur le résidu T555 une Rho kinase (ROCK) et sur le résidu Y479 par une Src
kinase (Varrin-Doyer, Vincent et al. 2009). L'interaction de CRMP4 avec les microtubules serait
indépendante de sa phosphorylation. CRMP4 inhibe la pousse des neurites par son interaction avec la
GTPase RhoA. Cette interaction est dépendante de la déphosphorylation de CRMP4 suite a I'inhibition
de la kinase GSK-3f (Alabed, Pool et al. 2010). CRMP4 a donc une action inhibitrice du remodelage du
cytosquelette et est inhibée par phosphorylation lorsque la GSK-3p est active. Dans le cas de CRMPS5,
une étude de protéomique a identifié 4 sites potentiels de phosphorylation T509, T514, T516 et S534
(Molina, Horn et al. 2007). Aucune étude n’a encore été faite sur les fonctions associées a la

phosphorylation de CRMPS5.

2. Clivage des CRMP : Calpaines

Toutes les protéines CRMP sont clivées par la Calpaine (protéase a cystéine dont I'activité est
dépendante du calcium) dans le cerveau, la localisation précise et la fonction associée a ce clivage n’est

pas toujours connue (Jiang, Kappler et al. 2007).

CRMP2 est clivée par la Calpaine dans les neurones, le fragment clivé est associé au
cytosquelette et joue un role dans l'internalisation de la sous-unité NR2B du récepteur NMDA
(récepteurs au N-méthyl-D-aspartate impliqué dans la transmission synaptique) (Bretin, Rogemond et
al. 2006). Une autre étude a suggéré que cette isoforme courte serait localisée uniquement dans le
noyau des cellules du cerveau en développement et serait impliquée dans la croissance des axones.
De nombreuses isoformes de CRMP2 issues d’épissage alternatif ou de clivage existent et il est possible

que ces deux formes courtes décrites soient différentes malgré un poids moléculaire identique
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(Rogemond, Auger et al. 2008) car issues d’un mécanisme biologique différent (clivage ou épissage

alternatif).

CRMP3 peut étre clivée par la Calpaine, le fragment N-Terminal de 54 kDa issu de ce clivage
est transloqué dans le noyau cellulaire et impliqué dans la mort neuronale par excitotoxicité due au
glutamate dans les neurones granulaires du cervelet (Hou, Jiang et al. 2006). Le mécanisme d’action
de CRMP3 dans I'apoptose a été abordé dans un contexte tumoral ou il été montré que p53 active
I'expression du géne dpys/4 en conditions apoptotiques. L'expression, le clivage et la localisation
nucléaire de CRMP3 est indispensable pour I'activation de I'apoptose en réponse a des dommages de
I’ADN. De plus, I'expression seule de CRMP3 a permis d’activer I'apoptose dans des cellules

d’ostéosarcome (Kimura, Kudoh et al. 2011).

3. Activité enzymatique

Malgré leur forte homologie avec I'enzyme Dihydropyrimidase, les CRMP n’ont pas d’activité
enzymatique dihydropyrimidase. La seule isoforme connue pour avoir une activité enzymatique est la
CRMP3. En effet, la forme tronquée, nucléaire de CRMP3 a montré une forte activité Histone
Désacétylase spécifique de I’histone H4. La désacétylation résulte en une condensation de la
chromatine permettant de maniére directe ou indirecte, I'exposition du promoteur du géne E2F1
(facteur de transcription impliqué dans le cycle cellulaire et I'apoptose). L’apoptose, par excitotoxité
au glutamate provoque donc un influx de Ca?* dans les neurones. La Calpaine clive CRMP3 et le
fragment de 54 kDa résultant est transloqué au noyau ou il va désacétyler I'Histone H4 pour aboutir a

I’'apoptose dépendente de E2F1 (Hou, Jiang et al. 2013).

d)  Fonctions des CRMP

1. Implication des CRMP dans la polarité neuronale

Les CRMPs sont des protéines essentielles dans le développement du cerveau par leur role
dans |’établissement de la polarité neuronale c’est-a-dire au moment ou les prolongements d’un
neurone immature se différencient en dendrites et en axone. Cette étape est indispensable au bon
développement du systeme nerveux et est la cause des principales anomalies de développement
comme il a été observé dans les modéles d’animaux génetiquement délétés pour les génes dpysl. Le
modeéle le plus utilisé in vitro pour étudier la mise en place de la polarité neuronale est le neurone

d’hippocampe. Les évenements morphologiques sont tres bien connus et se déroulent en 5 étapes
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précises. Dans la premiére étape, les neurones en culture forment des petits prolongements qui
partent du corps cellulaire (Soma) et quelques épines (étape 1). Puis, ces prolongements se
développent pour former des neurites (étape 2). A ce moment, les neurites sont toutes de longueur
équivalente et il n’est pas possible de déterminer laquelle va devenir I’'axone. Ensuite, une des neurites
va changer de morphologie pour s’allonger tres rapidement et c’est a ce moment-la que les neurones
établissement la polarité neuronale (étape 3). Enfin, les neurites restantes acquierent une
morphologie dendritique (étape 4) et les neurones en culture mettent en place des synapses (étape 5)
(Yoshimura, Arimura et al. 2006). La détermination de I’axone a I'étape 3 est directement reliée a une
activité importante de remodelage du cytosquelette ou les CRMPs jouent un réle crucial en synergie
avec d’autres partenaires protéiques comme les Rho-GTPases et les moteurs moléculaires (dynéine,
kinésine). Dans la neurite qui va se différencier en axone, se fait un important remodelage du
cytosquelette, notamment pour I'assemblage des microtubules. CRMP2 interagit avec les dimeres de
Tubuline et des moteurs moléculaires antérogrades comme la kinésine 1 pour les transporter au niveau
de I'axone, a I'extrémité dite PLUS des microtubules ou I'allongement se fait (Fukata, Itoh et al. 2002;
Arimura, Hattori et al. 2009). Ainsi I'activation de CRMP2 dans une structure neuritique induit sa
différenciation en axone (Inagaki, Chihara et al. 2001). CRMP2 est régulée par phosphorylation
dépendante de la GSK-3B (Yoshimura, Kawano et al. 2005). Cette kinase est elle-méme régulée par de
nombreux autres événements en réponse aux signaux extracellulaires de détermination de la polarité
neuronale. Brievement, dans la neurite qui va devenir I'axone (Figure 5), la protéine PI3K
(Phosphatidylinositide 3-kinase) est activée et va catalyser la formation de PIP; (Phosphatidylinositol
triphosphate) a partir de PIP, (Phosphatidylinositol diphosphate). Le PIP; aura deux effets importants,
d’une part I'activation d’Akt par phosphorylation et d’autre part I'activation de la RhoGTPase Cdc42
qui va ensuite activer le complexe de polarité contenant Par3, Par6 et aPKC (atypical Protein Kinase C).
Ces deux évenements ont pour résultante I'inactivation de GSK-3B par phosphorylation (Figure 5).
Cette inactivation permet a CRMP2 de promouvoir la formation de I’axone. Dans les autres neurites
qui vont devenir des dendrites, toute cette voie de signalisation est inhibée par la présence d’'une
enzyme, PTEN. Elle va catalyser la déphosphorylation du PIP; en PIP, résultant en l'inhibition d’Akt et
du complexe de polarité Par3/Par6/aPKC (Figure 5). Ceci entraine I'activation de la GSK-3B qui inhibe
CRMP2 par phosphorylation sur la Thréonine 514 et permettre ainsi la formation de la dendrite (Jiang,

Guo et al. 2005).
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Figure 5 : Fonctions et régulation de CRMP2 dans la polarité neuronale ; Dans le futur axone, PI3K
active Akt et le complexe de polarité Par3-Par6-aPKC pour inactiver GSK-3 et promouvoir la
formation de I'axone et I’élongation des microtubules ; dans la future dendrite, Akt et le complexe
de polarité sont inhibés par PTEN, GSK-3B est activée et phosphoryle CRMP2 pour inhiber le
remodelage du cytosquelette et favoriser la formation de la dendrite.
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Le role de CRMP2 dans la polarité neuronale est maintenant clairement identifié ainsi que ses
régulations. Cependant, I'inhibition de CRMP2 dans les futures dendrites ne suffit pas a expliquer
I'arrét du remodelage du cytosquelette car la protéine CRMP2 phosphorylée n’a pas d’action dans la
stabilisation du cytosquelette. Pour comprendre ce phénomene de formation des dendrites, une autre
protéine de la famille des CRMP intervient, CRMP3. En effet, les souris déficientes pour CRMP3 (CRMP3
KO) montrent un défaut de développement des dendrites dans la région CA1 de I’'hippocampe (Quach,
Massicotte et al. 2008). L'expression de CRMP3 dans les dendrites inhibe la polymérisation des
microtubules résultant en une stabilisation du cytosquelette et I'inhibition de la pousse des neurites
(Aylsworth, Jiang et al. 2009). CRMP3 est responsable d’une diminution de la taille des dendrites et
peut augmenter leur nombre en culture (Quach, Wilson et al. 2013). Cependant, cette protéine n’est
pas capable a elle seule de provoquer un arrét complet du remodelage du cytosquelette. CRMP5 joue

un réle trés important dans I'établissement de la polarité neuronale qui sera décrit plus loin.

2. Les CRMP régulent la migration et I'invasion

Du fait de leur importance dans le remodelage du cytosquelette il n’est pas étonnant que les
CRMP soient associées a la migration des cellules dans des tissus sains ou non. CRMP1 est régulée par
phosphorylation et joue un rdle dans la pousse dendritique en réponse a la Sémaphorine 3A
(Yamashita, Morita et al. 2007). Dans un contexte tumoral, I'expression de CRMP1 a été retrouvée
dans divers cancers comme le glioblastome ou elle aurait une fonction d’inhibition de la migration
cellulaire puisque la perte de I'expression de CRMP1 dans des lignées cellulaires de GBM résulte en
une augmentation de leur capacité migratoire et invasive, dépendante de I'EGFR (Mukherjee, DeSouza

et al. 2009).

CRMP2 interagit avec des éléments du cytosquelette mais également avec des protéines
impliquées dans I’endocytose et le trafic intracellulaire de vésicules (dynéine et kinésine). Son
interaction avec la protéine adaptatrice Numb est impliquée dans I’endocytose des protéines
d’adhésion L1-CAM (Nishimura, Fukata et al. 2003). CRMP2 interagit avec le moteur moléculaire
Dynéine dans I'endocytose des protéines MICAL-L1 (Rahajeng, Giridharan et al. 2010). Dans le systeme
immunitaire, CRMP2 est exprimée dans les lymphocytes T activés et est impliquée dans leur

polarisation puis leur migration (Vincent, Collette et al. 2005).

CRMP4 est exprimée dans le cancer du pancréas mais sa fonction n’est pas clairement élucidée
du fait de résultats contradictoires. D’une part, CRMP4 a été associée a une plus faible survie des

patients qui n’est pas dépendante de la prolifération des cellules tumorales. L'extinction de CRMP4
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dans une lignée de cancer du pancréas a supprimé la capacité invasive de ces cellules suggérant que
CRMP4 pourrait étre reliée a la formation de métastases (Hiroshima, Nakamura et al. 2012). D’autre
part, CRMP4 a été décrit comme un géne anti-métastatique car les métastases distantes du cancer du
pancréas ont perdu I'expression de cette protéine. De plus, la surexpression de CRMP4 a résulté en
une inhibition de linvasion des cellules tumorales in vitro et in vivo (Gao, Pang et al. 2010). Pris
ensemble, ces résultats suggerent que I’action de CRMP4 irait au-dela du remodelage du cytosquelette

et pourrait étre impliquée dans la régulation d’'un phénotype invasif de cellules tumorales.

3. Les CRMP contrdlent la progression dans la mitose

Le cycle de division qui permet a la cellule de croitre, maturer et transmettre son patrimoine
génétique s’effectue en trois grandes phases appelées interface, mitose et cytokinése Au cours du
cycle cellulaire dans les étapes de la métaphase, la protéine CRMP2 a été observée associée aux
faisceaux de microtubules des cellules mitotiques (Gu and lhara 2000). Pour un autre membre de la
famille, un modele de souris déficiente CRMP1 a apporté le réle fonctionnel de cette protéine dans la
cytokinése (Chen, Lee et al. 2009). Le remodelage du cytosquelette est un événement important de la
mitose, dans ce contexte, CRMP2 a été décrite associée au cancer du sein. L'expression de CRMP2 au
niveau ARNm et protéine est diminuée dans le tissu tumoral par rapport au tissu sain mais la forme
phosphorylée de CRMP2 n’a été détectée que dans le noyau des cellules tumorales. Ces résultats
suggerent que la localisation nucléaire de la forme phosphorylée de CRMP2 serait impliquée dans la
progression du cancer du sein (Shimada, Ishikawa et al. 2013). Pour renforcer ces observations,
I’'expression de CRMP2 a été détectée dans les cancers du poumon mais n’est reliée a la survie des
patients que dans sa forme phosphorylée. La phosphorylation de CRMP2 semble étre liée a une
prolifération accrue des cellules tumorales dépendante de I'interaction de phospho-CRMP2 avec les
fuseaux mitotiques. L’expression de mutants non-phosphorylables de CRMP2 a entrainé I'induction de
I'apoptose dépendente de p53 dans les cellules de cancer du poumon. De la méme maniere,
I'extinction de I'expression de CRMP2 (siRNA) dans les mémes cellules a induit leur apoptose. Ces
résultats montrent que I’expression et la phosphorylation de CRMP2 dans les cancers du poumon est
un marqueur de mauvais pronostic du fait de la prolifération accrue des cellules tumorales. Il est
important de noter que cette étude concerne uniquement les cancers du poumon non a petites

cellules (Oliemuller, Pelaez et al. 2013).

Comme CRMP2, CRMP4 est impliquée dans la mitose par son interaction avec les filaments de
Tubuline. L'interaction de CRMP4 avec les microtubules serait indépendante de sa phosphorylation.

Au cours de la mitose la protéine CRMP4 recruterait RhoA sur les filaments mitotiques puis serait
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phosphorylée par GSK-3B pour induire le relargage de RhoA et permettre la progression de la
métaphase vers I'anaphase (Ong Tone, Dayanandan et al. 2010). Les protéines CRMP1, CRMP3 et

CRMP5 n’ont pas été décrites dans ce contexte.

4. Implication de CRMP2 dans I'endocytose de canaux calciques

Récemment CRMP2 a été impliquée dans I’adressage membranaire d’un canal calcique voltage
dépendent (CaV2.2) entrainant une augmentation de 'entrée des ions Ca?* dans la cellule, relié a la
transduction de signaux nociceptifs dans des modéles de douleur (Brittain, Duarte et al. 2011). Cette
interaction est régulée par la phosphorylation de CRMP2 sur le résidu S522, substrat de Cdk5 (Brittain,
Wang et al. 2012). CRMP2 interagit avec le canal CaV2.2 par son domaine A484-L498. L'inhibition de
I'interaction CRMP2-CaV2.2 par une approche de peptides bloquants a résulté en une diminution de
I'influx de Ca%* dans un modéle in vitro de culture de neurones d’hippocampe. L’utilisation in vivo de
ce peptide dans des modeles de douleur chronique a permis d’atténuer de maniere significative les
réponses nociceptives (Brittain, Duarte et al. 2011). Une nouvelle voie de régulation de CRMP2 a été
mise en évidence dans ce modele, les résidus 374-376 de CRMP2 étant un site consensus de
SUMOylation (Small Ubiquitin-like Modifier). Cette modification post-traductionnelle inhibe
I'interaction entre CRMP2 et CaV2.2 résultant en une diminution de I'influx calcique dans les neurones
donc une diminution de la transmission d’un signal nociceptif (Ju, Li et al. 2013). De maniére
intéressante, la séquence consensus de SUMOylation est conservée entre les différentes CRMP

(Dustrude, Wilson et al. 2013; Ju, Li et al. 2013).

2° CRMPS5, structure et fonctions

Le dernier membre de la famille des CRMP est la protéine CRMP5. Cette protéine a été
identifiée et clonée en 1996 comme cible d’autoanticorps anti-CRMP5 (anti-CV2) chez les patients
atteints de syndromes paranéoplasiques neurologiques (SNP) (Honnorat, Antoine et al. 1996). CRMP5
est aussi un marqueur précoce de carcinome de poumon a petites cellules chez certains patients
atteints de SNP (Honnorat, Byk et al. 1999). Le clonage du géne dpys/5 codant CRMP5 et situé sur le
chromosome 2 dans le locus p23.3 a été réalisé par trois équipes en méme temps chez le Rat (Inatome,
Tsujimura et al. 2000), la Souris (Fukada, Watakabe et al. 2000) et I'Homme (Ricard, Rogemond et al.
2001). Actuellement, les fonctions associées a CRMPS et leurs régulations sont encore peu connues.

Son expression n’est presque jamais détectée dans les analyses a haut débit de protéomique (peptides
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souvent confondus avec CRMP2 en spectrométrie de masse) ou transcriptomique (présente sur les
puces depuis 2008). CRMP5 reste néanmoins une protéine tres intéressante pouvant étre d’un intérét

particulier dans les cancers de haut grade.

a)  Expression de CRMP5 dans le systeme nerveux en développement et a
I'age adulte

La premiere description de CRMPS5 a été faite a partir d’anticorps de patients avec un syndrome
paranéoplasique neurodégénératif. Une bande de 66 kDa a été identifiée en faible quantité par
western blot sur du cerveau de rat adulte suggérant que la protéine est faiblement exprimée dans le
cerveau adulte (Honnorat, Antoine et al. 1996). CRMP5 est fortement exprimée dans le systéme
nerveux en développement. Apres la naissance, son expression est fortement diminuée et restreinte
aux zones de neurogénese du gyrus denté, du bulbe olfactif et dans les zones subventriculaires des
ventricules latéraux (Ricard, Rogemond et al. 2001; Veyrac, Giannetti et al. 2005; Veyrac, Reibel et al.
2011). Au cours du développement, au stade embryonnaire E16, CRMP5 est exprimée dans tout le
systeme nerveux a I’exception du Globus Pallidus, une zone déja bien différenciée. Apres la naissance,
a P5, I'expression de CRMP5 diminue dans le cervelet, le thalamus et I’hypothalamus, alors que son
expression augmente dans la moelle épiniere et dans les zones de neurogénése du bulbe olfactif ou le
gyrus denté. A I’age adulte, CRMPS5 reste exprimée dans les cellules indifférenciées du gyrus denté, et
de I’épithélium olfactif ; les dendrites de certaines populations de neurones comme celles des cellules
de Purkinje, les neurone pyramidaux du cortex et de la couche CA1l de I'hippocampe (Ricard,
Rogemond et al. 2001) L'expression de cette protéine varie selon le stade de développement, les
populations cellulaires et du compartiment cellulaire. Ces caractéristiques suggeérent un réle de CRMP5

dans les processus de neurogenése et de spécification axone/dendrite.
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b)  Structure de la protéine CRMP5

Les protéines de la famille des CRMP sont trés homologues entre elles avec environ 70%
d’homologie de séquence entre les protéines CRMP1-4. CRMP5 est la plus éloignée avec 50%
d’homologie avec les autres membres de la famille. Ces similarités de séquence suggerent des
structures tridimensionnelles homologues des CRMPs. La structure de CRMP5 a été résolue par
cristallographie aux rayons X. La totalité de la structure de CRMP5 n’a pas pu étre résolue, car aucune
densité électronique n’a été détectée pour les résidus 1-6 et 492-564 ce qui indique que ces régions
sont non-structurées. Comme prédit, la structure de CRMP5 est tres similaire a celle de CRMP2 et
CRMP1, cristallisées sous forme de diméres. Le domaine C-terminal non structuré est dirigé vers le
deuxieme monomere dans la structure et pourrait étre impliqué dans la dimérisation. En
concentrations physiologiques, CRMP5 comme CRMP1 sont présentes sous forme de monomeére alors
que CRMP2 forme également des homo-tétrameéres. La fonction de cette oligomérisation n’est pas
connue, mais, de maniére intéressante, alors que la présence d’ions Mg? ou Ca?* induit la
tétramérisation de CRMP2, aucun effet n’a été observé sur I'oligomérisation de CRMP5. Par contre, la
stabilité thermique de la protéine a été diminuée dans ces conditions. Ceci suggere que lors
d’événements biologiques augmentant la concentration de Mg?* ou Ca?* comme la dépolarisation de
membranes, la structure de CRMP5 est déstabilisée entrainant une plus grande flexibilité de Ila
protéine. L'analyse de la structure de CRMP5 permet également d’identifier les résidus impliqués dans
son interaction avec elle-méme ou avec d’autres CRMP, les résidus K265 et E223 semblent donc
cruciaux pour I'oligomérisation de CRMP5 avec d’autres protéines de la famille des CRMP, la mutation
de ces résidus sera une étape importante pour déterminer la fonction biologique associée aux hétéro-

tétrameres formés par les CRMP (Ponnusamy and Lohkamp 2013).
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Figure 6 : Structure des oligomeéres de CRMP5 ; Structure du tétramere de CRMP5, chaque sous-
unité est indiquée dans une couleur différente, I'extrémité N-terminale de chague monomere est
précisée ; structure de l'interface en hélice a du dimére de CRMP5, adapté de Ponnusamy et
Lockamp, 2013
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c) Role de CRMP5 dans le développement du systeme nerveux

1. CRMPS5 régule la transduction des signaux de maturation des neurones

Le développement du cerveau met en jeu des processus bien régulés de maturation des
neurones notamment pour la mise en place des prolongements qui vont devenir I'axone et les
dendrites. Ces prolongements sont appelées neurites avec a leur extrémité un céne de croissance ol
se fait la réception de signaux pour contréler sa croissance. La croissance neuritique s’effectue en
quatres grandes étapes : 1)- une augmentation de la membrane plasmique avec recrutement de
vésicules et fusion ; 2)- une augmentation de filaments d’actine ; 3)- une augmentation du réseau de
microtubules ; 4)- une augmentation locale de molécules de signalisation (PI3K, Rho GTPases,...)
(Arimura and Kaibuchi 2007). La protéine CRMP5 intervient dans ces différents processus. Un modéle
de souris invalidée pour le gene codant CRMP5, dpys/5 a montré un défaut dans les prolongements
dendritiques des cellules de Purkinje du cervelet observé dans le cervelet (Yamashita, Mosinger et al.
2011). Dans I'hippocampe en développement, CRMP5 est exprimée dans le cOne de croissance des
neurones immatures et participe a la stabilisation du cytosquelette des neurones. Cet événement est
décrit au moment du choix de I'axone par rapport aux dendrites dans la maturation des neurones. Le
futur axone est une zone de fort remodelage du cytosquelette, le réle de CRMP5 étant de stabiliser les
filaments d’actine et les microtubules, son expression doit définir une future structure dendritique
(Hotta, Inatome et al. 2005). D’un point de vue mécanistique, le role de CRMP5 dans le collapse du
cone de croissance passe par son interaction avec la Tubuline et la protéine MAP2 (Microtubule
Associated Protein 2). Cette interaction serait responsable de la stabilisation du cytosquelette en
empéchant I’'action de CRMP2 dans la pousse neuritique. Le domaine d’interaction avec la Tubuline a
été en partie identifié entre les résidus L475 et H522 de CRMPS5 (Brot, Rogemond et al. 2010). Un autre
domaine de CRMP5 serait plus important dans cette interaction et est en cours de publication

(Ponnusamy and Lohkamp, résultats non publiés).

Le collapsus du cbne de croissance est induit par des signaux extracellulaires qui vont
promouvoir la stabilisation du cytosquelette dans les neurites. Le role de CRMP5 dans le collapsus peut
étre activé par des facteurs répulsifs comme le BDNF (Brain-Derived Neurotrophic Factor) ou la
Sémaphorine 3A. Les neurones issus de souris invalidées pour le géne codant CRMP5 sont insensibles
a I'action du BDNF ce qui résulte en une augmentation de la longueur des dendrites. Le BDNF agit via
son récepteur TrkB (BDNF/NT-3 growth factors receptor) qui a la particularité d’avoir une activité
tyrosine kinase nécessaire a la transduction du signal. Le récepteur TrkB activé par son ligand est
capable de phosphoryler CRMP5 sur un ou plusieurs résidus tyrosine ce qui montre que CRMP5 inhibe

la pousse des neurites lorsqu’elle est phosphorylée en réponse au BDNF. La Sémaphorine 3A participe
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également au collapse du céne de croissance par son interaction avec le co-récepteur Neuropiline 1
(NRP1) (Shelly, Cancedda et al. 2011). L’action de ce facteur inhibe la signalisation par PI3K et permet
I’activation de la GSK-3B. Ces effets sont d{ a un recrutement de PTEN dans la neurite pour provoquer
le collapsus du cone de croissance (Chadborn, Ahmed et al. 2006). En I’'absence de Sema 3A, les co-
récepteurs NRP1 et Plexine Al sont présents au niveau de la membrane plasmique sous une forme
inhibitrice qui empéche le recrutement des protéines de la transduction du signal, les
hétérotétrameéres CRMP et la kinase Fes. En présence de Sema 3A, I'inhibition par NRP1 est levée ce
qui permet au corécepteur Plexin Al de recruter Fes. Cette kinase va phosphoryler Plexine Al ainsi

que les protéines CRMP pour induire I'arrét du céne de croissance (Mitsui, Inatome et al. 2002).

2. CRMPS dans les zones de neurogénése

CRMP5 est fortement exprimée durant le développement embryonnaire du systeme nerveux
central. Apres la naissance, son expression est restreinte aux zones de neurogénese du bulbe olfactif,
de la zone subventriculaire bordant les ventricules latéraux et du gyrus denté. Ces zones
correspondent a une population de cellules immatures qui peuvent se différencier en cellules
neuronales. Dans le bulbe olfactif, CRMP5 est exprimée dans les neurones immatures alors que son
expression est perdue lors de leur différenciation. Ceci suggere que la perte de |’expression de CRMP5
est indispensable a la différenciation neuronale (Veyrac, Giannetti et al. 2005). Ces suppositions sont
appuyées par une étude de phosphoprotéomique a haut débit sur la différenciation de cellules
pluripotentes humaines. L'expression de CRMP5 est fortement diminuée dans les deux modeéles de
cellules en différenciation, montrant que la perte d’expression de CRMP5 est nécessaire a la
différenciation cellulaire (Hou, Tobe et al. 2013). Dans I’hippocampe, une expression de CRMP5 a été
observée au niveau des zones de neurogénéese du gyrus denté. Dans des souris génétiquement
déficientes en CRMP5, les cellules immatures de cette zone présentaient une prolifération plus
importante que les celles des animaux controle mais présentaient également une augmentation de
leur apoptose. Les auteurs interpretent ces résultats comme un réle négatif de CRMP5 dans la
prolifération et la protéine CRMP5 pourrait étre responsable de l'augmentation de I'apoptose

observée (Veyrac, Reibel et al. 2011).
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3° CRMPS dans les pathologies tumorales

Du fait de son réle important au cours du développement du systéme nerveux dans les processus
de remaniement du cytosquelette, polarité et spécification axonale et de sa réexpression dans les
progéniteurs neuraux chez I'adulte, il n’est pas étonnant que CRMP5 puisse jouer un role dans les
cancers. La premiere description de I'expression de CRMP5 dans un contexte tumoral provient d’'une
étude de transcriptomique sur 20 glioblastomes qui a identifié I'expression du géne dpys/5 comme
étant associée a une plus faible survie des patients. Le cluster de génes identifié contenait de
nombreux genes associés a la prolifération suggérant un réle pour CRMP5 dans cette tumeur (Liang,
Diehn et al. 2005). Au niveau du laboratoire, I’expression de CRMP5 a été identifiée comme un
marqueur d’un type de cancers du poumon, le carcinome a petites cellules du poumon (SCLC). Ces
tumeurs sont parmi les plus agressives des tumeurs neuroendocrines (Meyronet, Massoma et al.
2008). Par ailleurs, une étude de transcriptomique a haut débit sur 173 glioblastomes a permis
d’identifier une expression des messagers dpys/5 dans les deux sous-types de glioblastome les plus
indifférenciés, le sous-type Proneural et le sous-type Classique. Aucun lien n’est fait entre la survie des
patients et le sous-type de glioblastome mais il reste intéressant de noter que ces deux sous-types sont
les plus proliférants et particulierement résistants aux thérapies actuelles (Verhaak, Hoadley et al.
2010). L'expression protéique de CRMP5 a été détectée dans deux modeéles de glioblastome, un
modele in vitro de lignée cellulaire GL15 et un modele in vivo de xénogreffe de glioblastome humain.
De maniére intéressante, la protéine CRMP5 (forme longue) extraite d’une xénogreffe de glioblastome
ne semble pas capable d’interagir avec la Tubuline. CRMP5 a été détectée dans le cytoplasme des
cellules mais également dans les membranes et le noyau. La forme nucléaire de CRMP5 semble étre
d’un poids moléculaire plus faible que la forme cytoplasmique ou membranaire et pourrait résulter
d’un clivage de la protéine. Une construction courte de CRMP5 dans laquelle les 72 derniers résidus
d’acides aminés ont été supprimés, a permis d’identifier un site de localisation nucléaire entre les
résidus P389 et 1395, exposé dans cette forme uniquement. La forme courte de CRMP5 serait capable
d’augmenter la prolifération de cellules de neuroblastome de souris (N1E115) (Brot, Malleval et al.
2013). Il estimportant de noter que ces expériences ont été faites avec une forme tronquée de CRMP5
(1-472) de 51kDa alors que la forme courte détectée en western blot fait 58kDa, le poids théorique de
CRMP5 étant de 62kDa. La construction utilisée correspond a la perte des 72 résidus d’acides aminés
C-terminaux alors qu’en réalité CRMP5 ne peut pas perdre plus de 30 résidus d’acides aminés pour
correspondre au poids moléculaire observé. Le role précis de CRMP5 dans la prolifération des cellules
de glioblastome reste a caractériser précisément d’autant plus que ces résultats ont été obtenus dans

des cellules non-humaines issues d’'une tumeur différente.
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[lI- La voie de signalisation Notch : mécanisme, régulations et perte de contréle en

conditions pathologiques

La voie de signalisation Notch est activée par les interactions cellulaires qui s’exercent
essentiellement entre cellules voisines, dans de nombreux tissus, ou elle participe au contrble des
principaux processus développementaux comme le choix de 'identité cellulaire, la différenciation, la
prolifération cellulaire et I'apoptose. Par ces fonctions, la voie Notch joue un réle fondamental dans le

développement embryonnaire et a I’age adulte.

La mutation Notch a été identifiée pour la premiére fois en 1914 chez Drosophila melanogaster
par John S. Dexter, dans le cas de perte de fonctions partielles, la drosophile hétérozygote pour Notch
présente des encoches (notch en anglais) a I'extrémité des ailes. De nouveaux alléles de ce géne ont
été découverts en 1917 par Thomas Hunt Morgan et, a la fin des années 30, I’équipe du Dr. Poulson a
montré que la perte de fonctions totales de Notch entrainait un phénotype embryonnaire létal,
caractérisé par une surproduction de neurones, appelé phénotype «neurogénique» (Poulson 1937).
L'étude de ces phénotypes a permis la découverte de différentes fonctions de Notch dans le
développement telles que la régulation de la différenciation cellulaire. Les premiéres études de la voie
Notch ont été menées chez Drosophila melanogaster et Caenorhabditis elegans. De nombreux
partenaires moléculaires impliqués dans cette voie de signalisation ont ainsi été identifiés et leur
mécanismes d’action résolus. Chez les mammiféres, quatre génes homologues de Notch (notch 1 a 4)

ont été identifiés ainsi que cing génes de ligands de Notch (Delta 1, 2, 4, Jagged 1 et 2).

Le récepteur Notch est exprimé sous forme d’un précurseur clivé dans le réseau trans-golgien par
une Furin convertase au site S1 (Logeat, Bessia et al. 1998). Le récepteur clivé s’associe ensuite en
hétérodimeére lié par des interactions non-covalentes puis est transporté a la membrane plasmique.
Lors de l'interaction d’un ligand Delta/Jagged avec un récepteur Notch, le récepteur est clivé au site
S2 par une métalloprotéase de la famille des ADAM (A Disintegrine And Mtalloprotease) (Brou, Logeat
et al. 2000; Mumm, Schroeter et al. 2000). Le domaine extracellulaire du récepteur Notch est
internalisé par la cellule émettrice de signal. Le récepteur Notch restant sur la cellule réceptrice de
signal est internalisé puis clivé par la y-sécrétase aux sites S3 puis S4 (Gupta-Rossi, Six et al. 2004). Le
domaine intracellulaire de Notch est ensuite transloqué dans le noyau ou il va interagir avec le facteur
de transcription RBPy (Recombination signal sequence Binding Protein Jk, également nommée CSL,
CBF1, Su(H) chez Drosophila melanogaster/ Lag-1 chez Caenorhabditis elegans) pour activer les génes

cibles de la voie Notch.
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Identifiant Genbank notchi notch2 notch3 notch4 dnotch
notchl NM_017617.3 45,72% 52,71% 38,84% 46,71%
notch2 NM_024408.3 45,72% 39,49% 29,00% 41,19%
notch3 U97669.1 52,71% 39,49% 43,82% 41,55%
notch4 NM_004557.3 38,84% 29,00% 43,82% 32,10%
dnotch NM_057511.3 46,71% 41,19% 41,55% 32,10%

Identifiant Uniprot Notchl Notch2 Notch3 Notch4 dNotch
Notch1l P46531 67,19% 60,84% 46,05% 58,02%
Notch2 Q04721 67,19% 62,24% 45,95% 57,68%
Notch3 QoUM47 60,84% 62,24% 47,65% 51,38%
Notcha Q99466 46,05% 45,95% 47,65% 40,68%
dNotch P07207 58,02% 57,68% 51,38% 40,68%

Figure 7 : Homologie des récepteurs Notch ; Homologie des ARNm des récepteurs Notch humain

et drosophile alignés deux a deux sur le logiciel Clustal W ; Homologie des protéines Notch

humaines et Drosophile alignés deux a deux sur le logiciel Clustal W.
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La voie Notch est essentielle pour le maintien du caractére souche de cellules dans la neurogenese
et au cours du développement et chez I'adulte. De plus, cette voie régule également la différenciation
de nombreux types cellulaires au niveau de leur différenciation, leur survie et pour certains leur
reprogrammation en autre type cellulaire. Pour remplir efficacement ses différents réles dans des
tissus distincts, la voie Notch est étroitement régulée dans le temps et dans I'espace. Les altérations
de la voie Notch telles que des mutations dans des génes clés ou la dérégulation de la transduction du
signal et de la transcription des genes cibles est impliquée dans de nombreuses maladies génétiques

mais aussi dans les cancers.

1° Acteurs de la voie Notch

a)  Lesrécepteurs Notch

La voie de signalisation Notch est une voie d’interaction cellule-cellule activée par la fixation
d’un ligand de la famille DSL (Delta/Serrate/Lag-2) sur un récepteur Notch. C’est une voie de
signalisation conservée au cours de I’évolution, la drosophile posséde un seul récepteur Notch tandis
que les mammiferes possédent quatre récepteurs Notch différents. L’'augmentation du nombre de
récepteurs au cours de I'évolution reflete le nombre important de fonctions physiologiques associées
a cette voie de signalisation. Pour décrire le mécanisme d’action de la voie Notch, le clonage des
récepteurs a été la premiere étape importante qui a ensuite permis d’étudier leur structure puis leur

fonction.

1. Genescodant les récepteurs Notch

La voie de signalisation Notch est conservée au cours de |'évolution et intensivement étudiée
depuis le clonage des séquences codantes des récepteurs des organismes modeles. Chez Drosophila
melanogaster, un seul récepteur Notch est présent sur le chromosome X. Le géne identifié Dmel\N
code un ARNm de 10,5kb traduit en une protéine de 288,9 kDa pour 2703 résidus d’acides aminés
(Wharton, Johansen et al. 1985). Les mammiféres possédent 4 homologues Notch. Le géne notchl
d’abord appelé tan1 est situé sur le chromosome 9 locus g34.3, a été identifié en 1991 lors de I'analyse
d’une translocation chromosomique dans un cas de leucémie (Ellisen, Bird et al. 1991). Le géne notch2
situé sur le chromosome 1 locus p12-p11 a été cloné en 1997 a partir d’une librairie de cDNA obtenus

a partir de cerveau feetal (Blaumueller, Qi et al. 1997).
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Figure 8 : Structure générale des récepteurs Notch, Comparaison des domaines structuraux des
récepteurs Notch Humains et Drosophile, LNR (Lin12/Notch Repeats, HD (HeteroDimérisation
domain), RAM (RBPjk Associated Molecule), ANK (Ankrin repeats), PEST (Proline-Glutamate-Sérine-
Thréonine) ; Adapté de Gordon et al., 2008
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Lors de la recherche de mutations dans le CADASIL (Cerebral Autosomal Dominant
Arteriopathy with Subcortical Infarcts and Leukoencephalopathy), le géne notch3 a été identifié sur le
chromosome 19 locus p13.12 (Joutel, Corpechot et al. 1996). Le gene notch4 a été décrit lors du
séquencage d’un locus oncogene murin sur le chromosome 6 locus p21.32 (Uyttendaele, Marazzi et al.
1996), c’est le membre le moins étudié de la famille. Les récepteurs Notch identifiés chez ’'Homme
présentent la méme homologie de séquence d’ARNm (Figure 7) entre eux qu’avec leur homologue de
Drosophila melanogaster montrant que ces 4 récepteurs sont issus d’'une évolution divergente d’un
point de vue génétique. C’est le récepteur Notch 1 qui est le plus proche de son ancétre de Drosophile
avec 46% d’homologie de séquence sur I’ARNm (Figure 7), ce qui suggére qu’il serait le récepteur avec

les fonctions biologiques les plus proches de celles identifiées chez la drosophile.

2. Structure des récepteurs Notch

D’un point de vue protéique, les homologies de séquences entre les différents récepteurs
Notch sont beaucoup plus importantes que les homologies observées sur les ARNm avec en moyenne
plus de 50% d’homologie. Le récepteur Notch 4 se distingue des autres membres de la famille tandis
que les Notch 1 et Notch 2 sont plus proche de I'ancétre Drosophile (Figure 7). Ceci suggére que les
récepteurs Notch 1 et Notch 2 auraient des fonctions biologiques similaires ou complémentaires. Dans
I'alignement des séquences protéiques des récepteurs Notch de la Drosophile avec ses homologues
humain deux régions de haute conservation sont identifiables. Dans le domaine extracellulaire les
motifs EGF 8 a 12 qui doivent étre importants pour I'interaction avec les ligands de Notch. Dans le
domaine intracellulaire les répétitions Ankrin (Domaine structural) et le domaine de transactivation
TAD sont impliqués dans l'activation de la transcription des génes cibles de Notch. De maniéere
intéressante, aucun des récepteurs Notch n’a moins de 40% d’homologie avec un autre membre de la
famille (Figure 7). Dans la détermination de la structure d’une protéine, une des regles de la
modélisation par homologie précise que si deux séquences protéiques sont homologues a plus de 30%,
leur structure tridimensionnelle sera la méme. Il est aisé de déduire que les structures
tridimensionnelles des récepteurs de la famille Notch sont similaires. Des structures similaires
entrainent également des homologies dans le comportement de la protéine dans la cellule, de méme
les partenaires protéiques d’un récepteur sont susceptibles d’interagir avec les autres membres de la
famille. Par extrapolation, les mécanismes d’activation et de régulation des différents récepteurs
Notch sont fortement similaires, les différences entre les récepteurs sont régies par une affinité

différente d’un ligand pour un récepteur ou a une modulation des modifications post-traductionnelles.
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Figure 9 : Structure des motifs EGF11-13 du récepteur Notch 1, structure tri-dimensionelle des
motifs du récepteurs notch impliqués dans l'interaction avec les ligands ; les motifs EGF11-13 fixent
le Calcium (indiqué en jaune) ; Adapté de Kovall et Blacklow, 2010
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Notch est une grande protéine transmembranaire de type | (un seul passage
transmembranaire par une hélice a hydrophobe), fonctionnant comme un récepteur d’une structure
hétérodimérique liée par des liaisons non covalentes. Il est composé d’une sous-unité extracellulaire

et d’'une autre transmembranaire.

Le fragment intracellulaire du monomére transmembranaire est composé d’'un nombre
important de domaines impliqués dans la transduction et la modulation du signal. Au plus prés de la
membrane se trouve un domaine RAM (RBPjk Associate Molecule) (Tamura, Taniguchi et al. 1995) suivi
par de nombreux motifs nommés répétitions Ankrin, permettant la régulation de I'interaction avec le
facteur de transcription RBPjk. Un domaine de transactivation (TAD) est présent, deux séquences de
localisation nucléaire (NLS) de part et d’autre des répétions Ankrin et une région dite PEST (répétitions
du motif Proline-Glutamate-Sérine-Thréonine) qui correspond au site d’ubiquitination de Notch est
impliqué dans la régulation de la stabilité de la protéine (Fryer, White et al. 2004). Le fragment
extracellulaire du monomere transmembranaire de Notch présente une région d’hétérodimérisation

hydrophobe impliquée dans la liaison avec le monomeére extracellulaire de Notch (Figure 8).

Ce monomere extracellulaire est composé, en plus du domaine d’hétérodimérisation, de
répétitions LNR (Lin12/Notch Repeats), intervenant dans la prévention de I’activation spontanée du
récepteur (Sanchez-Irizarry, Carpenter et al. 2004), puis de plusieurs répétitions d’'un motif EGF
(Epidermal Growth Factor) pouvant fixer les ions calcium (Ca?*) et pouvant subir des modifications post
traductionnelles telles que des glycosylations. Ces motifs jouent un réle critique dans I'interaction avec

les ligands de Notch (Figure 8).

La structure du fragment extracellulaire du récepteur Notchl a été résolue par Résonance
Magnétique Nucléaire (RMN) et cristallographie aux rayons X (Hambleton, Valeyev et al. 2004; Cordle,
Johnson et al. 2008). Ces structures partielles ont permis d’élucider les mécanismes de fixation des
ligands Delta/lagged sur les motifs EGF 11-13 du récepteur Notchl (Figure 9). Il été proposé une
structure rigide du domaine extracellulaire de Notch en baton avec I'enchainement des motifs EGF
fixant le calcium, les points de flexibilité pouvant étre les motifs EGF qui ne fixent pas le calcium.
L’étude structurale de I’association Jagged1/Notchl a montré que l'interaction se fait par des zones
hydrophobes dans le motif EGF 12. Les mutations ponctuelles L468A et 1477A ne permettent plus
I'association Ligand-Récepteur alors que I'ion Calcium peut toujours étre fixé par le motif EGF muté

(Whiteman, de Madrid et al. 2013).
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Figure 10 : Structure générale des Ligands DSL, Comparaison des domaines structuraux des ligands
DSL Humains et Drosophile, DSL (Delta/Serrate/Lag2), Cys-rich (région riche en cystéine), TM
(domaine transmembranaire) ; Adapté de Gordon et al., 2008
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b)  Les ligands de Notch

La voie de signalisation Notch est activée par la fixation d’un ligand sur le récepteur Notch. Ce
mécanisme est conservé au cours de I'évolution mais gagne en complexité puisqu’un seul ligand est
présent chez la drosophile et on dénombre chez I'Homme 5 ligands de la famille DSL
(Delta/Serrate/Lag2) dit canoniques et 14 ligands dit non canoniques dont la fonction n’est pas

toujours clairement identifiée.

1. Ligands canoniques de la famille : DSL

L'interaction de Notch avec ses ligands provoque le relargage du domaine intracellulaire de Notch
(NICD). Les ligands de Notch Delta et Jagged/serrate appartiennent a la famille de protéines DSL
(Delta/Serrate/Lag2). Chez la drosophile, Il n’y a qu’un seul ligand Delta et un Serrate. Chez les
mammiféres, la situation est plus complexe. Trois homologues de Delta (DIl 1, DII3 et DIl4) et deux

homologues de Serrate (Jaggedl et Jagged2) ont été identifiés pour 'Homme et la Souris (Figure 10).

Les ligands DSL sont des protéines transmembranaires de type 1 possédant de nombreux motifs
EGF dans leur domaine extracellulaire. Les ligands Jagged possedent deux fois plus de motifs EGF que
les ligands Delta-like (Figure 10). Jagged1 et Jagged 2 ont une région riche en cystéine supplémentaire

qui n’est pas présente pour les Delta-like (Bray 2006).

La région la plus intéressante de ces ligands pour la signalisation Notch est le domaine
extracellulaire riche en cystéines nommée DSL (Figure 10). Cette région correspond a un motif EGF
dégénéré qui est nécessaire pour I'interaction avec les motifs EGF de Notch (Shimizu, Chiba et al. 1999).
Les domaines intracellulaires des ligands de la famille DSL sont trés peu conservés, les ligands DLL1,
DLL4 et Jagged 1 possédent un domaine supplémentaire appelé PDZL (PSD-95/DIlg/Z0-1 Ligand) C-
terminal qui permet l'interaction avec le cytosquelette et pourrait jouer un réle indépendant dans la

signalisation Notch (Pintar, De Biasio et al. 2007).

2. Ligands non canoniques de la voie Notch

La caractéristique commune a tous les ligands non canoniques de Notch est que le domaine

DSL, indispensable a I'interaction avec le récepteur Notch, n’est pas présent dans leur structure. Ces
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ligands s’organisent en trois groupes, les ligands membranaires, les ligands a ancre GPI et les ligands

sécrétés.

Les ligands membranaires sont au nombre de trois, Delta-like 1 (Dlk1), DNER (Delta and Notch-
like Epidermal growth factor-related Receptor) et JeDi (Jagged and Delta protein). DIkl (Bachmann,
Krogh et al. 1996) et DNER (Eiraku, Tohgo et al. 2005) sont tous deux capables d’activer les récepteurs
Notch mais JeDi a été identifié par homologie de séquence et reste un ligand putatif de Notch en

I'absence de données expérimentales (Krivtsov, Rozov et al. 2007).

Les ligands a ancre GPI sont structurellement différents des ligands membranaires. Deux
ligands ont été identifiés, F3/contactin qui interagit avec les motifs EGF du domaine extracellulaire de
Notch (Hu, Ang et al. 2003) pour apparemment inhiber la voie de signalisation Notch car dans le cortex
I'expression de F3/contactin est reliée a la perte d’expression de Hes1, géne cible de Notch (Bizzoca,
Corsi et al. 2012). Le deuxieme ligand identifié fait partie de la méme famille de protéines,
NB3/Contactin6 peut lier le récepteur Notch pour activer la voie de signalisation dans la différenciation

oligodendrocytaire (Cui, Hu et al. 2004).

De nombreux ligands sécrétés de Notch ont été identifiés chez les mammiféeres. Ces ligands
n’ont pas de domaine DSL et peuvent avoir des effets d’activateurs ou d’inhibiteurs de la voie Notch.
Par exemple, le ligand CCN3 (acronyme pour un groupe de molécules, Cyr61, Ctgf, Nov, liées a la
prolifération) est capable d’activer Notch de maniére autocrine pour inhiber la différenciation des
myoblastes (Sakamoto, Yamaguchi et al. 2002). Les protéines de la famille MAGP (Microfibril-
Associated GlycoProtein) sont également capables d’activer Notch de la méme maniére que CCN3
lorsque qu’elles sont exprimées dans la méme cellule (Miyamoto, Lau et al. 2006). Les fonctions des
ligands sécrétés de Notch restent controversées par le manque de données et les effets obtenus par

surexpression de ces ligands sont difficiles a observer avec une expression endogene.

c) Lesgénes-cible de Notch

Les fonctions associées a la voie de signalisation Notch sont dues aux protéines exprimées en
réponse a |'activation de la voie. La translocation du domaine intracellulaire de Notch dans le noyau
permet la transcription des genes cibles de Notch. Ces geénes sont associés a plusieurs fonctions
cellulaires trés importantes comme la prolifération, I'auto-renouvélement et 'apoptose. Selon le

contexte cellulaire spatio-temporel, les genes exprimés lors d’'une réponse a la voie Notch vont
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orienter le devenir cellulaire. La dérégulation de ces réponses abouti a de nombreuses maladies et

notamment des cancers.

Les cibles de Notch les mieux caractérisées sont les génes de la famille de facteurs de type
basique double hélice bHLH, les génes des familles hes et hey. L'induction de ces géenes peut étre
détectée 20 a 30 min apres 'activation de la voie Notch (Krejci and Bray 2007). Leur expression est
transitoire et dynamique, de plus ces genes sont capables d’exercer un rétrocontrole négatif sur tous
les effecteurs de la voie Notch résultant en une activation pulsatile de leurs promoteurs que I'on
appelle oscillations ultradiennes. Cet effet est tres important dans la détermination de la fonction

associée a I'activation de la voie Notch dans une cellule donnée.

1. Famille des facteurs de transcription bHLH

a. Structure des facteurs de transcription bHLH

Les protéines bHLH font partie d’une famille de régulateurs transcriptionnels jouant un réle
crucial dans le développement. Les protéines bHLH interagissent avec I’ADN sous forme de diméres
sur des séquences consensus bien identifiées. La spécificité et la demi-vie de I'interaction entre un
dimére bHLH et I’ADN est déterminé par le domaine basique qui est situé a I'interface entre les deux
protéines. Ces domaines sont caractérisés par la présence de résidus hydrophobes permettant la
formation d’homo- ou d’hétéro-dimeéres. Les protéines bHLH peuvent étre classées en différents
groupes, les protéines de Classe A sont des activateurs transcriptionnels comme les facteurs de
différenciation MyoD et hASC1 qui interagissent avec les sites de classe A (CANCTG). Les genes cibles

de Notch de la famille hes/hey font partie de la classe C, ce sont des répresseurs transcriptionnels.

Chez les mammiféres, 7 génes hes (hes1-7) et 3 génes hey (heyl, 2, L) ont été identifiés. Les
protéines Hes sont composées d’un domaine basique particulier caractérisé par un résidu de proline
conservé depuis la drosophile jusqu’au mammiféres, d’un motif basique hélice-boucle-hélice (bHLH)
suivi de deux hélices a formant le domaine Orange (Figure 11). Ce domaine joue le réle d’interface
pour des interactions protéine-protéine. Le peptide carboxyterminal WRPW des protéines Hes
constitue un domaine conservé dans cette famille de protéine et impliqué dans la régulation de la
demi-vie des dimeres par la présence d’'un motif de polyubiquitination (Kang, Seol et al. 2005). Les
protéines Hes peuvent se fixer sur les motifs ADN N-box (CACNAG) et E-box (CANNTG) et recruter des
corépresseurs de la famille TLE (Transducin-Like E(spl)) par leur peptide WRPW (Fisher, Ohsako et al.

1996). Les protéines Hes1, Hes5 et Hes7 peuvent étre induites par le signal Notch.
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Figure 11 : Structure générale des facteurs de transcription bHLH, le domaine Hélice-Boucle-Hélice

est impliqué dans l'interaction avec I’ADN, Adapté de Iso et al., 2003
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Les membres de la famille Hey peuvent tous étre induits par Notch. Ils sont composés des
domaines bHLH et Orange similaires a ceux des protéines Hes (Figure 11) mais ces protéines n’ont pas
la capacité de se lier aux motifs N-box. Le tétrapeptide carboxyterminal YRPW ou YXXW (Heyl) est

différent de celui des protéines Hes, et ne peut pas recruter les protéines TLE.

b. Genes cibles des complexes Hes/Hey

Deux mécanismes de répression de la transcription des genes cibles sont connus. Le
mécanisme de répression active se fait par la fixation d’un dimére bHLH sur le promoteur d’un géne-
cible. Les protéines Hes et Hey peuvent former des homo- ou des hétéro-diméres avec des protéines
de la méme famille. Les hétéro-diméres Hes/Hey ont la particularité de se fixer avec plus d’affinité sur
les sites de classe C pour réprimer la transcription de maniere plus efficace comparée a un homo-
dimere (lso, Sartorelli et al. 2001). Le mécanisme de répression de I'activation des génes cibles des
protéines Hes/Hey n’est pas connu. Un modéle proposé implique le recrutement d’un corépresseur de
la famille TLE puis la formation d’'un complexe de répression de la transcription aboutissant a de
multiples méthylations des histones puis le recrutement de protéines de la famille Polycomb résultant

en l'inactivation du géne-cible (Patel, Bhumbra et al. 2012; Schaaf, Misulovin et al. 2013).

La répression passive se fait par la formation d’un hétéro-dimére non-fonctionel entre une
protéine de la famille Hes/Hey et une autre protéine bHLH impliquée dans [Iactivation
transcriptionnelle. Ce mécanisme implique une inhibition par compétition de la formation de
complexes activateurs souvent impliqués dans I'expression de genes de différenciation (Chen,
Thiagalingam et al. 1997). Dans le cancer du poumon a petites cellules (SCLC) une interaction entre
Hes1 et le facteur de transcription achete-scute homologue 1 (hASC1) chez 'Homme ou Mash chez la
Souris a été identifiée pour la formation d’hétéro-dimeres ne se fixant pas a ’ADN. De maniére
intéressante, en plus de cette interaction, Hes1 présente la capacité de se fixer sur le promoteur de
hASC1 pour réprimer activement sa transcription, inhibant ainsi la différenciation des progéniteurs
neuroendocrines (Chen, Thiagalingam et al. 1997). Dans le pancréas, Hesl inhibe activement et
passivement les protéines bHLH activateurs de la transcription, Ptfla (Pancreas specific transcription
factor 1a) et Neurogenin 3 dans le choix du lignage cellulaire au cours de la différenciation. Dans un
contexte tumoral, Hes1 participe au processus de tumorigénese par la répression du géne suppresseur

de tumeur PTEN (Palomero, Dominguez et al. 2008).

Les protéines Hes/Hey sont également capables de réguler négativement leur propre

transcription sous forme d’homo-dimeéres ou d’hétéro-tetrameres. Les génes hes/hey possedent dans
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leur promoteur des séquences consensus de classe C sur lesquelles les diméres Hes/Hey peuvent
interagir. Ainsi, apres son induction, la protéine Hes1 réprime sa propre expression par l'interaction
avec son promoteur. La demi-vie de la protéine est trés courte (environ 20 min) ce qui aura pour
conséquence une répression de courte durée. Ce mécanisme d’auto-inhibition provoque une
expression oscillatoire des protéines de la famille Hes/Hey avec une périodicité variable de 2 heures
(Masamizu, Ohtsuka et al. 2006). Au-dela de I'effet sur leur propre transcription, les protéines Hes/Hey
sont également capables de réprimer I'expression des récepteurs Notch et de leur ligands. Ces effets
sont importants car |’activation de la voie Notch et I'expression de ses genes cibles, est oscillatoire par

un rétrocontroéle négatif au niveau transcriptionnel.

2. Autres genes cibles importants

La voie de signalisation Notch est tres importante dans le développement embryonnaire de
I'organisme avec une implication cruciale dans |’auto-renouvellement des cellules souches mais
également a I’dge adulte ol I'activation d’un récepteur Notch reste associée a de nombreuses autres

fonctions biologiques comme la prolifération ou I'apoptose.

Le géne myc est une cible de Notch dans un certain type de leucémie (Palomero, Lim et al.
2006). L'activation de myc par Notch a été impliquée dans la prolifération des cellules cancéreuses ce
qui implique que l'activation de la voie Notch est directement reliée a la prolifération. Dans le
glioblastome, I'inhibition de la voie Notch provoque une forte diminution de la prolifération cellulaire
avec un blocage de la transition de phases du cycle cellulaire G1/S (Fan, Khaki et al. 2010). Les protéines
impliquées dans cette transition de phase sont activées directement par Notch dans certains
contextes. Par exemple, I'expression de la CyclinD1 a été montrée directement activée par Notch dans
le cancer du sein (Ling and Jolicoeur 2013) ou dans le glioblastome (Xu, Qiu et al. 2010) mais également
dans des cellules saines montrant que cette fonction de Notch n’est pas un artefact di a la
transformation tumorale (Das, Lanner et al. 2010). Dans d’autres contextes, la voie de signalisation
Notch est capable d’activer des inhibiteurs du cycle cellulaire comme dans le cancer a petites cellules
du poumon ol L’activation de Notch induit I’expression d’un inhibiteur de la transition G1/S, p21

(Sriuranpong, Borges et al. 2001).

La voie de signalisation Notch peut controler directement I’expression de genes impliqués dans
I'apoptose. Chez les mammiferes, le géne anti-apoptotique bcl2 est une cible de la voie Notch (Ferreira,
Suriano et al. 2012) pour protéger les cellules de I'apoptose. Cependant I'interaction du facteur de

transcription RBPj avec le promoteur de ce géne n’a pas encore été prouvée. L’activation de la voie
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Notch confére une résistance des cellules a I'apoptose et fait partie des mécanismes de résistance

connus dans les cancers et notamment dans le glioblastome (Lin, Xiong et al. 2011).

2° Expression et activation des récepteurs Notch
a)  Expression et maturation des récepteurs Notch

1. Lapremiere étape de maturation d’un récepteur Notch : le clivage S1

Le récepteur Notch est synthétisé sous la forme d’un précurseur de 300kDa. Ce précurseur doit
passer par plusieurs étapes avant de devenir un récepteur mature. Le précurseur est tout d’abord clivé
au site S1 dans le réseau trans-golgien par une protéase nommeée Furine-like convertase. Le site de
clivage se fait au niveau des résidus 1651-1654 du récepteur Notchl et est indispensable pour
I'adressage du récepteur a la membrane plasmique puisque la perte d’activité Furine dans une cellule
entraine une accumulation intracellulaire du précurseur Notchl (Logeat, Bessia et al. 1998). Dans le
réseau trans-golgien, la protéine Botch (NPG7) est capable d’inhiber le clivage S1 du récepteur Notch1
et induit ainsi la neurogenése dans le néocortex de souris (Chi, Zhang et al. 2012) Les fragments N-
terminal (extracellulaire) et C-terminal (Domaine transmembranaire/intracellulaire) sont assemblés en
hétérodimere lié par des ponts disulfure (Blaumueller, Qi et al. 1997). L'effet de ce clivage est
controversé car il a été montré récemment que des récepteurs résistants au clivage par la Furine sont
capables d’étre localisés a la membrane et de répondre a la stimulation par les ligands Delta ou Jagged.
Le clivage S1 n’apporte qu’un faible changement de structure au niveau du domaine
transmembranaire et pourrait avoir un role dans la modulation de la signalisation de Notchl par

rapport a Notch2 ou dans I'atténuation du signal Notch (Gordon, Vardar-Ulu et al. 2009).

2. Glycosylation et structure du récepteur Notch

Les récepteurs Notch sont soumis a des modifications post-traductionnelles qui sont
indispensables pour I'export du récepteur Notch a la membrane et a I'interaction d’un récepteur avec
son ligand. Au cours de la recherche de nouveaux genes pouvant moduler la voie Notch, la
glycosyltransférase Fringe a été identifiée chez la drosophile comme indispensable a I'activation de la
voie Notch (Irvine and Wieschaus 1994). Chez les mammiféres, deux glycanes particuliers ont été
identifiés correspondant a une fucosylation et a une glucosylation (Moloney, Shair et al. 2000). La
composition précise des glycanes associés aux récepteurs Notch n’est pas connue, des hypotheses sont
formulées en analysant les régions consensus de glycosylation identifiées dans le domaine

extracellulaire des récepteurs Notch et les enzymes connues pour allonger les glycanes.
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Figure 12 : Mécanisme d’activation du récepteur Notch en réponse a un ligand ; Le domaine LNR
est replié par-dessus le domaine HD et le site de clivage par ADAM 10 ; 1 : les répétitions NRR
(Negative Regulatory Region) sont dépliées par la force de traction du ligand permettant
I'exposition du site de clivage par ADAM 10, 2 : le récepteur est clivé dans son domaine
intracellulaire pas ADAM 10 ; Adapté de Musse et al., 2012
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Ainsi la O-Fucosylation du récepteur Notch au site consensus C;XXX(A/G/S)S/TCs se ferait par
I'action d’'une O-fucosyltransferase Pofutl (Wang, Shao et al. 2001). L’action Fringe se fait apres cette
glycosylation pour allonger la chaine glycane par I'ajout de N-Acetylglucosamine sur un motif EGF
fucosylé. La mutation des sites de fucosylation sur les motifs EGF 12, 26 et 27 du récepteur Notchl
(Souris) entraine des changements dans la signalisation médiée par les ligands Delta/Jagged. Plus
précisément, la mutation du motif EGF 12 a causé une diminution de la voie de signalisation alors que
la mutation du motif EGF 26 résulte en une augmentation de I'activation de la voie. De maniere
intéressante, la mutation du motif EGF 27 a induit une perte du clivage S1 et de la localisation
membranaire du récepteur (Rampal, Arboleda-Velasquez et al. 2005). La fucosylation du récepteur
Notch module donc son affinité pour ses ligands sur le motif EGF 12, impliqué dans la trans-activation
du récepteur ou sur le motif EGF 26 dans la cis-inhibition du récepteur. La fucosylation du motif EGF
27 pourrait jouer un role dans le repliement du récepteur (Rampal, Arboleda-Velasquez et al. 2005).
Pofut-1 posséde une activité de chaperone distincte de son activité O-fucosyltransférase dans le
réticulum endoplasmique, en absence de cette activité de chaperone, le repliement et I'export de
Notch a la surface des cellules est fortement compromis, ces effets sont répercutés sur toute la voie
de signalisation Notch (Stahl, Uemura et al. 2008).

La O- glucosylation du récepteur Notch se fait sur le motif consensus CXSXP/AC, par I'enzyme
O-glucosyltransferase Poglut 1 (Rumi chez la drosophile), principalement sur les motifs EGF 9 et 20
(Takeuchi, Kantharia et al. 2012). La fonction associée a la O-glucosylation du récepteur Notch n’est
pas connue, il a cependant été proposé que cela pourrait augmenter I’affinité du récepteur Notch pour
le ligand Delta-like 1 puisque la mutation du site de glucosylation sur le motif EGF 28 de Notch 1 a
altéré I'activation du récepteur par le ligand DLL1 mais pas par le ligand Jagged 1 (Rana, Nita-Lazar et
al. 2011). Une étude menée chez la souris montre que Poglut 1 a un réle dans I'activation de la voie
Notch car I’extinction de son expression provoque une perte de I'activation de la voie Notch alors que
le récepteur reste capable de se lier aux ligands Delta/Jagged (Fernandez-Valdivia, Takeuchi et al.

2011).
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b)  Activation du récepteur Notch

1. Fixation du Ligand et deuxieme clivage

L’activation du récepteur Notch est provoquée par l'interaction en trans- d’un ligand Delta/Jagged
présenté par une cellule émettrice de signal sur le domaine extracellulaire de Notch (appelé NECD)
présent sur la cellule réceptrice de signal. L'interaction de Notch avec un ligand se fait par les motifs
EGF extracellulaires et est dépendante de la présence d’ions calcium dans certains de ces motifs EGF

(Rand, Grimm et al. 2000).

L'interaction d’un récepteur Notch avec un ligand DSL provoque I'exposition d’un site de clivage
appelé S2 qui est le cible des métalloprotéases ADAM 10 (Mumm, Schroeter et al. 2000) ou ADAM 17
(Brou, Logeat et al. 2000). Les séquences consensus de clivage par ces métalloprotéases sont
conservées entre les différents recepteurs Notch (Brou, Logeat et al. 2000). Par la suite, ce clivage a
été discuté et plusieurs études ont montré que I'enzyme indispensable a I’activation de Notch
dépendante d’un ligand est ADAM 10 alors que ADAM 17 pourrait étre impliquée dans le clivage de
conformations différentes de Notch qui ne sont pas accessibles lors de la fixation d’un ligand (Bozkulak

and Weinmaster 2009)

Ce site de clivage est enfoui dans la structure du récepteur jusqu'a la fixation du ligand. Le
récepteur Notch est dans une conformation d’auto-inhibition avec le domaine NRR replié par-dessus
le domaine HD (Figure 12). L'interaction du récepteur avec son ligand est suivie de la transcytose du
ligand qui induit un changement de conformation du récepteur permettant I'exposition du site de
clivage S2 (Musse, Meloty-Kapella et al. 2012). Il a été démontré par microscopie a force atomique que
I'interaction entre Notch et son ligand Delta était tres forte par rapport aux interactions ligand-
récepteur connues, la force physique générée peut permettre la dissociation du récepteur (Ahimou,
Mok et al. 2004) (Figure 12). Dans ces expériences, le changement de conformation induit
mécaniquement, a permis I’exposition du site de clivage S2 du récepteur Notch accessible par les deux
enzymes ADAM 10 et ADAM 17 (Stephenson and Avis 2012). Aprés le clivage S2, le complexe
ligand/NECD est ensuite internalisé par la cellule émettrice du signal (Figure 13). Le fragment

transmembranaire intracellulaire de Notch est internalisé par la cellule réceptrice du signal.
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2. Internalisation du récepteur

L’activation de la voie Notch nécessite 'endocytose du récepteur activé dans la cellule réceptrice
de signal, par la voie dépendante de la Clathrine et de la Dynamine (Seugnet, Simpson et al. 1997). La
Clathrine est recrutée au niveau du site d’endocytose par le complexe AP-2 (Berdnik, Torok et al. 2002).
L'initiation de I’endocytose des récepteurs Notch repose sur la monoubiquitination résidu de lysine,
K1749 pour Notch1, proche de la membrane plasmique par une E3 ubiquitin ligase (Gupta-Rossi, Six et
al. 2004). L’'enzyme responsable de cette étape semble étre I'E3 ubiquitine ligase NEDD4 car son
expression est indispensable a l'internalisation du récepteur Notch (Figure 13), mais l'interaction
directe entre les deux protéines n’a pas encore été démontrée chez les mammiféres (Sorensen and
Conner 2010). L'E3 ubiquitin ligase Deltex peut aussi étre responsable de la monoubiquitination du
récepteur car la perte d’expression de la protéine provoque une accumulation de récepteur notch
activé a la membrane plasmique (Zheng, Saunders et al. 2013). L'étiquette Ubiquitine va promouvoir
le recrutement d’adaptateurs de I'endocytose comme Epsin 1 (Sorensen and Conner 2010) et Eps15b
(Figure 13) (Gupta-Rossi, Ortica et al. 2011) qui ont été décrits comme initiateurs de la courbure de la
membrane plasmique lors des étapes précoces d’endocytose (Horvath, Vanden Broeck et al. 2007).
Ces protéines sont capables de recruter les complexes AP2 (Sigismund, Woelk et al. 2005) pour initier
I'endocytose du récepteur Notch par la voie dépendante de la Clathrine. L'initiation de I’endocytose
des récepteurs Notch activés est également dépendante de Numb qui est une protéine ayant le réle
d’adapteur par sa capacité a interagir avec les protéines Eps15 et le complexe AP-2 (Figure 13). Lorsque
la formation de la vésicule de Clathrine est amorcé, la protéine AAK1 (AP-2 Associated kinase) est
recrutée directement sur le récepteur Notch activé et va phosphoryler Numb et induire son relargage

dans le cytoplasme (Gupta-Rossi, Ortica et al. 2011) (Figure 13).

Lors de son trafic intracellulaire, le récepteur Notch monoubiquitinylé doit étre déubiquitinylé par
la désubiquitinase elF3f. La perte d’expression de cette protéine induit une perte de localisation
nucléaire du récepteur Notch et donc une perte de I’activation de la voie de signalisation. En absence
d’elF3f le récepteur Notch n’est pas activé montrant le role d’elF3f comme modulateur positif de

I’activation de Notch (Moretti, Chastagner et al. 2010).
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Figure 13 : Mécanisme d’endocytose du récepteur Notch activé ; Le récepteur est
monoubiquitinylé par NEDD4, Eps15 est recrutée avec Numb pour promouvoir I'endocytose
dépedante de la clathrine, AAK1 phosphoryle ensuite Numb pour induire son relargage de la

vésicule d’endocytose
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3. Troisieme et quatrieme clivages lors du trafic intracellulaire par le

complexe y-Sécrétase

Apres son clivage par une métalloprotéase ADAM sur le site S2 et son internalisation, le
récepteur Notch est clivé séquentiellement sur ses sites S3 et S4 par le complexe y-secretase (De
Strooper, Annaert et al. 1999). Le premier clivage se fait a proximité du feuillet cytosolique de la
membrane plasmique et permet le relargage du NICD, le second clivage relargue un peptide nommé
NP qui est un précurseur de protéine amyloide, impliqué dans la maladie d’Alzheimer (Okochi, Steiner

et al. 2002).

Le complexe y-secretase est présent au niveau de la membrane plasmique, des endosomes,
lysosomes, réticulum endoplasmique et appareil de Golgi. Deux théories se sont opposées dans la
localisation subcellulaire du clivage du récepteur Notch activé selon si le clivage se faisait a la
membrane ou uniquement lors du trafic intracellulaire du récepteur. Il a été montré que lors du
blocage de I'internalisation du récepteur Notch par inhibition de I'expression des protéines impliquées
dans l'initiation de I'endocytose, le clivage par le complexe y-secretase du récepteur activé était
possible (Sorensen and Conner 2010). En opposition a cela, I'endocytose du récepteur activé a été
décrite comme étant indispensable a I'activation de la voie par I'utilisation d’'une forme de Notch
mutée au niveau du site de monoubiquitination impliqué dans les étapes précoces de I’'endocytose.
Ces résultats montrent donc que le clivage de Notch par le complexe y-secretase ne pouvait se faire
que dans les endosomes (Gupta-Rossi, Six et al. 2004). Cette derniére hypothése est cohérente avec le
fait que I'activité enzymatique du complexe y-secretase est plus importante dans un environnement
acide ce qui implique que le clivage au site S3 est plus efficace dans les lysosomes ou le pH est plus bas
(Pasternak, Bagshaw et al. 2003). Ces deux théories ne sont pas exclusives et ont été réconciliées par
une étude de spectrométrie de masse montrant que le clivage du récepteur Notch est possible a la
membrane plasmique et dans les compartiments intracellulaires mais le produit de ce clivage sera
différent. Plusieurs formes de NICD seraient produites, une forme dite stable résultant du clivage S3-
V1744 au niveau de la membrane plasmique et des formes dites instables issues d’un clivage S3-S1747
(+3 résidus d’acides aminés), les formes instables entrainant une activation plus faible des génes cibles
de Notch (Tagami, Okochi et al. 2008). Ces résultats sont cohérents car il a été récemment montré que
le récepteur Notch ne peut étre clivé uniquement au niveau de la membrane plasmique ou au niveau

des lysosomes (Zheng, Saunders et al. 2013).
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4. Un cinquiéme clivage possible dans la mitochondrie ?

La voie Notch a pour fonction dans la mitochondrie de protéger la cellule de I'apoptose par
I'induction de I’expression de la protéine anti-apoptotique Bcl2 (Ferreira, Suriano et al. 2012). Un autre
mécanisme implique I'inhibition de la polymérisation de Bax lors des mécanismes d’apoptose par la
voie mitochondriale. Le domaine intracellulaire du récepteur Notch peut étre localisé au niveau de la
mitochondrie en conditions pro-apoptotiques. L'action de Notch requiere Akt et les protéines
Mitofusins (GTPases impliquées dans la fusion mitochondriale). De maniere intéressante, le poids
moléculaire du fragment de Notch situé dans les mitochondries est plus faible que le poids moléculaire
du fragment issus du clivage par la y-secrétase (Perumalsamy, Nagala et al. 2010). Ce fragment de
Notch a été ensuite identifié comme étant amputé de 8 résidus d’acides aminés apres le clivage au site
S3 par la protéine mitochondriale MIPEP (Mitochondrial Intermediate PEPtidase). Cette derniére étude
suggere que ce fragment aurait une fonction d’induction de mort de la cellule mais cette conclusion
est issue d’un test de viabilite basé sur I'activité métabolique mitochondriale, avec le biais qu’une
baisse d’activité métabolique n’est pas forcément associée a une induction de I'apoptose par la voie
mitochondriale (Lee, Srinivasan et al. 2011). La fonction anti-apoptotique de ce fragment de Notch
reste a confirmer et il serait intéressant de connaitre son effet dans le cas des autres fonctions

associées a la voie Notch comme I'auto-renouvellement et la prolifération cellulaire.

5. Translocation du domaine intracellulaire de Notch au noyau

Le fragment intracellulaire de Notch est relargué dans le cytosol et expose 4 sites de
localisation nucléaire (NLS). Le site NLS 3 est responsable de I'import du domaine intracellulaire de
Notch dans le noyau par la voie des importines a/B1. Des expériences de précipitation avec la
glutathion S-Tranférase (GST-pull down) ont montré que Notch1 se liait directement aux importines
a3, a4 et a7 via son site NLS 3 (Huenniger, Kramer et al. 2010). Ce mécanisme est conservé dans
I’évolution et a également été décrit chez la drosophile en association avec la prolifération cellulaire
(Sachan, Mishra et al. 2013). Une fois le NICD dans le noyau, il va jouer un réle de coactivateur

transcriptionnel.
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6. Activation des génes-cible de la voie Notch

Une fois dans le noyau cellulaire, le domaine intracellulaire de Notch ne peux pas se fixer
directement a I’ADN, il va interagir avec une protéine pouvant se fixer sur ’ADN, RBPJk Un complexe
activateur de la transcription se forme sur les promoteurs des génes cibles de Notch contenant la

séquence consensus de fixation de RBPJk, CACTGTG (Hamaguchi, Matsunami et al. 1989).

RBPJk est une protéine interagissant avec I’ADN par son domaine YRTGDGAD (Barolo, Walker et
al. 2000). Une fois fixée sur le promoteur d’un gene, RBPJk va réprimer |’expression de ce géne par la
formation d’'un complexe de répression de la transcription (Figure 14). Les corepresseurs SMRT
(Silencing Mediator for Retinoid and Thyroid receptor), N-CoR (Nuclear receptor CoRepressor) et MINT
(Msx2 Interacting Nuclear Target protein). Ce complexe recrute ensuite des Histones desacétylases
ainsi que des proteines de la famille Polycomb pour réprimer la transcription des génes cibles en
réduisant leur accessibilité par I'induction de I’enroulement de I’ADN par les Histones (Tanigaki and

Honjo 2010).

Le domaine intracellulaire de Notch interagit avec le facteur de transcription RBPJk (Tamura,
Taniguchi et al. 1995). Cette interaction par les domaines Ankrin et RAM de Notch provoque la
dissociation des complexes de répression suivi par le recrutement de coactivateurs transcriptionnels.
Le domaine RAM de Notch va interagir avec RBPJk pour ensuite permettre au domaine Ankrin de se
fixer sur RBPJk et former la surface d’interaction nécessaire au recrutement du coactivateur
transcriptionnel Mastermind (Nam, Sliz et al. 2006). Mastermind recrute ensuite des protéines de la
famille des histones acétylases comme p300 et PCAF (P300/CBP Associated Factor) (Figure 14). Ce
complexe ainsi formé va permettre un dépliement de I’ADN et I’exposition des génes cibles de Notch

pour I'activation de leur transcription (Tanigaki and Honjo 2010).

La recherche des génes cible du couple Notch1/RBPJk a permis d’élucider les fonctions de Notch
dans les cellules souches neurales par les fonctions associées aux 98 génes identifiés. L’activation de
Notchl méne a l'activation de genes impliqués dans I'autorenouvellement des cellules souches
neurales par I'induction de I'expression de facteurs de transcription comme Sox2 et Pax6. Les facteurs
de reprogrammation cellulaire Nanog et Oct4 ne possedent pas de séquence consensus pour RBPJk
dans leurs promoteurs et ne peuvent pas étre directement induits par Notch. C'est pour cela que
I'activation la voie Notch n’est pas suffisante pour induire le phénotype de cellules souches mais

nécessaire pour le maintien de ce phenotype (Li, Hibbs et al. 2012).
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Figure 14 : Activation transcriptionnelle des genes cibles de la voie Notch, en I'absence de Notch
RBPj forme un complexe de répression sur les promoteurs des genes cibles, I'ainteraction avec
Notch permet le recrutement de co-activateurs et de Mastermind pour activer la transcription des
cilbes de Notch, FBW7 induit ensuite la dégradation de Notch par polyubiquitination pour arreter
I’activation des genes cibles de Notch, Adapté de Kovall et Blacklow, 2010
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c)  Meécanismes d’activation non canoniques de la voie Notch

L’activation non-canonique de la voie Notch est définie par une transduction du signal
indépendante d’au moins un des composants de la voie canonique. C’'est-a-dire tous les événements
impliquant des ligands alternatifs, la signalisation indépendante de la protéolyse du récepteur Notch
ou l'activation de la transcription des génes cibles indépendante du domaine intracellulaire de Notch.
Seul le dernier point sera décrit en mettant I'accent sur les évenements d’activation non-canoniques
pouvant intervenir dans les glioblastomes et qui méritent d’étre pris en considération pour |'analyse

des résultats de la these.

Parmi les voies de signalisation impliquées dans le maintien des cellules souches saines ou
tumorales, la voie Sonic Hedgehog permet joue un réle dans la prolifération par la régulation du cycle
cellulaire. Dans la recherche des génes cibles de cette voie de signalisation, hes 1 a été montré activé
de maniére indépendante de RBPJk et dépendante du récepteur Smoothened (Ingram, McCue et al.
2008). Le gene cible de Notch, hes 5 n’est pas concerné par ce mécanisme (Wall, Mears et al. 2009).
L'interaction directe entre le facteur de transcription Gli 2 et le promoteur du géne hes 1 a été montrée
et deux sites de fixation ont été identifiés. Le facteur de transcription Gli 1 a également été relié a

I’'expression de Hes1 alors que Gli 3 n’aurait pas d’effet (Wall, Mears et al. 2009).

3° Les différents lieux de régulation de la voie Notch

La voie Notch subit des actions de régulation tout au long de ses mécanismes d’activation. Lors
de la maturation du récepteur, la maniére par laquelle la glycosylation se fait détermine son affinité
pour ses différents ligands. La fixation du ligand en cis- ou en trans- peut activer ou inhiber le signal
Notch. Les différentes étapes de clivage du récepteur sont également soumises a une régulation,
notamment le complexe y-secretase et au niveau de I'endocytose. Enfin I'activité du NICD dans le
noyau est modulée par différents partenaires du complexe RBP-J/NICD pouvant activer ou réprimer la

transcription des génes cibles mais pouvant aussi diriger le NICD vers la dégradation.
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a)  Modulation de la signalisation Notch par les ligands

L’activation de la voie Notch nécessite la présentation d’un ligand par une cellule émettrice de
signal sur un récepteur Notch a la surface de la cellule réceptrice de signal, ce mécanisme est appelé
trans-activation. Les ligands de Notch peuvent avoir des réles d’activateur de la voie de signalisation
mais aussi d’inhibiteur dans le cas ou le ligand et le récepteur sont exprimés a la surface de la méme
cellule, ce mécanisme est appelé cis-inhibition. L'interaction en cis- d’un ligand DSL et d’un récepteur
Notch inhibe la formation d’interactions en trans-, ainsi une cellule adopte le réle d’émettrice de signal
ou de réceptrice de signal en fonction des niveaux d’expression endogene des ligands et des récepteurs
a sa surface (Sprinzak, Lakhanpal et al. 2010). Les domaines de Notch impliqués dans la cis-inhibition
ne sont pas connus car les travaux effectués révelent des informations contradictoires. Il est bien
connu que les motifs EGF 11-12 du récepteur Notch sont importants pour I'interaction avec les ligands
mais ils ont été déclarés indispensable tant pour I'interaction en trans- que pour l'interaction en cis-,
la méme question est posée pour les motifs EGF 25-26. La cis-interaction inhibe I’activation de la voie
Notch car elle empéche toute dissociation du récepteur a la surface de la cellule (Fiuza, Klein et al.

2010).

b)  Mécanisme cytoplasmique d’inhibition de la voie Notch par I'induction de

la dégradation du récepteur

Lors du trafic intracellulaire du récepteur Notch activé ou non, les vésicules peuvent étre
adressées dans la voie de dégradation lysosomale. La cellule n’aura plus de récepteur Notch disponible
pour la signalisation ce qui aura pour effet I'inhibition de la transcription des genes cibles de Notch

donc I'inhibition de la voie de signalisation Notch et I’arrét des fonctions cellulaires associées.

Le ciblage de la dégradation lysosomale pour les récepteurs Notch se fait par polyubiquitination
du récepteur. Dans la division asymétrique des cellules souches, la protéine Numb a été décrite comme
inhibiteur de la voie Notch. Le destin des deux cellules filles au cours de la division asymétrique est
déterminé par la présence ou non de Numb dans une des deux cellules. La cellule ne contenant pas
Numb posséde une voie Notch active qui va promouvoir son autorenouvellement et va garder les
caracteres de cellule indifférenciée (Couturier, Mazouni et al. 2013). La cellule contenant Numb n’aura
plus d‘activation de la voie Notch et n’exprimera plus les facteurs de transcription Hes/Hey. La

répression de la transcription des facteurs de différenciation sera levée pour permettre a la cellule fille
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d’acquérir des caractéres de cellule différenciée. La protéine Numb est un inhibiteur de Notch en
induisant la dégradation du récepteur (McGill, Dho et al. 2009). Le mécanisme décrit implique le
recrutement par Numb d’une E3 ubiquitin ligase qui va adresser le récepteur Notch dans la voie de
dégradation lysosomale. La protéine AIP4/Itch posséde une activité E3 ubiquitin ligase est recrutée par
Numb et interagit avec le récepteur Notch pour promouvoir sa polyubiquitinylation et sa dégradation
lysosomale (Chastagner, Israel et al. 2008) (Figure 15). Plusieurs autres E3 ubiquitin ligases sont
capables de catalyser la polyubiquitination des récepteurs Notch activés ou non, c-Cbl (Jehn, Dittert et

al. 2002) et SEL-10/FBW7 (Wu, Lyapina et al. 2001).

Récemment, un complexe protéique catalysant la déubiquitination du récepteur Notch a été
décrit. Les protéines USP12/UAF1 sont des régulateurs négatifs de la voie de signalisation Notch dont
le role n’est pas encore connu. La perte d’expression de ce complexe augmente I'activité
transcriptionnelle de la voie Notch. USP12 pourrait agir au niveau du récepteur non activé internalisé

pour inhiber son recyclage vers la membrane plasmique (Moretti, Chastagner et al. 2012).

c)  Dégradation du domaine intracellulaire de Notch dans le noyau

L’activation transcriptionnelle des génes cibles de la voie Notch résulte de I'interaction du
domaine intracellulaire de Notch avec le facteur de transcription RBPy suivi du recrutement de
coactivateurs pour induire I'expression des protéines Hes/Hey et I'activation des fonctions cellulaires
associées. La signalisation Notch est un signal trés court qui peut étre éteint au bout de 20 min. L'arrét
de la transcription se fait par I'adressage du NICD dans la dégradation protéasomale par I'E3 ubiquitin
ligase FBW7/Sel-10 (Matsumoto, Onoyama et al. 2011) (Figure 14). La perte d’expression de cette
protéine mene a I’'accumulation de Notch dans le noyau et une expression aberrante des genes cibles.
La différenciation des cellules souches est inhibée et leur autorenouvellement accru. Le role de FBW7
serait de bloquer la voie de signalisation Notch au cours du développement pour promouvoir la

différenciation des cellules souches neurales (Hoeck, Jandke et al. 2010).
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Figure 15 : Dégradation du récepteur Notch pendant son trafic intracellulaire ; Le récepteur activé
ou non est adressé dans la dégradation lysosomale par son interaction avec Numb et le
recrutement de I'E3 ubiquitin ligase Itch
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4° Dérégulation de la voie Notch, tumorigénése et résistance des tumeurs

La voie de signalisation Notch est conservée au cours de I'évolution du fait de I'importance des
fonctions qui lui sont associées. L’activation de la voie Notch permet I'amplification des cellules
souches et le maintien de leur état indifférencié. Cette voie de signalisation est extrémement régulée
dans le temps et dans I'espace, la dérégulation de Notch dans le cas d’un gain de fonction peut amener
a une activité aberrante de la voie et des fonctions qui lui sont associées pouvant conduire a la
formation et la maintenance de cellules tumorales. D’autre part, I'expression et |’activation de Notch

est associée a un mauvais pronostic dans de nombreuses tumeurs.

a)  Notch : inducteur de la transformation tumorale

Dans le contexte du cancer du poumon, I'activation de la voie Notch in vivo induit également
la transformation tumorale. Dans un modele de souris transgénique avec le domaine intracellulaire
(activé) de Notch inductible par la doxycycline, I'activation continue de Notch dans les cellules
alvéolaires épithéliales du poumon a résulté en I’'émergence d’'une masse tumorale de type adénome.
Les cellules tumorales avaient la caractéristique d’étre peu différenciées et trés proliférantes mais avec
une apoptose importante au sein de la tumeur. De maniére intéressante, I'expression de Myc
concomitante a l'activation de Notch induit la formation d’adénocarcinome pulmonaire. Ainsi dans les
tumeurs du poumon [l'activation de Notch est une étape importante dans le processus de
tumorigénese par l'induction d’une prolifération accrue mais n’est pas suffisante pour induire un
phénotype plus agressif de tumeurs pulmonaires. L’expression de Myc a permis de bloquer le
processus d’apoptose consécutif a la suractivation de Notch. Il reste important de noter que dans ce
modele, I'activation de Notch a résulté en I'expression accrue de Hes 5 mais pas de Hes 1 suggérant

gue Hes n’est pas un géne cible de Notch dans le poumon (Allen, Rodriguez et al. 2011).

Les cellules de Schwann sont des cellules qui assurent la myélinisation des axones. La
transformation tumorale de ces cellules résulte en un cancer appelé Malignant Peripheral Nerve Sheat
Tumor (MPNST) de grade lll selon ’'OMS et de trés mauvais pronostic. La voie de signalisation Notch
permet I'amplification des précurseurs des cellules de Schwann en stimulant leur prolifération et en
inhibant leur différenciation. L'activation de la voie Notch dans les cellules de Schwann adultes
promeut leur dédifférenciation résultant en la démyélinisation des axones. De maniére intéressante,

dans le cas de blessures des nerfs, le processus de régénération des cellules de Schwann implique une
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réactivation de la voie de signalisation Notch (Woodhoo, Alonso et al. 2009). L’activation ectopique de
la voie Notch par transduction de cellules de Schwann en culture a permis d’activer I'expression des
génes hes 1 et hes 5 ainsi que de nombreux genes impliqués dans la prolifération cellulaire et la
transition de phase du cycle cellulaire. Les cellules de Schwann transduites ont changé de morphologie
et ont perdu I'expression des marqueurs de différenciation des cellules de Schwann GFAP, Py et P75.
L’expression du facteur de différenciation Sox10 a également été réprimée. La greffe de ces cellules in
vivo a montré leur capacité a former des tumeurs alors que les cellules de Schwann saines greffées
n’ont pas entrainé la formation d’une tumeur. En résumé, I’activation ectopique de la voie Notch dans
une cellule saine différenciée telle que la cellule de Schwann, induit sa dédifférenciation par la perte
de marqueurs de différenciation et permet I'expression de protéines impliquées dans la prolifération
cellulaire. Ces processus sont impliqués dans la transformation tumorale de cellules saines et a permis
de conférer aux cellules transduites, la capacité a former des tumeurs in vivo. Cette étude montre que
la dérégulation de la voie Notch peut induire la formation de tumeurs agressives du systeme nerveux

périphérique (Li, Rao et al. 2004).

La voie Notch est trés importante dans le développement du systéme nerveux. Dans le but de
tester si I'activation aberrante de Notch dans le cerveau pouvait entrainer la formation de tumeurs,
un modele de souris surexprimant le domaine intracellulaire de Notch 1 (NICD) dans le cerveau en
développement a été généré. Dans ce modeéle, la surexpression seule du NICD a résulté en une forte
activité apoptotique dépendante de p53 dans le cerveau mais n’a pas été suffisante pour induire la
formation de tumeurs. La génération de souris déficientes en I'anti-oncogene p53 et surexprimant le
N1CD dans le cerveau en développement, a été nécessaire au potentiel tumorigénique de Notch. Les
souris ont développé une tumeur du cervelet, le médulloblastome. Cette étude montre de maniére
homologue au poumon que I'activation de Notch seule n’est pas suffisante pour la formation d’une
tumeur a cause de I'importante activité apoptotique induite dans les cellules. L'inhibition de I'apoptose

est nécessaire pour promouvoir le potentiel tumorigénique de Notch (Natarajan, Li et al. 2013).

b)  Activation de la voie Notch dans les cancers, responsable de la résistance

aux traitements

L'activation de la voie Notch dans des cellules souches tumorales permet d’activer leur
prolifération (Fan, Khaki et al. 2010) et dans certaines cellules tumorales comme celles du sein, leur
dédifférenciation (Lagadec, Vlashi et al. 2012). Ces cellules souches tumorales sont responsables de

I'initiation des tumeurs et de leur reprise aprés traitement du fait de leur résistance aux thérapies
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conventionnelles (Chen, Li et al. 2012). Cela a été montré dans un modéle murin de glioblastome, dans
lequel les cellules souches neurales ont été repérées par I'expression de la GFP (Green Fluorescent
Protein) sous la dépendance du promoteur du gene nestine. Le traitement du gliome par une approche
de chimiothérapie, a entrainé un arrét de croissance tumorale et I'émergence d’une sous population
de cellules proliférantes marquées par I'étiquette GFP. La greffe in vivo de ces cellules a permis la
croissance d’une nouvelle tumeur démontrant ainsi le réle de la cellule souche résistante a la
chimiothérapie, dans I’établissement d’un GBM (Chen, Li et al. 2012). De plus, dans des cellules de
gliome, le réle direct de la voie Notch dans la résistance de cellules souches a la chimiothérapie (Ulasov,

Nandi et al. 2011) et radiothérapie a été montré (Wang, Wakeman et al. 2010).

Dans l'initiation de tumeurs, dépendante de Notch, il est nécessaire d’avoir des mécanismes
d’inhibition de l'apoptose concomitants a la suractivation de Notch. Dans les tumeurs du sein,
I’activation de Notch est associée a la résistance a I’apoptose des cellules par deux mécanismes. D’une
part, Notch active I'expression de la protéine anti-apoptotique Bcl-2 (Ferreira, Suriano et al. 2012).
D’autre part, la voie de signalisation Notch active la phosphorylation d’Akt de maniere dépendante de
RBP,, donc de son activité transcriptionnelle. L’activation d’Akt mene a la dégradation de la protéine
pro-apoptotique p53 (Meurette, Stylianou et al. 2009). A cause de ces deux mécanismes dépendants
de la voie de signalisation Notch, I'utilisation de thérapies provoquant la mort des cellules par apoptose

est tres peu efficace sur des cellules tumorales avec une voie Notch active.

L'induction de dommages sur I’ADN par le cisplatine, un agent alkylant, entraine I’activation de la
voie Notch dans les cellules souches d’adénocarcinome du poumon. Aprés traitement, la population
de cellules souches tumorales est amplifiée et la tumeur se reforme tout en devenant résistante aux
futures approches de chimiothérapies. L'inhibition pharmacologique de la voie Notch par un inhibiteur
du complexe y-sécrétase a permis de potentialiser le traitement au cisplatine résultant en régression
des tumeurs in vivo et I’élimination de la population de cellules souches tumorales dans ce modéle

d’adénocarcinome du poumon (Liu, Yang et al. 2013).

La radiothérapie est le premier traitement pour les patients atteints de cancers du poumon locaux.
La voie de signalisation Notch est activée suite a la radiothérapie pour protéger les cellules de
I'apoptose mais de maniére indépendante de la phosphorylation d’Akt. Cependant, I'utilisation
d’inhibiteurs de y-secretase a permis de restaurer la sensibilité des cellules tumorales a la
radiothérapie. Néanmoins, les données restent insuffisantes pour savoir si la radiorésistance des
cellules suite a I'activation de la voie Notch provient de l'inhibition de la mort cellulaire ou de

I’'amplification des cellules souches au sein de la tumeur (Mizugaki, Sakakibara-Konishi et al. 2012).
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Comme I'activation de la voie Notch est associée a la résistance des tumeurs aux thérapies
conventionnelles (chimiothérapie et radiothérapie), les approches ciblées peuvent donc étre d’un
intérét particulier pour le traitement de tumeurs possédant une voie Notch active. Dans les cancers du
poumon, les inhibiteurs de I'EGFR ont montré des résultats convaincants puisqu’ils provoquent une
forte réduction de la croissance de la tumeur. Les cellules tumorales vont cependant acquérir une
résistance a ce genre de thérapie ciblée. En effet, I'activation de la voie Notch dans le cancer du
poumon est associée a la résistance aux inhibiteurs de 'EGFR, mais |’extinction de I'expression du

récepteur Notch 1 a restauré la sensibilité des cellules a cette thérapie ciblée (Xie, He et al. 2013).

Dans le domaine des thérapies ciblées, le ciblage de la voie Notch semble étre d’un intérét
particulier. Les inhibiteurs de y-secretase sont tres efficaces pour éteindre la voie de signalisation
puisque le clivage S3 est une étape indispensable a la génération du domaine intracellulaire de tous
les récepteurs Notch (1 a 4) alors que la nécessité du clivage S2 reste discutée. De nombreux inhibiteurs
de y-secretase pour les traitements des cancers sont en cours de tests pour 'utilisation en clinique.
Cependant, il existe un inconvénient a cette approche thérapeutique du fait des nombreux effets
secondaires d a l'inhibition de la voie dans les cellules saines. Les molécules actuelles sont donc

inutilisables pour le traitement de patients.

En résumé I'activation de la voie de signalisation Notch peut étre a l'origine de la transformation
tumorale. Dans une tumeur, |'activation de la voie Notch permet la résistance des cellules aux
thérapies conventionnelles ou ciblées et promeut I'amplification de la population de cellules souches
tumorales responsables de la reprise des tumeurs apres traitement. C'est pourquoi I'étude précise des
mécanismes mis en jeu lors de 'activation de la voie de signalisation Notch dans les cancers est cruciale

pour I’élaboration de nouvelles thérapies ciblées pour le traitement des tumeurs.
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IV- La protéine Numb, inhibiteur physiologique de la voie Notch

1° La protéine Numb

La protéine Numb est la premiere protéine impliquée dans la spécification cellulaire
découverte (Uemura, Shepherd et al. 1989). Numb fait partie d’un ensemble de molécules ayant une
localisation asymétrique, permettant de définir une polarité cellulaire. Au cours des dix dernieres
années, il a été montré que la polarité cellulaire est impliquée dans la différenciation. L’expression de
Numb a été reliée a 'activation de la voie Notch puisque lors de la division asymétrique des cellules
précurseurs des organes sensoriels de la drosophile, I’expression de Numb dans une des cellules filles
entraine I'inhibition de la voie Notch et I’engagement de cette cellule dans une voie de différenciation
(Rhyu, Jan et al. 1994). La protéine Numb a été intensément étudiée dans ce systéme ol son rdle est
de réguler I'endocytose du récepteur Notch et de son ligand Delta. En plus de son rdle dans
I’endocytose, la protéine Numb chez les mammiféres est capable de promouvoir la dégradation par
ubiquitination de certaines protéines de voies de signalisation clés dans le développement et dans les

cancers.

Dans un souci de clarté et du fait de la grande diversité depuis la drosophile jusqu’aux
mammiféres, Les fonctions et régulations de Numb chez les mammiféres seront présentées. Les
données obtenues dans un modele drosophile ne seront abordées que si elles sont nécessaires a la

compréhension des mécanismes mettant en jeu Numb.

a) De nombreuses isoformes issues d’'un méme gene

Deux homologues biologiques du géne dnumb (Drosophile) ont été identifiés chez les
mammiféres, numb et numbl. Les fonctions de ces deux genes sont en parties redondantes du fait de
leur grande homologie. Aucun phénotype particulier n’a été mis en évidence dans le modeéle de souris
invalidée pour le géne numbl alors que la souris déficiente pour numb meurt a E11,5 (11.5 jours apres
fécondation) montrant I'importance de ce géne par rapport a numbl (Zilian, Saner et al. 2001). Les
souris doublement invalidées ont un phénotype Iétal au stade embryonnaire E9, les auteurs ont alors

suggéré une certaine redondance de fonction entre numbl et numb (Petersen, Zou et al. 2004).
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Figure 16 : Description des isoformes de Numb, protéines issues de I'épissage alternatif du méme
ARNmM, des délétions sont présentes sur les domaines PTB ou PRR
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Le gene Numb, situé sur le chromosome 14 dans le locus g24.2 a été cloné en 1996 (Zhong,
Feder et al. 1996). Il est transcrit en un ARNm pouvant étre épissé de nombreuses manieres (Figure
16). Dans Genbank, 9 séquences de variants d’épissage de 'ARNm de Numb sont présentes mais
seulement 6 variant protéiques ont été décrits. Les mécanismes régulant I'épissage alternatif de Numb
ne sont pas connus mais certains variants protéiques ont été associés a des localisations et des
fonctions précises. La protéine Numb contient deux domaines protéiques particuliers, un domaine PTB
(PhosphoTyrosine Binding) et un domaine PRR (Proline Rich Region), chacun impliqués dans des
fonctions différentes qui seront détaillées plus loin (Figure 16). Les variants d’épissage de Numb sont
issus de délétions dans ces deux domaines. Pour plus de simplicité, les variants de Numb seront notés
de 1 a 6 et le numéro de I'isoforme sera précisé autant que possible lors de la description des
mécanismes et fonctions associées a la protéine. Numb 1 est une protéine de 651 résidus d’acides
aminés avec le domaine PTB situé entre les résidus 33 et 193. Numb 2 a une délétion dans le domaine
PRR entre les résidus 366-413, Numb 3 a une délétion des résidus 68-78 du domaine PTB, Numb 4 est
une protéine portant les délétions de Numb 2 et de Numb 3 aussi appelée Numb avec un PTB court et
un PRR court. Deux isoformes n’ont été décrites que dans le placenta; ce sont Numb 5 avec une
délétion des acides aminés 219-316, 366-413, et Numb 6 possédant les trois délétions des autres
variants de Numb soit 68-78, 219-316 et 366-413 (Karaczyn, Bani-Yaghoub et al. 2010) (Figure 16). Un
dernier variant d’épissage a été identifié dans les cellules de glioblastome (Numb 4d7) mais sera

abordé dans le dernier chapitre (page 97) (Jiang, Xing et al. 2012).

b)  Structures de la protéine Numb

Jusqu’a ce jour, la structure tridimensionnelle compléte de la protéine Numb n’a pas été
décrite. Dans la base de données structurales PDB (Protein Data Bank), seule la structure du domaine
PTB est présente, obtenue par RMN pour I’homologue de Numb chez la Drosophile. Deux études ont
révélé que le domaine PTB (67-211) de Numb peut interagir avec de nombreux partenaires contenant
les séquences consensus YIGP(p)YL ou GFNMSFEDFP suggérant une grande adaptabilité du domaine
PTB dans l'interaction avec ses partenaires. Les résidus aromatiques semblent importants dans
I'interaction bien que le résidu de tyrosine phosphorylé soit dispensable. Le domaine PTB de Numb est
capable d’interagir avec des structures en hélice a ou en brin B ce qui montre une grande flexibilité de
la protéine rendant difficile la modélisation de ses interactions avec d’autres partenaires protéiques.
L'absence de structure complete de la protéine dans la littérature suggere que les domaines non

cristallisés sont des domaines non structurés de la protéine (Zwahlen, Li et al. 2000).
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2° Numb est une protéine d’endocytose

La premiére description fonctionnelle de Numb est reliée a I'inhibition de la voie Notch lors de
sa ségrégation asymétrique pour la différenciation de cellules précurseurs des organes sensoriels chez
la drosophile (Frise, Knoblich et al. 1996). Le phénotype de la perte de Numb chez la drosophile a été
reproduit chez les mutants de I'a-Adaptine, un composant du complexe de la Protéine Adaptatrice 2
(AP-2) qui forme le puit de clathrine et lie les protéines cargos aux vésicules de transport. Il a, par la
suite, été montré que I'a-Adaptine, agissait entre Numb et Notch dans la détermination du lignage de
cellules précurseurs chez la drosophile suggérant un réle pour Numb dans I’endocytose de molécules
(Berdnik, Torok et al. 2002). Chez les mammiferes, le réle de Numb dans I'endocytose a été confirmé
et associé a deux fonctions principales, la différenciation cellulaire par 'endocytose des récepteurs

Notch et la migration par I’endocytose de molécules d’adhésion.

a) Endocytose des récepteurs Notch par Numb

Numb est un inhibiteur de la voie Notch identifié chez la drosophile lorsque la perte de fonction
du gene a résulté en un phénotype identique au gain de fonction de notch (Uemura, Shepherd et al.
1989) dans la différenciation des cellules précurseurs des organes sensoriels (Spana and Doe 1996). Le
mécanisme d’action de Numb implique I’endocytose du récepteur Notch par une interaction physique
entre les deux protéines (Spana and Doe 1996). Néanmoins, I'inhibition de la voie Notch dépendante
de Numb semble indépendante du role de Numb comme protéine d’endocytose puisque une forme
mutante de Numb sur les domaines impliqués dans I'interaction avec I’a-Adaptine ou Epsin (protéines
d’endocytose chez la drosophile) reste capable d’inhiber la voie Notch. La délétion de 200 résidus
d’acides aminés du domaine PRR (responsable de I'interaction avec les protéines d’endocytose) de
Numb n’a pas résulté en la restauration du phénotype d’inhibition de la voie Notch de méme que
I'inhibition du protéasome pour bloquer I'éventuelle dégradation du récepteur chez la drosophile
(Tang, Rompani et al. 2005). Le roéle de Numb dans I'inhibition de la voie Notch, s’est éclaici chez la
drosophile par la découverte d’une nouvelle protéine, Sanpodo. Sanpodo est une protéine trans-
membranaire indispensable a I'activation de la voie Notch lorsqu’elle est localisée au niveau de la
membrane plasmique. Elle agit dans l'internalisation du récepteur activé pour le diriger vers les
endosomes contenant le complexe y-secretase (Upadhyay, Kandachar et al. 2013) . Numb en se liant
a Sanpodo ou au complexe Sanpodo/Notch inhibe aprés I'endocytose, le recyclage de Notch a la
membrane plasmique et par conséquent inhibe la voie Notch (Cotton, Benhra et al. 2013). Chez les

mammiféres les mécanismes sont différents car Numb posséde une fonction supplémentaire dans

88



I'ubiquitination du récepteur Notch (page 92) et I'homologue de Sanpodo chez les mammiféres, n'a

pas encore été identifié.

Lors de I'activation de la voie de signalisation Notch apreés interaction d’un ligand activé avec
son récepteur, celui-ci subit un dernier clivage par le complexe y-secretase soit au niveau de la
membrane plasmique, soit dans les endosomes tardifs/lysosomes qui génére un fragment
intracellulaire (NICD), transloqué au noyau pour activer ses génes cibles. Cette internalisation requiert
Numb qui agit comme composant indispensable dans I'initiation de I’endocytose. Le récepteur Notch
mono-ubiquitinylé recrute les protéines Epsinl et Epsl5 qui servent a initier la courbure de la
membrane plasmique (Horvath, Vanden Broeck et al. 2007). Numb interagit par son domaine C-
terminal 298-603 avec la protéine Epsl5 pour participer a l'internalisation des récepteurs Notch
activés (Santolini, Puri et al. 2000) ou non (McGill, Dho et al. 2009). Numb est capable d’interagir avec
le complexe AP-2 contenant I'a-Adaptine qui permet la formation du puits de Clathrine. L'interaction
entre Numb et 'a-Adaptine se fait par les résidus 564-588 de Numb appelés motif DPF-NPF
uniqguement dans les puits de Clathrine et les vésicules (Santolini, Puri et al. 2000). Ainsi, la perte
d’expression de Numb dans une cellule méne a l'inactivation de la voie Notch dans cette cellule car les
récepteurs activés ne sont plus internalisés pour étre clivés par le complexe y-secretase (McGill, Dho
et al. 2009). Numb sert aussi d’adaptateur d’endocytose avec le complexe AP-2 pour entrainer le
récepteur Notch non lié a un ligand dans sa dégradation dans les lysosomes. Dans les cellules de
mammiféres, le ciblage de Notch sans ligand dans les lysosomes est réalisé par la polyubiquitination
de Notch, par I'enzyme E3 ligase ltch de la famille des E3 ligases a domaine HECT (Homologous to
the E6-AP Carboxyl Terminus) (Chastagner, Israel et al. 2008; Sorkin and von Zastrow 2009). Numb est
régulée par phosphorylation et notamment par la kinase Adaptator-Associated kinase 1 (AAK1) qui
régule I'action de Numb dans I’activation de la voie Notch. AAK1 phosphoryle Numb sur le résidu T102
pour induire son relargage du puits de clathrine et sa relocalisation au niveau des endosomes. Cette
étape est indispensable a la maturation du puits de clathrine et I’'endocytose ne peut pas se terminer

sans le relargage de Numb (Sorensen and Conner 2008).
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Figure 17 : Mécanisme d’endocytose de la E-Cadhérine par Numb ; Numb interagit avec p120 et
recrute les complexes AP2 pour promouvoir I'endocytose de la E-Cadhérine, le complexe de
polarité Par3-Par6-aPKC phosphoryle Numb sur 3 résidus d’acides aminés pour induire son
relargage dans le cytoplasme et le recyclade de la E-Cadhérine. Adapté selon Sato et al., 2011
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b)  Endocytose de la E-Cadhérine

L’endocytose et le recyclage de la E-Cadhérine (molécule d’adhérence cellule-cellule) est une
étape importante de la migration cellulaire dans les cellules épithéliales. L'internalisation de cette
molécule d’adhésion est dépendante du complexe AP2 et de la Clathrine. Numb 4 interagit avec la E-
Cadhérine par son domaine 428-592 et recrute le complexe AP2 au niveau des jonctions adhérentes.
L'interaction de Numb avec la protéine p120 est une étape indispensable a I'endocytose des E-
Cadhérines et est régulée par phosphorylation. Numb est phosphorylée sur les résidus 7, 265 et 284
par le complexe de polarité Par3-Par6-aPKC qui inhibe son interaction avec p120 et E-Cadhérine (Figure
17). Dans des cellules polarisées, Numb, p120 et E-Cadhérine colocalisent au pdle basal suggérant un
role pour Numb dans la polarisation des cellules régulées par le complexe de polarité Par3-Par6-aPKC
au niveau des jonctions serrées et des jonctions adhérentes. Précisemment, Numb permet
I'internalisation des complexes p120-E-cadherine en recrutant AP2 pour permettre la formation du
puits de clathrine. Les endosomes contenant Numb, p120 et E-Cadhérine sont recyclés a la membrane.
En cas d’activation locale du complexe Par3-Par6-aPKC, l'interaction de Numb avec p120 et E-
Cadherine est inhibée ce qui permet le maintien de ces protéines a la membrane et la formation des
jonctions adhérentes et des jonctions serrées donc la polarisation de la cellule (Sato, Watanabe et al.
2011). Ce mécanisme est présent lors de la division asymétrique des progéniteurs neuronaux ce qui
suggere un role de Numb allant au-dela de l'inhibition de la voie Notch dans la différenciation
cellulaire. La dérégulation de ce mécanisme est connue dans les cancers au moment de la transition

épithélio-mésenchymateuse ou Numb pourrait jouer un role.

3° Numb est une protéine adaptatrice d'E3 Ubiquitine ligases
a)  Protection de TP53 par Numb

Numb a largement été décrite dans son réle de protéine adaptatrice dans I'endocytose au
cours du développement de la drosophile. Une autre fonction de I’'homologue de Numb chez les
mammiféres est le recrutement d’E3 ubiquitines ligases qui sont impliquées dans la dégradation des
protéines par la voie lysosomale. Par ces propriétés, Numb contrdle la régulation de la protéine
suppresseur de tumeur, p53 qui est une protéine intervenant dans I’apoptose, importante au cours du

développement et mutée dans de nombreux cancers.
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Figure 18 : Domaines d’interaction de Numb avec ses partenaires protéigues, Le domaine PTB de
Numb est relié a sa fonction de dégradation par le recrutement d’E3 ubiquitin ligases, le domaine
PRR de Numb est relié a sa fonction d’endocytose par le recrutement des complexes AP2.
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La dégradation de cette protéine est assurée par I'E3 ubiquitine ligase HDM2 qui est
constitutivement active. Numb, dans une forme phosphorylée, est capable d’interagir avec HDM?2
(Juven-Gershon, Shifman et al. 1998) par son domaine PTB (résidus d’acides aminés 113-148).
L'interaction HDM2-p53 est dissociée résultant en la protection de p53 de la dégradation (Figure 18).
L'utilisation de peptides bloquant I'interaction de Numb avec HDM2-p53 a induit I'apoptose de cellules
de cancer du sein et est ainsi une cible thérapeutique potentielle (Colaluca, Tosoni et al. 2008).
L'interaction de Numb avec le complexe p53-HDM2 est régulée par méthylation. Set8 est une lysine
méthyltransférase ayant pour substrat le domaine PTB de Numb. Cette modification post-
traductionnelle inhibe I'interaction Numb-p53 résultant en la dégradation de p53 par HDM2 (Dhami,
Liu et al. 2013). Un rétrocontréle est exercé sur Numb par HMD2 qui est également capable
d’ubiquitinyler et de dégrader Numb ce qui suggere une balance entre p53 et la voie Notch par la
régulation de la stabilité de Numb dans les cellules (Sczaniecka, Gladstone et al. 2012). Dans cette
fonction, Numbl n’est pas capable de protéger p53 de la dégradation dépendante de HDM2 (Liu,
Lanner et al. 2011).

b)  Numb déstabilise la voie Sonic Hedgehog

La voie de signalisation Sonic Hedgehog est une voie importante impliquée la prolifération des
cellules progénitrices du systéme nerveux central. L'interaction d’un ligand Hedgehog avec le
récepteur Patched, permet le relargage et la translocation dans le noyau des facteurs de transcription
de la famille Gli. L'induction de la dégradation de ces facteurs de transcription induit I'inhibition de la
voie de signalisation et des fonctions cellulaires qui lui sont associées. La protéine Numb est impliquée
dans la dégradation du facteur de transcription Gli 1 par son interaction avec I'E3 ubiquitine ligase ltch
(Figure 18). Le domaine 86-173 de Numb forme un complexe tripartite avec Glil-ltch pour induire
I'adressage de Glil dans la dégradation lysosomale apres polyubiquitination. Ce mécanisme pourrait
étre une étape clé de la différenciation de cellules précurseurs du cervelet. De plus, des analyses de
transcriptomique ont montré une perte de Numb dans le sous-groupe de médulloblastomes (tumeur
du cervelet, OMS grade V) avec une forte activation de la voie Sonic Hedgehog suggerant une
activation constitutive de cette voie par perte de la dégradation de Gli 1 dépendante de ltch (Di
Marcotullio, Ferretti et al. 2006). D’un point de vue mécanistique, en I’'absence de Numb, Itch est dans
une conformation dite fermée oUu la protéine n’exerce pas son activité d’E3 ubiquitine ligase.
L'interaction de Numb avec Itch permet I’ouverture de la conformation de I’'enzyme par la dissociation
d’une interaction intraprotéique entre les domaines impliqués dans l'interaction avec Gli 1 et dans

I’activité enzymatique. Numb joue donc un role actif dans la dégradation par ubiquitination de Gli 1 en
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activant I’E3 ubiquitne ligase Itch (Di Marcotullio, Greco et al. 2011). La régulation de ce mécanisme
d’inhibition de la voie Sonic Hedgehog n’est encore pas connu et il aurait été intéressant de connaitre

le réle de la phosphorylation de Numb dans I'interaction avec Itch.

c)  Numb, inhibiteur physiologique de la voie Notch

En plus de son réle dans l'initiation de I'endocytose des récepteurs Notch, Numb régule
également le trafic intracellulaire de ces récepteurs par sa fonction de recrutement d’E3 ubiquitine
ligases (protéines catalysant la polyubiquitination de protéines pour induire leur dégradation). En effet,
I'ubiquitination induit des modifications post-traductionnelles qui permettent apres I'endocytose le
trafic de nombreux récepteurs dans les endosomes tardifs et les lysosomes (Sorkin and von Zastrow

2009).

Chez les mammiferes, Numb est responsable de la dégradation du récepteur Notch dans sa
forme membranaire ou aprés le clivage par le complexe y-secretase de maniére dépendante ou non
de la fixation d’un ligand (McGill and McGlade 2003). L’expression de Numb résulte en une grande
réduction de I'activité sur le promoteur des geénes cibles de Notch dépendante du domaine PTB de la
protéine (McGill and McGlade 2003). La protéine Numb est donc impliquée a la fois dans I’endocytose
et la dégradation des récepteurs Notch par des mécanismes indépendants. La localisation de Numb au
niveau des endosomes tardifs inhibe le recyclage de Notch (McGill, Dho et al. 2009), I’E3 ubiquitine
ligase Itch est recrutée (McGill and McGlade 2003; Chastagner, Israel et al. 2008) puis le récepteur

Notch est polyubiquitinylé et dégradé dans les lysosomes (Chastagner, Israel et al. 2008) (Figure 18).

La perte d’expression de Numb, permet au récepteur Notch internalisé, d’étre recyclé a la
membrane méme en présence d’ltch ce qui montre que le role d’ltch dans la dégradation de Notch se
situe aprés I'endocytose. Toutes les isoformes de Numb n’ont pas le méme réle a jouer dans la
régulation de la voie Notch. Les isoformes de Numb 1 a 4 induisent la dégradation des récepteurs
Notch 1 et Notch 2 mais pas de Notch 3 (Notch 4 n’a pas été testé) (Beres, George et al. 2011). Le réle
des isoformes 5 et 6 n’est pas clair car seule I'expression de I’ARNm des ligands de Notch, Jagged 1 et
Jagged 2 a été testée ce qui refléte peu le réle de ces deux protéines sur la voie Notch (Karaczyn, Bani-

Yaghoub et al. 2010).
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4° La matrice d’endocytose dépendante de Numb dans la division asymétrique

La division asymétrique est le mécanisme par lequel une cellule souche ou progénitrice va se
diviser pour donner naissance a deux cellules filles, une cellule identique avec les mémes
caractéristiques de cellule souche, une cellule différenciée avec des capacités de différenciation
différentes de la cellule mére. Cet évenement est indispensable au développement de I'organisme et
met en jeu de nombreux mécanismes moléculaires pour moduler la ségrégation asymétrique de
molécules et donc définir le devenir de chacune des cellules filles. Les mécanismes mis en jeu
impliquent Numb a tous les niveaux, I'endocytose et le trafic intracellulaire de récepteurs ou protéines
d’adhésion, I'ubiquitination et la dégradation de Notch, Glil ou p53 et enfin le complexe de polarité
Par3-Par6-aPKC qui régule a réorganisation du cytosquelette et le réle de Numb dans I'endocytose
(Figure 19). La division asymétrique a été intensément étudiée donnant lieu a des données
contradictoires sur le réle de Numb qui n’a pas toujours pour fonction la dégradation des récepteurs
Notch et qui peut étre présent dans les deux cellules lors d’une division asymétrique (Figure 19). Un
concept intéressant a émergé récemment permettant d’unir les théories sous le nom de matrice
d’endocytose (endocytic matrix). Selon cette théorie, tous les mécanismes décrits dans la division
asymétrique existent dans les deux cellules filles et constitue un équilibre dynamique ou la décision de
I'engagement vers la différenciation ne tient qu’a une faible variation de la concentration d’un
ensemble de protéines appelées versatiles (Moonlighting proteins) dont Numb fait partie (Scita and Di
Fiore 2010; Pece, Confalonieri et al. 2011). Ces protéines sont capables d’assurer deux fonctions
moléculaires distinctes, comme I'endocytose et I'ubiquitination pour Numb (Figure 18), d’'une maniére
extrémement dynamique. Les nombreux points de régulation de I’expression, la stabilité ou I'affinité

de Numb sont donc particulierement importants pour la division asymétrique (Figure 19).
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Figure 19 : Régulation de la division asymétrique par Numb, Voie de signalisation régulées par
Numb et impliquées dans la balance autorenouvellement par rapport a la différenciation au cours
de la division asymétrique
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5° Régulations de Numb

L’activation du promoteur de Numb peut étre régulée en réponse a la Nandrolone (hormone
analogue a la testostérone) qui active la translocation de la B-caténine au noyau. Le complexe TCF-B-
Caténine (complexe transcriptionel) se fixe en amont du promoteur de Numb pour activer sa
transcription. La stimulation par le ligand Wnt3a résulte également en une augmentation de I'activité
transcriptionnelle du promoteur de Numb ce qui montre que la voie de signalisation Wnt contréle
I'expression de Numb (Liu, Wu et al. 2013). Sur un modeéle de cellules souches embryonnaires en
culture, la signalisation Wnt dans une des deux cellules filles lors de la division asymétrique permet
d’activer I'expression de genes de pluripotence alors que la cellule sans voie Wnt est engagée dans la
différenciation (Habib, Chen et al. 2013). En supposant que I'expression de Numb a été activée dans la
cellule en auto-renouvellement, un autre mécanisme peut réguler I'expression de la protéine pour

aboutir a ce phénotype.

La stabilité de ’ARNm de Numb est régulée par la protéine Musashi. L’expression de Musashi
dans une des deux cellules lors de la division asymétrique induit I'autorenouvellement de cette cellule,
ce qui définit Musashi comme un marqueur d’indifférenciation. Musashi interagit avec I’'extrémité
3’UTR de ’ARNm de Numb pour induire sa dégradation donc I'inhibition de I'expression de la protéine
Numb alors que le promoteur est bien activé. L'expression de Musashi est reliée a I’activation de la
voie Notch donc a la prolifération et a I'autorenouvellement des cellules souches saines ou tumorales

(Okano, Kawahara et al. 2005).

Stabilité de la protéine Numb : La stabilité de la protéine Numb est également régulée par
HDM?2 et d’autres E3 ubiquitines ligases. La protéine LNX (Ligand of Numb), est une E3 ubiquitine ligase
ciblant Numb pour la dégradation protéasomale. L'expression de LNX permet de contrer I'inhibition
de la voie Notch dépendante de Numb (Nie, McGill et al, 2002). Par ce mécanisme, |I'expression de LNX
pourrait permettre |'autorenouvellement des cellules souches, le réle de LNX dans la division
asymétrique n’ayant jamais été montré (Chen, Xu et al. 2005). Une autre voie de dégradation de Numb
implique I'E3 ubiquitin ligase Siah 1. L'interaction de cette enzyme avec le domaine PTB de Numb entre
les acides aminés 92-164 induit sa polyubiquitination et sa dégradation. L’expression de Siah 1 active

la voie Notch et induit la dégradation de TP53 dépendante de HDM2 (Susini, Passer et al. 2001).

Numb peut étre régulée de maniére post-traductionnelle par phosphorylation. De
nombreuses kinases sont impliquées dans ce processus qui résulte en la dissociation de I'interaction
entre Numb et le complexe AP2 lors de I'initiation de I’endocytose. Les kinases CamK |, CamK Il et CamK

IV (Ca?*/calmodulin-dependent protein Kinase) phosphorylent Numb sur les résidus S264 et S283. La
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protéine phosphorylée n’interagit plus avec AP-2 (Tokumitsu, Hatano et al. 2006) et devient capable
d’interagir avec toutes les isoformes des protéines de la famille 14-3-3 par son domaine 238-304
(Tokumitsu, Hatano et al. 2005). Ces protéines ont déja été impliquées dans la division asymétrique et
semblent promouvoir la différenciation des cellules de glandes mammaires (Thomas, Zeps et al. 2011).
Dans I'établissement de la polarité, la localisation sub-cellulaire de Numb est régulée par le complexe
de polarité Par3-Par6-aPKC qui phosphoryle Numb sur les résidus S7, S265 et S284. Cette
phosphorylation inhibe I'interaction de Numb avec les composants de I'endocytose dépendante de la
clathrine donc une localisation exclusivement cytoplasmique de Numb (Nishimura and Kaibuchi 2007).
Dans le cas de la division asymétrique, le réle du complexe de polarité Par3-Par6-aPKC est éclairé par
des études menées dans un modéle drosophile. L’activation du complexe de polarité active le relargage
de Numb dans le cytoplasme. Ce mécanisme est dépendant de I'activation de la kinase Aurora A et
permet la localisation membranaire asymétrique de la protéine Numb dans la cellule destinée a la

différenciation (Wirtz-Peitz, Nishimura et al. 2008).

Le modele de division asymétrique chez la drosophile a récemment mis en évidence un
nouveau role pour Numb dans la régulation des mouvements du centrosome lors de la division
cellulaire des cellules souches, indépendante de sa fonction dans I’endocytose et de I'ubiquitination.
Le nouveau partenaire de Numb identifié dans cette fonction est I’homologue de CRMP chez Ila
Drosophile. Dans ce modele I'expression de CRMP a été montrée nécessaire a la voie de signalisation
Notch mais pas indispensable puisque les mutants de CRMP ne présentaient pas de défauts de division
asymétrique. L’interaction de Numb par son domaine PTB avec CRMP régule les mouvements du

centrosome au moment de la télophase de maniére dépendante de Cdk5 (Jauffred, Llense et al. 2013).

En résumé, la protéine Numb est régulée dans son expression et son affinité par de nombreux
partenaires au cours de la division asymétrique. Tous les évenements précédemment décrits sont
présents dans les deux cellules filles au cours de la division asymétrique et le devenir de chacune des
cellules se fait par un faible déséquilibre de la balance entre d’une part, la fraction de Numb participant
a I'endocytose de Notch pour I'activation de la voie de signalisation donc de I’autorenouvellement de
la cellule fille. D’autre part, la fraction de Numb qui inhibe les voies Notch, Sonic Hedgehog et permet
la stabilisation de p53, ces événements étant impliqués dans la différenciation des cellules au cours de
la division asymétrique. CRMP peut jouer un réle encore non connu chez les mammiféres dans la
différenciation car chez la drosophile, CRMP en synergie avec Numb régule la voie Notch et les

mouvements du centrosome lors de la division asymétrique cellulaire.
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6° Numb dans les cancers, au-dela du role de suppresseur de tumeurs

Du fait de ses nombreuses fonctions d’inhibition de voies de signalisations impliquées dans la
prolifération et I'autorenouvellement des cellules souches, Numb est considéré comme un géne
suppresseur de tumeurs. Dans les cancers du sein, la perte de I'expression de Numb est une étape
importante dans la progression tumorale (Pece, Serresi et al. 2004) qui est associée a une plus faible
survie des patients (Colaluca, Tosoni et al. 2008). Dans ces tumeurs, la voie de signalisation Notch est
activée et I'expression de TP53 est perdue, ces événements sont deux marqueurs de faible survie et
de résistance aux traitements. De la méme maniére, I’expression de Numb est délétée dans les cancers
du poumon non a petites cellules, correspondant également a une activation de la voie Notch et la
perte de TP53 (Westhoff, Colaluca et al. 2009). Ces deux exemples sont le résultat d’une inhibition de
I'expression de Numb par un exces de la polyubiquitination de la protéine et de sa dégradation, donc

une régulation post-traductionnelle.

Le role important de Numb dans la division asymétrique suggére une remise en question du
terme qui lui a été donné comme suppresseur de tumeurs. Dans le glioblastome, I'expression de Numb
a été montrée dans de nombreuses lignées cellulaires et tumeurs de patients tant au niveau de ’ARNm
gu’au niveau de la protéine. La surexpression de Numb dans la lignée cellulaire U87 n’a pas altérée sa
capacité a former des tumeurs in vivo et n’a pas induit sa différenciation. L’activation de la voie Sonic
Hedgehog et I'expression de TP53 n’ont pas été modifiées lors de la surexpression de Numb. La voie
de signalisation Notch n’a pas été étudiée car I'expression de Hesl n’a pas été détectée dans cette
lignée cellulaire (Euskirchen, Skaftnesmo et al. 2011). Cette étude montre que Numb peut étre
exprimée dans un cancer de haut grade remettant en question son activité de suppresseur de tumeur.
L'expression de Numb a été analysée dans les cellules souches de glioblastome ou I'expression
majoritaire de l'isoforme 4 est détectée. Une nouvelle isoforme est identifiée dans ce modeéle
correspondant a un nouvel épissage alternatif de la protéine. Cette protéine est appelée Numb 4d7
car elle correspond a I'isoforme 4 a laquelle il manque I'exon 7. Ces deux protéines sont localisées de
maniére asymétrique au cours de la différenciation des cellules souches de glioblastome. Des effets
différents ont été observés puisque I'expression de Numb 4 est corrélée avec la diminution de la
formation de neurospheéres alors que I’expression de Numb 4d7 est corrélée a une augmentation de
la taille des neurosphéres montrant une prolifération accrue des cellules souches tumorales. Ces effets
ont été reliés a I’activation de la voie Notch et la phosphorylation d’Akt qui est inhibée par I'expression
de Numb 4 et activée par Numb 4d7. Ces deux isoformes sont capables d’interagir avec le complexe
de dégradation ubiquitine ligase FBW7/Cullin1 avec des effets différents puisque Numb 4 induit la

dégradation de Notch alors que Numb 4d7 protege Notch. L’analyse transcriptomique des
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glioblastomes issus de la classification du TCGA a révélé une corrélation entre la forte expression des
ARNm de Numb avec la plus faible survie des patients associées au sous-groupe mésenchymateusx,
montrant que dans cette tumeur, Numb est associée a un mauvais pronostic indépendant de

I'inhibition de la voie Notch (Jiang, Xing et al. 2012).
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Introduction des résultats
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Le glioblastome est une tumeur agressive du cerveau classée de grade |V selon I'organisation
mondiale de la santé (OMS), la médiane de survie des patients est tres faible (12-15 mois) due a la
forte résistance de ces tumeurs aux thérapies actuelles (Louis, Ohgaki et al. 2007). L’agressivité de ces
tumeurs est reliée a 'hétérogénéité des populations cellulaires qui la compose et donc une réponse
différente de ces cellules aux traitements. Parmi ces populations, des cellules souches ont été
découvertes dans les GBM (Singh, Hawkins et al. 2004; Lathia, Gallagher et al. 2011) et représentent
plusieurs sous-populations (Kahlert, Bender et al. 2012). Elles présentent des caractéristiques de
cellules souches normales du développement ou embryonnaires et seraient aussi a |'origine de
progéniteurs a prolifération rapide qui forment en partie la masse tumorale (Clarke and Fuller 2006;
Dalerba, Cho et al. 2007). Les mécanismes qui sous-tendent cette diversité cellulaire représentent
plusieurs facettes de la division asymétrique qui incluent I'auto-renouvellement, la prolifération, et la
polarité cellulaire. Parmi les voies de signalisation impliquées dans ces mécanismes la voie Notch
représente une voie de signalisation tres conservée au cours du développement et souvent perturbée
dans les tumeurs, notamment les GBM. En effet, la protéine Notch est exprimée dans les gliomes et

joue un réle critique dans la survie et la prolifération (Purow, Haque et al. 2005).

L'activation de la voie Notch dans les glioblastomes, détectée par I'expression du gene cible
hey1, est associée a la plus faible survie des patients par une prolifération accrue des cellules tumorales
(Hulleman, Quarto et al. 2009). Plus précisément, Notch est impliquée dans le maintien d’une
population de cellules souches tumorales in vivo (Shih and Holland 2006) par le contréle de la division
asymétrique ou la présence de Notch résulte en I'autorenouvellement de la cellule fille (Nteliopoulos
and Gordon 2012). Le blocage de cette voie par un inhibiteur pharmacologique a résulté en
I’élimination de cette population de cellules souches tumorales (Fan, Matsui et al. 2006) et de la
croissance d’un modeéle de glioblastome in vivo (Fan, Khaki et al. 2010). De plus, I’activation de Notch
est reliée a la résistance des glioblastomes aux approches de thérapies conventionnelles comme la
chimiothérapie (Ulasov, Nandi et al. 2011) ou la radiothérapie (Wang, Wakeman et al. 2010) comme
aux approches de thérapie ciblée utilisant des anticorps bloquants anti-VEGF (Li, Sainson et al. 2011).
L'activation de la voie Notch nécessite un contact cellule-cellule pour l'interaction d’un ligand
Delta/Jagged sur un récepteur Notch. L’activation du récepteur est suivie d’un clivage extracellulaire
par une métalloprotéase (ADAM 10) provoquant la dissociation du domaine extracellulaire du
récepteur. Le domaine intracellulaire est ensuite clivé par le complexe y-secretase a la membrane
plasmique ou lors de son trafic intracellulaire (Bray 2006). Ce fragment clivé est transloqué au noyau
ou il va promouvoir I'expression de ses cibles comme la Cycline D1 (Xu, Qiu et al. 2010), Hes1 et Hey1
(Krejci and Bray 2007). Ces protéines sont impliquées dans la prolifération des cellules par le passage

de la transition G1/S (Fan, Khaki et al. 2010; Xu, Qiu et al. 2010). Un des mécanismes d’inhibition de la
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voie Notch implique I'adressage des endosomes contenant les récepteurs Notch dans la dégradation
lysosomale résultant en leur élimination dans la cellule et la perte de I'activation des génes cibles de
voie. Cette étape met en jeu I'E3 ubiquitine ligase Itch qui catalyse la polyubiquitination du récepteur
Notch activé ou non et sa dégradation (Qiu, Joazeiro et al. 2000; Chastagner, Israel et al. 2008). Cette

étape nécessite I'expression de Numb.

Numb est I'inhibiteur physiologique de la voie de signalisation Notch. Au cours de la division
asymétrique, I'expression de Numb dans une des deux cellules fille résulte en I'inhibition de la voie
Notch et I'engagement de cette cellule vers la différenciation (Spana and Doe 1996). D’un point de vue
mécanistique, Numb est indispensable a deux étapes distinctes de la voie de signalisation Notch Au
niveau de l'internalisation des récepteurs Notch par son domaine PRR (Proline Rich Region) médiant
I'interaction avec les protéines d’endocytose AP2 et Epsl5 (Santolini, Puri et al. 2000), et pour la
dégradation lysosomale des récepteurs Notch par le recrutement, sur son domaine PTB
(PhosphoTyrosine Binding motif), de I'E3 ubiquitine ligase ltch (Di Marcotullio, Ferretti et al. 2006;
Chastagner, Israel et al. 2008). Numb est exprimée dans les cellules souche de glioblastome ou sa
fonction d’endocytose des récepteurs Notch est assurée mais pas sa fonction de dégradation de ces

récepteurs par ltch (Jiang, Xing et al. 2012).

La voie de signalisation de Notch et sa régulation par Numb restent encore peu explorées dans
les GBM. Notch est associée a la prolifération et I'autorenouvellement des cellules souches de
glioblastome alors que la protéine Numb, est exprimée dans ces mémes cellules et ne joue pas son
role d’'inducteur de la dégradation des récepteurs par ltch. La connaissance des mécanismes de
régulation de la voie Notch et de Numb pourraient apporter une meilleure compréhension de la

biologie des cellules souches qui proliferent dans les glioblastomes.

Les Collapsin Response Mediator Proteins (CRMPs) font partie d’'une famille de protéines qui
participent a la morphogénése du systéme nerveux du fait de leur implication cellulaire dans le
remaniement du cytosquelette (Kimura, Watanabe et al. 2005). Au laboratoire, CRMP5 par sa liaison
avec la tubuline, a été décrit comme antagoniste de I'action d’un autre membre de la famille des
CRMPs, CRMP2, et acteur de la polarité neuronale (Brot, Rogemond et al. 2010). Par ailleurs, CRMP2
dans I'élongation axonale, en se liant a Numb participe a I'endocytose et le recyclage d’une molécule

d’adhésion L1 au niveau du cone de croissance (Nishimura, Fukata et al. 2003).

La protéine CRMP5 est aussi exprimée dans les précurseurs nerveux en développement
(Ricard, Rogemond et al. 2001; Charrier, Reibel et al. 2003) et dans les zones de neurogénese chez
I'adulte (Veyrac, Giannetti et al. 2005; Veyrac, Reibel et al. 2011). En pathologie tumorale, il a été

démontré que CRMP5 était un marqueur des tumeurs neuroendocrines du poumon de haut grade
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(Meyronet, Massoma et al. 2008). Dans le cas du glioblastome, I'expression des messagers dpys/5
(CRMP5) a été décrite dans un cluster de génes associés a la prolifération et reliés a une plus faible
survie des patients (Liang, Diehn et al. 2005). Une isoforme courte de CRMP5 localisée dans le noyau
des cellules de glioblastome a été reliée a la prolifération dans un modele de neuroblastome in vitro

(Brot, Malleval et al. 2013).

Le réle de Notch et CRMP5 dans la prolifération et la survie des patients atteints de GBM et le
lien de CRMP2 avec la voie Notch par I'intermédiaire de son inhibiteur Numb, a suscité une exploration

du réle de CRMPS5 dans la voie de signalisation de Notch en relation avec la prolifération.

Mon travail de thése a été de démontrer le réle fonctionnel et mécanistique de la protéine
CRMP5 dans la prolifération des cellules de GBM par la voie Notch. Ce travail s’est élargi par une étude
réalisée par le Dr David Meyronet, sur des biopsies de GBM provenant d’'une cohorte rétrospective de
183 spécimens (2004-2008). Au cours de cette étude 23/183 biopsies ont présentées une expression
faible de CRMP5 tandis que 160/183 révelent une expression forte de CRMP5 en relation avec une plus

faible survie des patients.

La premiére partie du travail de thése (Il Résultats préliminaires) a consisté en la détection
I'expression de CRMP5 dans un modele de cellules souches de glioblastome in vitro. La protéine est
perdue au cours de la différenciation de ces cellules. Un effet de CRMP5 a été recherché par délétion
de la protéine dans modéle de croissance de cellules de GBM transplantées chez la souris. Enfin, sur
des cellules de GBM en culture, j'ai mis en évidence un role direct de la protéine CRMP5 sur la voie
Notch dans la prolifération cellulaire. Pour montrer une éventuelle synergie de CRMP5 et Notch dans
les tumeurs, I'expression de Notch dans les GBM exprimant fortement CRMP5 a été recherchée et
observée dans les mémes zones au sein d’une tumeur. Ces résultats préliminaires, proposent une

synergie entre CRMP5 et la voie Notch dans les glioblastomes.

La deuxiéeme partie de ce travail fait I'objet de I'article (lll Premier article : CRMP5 controls

glioblastoma cell proliferation and survival through Notch-dependent signaling)

Dans cet article, nous avons montré |'expression protéique cytoplasmique et nucléaire de
CRMPS5 dans divers modeles de glioblastome (lignées cellulaires, neurosphéres, xénogreffe, tumeurs
humaines). Deux motifs d’expression de CRMP5 (faible et hétérogene ou forte et homogéne) ont été
identifiés chez les patients, et reliés a leur survie. Les glioblastomes exprimant fortement CRMP5 ont
une prolifération intrinséque accrue comparé aux tumeurs exprimant faiblement CRMP5. Ce nouveau
role de CRMPS dans la prolifération a été confirmé in vitro et relié au passage de la transition G1/S au
cours du cycle cellulaire. L'activation de la voie Notch a été montrée dépendante de I'expression de

CRMP5 tant au niveau de I'expression des récepteurs Notch qu’au niveau de ['activité
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transcriptionnelle sur les génes cibles. De méme, I'activation d’Akt est montrée dépendante de
I'expression de CRMPS in vitro. Ces résultats obtenus in vitro sont renforcés par I'analyse de
glioblastomes humains dans lesquels, la forte expression (localisation cytoplasmique) et activation
(localisation nucléaire) de Notch 1 et Hes 1 a été montrée dans les tumeurs exprimant fortement
CRMP5. Enfin, I’étude mécanistique révele un role encore inconnu de la protéine CRMP5 qui empéche
I'adressage des récepteurs Notch vers la dégradation lysosomale Numb-dépendante induite par I'E3

ubiquitine ligase Itch.

Un résultat complémentaire a cet article montre que le contréle d’Akt par CRMP5 n’est pas

applicable aux cibles d’Akt les protéines mTor et p70S6K.

Un deuxieme article (IV second article : CRMP5 protects Notch against Numb-mediated
degradation thereby promoting Glioblastoma proliferation) en préparation s’attache a montrer le
mécanisme par lequel CRMP5 lie Numb pour protéger le récepteur Notch de la dégradation
lysosomale. Au cours de ce travail, I'expression de Numb dans divers modeéles de glioblastome a été
vérifiée (lignées cellulaires, neurosphéres). L'expression de Numb accompagnée d’une voie de
signalisation Notch active a été observée dans des cellules exprimant CRMP5 de maniere endogéne,
montrant que dans ce modele, Numb ne joue pas son réle dans la dégradation des récepteurs Notch.
Pour aller plus loin, le role direct de CRMP5 dans l'inhibition de la dégradation de Notch dépendante
de Numb a été montré. Cet effet est médié par une interaction entre CRMP5 et Numb qui dissocie
Iinteraction entre Numb et Notch résultant en I’activation constitutive de cette voie dans les
glioblastomes. Le domaine précis d’interaction entre les deux protéines a été abordé et localisé sur le

domaine PRR de Numb.

L'ensemble de ces résultats montrent un nouveau role pour CRMP5 dans la prolifération des
glioblastomes par I'activation de la voie Notch et d’Akt. Cette fonction est reliée a une nouvelle
interaction protéique entre CRMP5 et Numb qui protege les récepteurs Notch de la dégradation. Ce
mécanisme permet une meilleure compréhension de la biologie des cellules proliférantes au sein des

glioblastomes.
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Glioblastoma (GBM) is a highly aggressive brain tumor graded IV by the World Health
Organization (WHO). Patients overall survival is very poor of about 12-15 month due to strong
resistance of the tumors to actual therapies (Louis, Ohgaki et al. 2007). Cancer cells populations
heterogeneity results in different responses to treatments resulting in tumor resistance and
recurrence after treatments. Among these cell populations, cancer stem cells were discovered in
glioblastomas (Singh, Hawkins et al. 2004; Lathia, Gallagher et al. 2011) and found organized in several
populations with distinct sensibility to therapies (Kahlert, Bender et al. 2012). These cells present
normal or embryonic stem cell characteristics and could be the origin of highly proliferating
progenitors which represent the most part of the tumor (Clarke and Fuller 2006; Dalerba, Cho et al.
2007). Mechanisms under this cellular diversity include several facets of asymmetric division as self-
renewal and proliferation. Several signaling pathways are of interest in these mechanisms and
particularly the Notch signaling pathway which is highly evolutionary conserved, frequently
deregulated in tumors, especially glioblastomas. Notch signaling components are highly expressed and
active in gliomas which is critical for proliferation and survival of tumoral cells. (Purow, Haque et al.

2005).

Notch signaling pathway activation detected by Notch target gene hey 1 expression, is related
to poor survival of the patient by an increased tumor cells proliferation (Hulleman, Quarto et al. 2009).
Notch signaling has been involved in different processes of Glioblastoma cell growth. In fact, Notch is
implicated in tumoral stem cell maintenance in vivo (Shih and Holland 2006) by control of asymmetric
division where Notch activation promotes self-renewal of a daughter cell (Nteliopoulos and Gordon
2012). Inhibition of this pathway using a pharmacological inhibitor resulted in tumor stem cells
depletion (Fan, Matsui et al. 2006) and growth arrest in a glioblastoma model in vivo (Fan, Khaki et al.
2010). Furthermore, Notch activation is related to glioblastoma resistance to conventional therapies
like chemotherapy (Ulasov, Nandi et al. 2011) or radiotherapy (Wang, Wakeman et al. 2010) as well as
targeted therapies using anti-VEGF blocking antibodies (Li, Sainson et al. 2011). Notch signaling
pathway activation is achieved by a cell-cell contact providing transmembrane Delta/Jagged ligand
expressed at signal-sending cell surface to a Notch receptor at the signal-receiving cell surface. Notch
receptor is extracellularly cleaved by a metalloprotease (ADAM 10) then internalized by a Clathrin-
dependent-endocytosis, and activated by a y-secretase cleavage during its intracellular trafficking
(Bray 2006) resulting to its nuclear translocation. There, the activated Notch interacts with RBPjk
transcription factor to activate the target genes like CCND1 (Cyclin D1) (Xu, Qiu et al. 2010), hes 1 and
hey 1 (Krejci and Bray 2007). These proteins are implicated in tumoral cell proliferation by promoting
G1to S cell cycle phase transition and stem cell self-renewal (Fan, Khaki et al. 2010; Xu, Qiu et al. 2010).

Notch signaling inhibition could be achieved by the targeting of Notch containing endosomes to
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lysosomal degradation resulting in a total loss of target genes expression. This step is dependent of the
E3 ubiquitin ligase Itch which catalyzes activated or non-activated Notch receptor polyubiquitination
and degradation (Qiu, Joazeiro et al. 2000; Chastagner, Israel et al. 2008). Numb is an essential protein

for Notch inhibition.

Numb is the physiological Notch signaling pathway inhibitor. During asymmetric division,
Numb expression in one of the two daughter cells results in Notch inhibition and commitment into
differentiation (Spana and Doe 1996). From a mechanistic point of view, Numb acts at two
independent steps of Notch signaling pathway. First during Notch receptor endocytosis, Numb recruits
endocytosis adaptors Eps15 and AP2 complex by its PRR domain (Proline Rich Region) and participates
to constitutive Notch internalization (Santolini, Puri et al. 2000). Second, Numb recruits the E3
ubiquitin ligase Itch on its PTB domain (PhosphoTyrosine Binding motif) promoting Notch receptors
lysosomal degradation (Di Marcotullio, Ferretti et al. 2006; Chastagner, Israel et al. 2008). Numb
expression in glioblastoma was identified in cancer stem cells where it participates in Notch

endocytosis but not in Notch degradation by Itch (Jiang, Xing et al. 2012).

Notch signaling pathway and its regulation by Numb are poorly studied in glioblastomas. It has
been reported in GBM stem cells implication of Notch in proliferation and self-renewall; however,
Numb protein is expressed in the same cells and does not promote Notch degradation by the E3
ubiquitine ligase Itch. In other GBM primary cultured cells, or GBM cell lines the interplay between
Notch and Numb has not been explored. A better knowledge of the mechanisms underlying Notch

regulation by Numb will be of interest for understanding the biology of glioblastoma proliferation.

The Collapsin Response Mediator Proteins (CRMP) were described first in semaphorine 3A
signaling during axonal pathfinding (Goshima et al, 1995); then, they were implicated in cytoskeleton
remodeling during the central nervous system morphogenesis (Kimura, Watanabe et al. 2005). Among
CRMPs, CRMP5 protein was isolated and cloned from serum of patients with neurological

paraneoplastic diseases (Honnorat J, et al. 1996 ; Honnorat J, et al. 1998 ; Ricard D, et al. 2001).

In the laboratory, CRMP5, was described by its interaction with tubulin as an antagonist of
another protein of the family, CRMP2 and an actor in neuronal polarity (Brot, Rogemond et al. 2010).
Otherwise, CRMP2 interacts with Numb to participate in endocytosis and recycling of L1-CAM adhesion

molecule during axon growth (Nishimura, Fukata et al. 2003).

CRMPS is expressed in neural precursors during embryonic development (Ricard, Rogemond
et al. 2001; Charrier, Reibel et al. 2003) and in adult neurogenesis zones (Veyrac, Giannetti et al. 2005;
Veyrac, Reibel et al. 2011). In a tumoral context, we identified CRMP5 expression as a marker of high

grade neuroendocrine small cell lung tumors (Meyronet, Massoma et al. 2008). Concerning
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glioblastoma, CRMP5 mRNA expression was identified in gene cluster associated with proliferation and
poor survival of patients (Liang, Diehn et al. 2005). Furthermore, a short CRMP5 isoform localized in
glioblastoma cancer cells nucleus was found related to proliferation in a neuroblastoma model in vitro

(Brot, Malleval et al. 2013).

Notch and CRMP5 relation with glioblastoma proliferation and patient’s survival on one hand
and CRMP2 relation with the Notch inhibitor Numb on the other hand, suggested a direct role for

CRMPS5 in glioblastoma proliferation through regulation of Notch signaling pathway by Numb.

My thesis work was to demonstrate a functional and mechanistic effect of CRMP5 in
glioblastoma proliferation in Notch signaling pathway. This work was supported by a translational
study on human glioblastoma biopsies from a retrospective cohort of 183 specimen (2004-2008) by
Dr. David Meyronet. This work revealed a low or negative CRMP5 expression in 23/183 biopsies while

160/183 specimen presented high CRMP5 expression related to patient’s poorer survival.

First part of the thesis work (I preliminary results) consisted in CRMP5 expression analysis in a
glioblastoma stem cell in vitro model. CRMP5 loss of expression during differentiation was observed.
An effect of CRMP5 was investigated by depletion of the protein in an in vivo GBM growth model.
Finally, on glioblastoma cells in culture, a direct effect of CRMP5 on Notch signaling pathway and
proliferation was identified. To further investigate a synergy between CRMP5 and Notch in human
glioblastoma, Notch expression was examined in high CRMP5 expressing tumors and observed in the
same areas. These preliminary results suggest a new role for CRMP5 in Notch signaling pathway

activation and proliferation in glioblastomas.

Second part of this work is the aim of the article (Il Premier article: CRMP5 controls GBM

proliferation and survival through a Notch dependent-signaling)

In this article, we demonstrate cytoplasmic and nuclear CRMP5 protein expression in several
glioblastoma models (cell lines, xenograft and Human tumors). Two expression patterns were
identified in patients and correlated to survival. Highly CRMP5 expressing glioblastomas showed
increased intrinsic proliferation compared to low CRMP5 expressing glioblastomas. This new function
for CRMP5 in proliferation was confirmed in vitro and related to G1/S cell cycle phase transition. Notch
signaling pathway activation was demonstrated dependent of CRMP5 expression at the receptor level
and also on Notch target genes transcriptional activation. Furthermore, Akt activation was found also
dependent of CRMP5 in vitro. Those results are enlightened by clinical study were high Notch 1 and
Hes 1 expression (cytoplasmic) and activation (nuclear localization) was showed in highly CRMP5
expressing glioblastomas. Finally, a mechanistic study demonstrate an unknown function for CRMP5

by repressing Notch receptors targeting to lysosomal degradation by the E3 ubiquitin ligase Itch.
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A complementary result to this article shows that CRMP5 controls Akt activation but not

activation of its targets, the proteins mTor and p70S6kK.

The second article (lll Second article: CRMP5 protects Notch against Numb-mediated
degradation thereby promoting Glioblastoma proliferation) in preparation, demonstrates the
mechanism by which CRMP5 interacts with Numb to protect Notch receptor from lysosomal
degradation. During this work, Numb expression in several glioblastoma models (cell lines,
neurospheres) was detected. Numb expression was found in cells expressing CRMP5 endogenously
and with an active Notch signaling pathway, showing in this model, a failure for Numb to target Notch
receptors to lysosomal degradation. To go further, CRMP5 direct role on Numb-dependent Notch
degradation inhibition was demonstrated mediated by a new protein-protein interaction between
CRMP5 and Numb which abolishes Numb-Notch interaction resulting in constitutive Notch signaling
pathway activation in glioblastomas. Interaction domain between the two proteins was uncovered and

localized on Numb PRR domain.

Taken together these results show a new role for CRMPS5 in glioblastoma proliferation
by Notch signaling pathway and Akt activation. This function is related to a new interaction identified
between CRMP5 and the Notch inhibitor Numb which protects Notch receptors from lysosomal
degradation. This mechanism allows a better understanding of the biology of glioblastoma

proliferating cells.
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Résultats
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CRMP5 and Notch receptors expression in glioblastoma stem cells

Figure 20 : A : Western Blot des cellules issues de xénogreffe de glioblastome (xenograft 1) en
conditions de neurosphéres (NS) ou en conditions de cellules différenciées (Diff). CD133 et MSI1
sont des marqueurs de cellules souches perdus au cours de la différenciation, GAPDH est utilisé
comme témoin de charge ; B : Western Blot des cellules issues de xénogreffe de glioblastome
(xenograft 2) en conditions de neurosphéres (NS) ou en conditions de cellules différenciées (Diff).
Sox 2 est un marqueur de cellules souches perdu au cours de la différenciation, Actine est utiliséé
comme témoin de charge. CRMPS5 est détecté par un anticorps polyclonal. Notch 1 et Notch 2 sont
détectés par des anticorps monoclonaux spécifiques des formes membranaires ou clivées
(activées) des récepteurs.
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I- Preliminary results
a)  CRMPS5 et cellules souches.

Notch est un marqueur de cellules souches (Shih and Holland 2006) et dans les GBM la voie
Notch est impliquée dans le maintien et la prolifération de la population de cellules souches tumorales
(Fan, Khaki et al. 2010). Par une étude en western blot a partir d’'une lignée de cellules souches (NS
END générée par le laboratoire du Pr. D. Figarella-Branger) nous montrons une expression forte de la
protéine dans ces cellules (Figure 1 B, article). Afin de déterminer si I’expression de CRMP5 est reliée
a I’état souche des cellules, nous avons caractérisé CRMP5 dans les cellules souches de glioblastome
et dans ces cellules différenciées, cultivées pendant 7 jours dans un milieu en présence de sérum (SVF)
et sans facteurs de croissance (bFGF+EGF). A partir d’'un modeéle du laboratoire, chez la souris nude,
obtenu par transplantation de GBM humains (xénogreffe 1 ; xénogreffe 2) et culture des cellules par
la technique de neurospheéres, nous montrons en western blot que la protéine CRMP5 est exprimée
par la population de cellules souches tumorales issues de deux modeles de glioblastome différents
(Figures 20 A et B) identifiée par les marqueurs CD133, Musashi (MSI1) et Notch1, Notch2 ou Sox2.
Dans le milieu de différenciation, I'expression des marqueurs de cellules souches est perdue comme

attendu, et on remarque que I'expression de CRMP5 s’éteint (Figures 20 A et B).

These results show in two glioblastoma stem cell models, the specific CRMP5 expression in stem
cells lost during differentiation. Concomitant CRMP5 and Notch receptors expression is observed and

suggest a functional link to uncover.
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Modele de prolifération cellules de glioblastome déficientes pour CRMP5

Figure 21 : A : Analyse en WB de I'expression de CRMP5 dans les cellules GL15 transfectées par
différents shRNA (1 a 4) dirigés contre CRMP5. Les cellules transfectées ont été lysées aprés quatre
jours d’expression du shRNA ; B : Cinétique de croissance des cellules GL15 shRNA CRMP5, GL15
Empty Control et GL15 shRNA Scrambled par comptage cellulaire ; C : Index de prolifération de la
lignée GL15 et des lignées stables shRNA CRMP5, Empty Control et shRNA Scrambled, apres 24h
de culture, par incorporation du BrdU révélé par immunocytofluorescence avec un anticorps anti-
BrdU et le DAPI qui marque les noyaux ; D : Analyse en western blot de la forme membranaire et
clivée du récepteur Notch 1. Gamme de concentrations de 12,5 a 125uM, le DMSO est utilisé
comme témoin car c’est le solvant dans lequel est dilué I'inhibiteur ; E : Effet des concentrations
de DAPT (12,5 a 125uM) sur I'index de prolifération des cellules GL15, aprés 2h de contact. Dans
le controle du DMSO est utilisé ; F : Analyse de I‘index de prolifération dans les lignées GL15, Empty,
Scrambled et CRMP5 KD traitées par inhibiteur de y-secretase (50uM) ou contréle DMSO pendant
2h. Résultats de 2 expériences reproductibles.
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b)  Génération et caractérisation de cellules de GBM déficientes pour CRMP5

- Génération de cellules de GBM déficientes en CRMP5
Dans I'objectif de observer in vivo le role de CRMP5 dans la croissance des glioblastomes, des

lignées GL15 réprimant de maniére stable I'expression de CRMP5 ont été générées par transfection et
sélection clonale. Quatre constructions de shRNA ont été évaluées pour leur efficacité a réprimer
I'expression de CRMP5 par rapport aux controles avec un shRNA non-spécifique (Scrambled) et le
plasmide vide (Empty). Des cellules GL15 ont été transfectées transitoirement par les différents
plasmides, I'expression de CRMP5 est détectée par western blot. Les contrdles correspondant aux
cellules GL15 transfectées par le plasmide contenant un shRNA non-spécifique (Scrambled) ou le
plasmide vide (Empty) montrent que les conditions de transfection n’affectent pas I'expression de la
protéine CRMPS5 (Figure 21 A). La construction 3 semble inefficace, tandis que les constructions 2 et 4
répriment fortement I'expression de CRMPS5 (Figure 21 A). Ces constructions sont sélectionnées pour

réaliser les transfections stables des cellules GL15.

Les lignées GL15 transfectées stables sont établies par transfection et sélection clonale. Dans un
premier temps, les lignées GL15 transfectées stables avec les plasmides contréles (Empty, Scrambled)
et le plasmide contenant le shRNA 2 CRMP5 sont générées, la lignée GL15 transfectée par le plasmide

contenant le shRNA 4 reste a faire.

- Croissance in vitro des cellules de GBM déficientes en CRMP5 La croissance de ces lignées a été
analysée par comptage cellulaire pour déterminer leur temps de doublement. Le résultat de 2
expériences indépendantes montre que la lignée GL15 d’origine a un temps de doublement de 23h
tandis que la lignée shRNA CRMP5 a un temps de doublement de 44h soit une diminution de
prolifération de 57% (Figure 21 B). Les lignées stables controles ont des temps de doublement de 45h
pour la lignée Empty et de 48h pour la lignée shRNA Scrambled (Figure 21 B). La lignée shRNA CRMP5
prolifere moins vite que la lignée GL15 d’origine. Les lignées stables contréles (Empty et shRNA

Scrambled) ont une croissance équivalente a celle de la lignée CRMP5 KD.
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Caractérisation des cellules de glioblastome déficientes pour CRMP5 isolées par
tri cellulaire

Figure 22 : A : Analyse par cytométrie en flux et tri des cellules les plus fortement transfectées sur
la base de I'intensité de fluorescence de la RFP (Red Fluorescent Protein), shRNA Scrambled est un
controle non-specifique, shRNA CRMP5 (1 et 2) correspond a la répression de I'expression de la
protéine ; B : Expression de la RFP comme témoin de transfection sur les cellules triées aprés une
semaine de mise en culture en conditions de sélection par la puromycine. Le DAPI marque les
noyaux C : Western Blot d’analyse de I'expression de CRMP5 dans les cellules GL15 transfectées
par les plasmides exprimant les shRNA indiqués, 7 jours de culture aprés tri, I’actine est le témoin
de charge ; D : Western Blot d’analyse de I’expression de CRMP5 dans les cellules GL15 transfectées
par les plasmides exprimant les shRNA indiqués, 7 jours plus tard donc 14 jours de culture en
conditions de sélection apres tri cellulaire, I'actine est le témoin de charge. CRMP5 est réexprimée
dans toutes les lignées shRNA CRMPS5. Le tri cellulaire sur la base de la fluorescence de la RFP a été
réalisé 3 fois avec des résultats identiques.
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Pour analyser plus finement la prolifération des lignées stables, la technique d’incorporation du
BrdU en phase S du cycle cellulaire a été utilisée. L'index de prolifération de la lignée GL15 d’origine
est de 41% et celui de la lignée shRNA CRMP5 de 30% soit une réduction de 30% de prolifération de la
lignée déplétée en CRMP5 par rapport a la GL15 (Figure 21 C). La lignée GL15 contréle transfectée de
maniére stable par le plasmide vide a un index de prolifération de 35% et le contréle shRNA Scrambled
de 24% (Figure 21 C). Ces deux lignées contrdles ne sont pas équivalentes entre elles ni avec la lignée
GL15. Ces résultats montrent par deux approches différentes que CRMP5 joue un role dans la
prolifération des glioblastomes seulement les lignées GL15 transfectées stable contréles semblent

avoir été altérées dans le processus de sélection clonale.
-Prolifération des cellules déficientes en CRMP5 en présence de I'inhibiteur de la voie Notch

La voie Notch active la prolifération des glioblastomes (Fan, Khaki et al. 2010). L’inhibition de
cette voie par des inhibiteurs de y-secretase résulte en une diminution drastique de la prolifération
des cellules tumorales. Le DAPT est un inhibiteur efficace du complexe y-secretase utilisable sur culture
de cellules. Dans la lignée GL15 les conditions d’utilisation (concentration et temps de contact) de cet
inhibiteur ont été optimisées, vérifiées par Western Blot (Figure 21 D) pour I'expression du récepteur
Notch1 clivé (Notch 1 IC) et par I'index de prolifération pour I'impact sur la prolifération (Figure 21 E).
Un effet dose est observé pour la gamme de concentrations que nous avons utilisée, un temps de
contact de 2h avec 50uM d’inhibiteur (DAPT) a été suffisant pour faire disparaitre, en western blot, le

signal Notch1 IC (Figure 21 D) et diminuer de 50% la prolifération des cellules GL15 (Figure 21 E).

Dans la lignée GL15-shRNA CRMPS5, I'effet de I'inhibition de la y-secrétase (DAPT, 50 uM ; 2h de
contact) ne montre aucun effet sur I'index de prolifération (Figure 2 F). Aprés traitement, I'index de
prolifération des lignées GL15, Empty et Scrambled est diminué de 50% ou plus avec l'inhibiteur de
I'activation du récepteur Notch (Figure 21 F). La voie de signalisation Notch est donc inhibée
constitutivement dans la lignée stable GL15 shRNA CRMPS5 et la prolifération résiduelle observée est
indépendante de cette voie de signalisation. Ces résultats confirment I'implication de CRMP5 dans la
prolifération des cellules de glioblastome par rapport a la lignée GL15 d’origine. Les lignées stables
controles transfectées par le plasmide vide ou le plasmide contenant un shRNA non spécifique, ont
une prolifération réduite par rapport a la lignée GL15 d’origine (Figure 21 F) montrant que les cellules
ont été altérées par le processus de sélection clonale ou que le shRNA non spécifique est en fait
délétere pour la cellule. Pour résoudre ce probleme une autre séquence de shRNA contréle a été
utilisée et une lignée générée par la méme méthode de sélection clonale. Cette nouvelle lignée a eu
des caractéristiques similaires aux deux autres lignées stables contrdles ce qui montre une altération

forte des cellules pendant le processus de sélection clonale.
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CRMP5 and Notch 1 expression in human glioblastoma

Figure 23 : A : Analyse au microscope confocal (20x) de I'expression de CRMPS5 (Vert) détectée par
un anticorps spécifique dans un glioblastome humain ; B : Analyse au microscope confocal (20x)
de I'expression du récepteur Notch 1 (rouge) détectée par un anticorps spécifique des formes
membranaire et nucléaire, dans la coupe suivante (épaisseur 12 um) de la méme tumeur humaine ;
C : Superposition du marquage CRMP5 (vert) avec le DAPI qui montre I'organisation des noyaux
cellulaires dans la tumeur ; D : Superposition du marquage Notch 1 (rouge) avec le DAPI dans la
méme coupe sériée (épaisseur 12 pm) d’un glioblastome humain. Les barres d’échelle
représentent 50um dans la tumeur

120



Une nouvelle approche a été envisagée pour générer des lignées GL15 avec une répression
stable de I’'expression de CRMP5. Les méme plasmides ont été utilisés et transfectés dans les cellules.
Les cellules transfectées ont été sélectionnées par tri cellulaire (Figure 22 A) sur la base de leur
intensité de fluorescence de la RFP (Red Fluorescent Protein). Les cellules les plus transfectées ont été
sélectionnées (Figure 22 A) pour les trois constructions (shRNA Scrambled, shRNA CRMP5-1 et shRNA
CRMP5-2) puis remises en culture avec I'antibiotique de sélection (Puromycine) afin de les préparer a
I'implantation orthotopique pour étudier la croissance in vivo de glioblastome dépendante de CRMP5
(Figure 22 B). La bonne répression de CRMP5 a été vérifiée par Western Blot et montrée efficace pour
les cellules obtenues apres le tri cellulaire (Figure 22 C). Apres une semaine de culture, un deuxieme
western Blot a été réalisé pour vérifier que la répression de CRMP5 était stable. Le résultat montre une
expression de CRMP5 dans toutes les lignées testées (Figure 22 D) indiquant une perte de la répression
de I'expression de la protéine méme en conditions de sélection avec la puromycine (antibiotique de

sélection).

Les lignées shRNA déficientes pour CRMP5 genérées présentent un temps de doublement double
de la lignée GL15, et une réduction de 30% de la prolifération. En présence de I'inhibiteur de la voie
Notch, les GL15 présentent une inhibition de 45% avec extinction de I’expression de la protéine Notch
clivée, confirmant I'inhibition de la voie Notch. Par contre il n’a pas été possible d’utiliser ces cellules
pour injecter en orthotopique a la souris car le processus de sélection clonale a résulté en la

modification des cellules avec réapparition au cours de la culture de I'expression de CRMP5

c)  CRMP5 et Notch présentent un méme motif d’expression dans les
Glioblastomes humains

Apres avoir montré le rle de CRMP5 dans I'expression des récepteurs Notch, 'activation de
la voie de signalisation et la prolifération des glioblastomes. L'observation directe dans les tumeurs de
patients de I'expression de CRMP5 et Notch 1 a été réalisée pour vérifier que ces deux protéines sont
bien exprimées dans les mémes zones d’un glioblastome. L'observation a été faite sur des coupes
sériées, les deux anticorps spécifiques de CRMP5 et Notch 1 ne permettent pas de faire un co-
marquage car ils sont produits chez la méme espéce. Lutilisation d’autres anticorps ou le couplage de
I'anti-CRMP5 a résulté en un fort marquage non spécifique vérifié sur des contrdles biologiques
n‘exprimant pas les protéines d’intérét. Ce glioblastome exprime CRMP5 de maniére hétérogéne
(Figures 23 A et C), les vaisseaux sont faiblement marqués. Notch 1 est exprimé par les vaisseaux
(Figures 23 B et D) ce qui est cohérent avec son réle dans la prolifération endothéliale et I'angiogenése

(Li, Sainson et al. 2007). Les cellules de la tumeur expriment Notch 1 avec une localisation nucléaire
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(Figures 23 B et D) montrant I'activation de la voie de signalisation au coeur du glioblastome. Une zone
exprime trés faiblement CRMP5 (entourée en blanc, Figures 23 A et C), le marquage Notch 1 dans cette
méme zone sur une coupe adjacente (Figures 23 B et D), est également trés faible. L’assemblage en
palissades des noyaux bordant cette zone suggere un effet de nécrose des cellules, ce qui explique

I’'absence de marquage pour les deux protéines.

Ce résultat renforce I'idée d’une synergie fonctionnelle possible entre CRMP5 et Notch dans les

glioblastomes puisque les cellules avec une voie Notch active expriment CRMP5.
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Abstract

Collapsin response mediator protein 5 (CRMP5) belongs to a family of five cytosolic
proteins that play a major role in nervous system development and cause
neurodegenerative disorders as a result of cancer-induced autoimmune processes.
CRMP5 protein expression is also a marker for high-grade lung neuroendocrine
carcinomas and expressed in glioblastoma; however, its role in cancer cells remains
unexplored. Here, we observed two different CRMP5 expression patterns in 183
human glioblastoma biopsies, and we show a direct relationship between CRMP5
protein expression and Notch receptor signaling pathways. We demonstrate that
CRMP5 promotes Notch receptor expression in vitro and in human glioblastoma
samples by hijacking Notch receptors from Iltch-dependent lysosomal degradation.
CRMP5 expression also positively modulates Akt activation and Hes1, two Notch
signaling-dependent pathways, and controls glioblastoma cell proliferation through
the modification of the G1/S cell cycle transition and abrogation of Cyclin D1 protein
expression. We introduce CRMPS5 protein as a novel, major mediator of Notch
signaling activation through the control of Notch receptor degradation. Furthermore,
CRMPS5 protein provides a link between Notch and Akt activation contributing to a
proliferative and aggressive signature in glioblastoma that correlates with patient

survival.



Introduction

Glioblastoma (GBM) is the most frequent and malignant glioma of the central
nervous system(1) . Median survival time after diagnosis is still approximately 12
months. Biologically, GBM tumors are composed of heterogeneous cell populations
including highly proliferative immature precursors and differentiated cells, which
belong to different cell lineages(2,3). The heterogeneity of GBMs is considered to be
a major cause of resistance to treatment and is recognized pathologically at the level
of tumor cell proliferative activity(1). Notch signaling pathway activation has been
described in GBM as a major pathway mediating proliferation and survival(4,5) and
is involved in resistance mechanisms(6). Reinforcing the role of the Notch pathway
in this tumor type, Notch1 protein expression is correlated with tumor progression
and is an independent predictor of poor survival in glioma patients(7). Notch receptor
activation is context-dependent and requires several cleavages, which subsequently
lead to translocation of the cytoplasmic domain to the nucleus to promote Notch-
targeted genes, such as the Hes/Hey bHLH transcription factors and Cyclin D1, a G1
to S cell cycle phase transition marker(8,9). Moreover, ectopic Notch activation
affects other signaling pathways such as Ras and Akt, which play a major oncogenic
role in GBM(10-12). However, many questions remain unanswered regarding how
Notch receptor expression is regulated at various functional levels.

Collapsin response mediator proteins (CRMPs) (CRMP-1 to -5) are multifunctional
proteins that are highly expressed in the developing brain and differentially
expressed in several cancers(13,14). Expression profiling has identified CRMP1 and
CRMP4 as suppressors of metastasis in lung adenocarcinoma(15) and prostate
cancer(16), respectively, while CRMP?2 is overexpressed in colorectal cancer(17),

and CRMP4 promotes liver metastasis in pancreatic cancer(18). The most recently



identified CRMP, CRMP5(19-22), is widely expressed in the developing brain as well
as in regions of neurogenesis in the adult brain(23). We previously showed that
CRMP5 protein expression causes the development of paraneoplastic neurological
syndromes consequent to lung cancer-induced autoimmune processes(22,24,25).
Furthermore, we demonstrated that CRMP5 protein expression is a marker for high
grade lung neuroendocrine carcinomas(26) and is expressed in glioblastoma(27).
However, no specific role has yet been proposed for this protein in GBM, or, more
largely, in the cancer process. Interestingly, in Drosophila, the CRMP homologue
was recently described as promoting Notch signaling during the asymmetric division
of sensory progenitors(28), which is a potential mechanism for glioma
development(29) and suggests that CRMP5 and the Notch signaling pathway could
be important in GBM.

Here, we demonstrate that CRMP5 controls proliferation by affecting cell cycle
progression, and we identify an actively proliferating population in GBM tumors
related to Notch. Loss and gain of CRMP5 expression in GBM cells demonstrated
that CRMP5 protein controls post-tranlationally Notch and Akt activation. We
uncovered an unexpected role for CRMP5 in facilitating Notch activation leading to
GBM proliferation by preventing its lysosomal degradation. This study reveals a new
physiopathological mechanism that regulate GBM proliferation and suggests the
potential utility of CRMP5 protein as biomarker for use in the development of pre-

therapeutic screening or follow-up programs.



Materials and Methods

Glioblastoma patient cohort

Glioblastoma samples were obtained from Hospices Civils de Lyon, Centre de
Pathologie et Neuropathologie Est and Neurobiotec bank (Lyon, France). We studied
183 patients diagnosed with de novo GBM. All tumors biopsies were reviewed
according to the 2007 WHO classification(1) and processed according to French
ethical rules (i.e., informed consent was obtained from patients for all frozen samples

used in this study).

Cell lines, Primary cultures, transfection and reagents

Human GBM-derived GL15(30) and A172 (ATCC® CRL-1620™) cell lines were
maintained in DMEM-glutamax with 1 g.L™" glucose and 10% FBS. GBM-derived
stem cells (GBM9) were kindly provided by Pr. Figarella-Branger(31). Human GBMs
primary cultures were obtained from biopsies (Hospices Civils de Lyon) or
xenografts(32) after dissociation, filtration through a 0.40-um filter and culture in
DMEM/F12 with 10% FBS. Transfections were performed using CRMP5 siRNA, ltch
siRNA and pCEFL-GFP-CRMP5 with related negative controls . Efficiency was
controlled for each experiment through western blot analyses. Protocols and
reagents are detailed in supplementary methods.

For lysosomal degradation analysis, InSolution™ MG-132 (Calbiochem) and
bafilomycin A1 (Tocris) inhibitors were added at final concentrations of 20 uM and

100 nM, respectively, 6 hours before harvesting; the control was treated with DMSO.

Cell proliferation assay
Cell proliferation was analyzed by adding Click-IT EdU (Invitrogen, A10044) (25

ng.mL™") 3 hours before fixation in culture medium following the manufacturer's



instructions, and DAPI staining was realized to count the nuclei. The analysis was
performed by counting multiple representative fields to determine the proliferation

index ratio (EAU/DAPI) in each sample..

Cell cycle analysis

GL15 cells were transfected with control or CRMP5 siRNA and harvested 72 hours
after incubation, washed in PBS and fixed in cold 70% ethanol for 1 hour at 4°C.
After washing with PBS, the cells were resuspended in 100 ug.mL'1 RNAse A
(Sigma) for 30 min at 37°C, and 2.5 ug.mL™" propidium iodide was added before flow
cytometric analysis on a FACS Canto Il (BD Biosciences). The percentage of cells in
G1, S, G2 and M phases was determined using ModFit software. A total of 20,000

cells were counted for each analysis..

RNA extraction and quantitative reverse transcription PCR
cDNA were generated after RNA extraction from cells (Tri Reagent (Invitrogen
T9424) and Phase Lock Gel Heavy (5 Prime, 2302810)) using SCRIPT Reverse

Transcriptase (Bioscience, PCR-505) according to the manufacturer’s instructions.

Western blotting
The cells were harvested and lysed in 10mM TRIS-HCL buffer containing protease
and phosphatase inhibitors. Protocol and antibodies used are described in

Supplementary Methods

Hes1 promoter activation assay

The luciferase assay was performed by co-transfection of GL15 cells in 96-well
plates with control siRNA, CRMP5 siRNA, control pGL4-18 plasmid or pGL4-18-hes1
plasmid, which express Firefly luciferase under the control of the hes1 promoter, and

the pRRL plasmid, which expresses Renilla luciferase to normalize luciferase activity



and transfection efficiency. Protocols and reagents are provided in supplementary

methods. The results are expressed in normalized firefly/Renilla ratios.

Immunostaining and microscopy analysis

All bright-field immunohistochemistry techniques were performed with CC1 and
heating pretreatment using an UltraView detection kit with a Benchmark XT platform
(Roche Diagnostics; Ventana Medical Systems) using anti CRMP5, Hes1 and
Notch1 antibodies as detailed in supplemental methods. The indicated cells were
fixed using ice-cold methanol. A primary polyclonal rabbit anti-CRMP5
antibody(22)was used. Human GBM samples were snap frozen shortly after
resection, cut into 10-um thin slices and fixed with a 50% acetone-ethanol solution.
Staining was performed using an anti-CRMP5 rabbit polyclonal antibody as
previously described(22,26). A negative control was performed using the secondary
antibody without the primary antibody.

The stained cells and tissues were analyzed on a confocal Zeiss 780 microscope at

63x magnification provided by the platform CeCILE (Lyon, France).

Statistical analyses

All quantitative data presented were analyzed as the mean + standard error. The
level of significance was determined using Student’s t-test, Mann-Whitney test and
Kruskal-Wallis test. For all in vitro assays, results from 3 independent experiments in
triplicates were analyzed. Comparisons of categorical patient characteristics
between subgroups were performed using the two-sided Fisher’s exact test or chi-
squared test. Survival curves were generated using the Kaplan-Meier method and
compared with the log-rank test. Survival was defined as the time from first surgery
corresponding to the date of the histological diagnosis to death or was censored at

the date of last follow-up.



Multivariate Cox proportional hazards regression was used to adjust for additional
covariates using the survival R package. All other statistical analyses were

performed using JMP Pro 10.
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Results

CRMPS5 protein is expressed in human GBM, GBM cancer stem cells and
established GBM-derived cell lines

We examined CRMP5 protein expression levels via western blot analyses in four
surgical GBM tumor samples (tissues 3, 7, 8 and 9), five primary GBM cultures
(cultures 2, 3, 4, 6 and 8), four GBM cell lines (GL15, A172, U-87 MG and SF767)
and a GBM-derived stem cell-enriched culture (GBM9) (Fig. 1). CRMP5 appeared as
a band with an apparent mass of 66 kDa in the majority of GBM tissues and cell
lines. Smaller bands of 62 and 58 kDa were detected in certain GBM samples, as
previously observed(26,27), during rat cerebellum development and in rat testis(22).
Subcellular fractionation of GBM extracts and immunolocalization using a CRMP5
polyclonal antibody revealed the presence of cytoplasmic and nuclear forms of
CRMP5 in GBM tumors, cell lines and stem cells (Fig. 1 and Supplementary Fig.
S1).

CRMP5 protein expression in GBM tumors via immunohistochemical staining of
paraffin sections was obtained from 183 GBM biopsies using a CRMP5 polyclonal
antibody that was previously validated with lung tumor biopsies(26). We identified
two different CRMP5 expression patterns : low CRMP5 expression (CRMP5, ow:
N=23, 12.6%) was characterized by weak, heterogeneously dispersed CRMP5
staining in 0 to 10% of cells, and high CRMP5 expression (CRMP5ygn: N=160,
87.4%) was characterized by highly diffuse cytoplasmic staining of CRMP5 in
approximately 90% of tumor cells (Fig. 2A). In both CRMP5 expression patterns, a
few cells with the highest levels of cytoplasmic expression also showed nuclear
staining. The clinical characteristics of the patients did not differ significantly between

the CRMP5 0w and CRMP5ygH groups (Supplementary Table); however, the



CRMP5 61 expression pattern was associated with a lower median overall survival
compared with the CRMP5 ow expression pattern (7.14 versus 9.98 months;
p=0.0257; Fig. 2B). Multivariate analysis using the Cox proportional hazards
regression method including age, treatment regimen, performance status and
CRMPS5 status confirmed that CRMP5 expression was an independent factor
influencing overall survival. Quantifying mitotic activity across the CRMP5, ow and
CRMP5ycH groups revealed a significantly lower mean mitotic index in the
CRMP5 0w group compared with the CRMP5ygH group (8.67+1.19 versus
18.05+2.43 cells per 10 high power-fields; p<0.0009; Fig. 2C). These data confirm a
proliferative advantage and an aggressive signature in GBM samples with
homogenous CRMP5y gy versus CRMP5, o expression and suggest that CRMP5

expression could be a prognostic indicator in GBM.

CRMP5 promotes GBM cell proliferation through Cyclin D1 regulation of the
G1/S transition

To study the potential role of CRMP5 in GBM proliferation, we further evaluated the
proliferation of GBM primary cultures and cell lines in the absence of CRMP5 or
when CRMP5 was overexpressed using the 5-ethynyl-2’-deoxyuridine (EdU)
incorporation assay. We tested the ability of a siRNA targeted against CRMP5 to
downregulate protein expression in a GBM primary culture and in GL15 cells.
Efficient silencing of CRMP5 demonstrated by western blot analysis was achieved
(Fig. 3A and supplementary Fig. S2A). CRMPS5 silencing led to a significantly lower
mean proliferation index, which was decreased by 74.3% and 59.4% in the GBM
primary culture and GL15 cell line, respectively, compared with the control (Fig. 3B
and supplementary Fig. S2B). In addition, CRMP5 overexpression in GL15 cells

transfected with the GFP-tagged CRMP5 construct increased the mean proliferation
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index by more than 55% compared with cells transfected with an empty vector
containing the GFP reporter (Fig. 3B). We also examined the effect of CRMP5
depletion on GL15 cell viability and apoptosis using a TUNEL assay; however, we
did not observe a significant increase in DNA fragmentation, for up to 72 hours of
culture (Supplementary Fig. S2C and S2D). Taken together, these results indicate
that CRMP5 protein expression controls GBM cell proliferation without affecting
apoptosis.

To further study the impact of CRMP5 on GBM proliferation, we analyzed cell cycle
progression using flow cytometry following GL15 cell staining with propidium iodide
(PI) in the absence or presence of CRMPS5. We confirmed the effect of CRMPS on
cell proliferation through DNA histograms, which showed that transfection with
CRMP5-siRNA led to a 53% decrease in the fraction of cells in S-phase and a 25%
increase in the fraction of cells in G1 phase compared with control-siRNA
transfection or non-transfected cells (NT), indicating a blockage from G1 to S phase
(Fig. 3C). We finally examined the link between CRMP5 expression and Cyclin D1, a
CDK regulator mediating the G1/S transition. Interestingly, Cyclin D1 protein
expression was abolished in the GL15 cells transfected with CRMP5-siRNA
compared with the cells transfected with control-siRNA (Fig. 3D). Our results reveal
that CRMP5 is involved in enhancing GBM cell proliferation by controlling Cyclin D1

protein expression and the G1/S transition of the cell cycle.

CRMPS5 is involved in Akt activation and Notch expression

Because Notch signaling pathway have a role in GBM cell proliferation and in the
control of Cyclin D1 expression(10), we examined a possible connection between
CRMP5 and the Notch pathway in GBM proliferation. Using calcium depletion by

EDTA as previously documented(33), we observed efficient activation of Notch



signaling in GL15 cells, as evidenced by increased nuclear Notch localization. After
treatment with DAPT, a y-secretase inhibitor, Notch accumulated at the cell
membrane (Supplementary Fig. S3). After CRMP5 silencing, GL15 cells lacked
Notch1 and Notch2 expression, as detected with an antibody specific for membrane-
tethered and cleaved Notch. Identical results were obtained using A172 cells
transfected with CRMP5-siRNA (Fig. 4A). We also examined the role of CRMP5 in
Akt regulation using GL15 cells transfected with CRMP5-siRNA or control-siRNA.
After 3 days, western blot analysis showed that CRMP5-siRNA reduced active Akt
(phospho-Ser 473), while the total Akt levels were not affected (Fig. 4A). In contrast,
compared with expression of GFP alone, overexpression of GFP-tagged CRMP5 in
GL15 cells induced strong Notch1 and Notch2 expression that was concomitant with
overactivation of Akt phosphorylation (Fig. 4B). Our findings suggest that CRMP5
protein regulates the expression of Notch1 and Notch2 receptors and controls Akt
activation as a Notch downstream target.

To further investigate the relationship between CRMP5 and Notch in GBM tumors,
we examined, Notch1 expression in CRMP5, o and CRMP5y,cy GBM biopsies.
Anti-Notch1 immunohistochemical staining revealed two different Notch1 expression
patterns following the two different CRMP5 expression patterns in GBM tumors (Fig.
4C). The percentage of GBM tumors expressing Notch1 was higher in the
CRMP5y6H group than in the CRMPS ow group (94% (15/16) versus 46% (10/22);
p=0.0018). Interestingly, all GBMs with nuclear Notch1 staining also displayed
cytoplasmic staining; however, the opposite situation did not hold true. Therefore, we
assessed the fraction of GBM tumors with Notch1 nuclear staining. The percentage
of GBM tumors with Notch1 nuclear staining was also higher in the CRMP5gH
group than in the CRMP5, ow group (88% (14/16) versus 23% (5/22); p<0.0001), as

shown in Fig. 4C and D. Furthermore, the percentage of GBM tumors with Notch1
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staining associated with mitotic figures was also significantly higher in the
CRMP5ycH group than in the CRMPSow group (75% (12/16) versus 9% (2/22);
p<0.0001). These data show that the proliferative advantage of CRMP5 expression

in GBM is related to Notch1 activation.

CRMPS5 positively modulates Notch signaling-dependent activation

The activated form of Notch translocates to the nucleus and regulates the
transcriptional activity of target genes such as the hairy/enhancer of split (hes)
genes(34). To study whether CRMP5 enhances hes1 gene transcription, we
transiently transfected GL15 cells with a luciferase reporter construct driven by the
hes1 promoter together with CRMP5-siRNA or control-siRNA. CRMP5-siRNA
inhibited luciferase activity (normalized to Renilla luciferase activity) by 50%
compared with control-siRNA (Fig. 5A). Next, we performed PCR analysis using
RNA isolated from GL15 cells transfected with CRMP5-siRNA or control-siRNA.
CRMP5-siRNA-transfected cells displayed 43% and 46% decreases in hes1 and
hey1 mRNA levels, respectively (Fig. 5B). In addition, CRMP5 depletion in GL15
cells resulted in loss of Hes1 protein in both GL15 and A172 GBM cells (Fig. 5C). In
contrast, CRMP5 overexpression increased Hes1 protein expression (Fig. 5D).
These experiments indicate that CRMP5 can regulate the Notch downstream target,
the hes1 promoter.

We next evaluated whether CRMP5y g protein expression in GBM tumors was
correlated with higher Hes1 protein expression levels. Hes1 protein staining revealed
that Hes1 expression levels paralleled CRMP5 expression levels in GBM tumor cell
nuclei (Fig. 5E). We then quantified the proportion of Hes1-stained nuclei in 3000
GBM tumor cells from the paraffin sections of CRMP5y gy and CRMP5, oy GBM

biopsies. Consistent with the above in vitro results (Fig. 5A, B, C and D), the



proportion of Hes1-stained cells in CRMP5 ow GBM tumors was approximately two-
fold lower than that in CRMP5,64 GBM tumors (p<0.0001), as shown in Fig. 5F.
These data confirm that Notch pathway activation in GBM tumors was correlated

with CRMP5 levels.

CRMP5 regulates lysosomal degradation of Notch1 and 2

To further explore the loss of Notch receptor expression under CRMP5 depletion, we
first performed qPCR analysis to assess notch1 and notch2 mRNA synthesis after
CRMPS5 silencing. We observed that CRMP5 depletion did not interfere with notch
mRNA levels (Fig. 6A). Attenuation of Notch-targeted gene activation was correlated
with the loss of Notch receptor expression, and previous studies have demonstrated
that proteasome and Itch-dependent lysosomal degradation may account for Notch1
proteolysis(35). To explore the effect of CRMP5 on Notch protein proteolysis, we
performed western blot analysis with extracts of GL15 cells transfected with CRMP5-
siRNA or control-siRNA after 3 days in culture and a 6-hour treatment with
proteasome (MG132) or lysosome (bafilomycin A1) inhibitor (Fig. 6B). The inhibitors
had no effect on the cells transfected with control-siRNA, with no degradation of
Notch receptors. When CRMP5 was depleted, application of the proteasome
inhibitor MG132 did not affect Notch1 or Notch2 degradation. In contrast, treatment
of CRMP5-depleted cells with lysosome inhibitor counteracted Notch1 and Notch2
receptor degradation. Thus, the accumulation of both Notch receptors under
treatment with the lysosome inhibitor and after CRMP5 silencing clearly
demonstrates that CRMP5 regulates Notch1 and Notch2 lysosomal degradation (Fig.
6B).

To confirm that the effects of CRMP5 on Akt activation and Notch-dependent

proliferation were controlled by ltch-dependent Notch degradation, we bypassed the
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Notch degradation mechanism via ltch knockdown using a specific siRNA targeted
against the E3 Ubiquitin ligase, ltch. Co-transfection of CRMP5- and ltch-specific
siRNAs was optimized to achieve efficient and reproducible protein repression in
GL15 cells after 3 days in culture. While ltch repression had no effect on Akt
activation, Notch receptors or Hes1 expression, co-repression of both CRMP5 and
ltch rescued CRMP5-dependent Akt activation, CRMP5-dependent Notch receptor
expression and Hes1 levels, as shown by western blot assays (Fig. 6C). Notch
signaling activation in the absence of both ltch and CRMP5 indicated that Notch was
no longer targeted for lysosomal degradation, and CRMP5 might protect Notch
receptors from Itch-mediated lysosomal degradation. To functionally challenge Notch
signaling pathway rescue, we tested whether CRMP5-dependent cell proliferation
was restored after silencing of both CRMP5 and Itch. We analyzed GL15 cell
proliferation after the silencing of CRMP5, ltch or both proteins using EAU
incorporation. ltch knockdown had no effect on cell proliferation (Fig. 6D); however,
knockdown of both CRMP5 and ltch rescued the CRMP5-dependent loss of
proliferation previously observed (Fig. 3B; Fig. 6D) to basal levels (Fig. 6D), showing
that loss of proliferation after CRMPS5 silencing is entirely dependent on Itch-
mediated lysosomal degradation of the Notch receptor. Accordingly, Notch receptor
protein expression, which was rescued after both CRMP5 and Itch knockdown (Fig.
6C), led to the activation of a fully functional Notch signaling pathway, as evidenced
by Hes1 expression and Akt activation (Fig. 6C), concomitant with full restoration of
GBM cell proliferation (Fig. 6D). Therefore, CRMP5 protein controls GBM
proliferation by hijacking Notch receptor degradation, leading to sustained Notch

signaling pathway activation.



Discussion

Our studies on GBM cell lines and human GBM samples have characterized CRMP5
protein as a new player in Notch-mediated GBM proliferation and survival and have
identified CRMP5 as a crucial molecule that protects Notch protein from lysosomal

degradation, leading to sustained GBM cell proliferation.

CRMPS5 is related to Notch proliferation in vitro and in human GBM tumors
Here, we demonstrated a significant correlation between the GBM mitotic index and
CRMPS5 expression, with CRMP5,c4 GBM samples showing approximately 2-fold
increases in the levels of mitosis (p<0.0009) compared to CRMP5, . In addition,
gain and loss of CRMP5 in in vitro assays demonstrated that CRMP5 positively
modulates human GBM cell proliferation. Surprisingly, we previously reported a
significant increase in neural cell proliferation in the brain neurogenesis zones of
adult CRMP5-deficient mice(23). This discrepancy may indicate a different role for
CRMPS5 in cancer cells versus neural cells according to partners interactions. This
hypothesis is supported by the increased proliferation index, observed in
neuroblastoma cells after CRMP5 overexpression(27); conversely, progenitor
proliferation in CRMP5-deficient mouse brain development may reveal a
compensatory effect of another family member, CRMP2, because this isoform is
expressed in the neurogenic zone of adult CRMP5-deficient mice and has previously
been shown to support cell proliferation(36). Cell proliferation and cell cycle
progression are regulated by cyclin proteins. In GBM, we demonstrated that CRMP5
depletion decreased the S-phase fraction by 53% and induced GO/G1 phase cell
cycle arrest concomitant with a drastic reduction in the expression of Cyclin D1
protein, a regulator of the G1 to S-phase transition, and Notch protein expression.

Other studies in human GBM have shown that Cyclin D1 controls proliferation(37)
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and Notch activates proliferation through Cyclin D1(10). As we observed, Notch
protein expression has been largely described in GBM cell lines and human surgical
biopsy specimens(38). Our experiences leading to the gain or loss of CRMP5
expression in GBM cells demonstrated a direct effect of CRMP5 on Notch levels,
which was confirmed in human GBM samples by a strict immunohistochemical
correlation between Notch1, mitotic index and CRMP5 expression. These results
suggest that CRMP5 and Notch expression can be used to identify an actively
proliferative cell population with an aggressive signature in GBM patients. Previous
studies have shown that loss of Notch1 and Notch2 positively predicts patient
survival in subgroups of high grade glioma, and patients with high levels of Hes1 or
Hey1, which are markers for canonical Notch pathway activation, have a significantly
shorter overall survival as well(4,39,40). Furthermore, in GBM genomic analysis,
CRMP5 overexpression emerged in a survival-associated cluster of genes whose
overexpression resulted in shorter patient survival(41) . Our results show that

CRMP5y g protein expression in GBM is related to a poorer prognosis.

CRMP5 modulates the Notch signaling pathway and Akt activation in GBM
tumors

Notch is activated by canonical and non-canonical pathways, each of which is
stimulated by different ligands. Some of these ligands, such as DNER, are involved
in GBM progression(42). CRMPS depletion did not alter DNER, DLL1 or Jagged 1
protein expression levels, indicating that Notch and CRMP5 regulate growth
autonomously within the cells in which the Notch pathway is activated
(Supplementary Fig. S4). In GBM, Notch signaling activation is often related to Akt
activation(43). Akt is an important component of phosphatidylinositol 3-kinase (PI13K)

survival signaling in mammalian cell proliferation and survival(44). The dependence



of Notch signaling pathway activation on CRMP5 expression was evidenced by
increased levels of Hes1 or Hey1, which are markers of the canonical Notch
pathway, at the transcriptional, protein and activity levels. Accordingly, Hes1 protein
expression was increased significantly (by 95%) in CRMP5y,cy GBM specimens
(p<0.0001). Residual Hes1 expression in CRMP5 0w GBM could be due to non-
canonical activation of the hes1 promoter through other pathways such as the NFkB
pathway(45), which has been implicated in GBM pathogenesis. Taken together,
these results show a correlation between CRMP5 and Notch1 expression in GBM
and Notch1 pathway activation, as monitored by Hes1 nuclear staining,
consequently leading to poorer patient survival. In addition, CRMP5 protein provides
a possible mechanistic link between the intermingled pathways combining Notch and

Akt activation to support GBM proliferation and survival.

Both CRMPS5 and Itch control Notch lysosomal degradation

Many studies have suggested that both entry and trafficking of Notch within the
endocytic pathway are important in the regulation of its activity(46). The dynamics of
Notch trafficking after the early steps of Notch endocytosis require the E3 ubiquitin
ligase AlP4/Itch allowing its final targeting to the lysosome for degradation(35,47).
We demonstrated that Notch1 and Notch2 receptors are clearly targeted for
lysosomal degradation in GBM cells in agreement with other studies on mammalian
cells(48). We showed in GBM cells that Itch controls Notch receptors degradation
while CRMP5 controls Notch receptors activation. Knockdown of both CRMP5 and
Itch rescued the CRMP5-dependent loss of Notch receptor expression, Akt activation
and Hes1 protein as well as GBM proliferation suggesting a new functional
connection between Notch receptor activation and degradation through ltch and

CRMP5. These data demonstrate that CRMP5 protein controls GBM proliferation by
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hijacking Notch receptor degradation, leading to sustained Notch signaling, Akt
activation and GBM proliferation.

In light of these data, we present CRMP5 as a novel major mediator of Notch
signaling activation that functions by controlling Notch receptor lysosomal
degradation. Furthermore, CRMP5 protein provides a link between Notch and Akt
activation, contributing to a proliferative and aggressive signature in GBM and
serving as an indicator of poor survival. We propose that CRMP5-dependent Notch
receptor recovery could be a key oncogenic event in a large proportion of GBMs and
that pharmacological inhibition of CRMP5 could represent a promising therapeutic

approach..



Figure 1:

CRMPS5 is expressed in the cytoplasm and nucleus of GBM cells. (A): CRMP5
expression was detected in GBM tumors and primary cultures by western blot
assays using a specific polyclonal antibody; GAPDH was used as a loading control.
(B): CRMP5 expression in GBM cell lines was detected by western blot assays;
GL15, A172, U87 and SF767 are adherent cell lines, and GBM9 is a neurosphere
(GBM stem cell model) cell line. GAPDH was used as a loading control. (C):
Cytoplasmic and nuclear localization of CRMP5 in GL15 and A172 adherent cell
lines and neurospheres; DAPI was used to stain the nucleus. (D): CRMP5
cytoplasmic and nuclear localization in human GBM; DAPI was used to stain the

nucleus.
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Figure 2:

CRMP5 expression in GBM is correlated with poor survival and increased
proliferation. (A): CRMP5 expression patterns in a series of 183 GBMs from HCL
2004-2008; CRMP5 was stained with a specific polyclonal antibody. The scale bar is
200 um. (B): Kaplan-Meier survival analysis of GBM patients with regard to CRMP5
patterns; log-rank test, p=0.0257. (C): Mitotic index quantification in GBMs and its
correlation with CRMP5 expression. A total of 10 high power fields (HPFs) were

used.



Figure 3:

GBM cell proliferation depends on CRMP5 expression for the G1/S cell cycle phase
transition. (A): CRMPS5 silencing using siRNA in primary cultures or GL15 cells; actin
was used as a loading control. (B): Proliferation analysis by EdU incorporation in
CRMP5-siRNA-transfected primary cultures and GL15 cells or GL15 cells
overexpressing CRMP5; the results from 3 independent experiments were analyzed
using the Kruskal-Wallis test. (C): Cell cycle analysis using DNA content staining and
flow cytometry in GL15 cells transfected with CRMP5-siRNA or control siRNA;
(Modfit and a Kruskall-Wallis test). NT, non-treated cells. (D): Loss of Cyclin D1
expression as detected by western blot assays in GL15 cells transfected with

CRMP5 siRNA; actin shows equal loading for each condition.
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Figure 4:

CRMP5 promotes Notch receptor expression in vitro and in human GBMs. (A):
Notch1 and Notch2 receptor protein expression analysis in GL15 and A172 GBM
cells after CRMP5 blockage and Akt activation analysis in GL15 cells; actin was
used as a loading control. (B): Notch1 and Notch2 receptor expression and Akt
activation analysis after CRMP5 overexpression; actin was used as a loading
control. (C): Notch1 staining in 16 CRMP5y,c4 and 22 CRMP5, ow human GBM
samples and Notch1 staining in mitotic figures; Positive Notch1 protein expression
was determined according to the observation of cytoplasmic and/or nuclear staining
in each sample. The staining was considered to be negative when no staining was
observed in tumor cells. Proliferating endothelial cells were used as a positive
internal control; the scale bars are 25 ym; (D): Qualitative quantification of Notch1
cytoplasmic, nuclear and mitotic figure staining in 16 CRMP5y gy and 22 CRMP5, ow

GBMs (chi-square test).



Figure 5:

CRMP5 controls Notch signaling pathway activation in vitro and in human GBMs.
(A): hes1 promoter activity was monitored using a luciferase assay with
normalization to Renilla luciferase (Mann-Whitney test). (B): mRNA expression of
hes1 and hey1 after CRMP5 silencing in GL15 cells. The housekeeping gene was
ywhae (Kruskall-Wallis test). (C): Loss of Hes1 expression was detected by western
blotting in CRMP5-depleted GL15 and A172 GBM cells; actin was used as a loading
control. (D): Hes1 expression in GL15 cells after CRMP5 overexpression was
determined by western blotting using actin as a loading control. (E): Hes1 staining in
16 CRMP5ygn and 22 CRMP5, 0w human GBMs. The scale bar is 25 um. (F): Hes1
staining quantification was expressed as a percentage of positive nuclei in

CRMP5y gy or CRMP5 0w GBM (Student’s t-test).
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Figure 6:

CRMP5 expression controls Notch receptor degradation. (A): mRNA analysis of
Notch1 and Notch2 mRNA after CRMP5 blockage in GL15 GBM cells; ywhae was
used as a housekeeping gene. The results from 3 independent experiments were
analyzed in triplicate using the Kruskall-Wallis test. (B): Notch receptor expression
under proteasome or lysosome inhibition and CRMP5 silencing in GL15 cells; actin
was used as a loading control. (C): Notch receptor expression and Akt activation
were analyzed by western blot after CRMP5 or/and ltch silencing; actin levels
showed equal loading; (D): Proliferation analysis of GL15 cells after CRMP5 or/and

Itch knockdown monitored by EdU incorporation (Mann-Whitney test).



SUPPLEMENTARY DATA

Figure S1: Subcellular fractionation of the GL15 and A172 GBM cell lines and GBM
xenografts. CRMP5 subcellular expression was analyzed by western blot, and the
fraction purity was assessed using markers of each compartment: Calpain, cytosol;

EGFR, membrane; histone H1, nucleus; vimentin, cytoskeleton.

Figure S2: CRMP5 depletion does not promote apoptosis. A: Effect of CRMP5
siRNA on targeted protein detection by western blot. The 2 siRNA CRMP5 used
dramatically lowered detection of CRMP5 detection. Both gave equivalent results.
For the sake of simplicity, only sSiRNA CRMP5-1 results are shown and labelled
siRNA CRMP5.B Apoptosis is monitored in GL15 transfected with siRNA CRMP5
and control using caspase 3 antibody (1/400, BD Pharmingen, 559565) staining in
siRNA control- or CRMP5-siRNA-transfected GL15 cells. 5-bromo-2’-deoxyuridine
(BrdU) indicates proliferating cells in both conditions. C: TUNEL staining (marker of
apoptosis) using TUNEL assay (Promega, G3250) in CRMP5-siRNA-transfected
GL15 cells. D: TUNEL staining quantification in siRNA-transfected GL15 cells after 4
days. The total number of cells counted is indicated by DAPI quantification; TUNEL-
stained cells were counted for each condition. The results are from 3 independent

experiments.

Figure S3: Notch1 is activated in the GL15 GBM cell line. A: Notch staining in non-
treated cells. B: Notch1 staining in EDTA-treated cells mimicking Notch activation
and nuclear translocation. C: Notch1 staining in DMSO-treated cells. D: Notch1

staining after DAPT (inhibitor of Notch nuclear translocation) treatment.
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Figure S4: CRMP5 does not modulate Notch ligand expression. Western blot
analysis of three Notch ligands—Jagged 1, DLL1 and DNER—using specific
antibodies after CRMP5 silencing; representative western blots of three independent

experiments are shown.

Acknowledgments
We acknowledge Arlette Reynaud, Dominique Bourchany, Cassandra Nivou and

Rachelle Plantier for technical assistance. We are grateful to Christelle Brou (Institut
Pasteur, Paris) for providing the anti-DLL1 antibody. We thank CeCiLE (Lyon) for

allowing the use of their platform facilities of confocal imaging and flow cytometry.



SUPPLEMENTARY METHODS

Western blot

The cells were harvested and lysed in 10 mM Tris-HCI, pH=8.0, 50 mM NaCl, 1%
NP40, 0.5% sodium deoxycholate, 0.1% SDS, protease inhibitors (Complete
protease inhibitor, EDTA-Free; Roche diagnostics, 04 693 132 001), 1 mM PMSF
and Protease Inhibitor Cocktail Set Ill, EDTA-Free (Dilution 1/400, Calbiochem,
539134). The phosphatase inhibitors used were 2 mM sodium orthovanadate, 10
mM sodium fluoride, 2 mM sodium pyrophosphate and 2 mM sodium (-
glycerophosphate. The following antibodies were used: CRMP5(22); Notch1 (1/1000,
Abcam, ab52627); Notch2 (1/1000, Cell Signaling, 4530); Hes1 (1/500, Abcam,
ab70576); CyclinD1 (1/1000, Cell Signaling, Danvers, 2978); Akt (1/1000, Cell
Signaling, 2920); pAkt (1/1000, Cell Signaling, 4060); and Itch (1/2000, R&D,
611198). GAPDH (Millipore, MAB374) and actin (Sigma, A2066) were used as

loading controls.

RNA extraction and quantitative reverse transcription PCR

RNA was extracted from cells using Tri Reagent (Invitrogen T9424) according to the
Phase Lock Gel Heavy (5 Prime, 2302810) manufacturer’s protocol. cDNA were
generated using SCRIPT Reverse Transcriptase (Jena Bioscience, PCR-505)
according to the manufacturer’s instructions. gRT-PCR analysis was performed
using Hot Pol Eva Green (Euromedex, 08-25-0001) on a Realplex2 (Eppendorf). The
specific primers were as follows: dpysl5, 5-CAGCATCTCGGAGGAGAACAT-3’ and
5-GTGGGTGCAGTCATCGTTCA-3’; notch1, 5-CGGGGCTAACAAAGATATGC-3

and 5-CACCTTGGCGGTCTCGTA-3’; notch2, 5-TCCTTCATTTACACAGGGTTCA-
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3’ and 5-GGAGGCGACCGAGAAGAT-3’; hes1, 5-TGAGCACAGACCCAAGTGTG-

3 and 5-CCTCGGTATTAACGCCCTCG-3’; hey1, 5'-
CGAAATCCCAAACTCCGATA-3 and 5-TGGATCACCTGAAAATGCTG-3’; and
ywhae, 5-ATAGGATGCGTTGGTGGAAG-3’ and 5'-
TGAAAGGGGACTACCACAGG-3'. ywhae was used as a housekeeping gene to
normalize target mRNA expression between samples and experiments. The results
were obtained from 3 independent experiments and analyzed in duplicate using the

Kruskal-Wallis test.

Cell lines, transfection and reagents

The transfections were performed using Lipofectamine 2000 according to the
manufacturer’s instructions. CRMP5 siRNA (5’-
CCAACGCAGCTAAGCTTCTGAACCT-3’) and negative Control Med GC (12935-
300) were obtained from Invitrogen Life Technologies. ltch siRNA was from
(Dharmacon ( L-007196). Plasmid transfection was performed using pCEFL-GFP-

CRMP5 or control plasmid(27) .

Immunohistochemistry and microscopy analysis

The following specific antibodies were standardized across our series of pre-analytic
conditions using internal and external controls: the previously characterized anti-
CRMP5 polyclonal rabbit antibody (Covalab, 1/100, CC1 std)(22); anti Hes1 (1/30,
CC1 std, Cell Signaling 11988); and anti Notch1 (1/50, Abcam ab52627). Bright-field
images were captured using Nikon D90 and DS-Ri1 cameras with a Leica DMLB

microscope at 10x, 40x and 63x magnifications.



Luciferase reporter assay

To monitor hes1 promoter activation, a plasmid containing the firefly luciferase
coding sequence under the human hes1 promoter was constructed. Human DNA
was extracted from human PBMCs (EFS, Lyon) using the phenol-chloroform
extraction method. The promoter sequence of the hes1 gene from -600 bp to +100
bp from the transcription initiation codon was amplified through PCR using HD
advantage polymerase (Clontech Laboratories, 639241) and the primers 5'-
ACCTGAGCTCGCTAGTTTAGATGTGTCGGTAACTCACATTCTTAC-3 and 5'-
TATCCTCGAGGCTAGGTGGCTACTTGGTGATCAGTAGCGCTGTTC-3’ and
subsequently recombined in pGL4-18 plasmid using the In-Fusion PCR Cloning Kit
(Clontech, 638909). The generated plasmids were verified through sequencing.

The luciferase assay was performed by co-transfection of GL15 cells in 96-well
plates with control siRNA, CRMP5 siRNA, control pGL4-18 plasmid or pGL4-18-hes1
plasmid, which express Firefly luciferase under the control of the hes1 promoter, and
the pRRL plasmid, which expresses Renilla luciferase to normalize luciferase activity
and transfection efficiency. The transfections were performed using Lipofectamine
2000; siRNA transfection was verified as 100% using BLOCK-iT™ Fluorescent Oligo
(Invitrogen, 2013). Luciferase activity was analyzed 72 hours after transfection using

the Dual-Luciferase Reporter Assay System (Promega).
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Supplementary Table : Clinicopathological characteristics of patients according to CRMP5

status

CRMPS low CRMPS high  p-value  Test
Number of Patients (%) 23 (12.6%) 160 (87.4%)
Age (years)
Median 61 67 0.2445
Range 28-80 33-83 Student’s t-
Number of patients >70 years 8 (34%) 62 (38.8%) 0.7161 test
Number of patients >75 years 6 (26.1%) 29 (18.1%) 0.3667
Gender
Male (N=118) 18 (78.3%) 100 (62.5%)
Female (N=65) 5(21.7%) 60 (37.5%) 0.1669  Lonersexact
Ratio (M/F=1.81) 3.6 1.7
Type of surgery
Stereotactic biopsy (N=119) 13 (56.5%) 106 (66.3%)

. . 0.3603 Chi-square
Partial or total surgical removal (N=64) 10 (43.5%) 54 (33.8%) test
Post-surgery Karnofsky Performance
Index
Mean 78 % 73 % 02218 tset;ltdem,s t-
Range 30-100 30-100
Initial treatment
Concomitant RTCT (Stupp regimen) 5(21.7%) 50 (31.3%)

(N=55)

Non-concomitant RTCT (N=27) 6 (26.1%) 21 (13.1%) 0.2088 gslti'sq“afe
RT only or CT only (N=49) 8 (34.8%) 41 (25.6%)

Palliative (N=51) 4 (17.4.%) 47 (29.4%)

Information not available (N=1) 0 1
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Akt downstream targets activation under CRMPS5 loss of expression in glioblastoma

%
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Akt P 20D
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Figure 24 : Western Blot des cellules GL15 transfectées par un siRNA pour réprimer I'expression de
CRMPS. Les cellules ont été lysées en conditions d’inhibition des phosphatases intracellulaires.
L’activation des protéines de la voie Akt a été analysée par I'utilisation d’anticorps spécifiques en
conditions dénaturantes et réductrices sur un gel de polyacrylamides en gradient 4%-12%. L’actine
est utilisée comme témoin de la charge des puits.
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Résultats complémentaires a I'aticle

CRMPS5 controdle I'activation d’Akt de maniéere indépendante de mTor

L’activation d’Akt est une voie importante de prolifération dans les glioblastomes et a été montrée
dépendante de I'activation de la voie de signalisation Notch. Akt a de nombreuses cibles dans les
cancers et notamment la protéine mTor (mammalian Target of rapamycin) qui elle-méme active la
protéine p70S6 kinase (p70S6K) dans le glioblastome (Compostella, Tosoni et al. 2007; Lino and Merlo
2011). Ces protéines sont impliquées dans la prolifération et la résistance aux traitements. L’activation
d’Akt par phosphorylation a été montrée dépendante de I'expression de CRMP5 dans le glioblastome
(Figure 24). Nous avons donc vérifier |'activation des cibles d’Akt dans notre modele. Par western Blot
I'expression de mTor et p70S6K a été détectée (Figure 24) et n’est pas altérée lors de I'inhibition de
I’'expression de CRMP5 (siRNA). La perte de phosphorylation d’Akt (Ser473) n’a donc pas résulté en la

perte de phosphorylation des protéines mTor et sa cible p70S6K.

These results show that CRMP5 controls Akt activation but not the activation of its downstream

targets mTor and p70S6K. Both protein are activated in an independent manner of Notch in our model.
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Numb is expressed in glioblastoma
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Figure 25 : A : Analyse par western blot de I'expression de Numb dans des lignées de glioblastome
humain (GL15, A172, U87, SF767) et une lignée de neurosphéres (NS END), la GAPDH est détectée
comme témoin de charge; B : Analyse en western blot de I'expression de Numb sur des cellules
GL15 contrdles (GL15, siRNA control) ou déplétées en CRMP5 (siRNA CRMP5), I’Actine est utilisée
comme témoin de charge; C : Co-expression de CRMP5 (rouge) et Numb (vert) dans des
neurosphéres isolées a partir de xénogreffe de glioblastome, la DAPI marque les noyaux, la barre
d’échelle représente 10um réels ; D : co-expression de Notch 1 (rouge) et Numb dans des cellules
issues de neurospheres, le DAPI marque les noyaux, la barre d’échelle représente 10um réels.
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[1l- Second article: CRMP5 protects Notch against Numb-mediated degradation
thereby promoting Glioblastoma proliferation

a)  Numb est exprimée dans les glioblastomes

La protéine Numb est un inhibiteur de la voie Notch. Dans le but d’étudier le mécanisme d’action
de CRMP5 en relation avec dans I'activation de la voie Notch, la premiére étape a été de vérifier
I'expression de la protéine dans les lignées cellulaires issues de glioblastome. L’expression de Numb,
est détectée par western blot (Figure 25 A). La protéine est exprimée dans toutes les lignées cellulaires
testées et dans la lignée de cellules souches de glioblastome (END=neurosphéres) (Figure 6 A).
Plusieurs isoformes de Numb sont détectées de 71kDa (Numb 1) a 54kDa (Numb 6) (Figure 25 A). La
bande la plus intense correspond a I'isoforme Numb 4, majoritaire dans les glioblastomes (Jiang, Xing
et al. 2012). Avant d’aborder la relation entre CRMP5 et Numb, nous avons vérifié si I’expression de la
protéine Numb dépendait de celle de CRMP5. Dans la lignée GL15, I'extinction de CRMP5 par des siRNA
spécifiques ne modifie pas I'expression de Numb (Figure 25 B) tant en terme de quantité qu’en terme
d’isoformes exprimées puisque les deux bandes sont détectées dans tous les échantillons

correspondant a Numb 2 et Numb 4 (Figure 25 B).

La voie de signalisation Notch est importante dans le maintien et la prolifération des cellules, et
I'inhibition de cette voie a été efficace pour prévenir toute formation de Neurospheres en culture
(REF). Nous savons que CRMP5 est fortement exprimée dans cellules souches de glioblastome cultivées
en Neurosphéeres. Comme la voie Notch est activée, Numb I'inhibiteur physiologique de Notch pourrait
ne pas étre exprimé. Par immunocytofluorescence, la co-expression de CRMP5 et Numb dans les
neurosphéres a été analysée (Figure 6 C). CRMP5 est exprimée dans les neurospheéres de glioblastome
avec une localisation nucléaire et cytoplasmique (Figure 6 C). Dans ce modele la protéine Numb est
également exprimée. La détection de Notch et de Numb dans les neurophéres montre un co-marquage
des deux protéines avec une localisation nucléaire de Notch 1 montrant I'activation de la voie de

signalisation (Figure 25 D).

These results show, in agrement with the littérature, Numb ubiquitary expression and
particularly of the isoform 4 in glioblastoma, GL15 cell line and neurospheres. Numb expression is
detected in CRMP5 expressing cells with an active Notch signaling pathway as showed by notch nuclear

staining.
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CRMPS5 abolishes Notch receptors lysosomal degradation
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Figure 26 : A : Cinétique d’internalisation des récepteurs Notch 1 et Notch 2 sur des cellules GL15
en fonction de I’expression de CRMP5 (siRNA CRMP5), tO+biotin montre I'efficacité de la
biotinylation de surface, t0-biotin montre |'efficacité de I’étape d’élimination de la biotine a la
surface des cellules ; B : Analyse en western blot de I'expression des récepteurs Notch 1 et Notch
2 en fonction de I'expression de CRMP5 et Numb par transfection de cellules HEK, la GAPDH est
utilisée comme témoin de charge ; C : Co-localisation de Numb dans les endosomes précoces
(EEA1) ou les lysosomes (Lamp2) en fonction de I'expression de CRMP5 (siRNA CRMP5) dans des
cellules GL15, les fleches montrent la colocalisation de Numb avec les marqueurs d’organites, le
DAPI marque les noyausx, les barres d’échelle représentent 10um réels.
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b)  CRMP5 abolit la dégradation lysosomale de Notch induite par Numb

Pour vérifier de maniére directe I'action de CRMP5 sur les fonctions de Numb, I'internalisation
du récepteur Notch en absence de CRMP5 a été analysée par biotinylation de surface (Figure 26 A).
L’expression de CRMP5 a été bloquée (siRNA) dans les cellules GL15. Les protéines membranaires ont
été marquées par biotinylation puis les cellules ont été incubées a 21°C pendant 1 heure a 4 heures ce
qui permet d’observer trés lentement le trafic de récepteurs. Pour chaque temps, la biotine présente
a la surface des cellules a été éliminée, les protéines ayant été internalisées sont toujours marquées,
puis les cellules sont lysées. L’ensemble des protéines biotinylées (internalisées par la cellule au temps
t) sont purifiées sur des billes de Streptavidine et analysées par Western Blot. Les récepteurs Notch 1
et Notch 2 ont été détectés dans les GL15 contrdle (siRNA control) ou déplétées en CRMP5 (siRNA
CRMP5). Les deux récepteurs sont constitutivement internalisés (points 1h et 2h) puis recyclés a la
membrane (3h) et enfin internalisés a nouveau montrant, en accord avec la bibliographie (McGill, Dho
et al. 2009), le trafic des récepteurs en absence du ligand (Figure 26 A). Dans les cellules ou CRMP5 est
inhibée, les récepteurs Notch sont toujours constitutivement internalisés (points 1h et 2h) montrant
que CRMP5 n’a pas de role a jouer dans I'endocytose de ces protéines (Figure 26 A). De maniére
intéressante, au temps 3h, les récepteurs ne semblent pas recyclés a la membrane comme dans le
contréle, au temps 4h 'intensité de la bande est beaucoup plus faible que dans les cellules contréles

suggérant une élimination du récepteur au cours de son trafic intracellulaire (Figure 26 A).

CRMP5 doesn’t regulate Notch receptors endocytosis but could control Notch receptor

containing endosomes intracellular trafficking by protecting them from degradation.

Numb a été décrite comme responsable de linternalisation et de la dégradation des
récepteurs Notch pendant leur trafic intracellulaire (McGill, Dho et al. 2009). Numb (isoforme 4
principalement) est exprimée dans les cellules de glioblastome avec une voie Notch active ce qui
suggere que la protéine joue son role dans I'endocytose mais ne peut pas induire la dégradation des
récepteurs. CRMP5 pourrait étre responsable de cet effet de Numb. De maniére endogene, les cellules
HEK expriment les récepteurs Notch 1 et Notch 2. La surexpression de Numb 4 (Flag-Numb 4) dans ces
cellules résulte, de maniere cohérente avec la bibliographie, en la perte d’expression des récepteurs
Notch 1 et Notch 2 (Figure 26 B). La surexpression de CRMP5 (GFP-CRMP5) entraine une augmentation
de I'expression des récepteurs Notch comme décrit dans les résultats précédents (Figure 4 B, article,
Figure 26 B). La co-transfection des deux protéines, la double transfection des cellules est vérifiée par
immunocytofluorescence, résulte en une détection des récepteurs Notch 1 et Notch 2 par western

blot, au méme niveau d’expression que les cellules non-transfectées (Figure 26 B).
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CRMP5 and Numb interact in glioblastoma cells

Figure 27 : A : Co-immunoprécipitation de GFP-CRMPS et Flag-Numb 4 sur lysat de cellules HEK co-
transfectées révélé par un anticorps anti-GFP et un anticorps anti-Flag, le contréle est réalisé avec
un anticorps non spécifique de méme isotype ; B : Représentation schématique des constructions
de GST-CRMPS utilisées pour le GST-Pull Down selon Brot et al.,2010 ; C : GST-Pull Down des
fragments de CRMPS5 fusionnés a la GST sur lysats de cellules HEK transfectées par un plasmide
permettant I'expression de Flag-Numb 4, révélation par un anticorps anti-GST comme controle et
par un anticorps anti-Flag pour la détection de Numb ; D : Détection de l'interaction CRMP5/Numb
sur les cellules GL15 par Proximity Ligation Assay (rouge) avec des anticorps spécifiques, le DAPI
marque les noyausx, la barre d’échelle représente 10um réels.
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These results show directly the protective effect of CRMP5 on Notch receptors degradation by

counteracting Numb action.

La localisation subcellulaire de Numb a été étudiée en fonction de I’expression de CRMP5 pour
vérifier si un changement de localisation subcellulaire de Numb accompagnait la dégradation
lysosomale de Notch. Des cellules GL15 ont été transfectées par des siRNA pour réprimer I'expression
de CRMPS5 puis des co-marquages de Numb (anticorps reconnaissant toutes les isoformes) avec un
marqueur d’endosomes précoces (EEA1, Early Endosome Antigen 1) et un marqueur de lysosomes
(Lamp2, Lysosome-associated membrane protein 2) ont été réalisés (Figure 26 C). Dans les cellules
GL15 contréle (siRNA Control), Numb est localisée dans le cytoplasme des cellules avec un co-
marquage observable entre Numb et EEA1 alors que le co-marquage avec Lamp2 n’est pas observable
(Figure 26 C). Ceci est cohérent avec les précédents résultats montrant que les récepteurs Notch ne
sont pas dégradés par les lysosomes dans les cellules GL15 (Figure 26 B, Article). Dans les cellules GL15
déplétées en CRMPS5 (siRNA CRMPS5), la colocalisation entre Numb et EEA1 (endosomes précoces) n’est

plus observable alors qu’un co-marquage de Numb et Lamp2 est présent (Figure 26 C).

As a conclusion, in CRMP5 expressing cells, Numb is localized in early endosomes (EEA1),
whereas in CRMP5 depleted cells, Numb is relocalized to lysosomal compartments (Lamp 2). This
suggests that CRMP5 action over Numb could take place after notch receptor endocytosis during its

intracellular trafficking.

c) CRMP5 interagit avec Numb

L'interaction des protéines Numb 4 et Notch a été recherchée par co-immunoprécipitation sur
des lysats de cellules HEK co-transfectées par les plasmides permettant I'expression de GFP-CRMPS5 et
Flag-Numb 4. La co-immunoprécipitation a été faite en utilisant des anticorps dirigés contre les
étiquettes fusionnées aux protéines recombinantes. Les contréles ont été réalisés avec des
immunoglobulines non-spécifiques de la méme espéce et du méme isotype que I'anticorps utilisé pour
I'immunoprécipitation. La protéine GFP-CRMP5 recombinante est immunoprécipitée avec une faible
fixation non-spécifique dans le controle (Figure 27 A, piste 1), la révélation par un anticorps anti-Flag
montre que les protéines Flag-Numb 4 et GFP-CRMP5 co-immunoprécipitent dans cette condition
(Figure 27 A, piste 2). L'immunoprécipitation de Flag-Numb 4 recombinante par un anticorps anti-Flag
et révélée par un anticorps anti-GFP, montre la co-immunoprécipitation de GFP-CRMPS5 (Figure 27 A,

piste 3).
This result show that CRMP5 and Numb interacts and could be part of the same protein complex.
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Dans le but de confirmer ce résultat obtenu in vitro sur un modele cellulaire, une expérience
de PLA (Proximity Ligation Assay) a été réalisée. Cette technique permet de détecter la trés forte
proximité de protéines (30nm) sur des cellules par un marquage immunocytofluorescent. Des
anticorps spécifiques de CRMP5 et de Numb (toutes les isoformes) ont été utilisés sur des cellules
GL15. La technique de PLA a été révélée a I'aide une conjugué fluorescent dans le rouge. Le résultat
positif sur les cellules montre que I'interaction protéine-protéine démontrée in vitro est également

présente dans les cellules (Figure 27 D).

CRMP5/Numb interaction could exist in glioblastoma cells

d)  Détermination du domaine d’interaction entre CRMP5 et Numb.

Pour confirmer l'interaction entre CRMP5 et Numb 4, un GST-Pull down a été fait en utilisant
des constructions de domaines de CRMP5 fusionnés a la GST (Figure 27 B) (Brot, Rogemond et al.
2010), surproduites en systeme bactérien et incubées avec un lysat de cellules HEK transfectées pour
exprimer Flag-Numb 4. L’analyse par Western blot des précipités révélés par un anticorps anti-GST,
montre la précipitation efficace et en quantité équivalente des constructions de domaines de CRMP5
fusionnés a la GST (Figure 27 C). La révélation par un anticorps anti-Flag montre une faible fixation
non-spécifique de Flag-Numb 4 avec le contrdle (correspondant a la GST seule exprimée en systeme
bactérien) (Figure 27 C, piste 1). Flag-Numb 4 co-précipite avec la GST-CRMP5 entiére (Figure 27 C,
piste 2), confirmant le résultat de la co-immunoprécipitation mais aussi avec les constructions AC472
et AN244 (Figure 27 C, pistes 3 et 4). L'intensité de la bande révélée par I'anticorps anti-Flag dans la
précipitation de la construction AN474 est égale a l'intensité de la bande détectée dans le contrdle
donc les protéines Flag-Numb 4 et AN474 ne co-précipitent pas ensemble (Figure 27 C, piste 5). Le
domaine d’interaction entre les protéines CRMP5 et Numb 4 se situe donc entre les résidus 244 et 472

de CRMPS5.

Interaction between CRMP5 and Numb 4 is confirmed by an other approach. Interaction domain

is localized between residus 244 and 472 on CRMP5.
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e) L'interaction CRMP5-Numb dissocie I'interaction Numb-Notch

Il a été démontré que CRMP5 protége Notch de la dégradation induite par Numb 4 et que ces
deux protéines existent au sein d’'une méme complexe protéique. CRMP5 pourrait agir au niveau de
I'interaction protéique Notch-Numb 4 favorisant ainsi son role protecteur contre la dégradation. Par
co-immunoprécipitation sur lysats de HEK transfectées par un plasmide permettant I'expression de
CRMP5-GFP ou de Numb 4-Flag ou co-transfectées par ces deux plasmides, la présence des récepteurs
Notch dans les complexes protéiques co-immunoprécipités est vérifée. L'immunoprécipitation par un
anticorps anti-GFP sur le lysat de HEK transfectées par un plasmide permettant I'expression de CRMP5-
GFP est réalisée. Les controles faits avec un anticorps non spécifique ne montrent pas de fixation non
spécifique (Figure 28 A, piste 1). Les récepteurs Notchl et Notch 2 ne sont pas détectés co-
immunoprécipités avec GFP-CRMP5 (Figure 28 A, piste 2). Ce résultat indique que CRMP5 ne fixe pas
directement sur les récepteurs Notch. Les récepteurs Notch 1 et Notch 2 sont détectés co-
immunoprécipités avec Numb 4 (Figure 28 A, piste 4) en accord avec la bibliographie (Kwon, Cheng et
al. 2011). La protéine CRMP5 ne co-immunoprécipite pas avec les récepteurs Notch 1 et Notch 2
lorsqu’elle est surexprimée avec Numb 4 (Figure 28 A, piste 9). Les récepteurs Notch 1 et Notch 2 ne
sont plus détectés en co-immunoprécipitation avec Flag-Numb 4 lorsqu’ils sont surexprimés avec la
protéine CRMP5 montrant que l'interaction entre CRMP5 et Numb abolit I'interaction entre Numb et

Notch (Figure 28 A, piste 10).

These results show that Notch 1 and Notch 2 receptors are not part of the protein complex
containing both CRMP5 and Numb, suggesting that CRMP5 protects Notch receptors from degradation
by abolishing Numb/Notch interaction.
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CRMP5 abolish Numb/Notch interaction by its interaction with Numb
domains implicated in endocytosis

Figure 28 : A : Co-immunoprécipitation sur lysat de cellules HEK transfectées surexprimant Flag-
Numb 4, CRMP5 ou les deux. Révélation des récepteurs Notch 1 et Notch 2 endogénes dans leur
forme membranaire ou clivée par des anticorps spécifiques. Le contréle d’'immunoprécipitation est
fait avec des anticorps non spécifiques de méme espece et méme isotype que |'anticorps
d’'immunoprécipitation ; B : Principe de la stratégie de puce a peptides utilisée, selon Celluspot©,
INTAVIS ; C : résultat de la quantification des intensité de Flag-CRMP5 sur la séquence protéique
de Numb, les domaines potentiels d’interaction sont encadrés en rouge ; D : GST-Pull down des
domaines de Numb fusionnés a la GST incubés avec un lysat de HEK transfectées par Flag-CRMP5
puis révélé par l'anticorps anti-Flag ; E : Schéma des domaines protéiques de Numb et des
domaines putatifs d’interaction de CRMP5 sur Numb ; PTB (Phosphotyrosine Binding motif), PRR
(Proline Rich Region), DPF-NPF (motifs impliqués dans l'interaction de Numb avec les protéines
d’initiation de I'endocytose.
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f)  Caractérisation des domaines d’interaction entre CRMP5 et Numb

Il a été montré que la protéine CRMP5 protége les récepteurs Notch de la dégradation induite
par Numb et que cet effet est dépendant de l'interaction entre CRMP5 et Numb qui dissocie
I'interaction entre Numb et Notch. La premiére étape est d’identifier le domaine d’interaction précis
entre CRMP5 et Numb pour ensuite pouvoir développer des peptides bloquant cette interaction. Une
approche de puces a peptide a été utilisée pour identifier ce domaine (Figure 28 B). Des peptides de
15 résidus d’acides aminés ont été immobilisés sur membrane de nitrocellulose. Les peptides couvrent
toute la séquence protéique de Numb 4 avec un incrément de 6 résidus entre chaque, soit 98 peptides
plus un peptide contréle. Des cellules HEK sont transfectées par un plasmide permettant I'expression
de Flag-CRMP5. Les cellules sont lysées et incubées avec la puce a peptides. La puce est révélée al'aide
d’un anticorps anti Flag pour identifier les points ou CRMP5 a été retenue, montrant I'interaction avec
un peptide Numb. Les intensités de signaux Flag-CRMP5 sont quantifiées (Figure 28 C). Le résultat
montre plusieurs domaines d’interaction entre CRMP5 et Numb, un premier domaine situé entre les
résidus 241 et 316, un deuxieme au niveau des résidus 361-400 et un dernier domaine situé entre les
résidus 559-570 et 577-592 (Figure 28 C). Tous ces domaines sont situés dans le domaine PRR et les
régions DPF-NPF de Numb, impliqués dans ses fonctions d’endocytose. Pour confirmer l'interaction de
CRMP5 avec ce domaine PRR, un GST-Pull down a été réalisé avec des constructions de Numb, du
domaine PTB ou du domaine PRR de Numb 4 fusionnés a la GST et exprimés en systéme bactérien
(Figure 9 D). L'incubation de ces constructions avec un lysat de HEK transfectées par Flag-CRMPS5 et
révélé en western blot avec I'anticorps spécifique anti-Flag, montre une co-précipitation de CRMP5

avec le domaine PRR de Numb (Figure 28 D).

These results uncover 3 interaction domains between CRMP5 and Numb between amino acids
241-316, 361-400 and 559-570 (DPF) 577-592(NPF). These domains are located on the PRR domain of
Numb implicated in Notch receptor endocytosis (Figure 28 E) confirming previous observations
suggesting that CRMP5 action over Numb occurs after Notch receptors endocytosis to allow

constitutive activation of the pathway.

177



178



CONCLUSIONS
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Au cours de cette thése, Je me suis intéressé au réle de CRMP5 dans une tumeur du cerveau, le
glioblastome. L'expression de CRMP5 a été montrée au niveau protéique dans cette tumeur et reliée
a la plus faible survie des patients. Une nouvelle fonction pour CRMPS5 dans la prolifération des cellules
tumorales a été identifiée et met en jeu I’activation de la voie Notch dépendante de CRMP5. D’un point
de vue mécanistique, nous avons montré que CRMP5 régule, de maniere post-traductionnelle, la
stabilité des récepteurs Notch par 'inhibition de leur dégradation dépendante de I'E3 ubiquitine ligase
Itch. Plus précisément, I'action de CRMP5 a été définie par son interaction avec Numb, la protéine
responsable de la dégradation des récepteurs Notch en conditions physiologiques. CRMP5 abolit
I'interaction entre Numb et les récepteurs Notch, résultant en I'activation constitutive de la voie de
signalisation et de la prolifération dans les glioblastomes. Le ciblage de cette interaction peut étre une

approche intéressante pour le traitement de cette tumeur extrémement agressive.

Ces résultats apportent une nouvelle fonction a CRMP5 dans la prolifération des glioblastomes
reliée a la voie Notch. L'interaction entre CRMP5 et Numb permet d’aborder un nouveau mécanisme
de régulation de la voie de signalisation en conditions pathologiques soulevant de nombreuses
questions sur le réle de CRMP5 dans la formation des tumeurs d’une part et dans le développement
du systéme nerveux d’autre part. Ces points seront discutés dans ces chapitres pour proposer un réle

plus large de CRMP5 comme protéine versatile.

[- CRMPS5 : un nouveau régulateur de la voie Notch dans les glioblastomes

1° Une nouvelle fonction pour CRMP5 dans la prolifération des glioblastomes

L'expression de CRMP5 dans un contexte tumoral a été précédemment étudiée par notre
équipe dans les cancers a petites cellules neuroendocrines du poumon (Meyronet, Massoma et al.
2008). Dans le contexte du glioblastome, une étude transcriptomique sur 20 tumeurs a identifié
CRMP5 comme marqueur de faible survie et associé a un cluster de génes associés a la prolifération
(Liang, Diehn et al. 2005). Nous avons confirmé I'expression de CRMP5 a un niveau protéique dans
plusieurs modeles de glioblastomes, lignées cellulaires, cellules souches, xénogreffes de GBM et
tumeurs de patients. Par immunocytofluorescence, la localisation cytosolique et nucléaire de CRMP5
a été détectée similaire a celle des tumeurs du poumon (Meyronet, Massoma et al. 2008) et une autre
publication du laboratoire sur les glioblastomes (Brot, Malleval et al. 2013). Par fractionnement
cellulaire, nous avons montré la localisation membranaire, cytoplasmique, nucléaire et associée au
cytosquelette de CRMP5 dans deux lignées cellulaires de glioblastome. Plusieurs formes de CRMP5 ont
été identifiées selon les compartiments, les fractions membranaires et cytoplasmiques contiennent
deux formes de CRMP5 a 66kDa et 62kDa. La forme a 62kDa correspond au poids moléculaire

théorique de CRMP5 et correspond donc a la protéine native sans modifications post-traductionnelles
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alors que I'isoforme a 66kDa peut correspondre a une forme phosphorylée de la protéine présente
uniquement dans ces deux compartiments. Au cours de notre travail, la forme a 66kDa n’a été
détectable que sur des extraits frais dénaturés immédiatement apres le fractionnement cellulaire (le
fractionnement a été réalisé en absence d’inhibiteurs de phosphatases) alors que lors d’un deuxiéme
western blot aprés décongélation des échantillons, la bande a 66kDa a disparu, renforcant I'idée que
c’est une forme phosphorylée plus fragile de CRMP5. La bande de 64kDa détectée dans la fraction
nucléaire peut-elle correspondre a une phosphorylation différente de CRMP5 qui permettrait
d’exposer le site de localisation nucléaire par I'ouverture de la conformation de la protéine (les sites
de phosphorylation sont situés dans le domaine C-terminal non structuré). Cette bande a été
également perdue lors d’'une seconde analyse des mémes échantillons renforgant I'idée de la
phosphorylation de cette forme nucléaire. Il est surprenant de voir que la forme de CRMP5 associée
au cytosquelette est une forme plus courte (58kDa) que la protéine entiére (62kDa) du fait qu’il n’y a
pas de variant d’épissage décrits pour CRMP5 (Inatome, Tsujimura et al. 2000), il est possible que cette
bande corresponde a la forme de CRMP5 issue du clivage par la Calpaine (Jiang, Kappler et al. 2007).
Si I’association avec les microtubules dépend du clivage de la calpaine, I'utilisation d’un inhibiteur de
cette enzyme pour inhiber le clivage de CRMP5 peut résulter en la perte de sa localisation au niveau

du cytosquelette et de son interaction avec la tubuline.

Ce fractionnement cellulaire permet d’apporter de nombreuses nouvelles informations sur la
régulation de la localisation de CRMP5 car la forte phosphorylation (bande a 66kDa) de la protéine est
associée a une localisation cytoplasmique ou membranaire alors qu’une phosphorylation différente
(bande a 64kDa) va promouvoir sa translocation dans le noyau. Ces formes phosphorylées peuvent
étre caractéristiques de ce modele tumoral comme pour CRMP2 ou il a été montré que la
phosphorylation du résidu T555 est caractéristique de cellules tumorales et associée a la prolifération
(Tahimic, Tomimatsu et al. 2006) Les sites de phosphorylation décrits pour CRMP5 sont les résidus
T509, T514, T516 et S534, par homologie avec CRMP2, un seul site de phosphorylation est homologue
entre ces deux protéines, la T509 (équivalente ala T514 de CRMP2). Une phosphorylation sur un résidu
de tyrosine avait été identifiée pour CRMP5 (Inatome, Tsujimura et al. 2000). Par homologie avec
CRMP2 ou la phosphorylation du résidu Y479 par une Src kinase avait été décrite, le résidu d’acide
aminé équivalent Y472 doit étre phosphorylé car la région est trés conservée entre les isoformes des
CRMP. Le site de localisation nucléaire (NLS) de CRMPS5 est accessible dans la conformation du dimere
ou du monomere de CRMP5 selon la structure publiée (Brot, Malleval et al. 2013). En effet, dans cette
structure, le domaine C-terminal de CRMPS5 est situé du c6té opposé au site NLS mais ne semble pas
accessible dans la conformation tétramérique de CRMP5 car il serait recouvert par le domaine C-

terminal d’une autre sous-unité CRMP5. Ces données suggérent que la régulation de la localisation
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nucléaire se fait sur le domaine C-terminal de CRMP5 (non-structuré) et par une modification post-
traductionnelle qui pourrait induire un changement conformationnel suffisant pour I’exposition du site
NLS. Concernant le role des phosphorylations de CRMP5 en relation avec sa localisation nucléaire,
des modifications structurales de la protéine en fonction de la phosphorylation des 4 résidus
phosphorylés décrits (T509, T514, T516 et S534) ont été étudiées sur la base du remplacement des
acides aminés d’intérét par un résidu aspartate qui mime une phosphorylation d’un résidu de
thréonine ou sérine. Si le remplacement d’acide aminé (mimant une phosphorylation) induit un
changement de conformation profond (zone non structurée changée en boucle B ou hélice a) cela
suppose une ouverture de la conformation du domaine C-terminal de CRMP5 qui pourrait résulter en
I'exposition du site de localisation nucléaire. En utilisant des matrices de prédictions de structures par
4 méthodes différentes (méthodes basées sur ’homologie ou sur des statistiques), la structure du
fragment C-terminal de CRMP5 contient une structure en hélice a entre les résidus R526 et S531, les
autres domaines étant non-structurés. Les phosphorylations individuelles des sites T509, T514, T516
et S534 de CRMP5 n’entrainent pas de changement, prédit, de la structure de la protéine. La
phosphorylation (mimée par un résidu aspartate) des sites T509 et T516 a résulté en un changement
conformationnel du motif en hélice a vers une zone non structurée suggérant une linéarisation de
domaine, donc une plus grande flexibilité, qui peut étre impliquée dans I'inaccessibilité du site de
localisation nucléaire. Les autres combinaisons de deux sites phosphorylés n’ont pas abouti a un
changement de conformation alors que la mutation des sites T509, T514 et T516 en un résidu aspartate
résulte en un domaine entiérement non-structuré. Enfin, si les 4 sites de phosphorylation sont mutés
(thréonine en aspartate), le changement de conformation est aboli. Ces données prédites suggérent
que la phosphorylation de la T509 (site de phosphorylation conservé de la GSK-3B) avec la
phosphorylation du site T516 sont clés dans I'ouverture de la conformation de CRMP5 pour permettre
I'exposition du site de localisation nucléaire. Le résidu S534 serait un site régulateur car sa
phosphorylation (mimée par un aspartate) a aboli le changement conformationel. L’activité de GSK-33
qui semble importante dans ce mécanisme de translocation nucléaire de CRMP5, n’a jamais été reliée
a I'activation de la voie Notch, il est donc difficile de relier la localisation nucléaire de CRMP5 a cette

voie.

Dans le glioblastome, la forme de CRMP5 associée au cytosquelette semble étre issue d’un
clivage. L'enzyme décrite dans le clivage des CRMP est la Calpaine (Jiang, Kappler et al. 2007; Zhang,
Ottens et al. 2007) mais il n’est pas connu si une préférence des isoformes de cette enzyme est
applicable pour les CRMP. Des formes courtes de CRMP2, probablement issues du clivage par la
Calpaine, sont localisées au niveau du cytosquelette et dans le noyau (Bretin, Rogemond et al. 2006;

Rogemond, Auger et al. 2008). La forme courte issue du clivage par la Calpaine de CRMP3 est
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également transloquée dans le noyau (Kimura, Kudoh et al. 2011). Le fait que la forme nucléaire de
CRMP5 ne soit pas la forme courte issue d’un clivage serait une caractéristique de cette protéine par
rapport aux autres membres de la famille. La caractérisation du rdle de ce clivage dans l'interaction
avec la tubuline et avec les autres CRMP permettra d’avancer dans la compréhension du réle des
tétrameres de CRMP dans le remodelage du cytosquelette et la migration. Ces résultats de localisation
sub-cellulaire de CRMPS5 dans les glioblastomes sont différents de ceux précédemment publiés. Nous
montrons une localisation cytosolique (66kDa), membranaire (66kDa), nucléaire (64kDa) et
cytosquelette (58kDa) de CRMP5 dans des cellules de glioblastome GL15 alors qu’il n’a été décrit
gu’une forme courte de CRMP5 (58kDa) nucléaire (Brot, Malleval et al. 2013). Ces différences sont
certainement dues a une différence de lot d’anticorps anti-CRMP5 utilisé (variabilité de I'anticorps
entre les lots de purifications), de plus dans cette étude, I'expression de CRMP5 dans le cytosquelette

n’avait pas été évaluée.

Deux motifs d’expression de CRMP5 ont été identifiés sur des glioblastomes humains et reliés
a la survie des patients pour confirmer les résultats issus de |'étude de transcriptomique
précédemment publiée (Liang, Diehn et al. 2005). L'expression forte et homogéne de CRMP5 est
corrélée a une plus faible survie des patients. A partir de ces données, il est interessant de définir si
I'expression de CRMP5 pourrait étre reliée a un des sous-groupes de glioblastomes décrits dans la
classification moléculaire (Verhaak, Hoadley et al. 2010). Nous avons eu accés aux résultats
d’expression normalisés issus des puces du TCGA pour évaluer I'expression de ’ARNm de CRMP5. Les
valeurs d’expression de CRMP5 sont assez homogenes, les résultats suggérent que 'expression de
CRMPS5 serait associée aux sous-groupes Proneural et Classique alors que les sous-groupes Neural et
Mésenchymateux sont plutét négatifs pour I’expression de CRMP5 (ARNm). Ces deux sous-groupes
exprimant CRMP5 font partie des glioblastomes les moins différenciés, avec une activation des voies
de signalisation impliquées dans le maintien des cellules souche tumorales (Verhaak, Hoadley et al.
2010). Le sous-groupe Classique est caractérisé par I'expression du géne nes (Nestine) qui est une cible
de la voie Notch, les autres génes cibles de Notch, hes 1, hey 1 ainsi que les récepteurs Notch 1 et
Notch 2 sont tres exprimés suggérant que cette voie de signalisation est trés active dans ces tumeurs
(Verhaak, Hoadley et al. 2010). Pour confirmer ces résultats de transcriptomique, des puces a tissus
(TMA) ont été utilisées pour évaluer I'expression protéique de CRMP5 dans une série de glioblastomes
identifiés dans la classification moléculaire (résultats non montrés, David Meyronet). Les résultats
obtenus avec les TMA divergent de ceux issus de la transcriptomique car sur les 24 tumeurs classées,
I'expression forte ou faible de CRMP5 a été détectée dans tous les sous-types moléculaires. Ces

résultats suggerent une régulation forte de l'action de CRMP5 par des modifications post-
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traductionnelles dans les glioblastomes, et ainsi révelent les limitations des analyses de

transcriptomique pour I’étude du géne dpys/5 (CRMPS5).

Dans notre cohorte de 183 glioblastomes, les tumeurs exprimant fortement CRMP5 ont
montré une prolifération plus importante comparée aux glioblastomes avec une expression faible de
CRMP5, suggérant un nouveau role pour CRMP5 dans la prolifération. Cette fonction a été confirmée
in vitro sur plusieurs modeéles cellulaires de glioblastome (lignée GL15 et culture primaire) ou la
prolifération a été montrée dépendante de I'expression de CRMP5 par le controdle de la transition G1/S
et de I'expression de la Cycline D1. Ces résultats apportent des précisions a un autre article ayant
associé une forme courte nucléaire de CRMP5 (résidus 1-472) a la prolifération de cellules de
neuroblastome (Brot, Malleval et al. 2013). Nos résultats de perte d’expression (siRNA) ou de
surexpression (transfection) montrent un rdle actif pour la forme longue de CRMP5 dans la
prolifération qui n’avait pas été abordée dans cet article. Pour compléter I'étude du réle de la
localisation nucléaire de CRMP5 dans la prolifération il sera necessaire d’utiliser une construction de
CRMP5 entiere mutée sur son site de localisation nucléaire car les constructions précédemment
utilisées (amputée de 92 résidus d’acides aminés, 52kDa) ne reflétent pas la réalité de la forme courte

(58kDa) de CRMP5 dont la composition et I’origine ne sont pas encore connues.

L'étude du role de CRMP5 dans la croissance des glioblastomes in vivo chez la souris aprés
injections orthotopiques de cellules tumorales n’a pas pu étre achevée a cause de limitation de stabilité
des cellules shRNA CRMPS5. Ce résultat reste cependant tres intéressant a obtenir pour confirmer in
vivo les résultats présentés dans cette thése mais également pour estimer |'efficacité du blocage de
I'expression de CRMP5 sur la croissance des GBM in vivo. Une approche virale pour bloquer
I'expression de CRMP5 pourrait permettre d’étudier la réponse des glioblastomes aux divers
traitements en fonction de I'expression de CRMP5 et d’aller plus loin dans la compréhension des

mécanismes de tumorigéneése.
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2° L'activation de la voie de signalisation Notch dans la prolifération est dépendante de
CRMPS

La voie de signalisation Notch est trés importante dans les glioblastomes puisque son
activation est reliée a la plus faible survie des patients (Hulleman, Quarto et al. 2009), au maintien
(Fan, Matsui et al. 2006) et la prolifération des cellules souches tumorales par le contréle de la
transition G1/S (Fan, Khaki et al. 2010) ainsi qu’a la résistance des tumeurs aux traitements (Zhu,
Costello et al. 2011). Nous avons montré que l'activation de la voie Notch est dépendante de
I'expression de CRMP5 dans les glioblastomes tant au niveau de I'expression des récepteurs que des
geénes cibles hes1/hey1 in vitro. Sur les tumeurs humaines, nous avons mis en évidence une treés faible
expression du récepteur Notch dans les glioblastomes exprimant faiblement CRMP5. De méme,
I'expression de la protéine Hesl est beaucoup plus forte dans les glioblastomes exprimant fortement
CRMP5 par rapport aux autres. Ces résultats montrent que I'expression de CRMP5 est reliée a
I'activation de la voie Notch. L’évaluation du réle de CRMP5 dans les mécanismes associés a cette voie
de signalisation permet d’envisager 'ampleur du réle de CRMP5 dans les glioblastomes. Une premiere
cible a été la protéine Akt dont I'activation est dépendante de la voie Notch dans les glioblastomes (Xu,
Qiu et al. 2010; Zhang, Chen et al. 2012) et résulte en une protection des cellules par rapport a
I'apoptose, en I'activation de la prolifération et la résistance aux traitements. Nous avons montré que
I'activation d’Akt par phosphorylation (S473) est également dépendante de I'expression de CRMP5 et
du fait que CRMP5 contréle I'activation de la voie Notch, on peut supposer que I'effet observé sur Akt
est entierement médié par la modulation de la voie Notch dépendante de CRMP5. Cet effet n’a pas
été retrouveé sur les cibles d’Akt, les protéines mTor et p70S6K, suggérant que |'activation d’Akt dans
la lignée GL15 est indépendante de mTor et de ses cibles. Bien qu’en général I’activation de la voie Akt
conduit a I'activation de la voie mTor, il a été montré que les inhibiteurs de mTor ne sont efficaces que
dans un certain type de glioblastome avec une mutation activatrice du géne de I'EGFR (EGFRuvIIl)
concomitante a la perte de I'anti-oncogéne PTEN (Gini, Zanca et al. 2013). Cette population correspond
aux caractéristiques des glioblastomes du sous-groupe Classique selon la classification moléculaire
(Verhaak, Hoadley et al. 2010). L'activation de la voie Notch est impliquée dans la résistance des
cellules a I'apoptose par I'expression de la protéine anti-apoptotique Bcl2. La perte de CRMP5 peut
donc résulter en une augmentation de I'apoptose due a la perte de la voie Notch. L'apoptose de la
lignée GL15 a été évaluée par TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP Nick End Labeling),
aucune variation de I'apoptose des cellules n’a été observée lors du blocage de I'expression de CRMP5
(siRNA) par rapport au contréle ce qui montre que la diminution de prolifération observée est

réellement due a un blocage du cycle cellulaire et non a une augmentation de I'apoptose.
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3° Un role pour CRMP5 dans le maintien du caractere souche de cellules souches de
glioblastome ?

Des cellules souches ont été découvertes dans le glioblastome et caractérisées comme cellules
résistantes aux traitements actuels (Singh, Clarke et al. 2004; Bao, Wu et al. 2006). La population de
ces cellules souches est maintenue au sein de la tumeur par 'activité de la voie Notch qui va
promouvoir I'autorenouvellement de ces cellules (Shih and Holland 2006). La modulation de Notch a
été décrite dans trois fonctions particuliéres des cellules souches, la différenciation, la prolifération et
la quiescence (Fan, Khaki et al. 2010). Comme il a été montré dans nos résultats, CRMP5 est exprimée
dans deux modeles de cellules souches in vitro et son expression est perdue au cours de la
différenciation de ces cellules de méme que I'expression des récepteurs Notch 1 et Notch 2. Ceci
suggere que CRMP5 régule Notch au cours de la différenciation de ces cellules. L’étude de la régulation
de I’expression de CRMP5 apportera une nouvelle compréhension des mécanismes de différenciation
des cellules souches neurales et tumorales. Dans un modele de souris déficiente pour le géne dpysl5,
la perte de CRMP5 entraine, dans les zones de neurogenese chez l'adulte (gyrus denté), une
augmentation de la prolifération des cellules souches neurales et une forte apoptose cellulaire (Veyrac,
Reibel et al. 2011). Considerant nos résultats et le fait qu’une forte apoptose de ces cellules a été
observée dans les souris KO CRMP5, ceci suggere que la voie de signalisation Notch n’est pas
pleinement active dans ces cellules pour les protéger de I'apoptose. Ces données introduisent un réle
pour CRMP5 dans l'interface avec d’autres voies de signalisation comme la voie Akt dans le maintien
des cellules souches neurales et tumorales. Au niveau de la prolifération de cette population de
cellules, I'inhibition de I’expression de CRMP5 (siRNA) dans les neurosphéres issues de xénogreffe de
glioblastome a résulté en une forte diminution de leur prolifération, montrant le réle de CRMP5 dans
la prolifération et I’autorenouvellement de ces cellules (données non montrées). L'activation de la voie
Notch n’a pas été étudiée dans cette expérience. Pris ensemble, ces résultats avec les données
bibliographiques suggerent que I'expression de CRMP5 pourrait controler le maintien et la
prolifération de la population de cellules souches tumorales au sein d’un glioblastome contrairement

a ce qui est observé dans des zones de neurogénése chez I'adulte.

La question restante a été de savoir si la voie Notch peut également réguler I'expression de
CRMP5 pour favoriser sa propre activation. L'inhibition du complexe y-secretase donc de la voie Notch
n’a pas altéré le taux expression de CRMP5 dans la lignée GL15 ou son clivage (données non montrées),
ce qui montre un controle unilatéral de CRMP5 sur la voie Notch. Dans le contexte des cellules souches
tumorales, ceci suggéere que la régulation de I’expression de CRMPS5 serait au centre de 'engagement

de ces cellules vers la prolifération, la quiescence ou la différenciation.
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4° CRMPS controle la stabilité des récepteurs Notch en protégeant leur dégradation

Lors de I'inhibition de I'expression de CRMPS5, I’expression des récepteurs Notch 1 et Notch 2 a été
perdue alors que I'expression de I’ARNm de ces récepteurs n’a pas été impactée. Ceci suggere une
action post-traductionnelle de CRMP5 sur Notch. Nous avons montré que les récepteurs Notch 1 et
Notch 2 sont dégradés dans les lysosomes lors de la perte de CRMP5 (siRNA). Dans cette expérience,
le traitement des cellules avec les inhibiteurs de protéasome et de lysosome n’a pas résulté en la
restauration de Hes 1 montrant en accord avec les résultats d’activation de promoteur et de qPCR que
la perte d’expression du gene cible de Notch hes 1 est bien due a une perte d’activation de son
promoteur et non a une dégradation accrue de la protéine. Les effets de perte d’expression de CRMP5
ont pu étre restaurés par l'inhibition de I’expression de I'E3 ubiquitine ligase Itch responsable de la
dégradation des récepteurs Notch (Chastagner, Israel et al. 2008). Ces résultats montrent le réle précis
de CRMP5 dans I'activation de la voie de signalisation Notch par I'inhibition de I'action de I'enzyme

Itch sur les récepteurs Notch.
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[I- CRMPS5 : un nouveau régulateur de Numb, I'inhibiteur de Notch

1° CRMPS interfére dans la fonction d’ubiquitination dépendante de Numb mais pas
I’endocytose

Numb est la protéine responsable de la dégradation des récepteurs Notch par le recrutement
de I’'E3 ubiquitine ligase Itch pour promouvoir leur adressage dans les lysosomes. Nous avons montré
que I'expression de Numb est indépendante de CRMP5 et que I'expression de Numb dans des cellules
de glioblastome contenant CRMP5 ne résulte pas en une perte de la voie de signalisation Notch,
suggérant que CRMP5 peut contréler le role inhibiteur de Numb sur la voie Notch. Plus précisément,
Nous avons montré que CRMPS5 n’interfere pas dans I'internalisation des récepteurs Notch mais qu’elle
pouvait contrer la dégradation de Notch dépendante de Numb. De plus, la protéine Numb est
relocalisée dans les lysosomes en absence de CRMP5 montrant que la protéine joue son réle de
recrutement de I'E3 ubiquitine ligase Itch impliquée dans la dégradation de Notch en absence de
CRMPS5. Considérant cette hypothése, il est possible que CRMP5S interfere avec d’autres fonctions de
Numb reliées au recrutement d’E3 ubiquitine ligases. Numb interagit avec HDM2 pour protéger p53
de la dégradation (Colaluca, Tosoni et al. 2008), nous avons montré que CRMP5 ne jouait pas de role
dans cette fonction puisque p53 est exprimée dans les cellules GL15 et A172 et la perte de I’expression
de CRMP5 (siRNA) résulte en une perte de I'expression de la protéine p53 (western blot). CRMP5 ne
semble donc pas inhiber le réle de Numb dans la stabilisation de p53 (données non montrées). Numb
est également capable d’induire la dégradation du facteur de transcription Gli 1 par Itch (Di
Marcotullio, Ferretti et al. 2006) or la perte d’expression de Gli 1 a été observée par western blot sur
les cellules GL15 déplétées en CRMP5 (siRNA) montrant que le role de CRMPS5 se situe au-dela de la
voie Notch (données non montrées) et pourrait interférer avec les fonctions de Numb reliée au
recrutement de lItch. Il est également possible que CRMP5 agisse sur Itch directement dans le
mécanisme d’ouverture la conformation de la protéine nécessaire a son activité (Di Marcotullio, Greco

et al. 2011). Cette hypothése reste a étre testée.

L'inhibition de Numb par CRMP5 est médiée par une interaction entre les deux protéines que
nous avons montrée par plusieurs techniques. Le domaine d’interaction de CRMP5 avec Numb semble
se situer entre les résidus 244-472 de CRMP5. Les expériences ne permettent pas de conclure sur le
caractere direct de cette interaction car il aurait fallu utiliser des protéines purifiées pour étre sar qu’il
n’y a pas d’intermédiaire protéique entre CRMP5 et Numb. Néanmoins, les expériences de GST-Pull
down montrent que les deux protéines sont capables de s’associer in vitro. De plus la détection de
I'interaction par la technique de proximité de ligation, PLA sur les cellules GL15 montre que les deux

protéines sont proches a moins de 30nm, il reste peu de place pour un troisieme partenaire protéique
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a cette distance. Ces résultats rendent assez solide I’hypothése par laquelle CRMP5 et Numb pourrait
interagir de maniére directe. Le domaine d’interaction entre CRMP5 et Numb est différent du domaine
d’interaction de CRMP5 avec la tubuline (Brot, Malleval et al. 2013) suggérant que ces deux
interactions protéiques ne sont pas exclusives et que CRMP5 pourrait jouer un role d’adaptateur dans

le trafic intracellulaire de vésicules dépendant de Numb.

Par ailleurs, un autre membre de la famille des CRMP, la CRMP2 a été décrite comme
interagissant avec Numb dans I’endocytose de molecule d’adhésion L1-CAM dans la croissance axonale

(Nishimura, Fukata et al. 2003).

2° Linteraction entre CRMP5 et Numb protége les récepteurs Notch de la dégradation
induite par Numb

La fonction de Numb est d’inhiber la voie de signalisation Notch par son interaction avec un
récepteur Notch et I'E3 ubiquitine ligase Itch. L'interaction entre CRMP5 et Numb dissocie I'interaction
entre Numb et Notch suggérant un réle pour CRMP5 dans la régulation de I'interaction de Numb avec
Notch. L’étude de la régulation de cette interaction peut mener a une meilleure compréhension des
mécanismes régulant la voie de signalisation Notch et les fonctions qui lui sont associées. Au-dela du
simple fait que I'interaction entre CRMP5 et Numb peut étre un inhibiteur compétitif de I'interaction
entre Numb et Notch, il est possible que CRMP5 soit responsable d’une modification post-
traductionnelle de la protéine Numb. Il sera intéressant de vérifier I'état de phosphorylation de Numb
en fonction de I'expression de CRMP5 comme premiéere approche puisque la régulation de Numb par
phosphorylation est largement décrite (Sato, Watanabe et al. 2011). Une autre hypotheése restant a

tester est que CRMPS5 pourrait inhiber le recrutement de I'E3 ubiquitine ligase ltch par Numb.

Le role de CRMP5 par rapport a la voie Notch et Numb a été clarifié au cours de ce travail et permet
une compréhension du réle de CRMP5 dans la protection du récepteur Notch contre la dégradation
par Numb grace a son interaction avec Numb. La caractérisation de cette interaction ouvre
potentiellement sur des cibles thérapeutiques trés intéressantes pour le traitement des glioblastomes.
La dissociation de l'interaction CRMP5/Numb par un peptide leurre peut résulter en la libération de
Numb entrainant le récepteur Notch vers la dégradation lysosomale et une perte des voies de
signalisation Notch et Sonic Hedgehog impliquées dans la prolifération, le maintien et
I’autorenouvellement des cellules souches de glioblastome. Le domaine d’interaction précis entre les
deux protéines a été abordé et montré sur trois domaines de Numb impliqués dans ses fonctions
d’endocytose. L'utilisation d’agents bloquant de cette interaction peut donc fortement diminuer la

prolifération des cellules de glioblastome. Une approche de peptides bloquant a déja été efficacement
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utilisée pour bloquer I'interaction de CRMP2 avec CaV2.2 (Canal Calcique voltage-dépendant) et traiter
la douleur chronique (Brittain, Duarte et al. 2011). Dans le cas du glioblastome, un peptide mimant le
domaine d’interaction de Numb sur CRMP5 pourrait inhiber 'interaction entre ces deux protéines.
CRMP5 ne serait plus capable de protéger la voie Notch qui sera inhibée par I'action de Numb en
synergie avec ltch. Linhibition résultante des voies de signalisation Notch et Sonic Hedgehog dans les
cellules souches pourrait résulter en I'induction de leur différenciation du fait de la perte d’inhibition
de I'expression des facteurs de différenciation par les protéines Hes 1 et Hey 1. Les cellules ainsi
différenciées pourront étre éliminées par des approches de chimiothérapie ou radiothérapie et la
tumeur ne pourra pas reprendre car la population de cellules souches aura été éliminée par le blocage

de I'interaction CRMP5/Numb.
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Modele de I'action de CRMP5 par I’activation de la voie Notch dans les
glioblastomes

Figure 29 : CRMP5 protege les récepteurs Notch de la dégradation induite par Numb et ltch
résultatn en |’activation constitutive de la voie de signalisation, I'augmentation de I'activation d’Akt
et une forte prolifération des cellules tumorales. Ces événements sont reliés a une plus faible
survie des patients, introduisant I'expressionCRMP5 comme un facteur de mauvais pronostic dans
les glioblastomes
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Perspectives
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[11- CRMPS5 : un acteur dans la progression tumorale?
1° CRMPS et progression tumorale

Les résultats obtenus au cours de ma thése introduisent un nouveau réle pour CRMP5 comme
potentiel oncogene. L'expression de CRMP5 dans plusieurs modéles cellulaires résulte en une
augmentation de I'expression des récepteurs Notch et de I'expression du gene cible de Notch, hes 1.
L’activation de la voie Notch seule n’est pas suffisante pour induire une tumeur de haut grade. Un
deuxiéeme évenement oncogéne doit étre présent pour potentialiser la suractivation de la voie Notch
et résulter en la transformation tumorale de cellules saines (Allen, Rodriguez et al. 2011; Natarajan, Li
et al. 2013). L'expression de CRMP5 a été montrée dans une population de glioblastomes avec une
prolifération accrue dépendante de la voie de signalisation Notch. Il est peu probable que I'expression
de CRMPS5 seule soit suffisante a induire la transformation tumorale d’une cellule saine considérant
I'activation de la voie Notch. Il a été proposé que I'expression des récepteurs Notch soit reliée au grade
des astrocytomes (tumeur du cerveau de grade | a IV). Les plus hauts grades (lll et IV) exprimant plus
fortement ces protéines (Xu, Yu et al. 2009). L’expression de CRMP5 pourrait étre nécessaire a la
formation d’un gliome de haut grade pour induire une forte expression des récepteurs menant a une
forte activité de la voie de signalisation. Une autre piste pour aborder le role de CRMP5 dans la
tumorigénese vient du réle de I'homologue drosophile avec Numb dans les mouvements du
centrosome au cours de la division asymétrique. La régulation du centrosome est une étape
importante dont la dérégulation peut mener a une instabilité génétique favorisant la formation de
tumeurs de haut grade. Des anomalies de localisation des centrosomes ou un surnombre de
centrosomes ont été décrites associées au glioblastome (Loh, Lieu et al. 2010). L’expression de CRMP5
et Numb dans une des deux cellules filles au cours de la division asymétrique chez la drosophile, résulte
en un mouvement asymétrique du centrosome. L'expression de CRMP dans les deux cellules de la
division asymétrique provoque un mouvement tardif du centrosome (Jauffred, Llense et al. 2013) qui
peut entrainer une instabilité génétique. Dans la lignée GL15 déplétée en CRMP5 (siRNA) de
nombreuses cellules sont multinuclées (observations personnelles) ce qui réveéle des anomalies de la
mitose qui sont peut-étre dues a une dérégulation des mouvements du centrosome dépendants de
CRMPS5. Ces erreurs au cours de la mitose et la division asymétrique dues a I'expression de CRMP5

peuvent faire partie des éveénements oncogénes impliqués dans la formation des glioblastomes

Dans le contexte du cancer du poumon, CRMP5 n’est exprimée que dans le sous-type le plus
agressif de ces tumeurs, le carcinome neuroendocrine a petites cellules (Meyronet, Massoma et al.
2008). La voie de signalisation Notch n’a été décrite que dans les carcinomes du poumon non a petites

cellules, il est donc difficile d’envisager un réle pour CRMP5 par rapport a Notch dans ce type de
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cancers. L'étude de I'activation de cette voie de signalisation dans les tumeurs exprimant CRMP5
permettra de vérifier si les résultats que nous avons obtenus dans le glioblastome peuvent étre

applicables a un autre systeme indépendant du systéme nerveux.

Un dernier modele interessant pour envisager le réle de CRMP5 dans la formation de tumeurs est
les tumeurs de la gaine du nerf (MPNST, Malignant Peripheral Nerve Sheat Tumors, WHO grade Ill)
dérivées des cellules de Schwann. CRMP5 est exprimée dans les cellules de Schwann (Camdessanche,
Ferraud et al. 2012). Son expression dans ces cellules est régulée par deux facteurs extracellulaires
I’AMPc et la Neuréguline de type 1 capables d’induire I'expression de la protéine (Camdessanche,
Ferraud et al. 2012). Au cours des mécanismes de régénération des nerfs, I'expression de CRMP5 est
augmentée dans les cellules de Schwann en réponse a ces deux facteurs. De plus, ces évenements ont
été montrés associés a un phénomeéne de dédifférenciation de ces cellules (Camdessanche, Ferraud et
al. 2012). Cette étape implique également I'activation de la voie de signalisation Notch dans les cellules
de Schwann (Woodhoo, Alonso et al. 2009). Ces données suggérent une synergie entre I'expression de
CRMP5 et Notch dans la régénération des gaines des nerfs. De maniéere intéressante, I'activation de
Notch 1 par transduction de son domaine intracellulaire dans les cellules de Schwann a résulté en leur
transformation tumorale par dédifférenciation. L'implantation in vivo des cellules transformées a
permis la formation de tumeurs identifiées comme faisant partie du groupe des MPNST, montrant que
dans ce modele, I'activation seule de la voie Notch est capable d’induire un cancer de haut grade (Li,
Rao et al. 2004). La neurofibromatose est une maladie génétique issue de mutations de perte de
fonction sur I'anti-oncogéne NF1. Cette maladie est caractérisée par une apparition constante de
tumeurs comme des Schwannomes (WHO, grade 1), des gliomes optiques de I'enfant (WHO, grade Il)
et des MPNST (WHO, grade lll) (Friedman 1999). Les cellules de Schwann issues de patients mutés sur
le gene NF1 expriment fortement la Neureguline de type 1 (Kazmi, Byer et al. 2013) et ont un
métabolisme aberrant de ’AMPc (Dang and De Vries 2011). Ces deux facteurs ont été décrits pour
induire la formation des MPNST car le modele de souris surexprimant la Neureguline de type 1 est un
modele de ce type de tumeurs (Kazmi, Byer et al. 2013). Pris ensemble, ces données suggérent que
dans la Neurofibromatose de type 1, la forte production de Neureguline de type 1 et d’AMPc
pourraient induire I’expression permanente de CRMP5 dans les cellules de Schwann. CRMP5 activerai
a son tour la voie de signalisation Notch résultant en la dédifférenciation des cellules de Schwann et
I'induction de leur transformation tumorale. Cette hypothéese semble intéressante pour étudier le

potentiel oncogéne de CRMP5.
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2° CRMPS5, un nouvel acteur dans la division asymétrique des cellules souches de
glioblastome

Les glioblastomes sont des tumeurs résistantes aux traitements par une population de cellules
souches résistantes et responsables de la reprise de la tumeur. La division asymétrique de ces cellules
est un événement majeur dans le maintien de cette population. La matrice d’endocytose est une vision
dynamique de la division asymétrique permettant d’aborder sous un angle nouveau les mécanismes
impliqués dans la décision de I'engagement vers la différenciation de I'une des deux cellules filles
(Pece, Confalonieri et al. 2011). Cette fonction est directement dépendante de I'inhibition de la voie
de signalisation Notch dans cette cellule par Numb (Spana and Doe 1996). La régulation de Numb est
donc un point important dans la décision du devenir des deux cellules au cours de la division
asymétrique. La localisation asymétrique de Numb a été largement décrite chez la drosophile et les
mammiféres et reliée a l'inhibition de la voie Notch or I'expression de Numb est indispensable a
I'endocytose des récepteurs Notch pour I’activation de la voie de signalisation (McGill, Dho et al. 2009).
Dans ce contexte, il est possible que la protéine Numb soit exprimée dans les deux cellules filles avec
une étroite régulation de ses fonctions en relation avec I'endocytose, I'inhibition de la voie Notch et le
complexe de polarité Par3-Par6-aPKC. Or CRMP2, a été montré comme important dans la polarité
neuronale en relation avec le complexe Par3-Par6-aPKC. CRMP5 pourrait étre au centre de la
régulation de Numb dans la cellule ou la voie Notch sera activée et destinée a I'autorenouvellement.
Au-dela de toutes les régulations de Numb déja décrites et mettant en jeu une régulation de
I’'expression de la protéine ou des modifications post-traductionnelles, I’expression de CRMP5 au cours
de la division asymétrique des cellules souches de glioblastome pourrait inhiber, de maniere
asymétrique, I'action inhibitrice de Numb sur la voie Notch, en accord avec nos résultats, et

promouvoir I'autorenouvellement d’une des deux cellules fille.

Ce role de CRMP5 suggeére soit une localisation asymétrique de la protéine, soit une régulation
asymétrique de son interaction avec Numb. Par homologie avec les autres CRMP, nous pouvons
supposer que CRMPS5 peut-étre phosphorylée par la GSK-3B. L'activité asymétrique de cette kinase
pourrait donc résulter en un role différent de CRMP5 dans chacune des cellules filles soit dans le
remodelage du cytosquelette soit dans I'activation de la voie Notch. Pour renforcer cette hypothese,
I'inhibition de GSK-3B a résulté en I'activation de I'autorenouvellement dans un modéle de cellules
souches embryonnaires (Kirby, Schott et al. 2012). De plus, I'activation de cette kinase a résulté en la
différenciation de ces mémes cellules (Monteiro, Wdziekonski et al. 2009). Pris ensemble, ces données
suggerent que si I'activation de GSK- 33 est asymétrique alors elle serait reliée a I’engagement vers la
différenciation d’une des cellules filles. Pour aller plus loin dans cette hypotheése, il est interessant

d’observer les protéines régulatrices de GSK-3B, Akt et le complexe de polarité Par3-Par6-aPKC. Au
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cours du mécanisme de polarité neuronale, I'activation d’Akt résulte en I'inhibition de de GSK-3
(Jiang, Guo et al. 2005). L'activation d’Akt dans des cellules souches neurales a promu leur
autorenouvellement, détecté par une augmentation de la prolifération avec le maintien de
I’'expression du marqueur de cellules souche Nestine (Guo, Zhao et al. 2013). De plus, I'inactivation de
I'inhibiteur d’Akt, PTEN dans des cellules souche neurales a induit leur autorenouvellement, ce
mécanisme étant impliqué dans la gliomagénése (processus de transformation tumorale des cellules
souches neurales) (Zheng, Ying et al. 2008). Ces deux résultats mis en perspective par rapport a la GSK-
3B, suggérent que l'activation asymétrique d’Akt induit I'autorenouvellement d’une des deux cellules
fille au cours de la division asymétrique, cet effet mettrai en jeu I'inhibition de la GSK-3B. D’autre part,
un autre régulateur de GSK-3f est le complexe de polarité Par3-Par6-aPKc dont I’activation résulte en
I'inhibition de cette kinase (Jiang, Guo et al. 2005). De maniére intéressante, ce complexe contréle la
localisation de Numb au cours de la division asymétrique dans un modéle drosophile (Wirtz-Peitz,
Nishimura et al. 2008). Dans les cellules souches neurales, Par3 est localisée de maniére asymétrique
pour promouvoir I'autorenouvellement de la cellule fille. La voie de signalisation Notch a été montrée
activée dans les cellules contenant Par3 suggérant que l'activation de cette voie impliquée dans
I'autorenouvellement des cellules souches de glioblastome, est dépendante de la présence du
complexe de polarité. Dans ce systéeme |'expression de Numb a été montrée indispensable a
I’établissement de la division asymétrique par I'activation de la voie Notch au niveau de la cellule en
autorenouvellement mais également dans la cellule engagée dans la différenciation (Bultje, Castaneda-

Castellanos et al. 2009).

L'ensemble de ces données permettent de proposer un mécanisme impliquant CRMP5, Numb
et Notch dans la division asymétrique des cellules souches de glioblastome. Dans la cellule fille
destinée a I'autorenouvellement, le complexe de polarité contenant Par3 induit I'activation de la voie
Notch qui elle-méme active Akt. La protéine Numb intervient dans l'internalisation des récepteurs
Notch activés puis serait phosphorylée par le complexe de polarité induisant son relargage dans le
cytoplasme. Il est important de noter que I'activation d’Akt et du complexe de polarité résulte en
I'inhibition de la GSK-3B, ce qui suggére la présence de la forme non-phosphorylée de CRMP5 dans
cette cellule. Considérant que CRMP5 participe a I’activation de la voie Notch par son interaction avec
Numb, on peut émettre I'hypothése que CRMP5 promeut I'autorenouvellement des cellules souches
neurales et peut étre tumorales en participant a |'activation de la voie Notch par I'inhibition de Numb.
Dans ce cas l'interaction CRMP5/Numb nécessiterait une forme de CRMP5 non-phosphorylée et une
forme de Numb phosphorylée par le complexe de polarité ou AAK1. Dans la cellule fille destinée a la
différenciation, I'absence du complexe de polarité résultera en une inactivation de la voie Notch par

la dégradation des récepteurs dépendante de Numb. Akt ne sera plus activée et ne jouera pas son réle
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d’inhibiteur de GKS-3B, ce qui suggere la présence d’une forme phosphorylée de CRMP5 n’ayant pas
de réle a jouer dans I'inhibition de I'action de Numb sur Notch. Cette forme peut étre impliquée dans

les mouvements du centrosome en partenariat avec Numb comme cela a été décrit chez la drosophile.

Ces hypotheses appuyées par la bibliographie, suggérent une fonction versatile de CRMP5
dans la division asymétrique des cellules souches de glioblastome, d’une part, dans la cellule destinée
a l'autorenouvellement, CRMP5 dans une forme non-phosphorylée, permettrait I’activation de la voie
Notch par inhibition de la dégradation des récepteurs dépendante de Numb. D’autre part, dans la
cellule destinée a la différenciation, CRMP5 dans une forme phosphorylée, n’aurait plus d’action dans
I’activation de la voie Notch résultant en la dégradation des récepteurs dépendante de Numb. Le réle
de cette forme phosphorylée reste a élucider mais nous pouvons supposer un role dans le remodelage
du cytosquelette ou le trafic intracellulaire en relation avec Numb pour assurer des mouvements

asymétriques du centrosome.

De nombreuses zones d’ombres persistent pour comprendre le réle de CRMP5 dans la division
asymétrique. L’étude de I'effet de la phosphorylation de CRMPS5 sur les fonctions qui lui sont associées
(polarité neuronale, prolifération, activation de la voie Notch) permettra d’avancer vers la
compréhension du mécanisme de fonctionnement de la protéine. De plus, méme si CRMP5 peut
exister sous-forme de monomeres, il sera intéressant d’évaluer le role des diméres et tétrameéres de

la protéine avec d’autres CRMP dans ces fonctions cellulaires.
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Figure 30 : CRMP5 protege les récepteurs Notch de la dégradation induite par Numb et Itch
résultatn en I'activation constitutive de la voie de signalisation, I'augmentation de I'activation d’Akt
et une forte prolifération des cellules tumorales. Ces événements sont reliés a une plus faible

survie des patients, introduisant I'expressionCRMP5 comme un facteur de mauvais pronostic dans
les glioblastomes

203




204



CONCLUSIONS

205



206



The aim of my thesis was to define the role of CRMP5 in proliferation of a brain tumor,
glioblastoma. CRMP5 expression is largely expressed at the protein level in the GBM tumor, GBM
primary cultures, cell lines and GBM-derived-stem cells-enriched cultures. We demonstrated a new
function for CRMP5, GBM proliferation involving Notch pathway CRMP5-dependent activation. From
a mechanistic point of view, we have shown that CRMP5 post-translationally regulates, Notch
receptors stability by inhibiting their Itch E3 ubiquitin ligase dependent degradation. Precisely, CRMP5
action was defined by its interaction with Numb, responsible for the degradation of Notch receptors
as known in physiological conditions. CRMP5 abolishes the interaction between Numb and Notch
receptors, resulting in a constitutive activation of the signaling pathway and proliferation in
glioblastoma cells. Concomittantly, a translation study conducted by Dr D. Meyronet showed that
CRMP5 protein is an indicator of low survival in a cohort study of 183 patients. Targeting the interaction
Notch/Numb interaction may be an attractive approach for the treatment of this highly aggressive

tumor.

These results provide a new function for CRMP5 in the glioblastoma proliferation by the Notch
signaling pathway. The interaction between Numb and CRMP5 could be new mechanism for regulating
the Notch signaling pathway in pathological conditions and raises many questions about the role of
CRMP5 in tumor formation on the one hand and the development of the nervous system in the other
hand. These points will be discussed in the following chapters to offer a wider role for CRMP5 as a

moonlighting protein.

[- CRMP5: a new regulator of the Notch signaling pathway in glioblastomas
1° A new function for CRMP5 in glioblastoma proliferation

CRMP5 expression in a tumoral context has been previously studied by our team in small cell
lung neuroendocrine carcinoma (Meyronet, Massoma et al. 2008). In glioblastoma, a transcriptomic
study on 20 tumors identified CRMP5 as a marker of poor survival and associated with a cluster of
genes related to proliferation (Liang, Diehn et al. 2005). We confirmed CRMP5 expression at the
protein level in several glioblastoma models, cell lines, stem cells, xenograft and human GBM from
patients. Cytosolic and nuclear CRMP5 localization was detected similar to lung tumors (Meyronet,
Massoma et al. 2008) and another publication from the laboratory in glioblastomas (Brot, Malleval et
al. 2013). By cell fractionation, we showed nuclear, membrane, cytoplasmic and cytoskeleton CRMP5
localisation in two glioblastoma cell lines. Several forms of CRMP5 were identified, membrane and

cytoplasmic fractions contained two bands for CRMP5 at 66kDa and 62kDa. The 62kDa band
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corresponds to the theoretical CRMP5 molecular weight whereas the 66kDa band could be a post-
translationally modified phosphorylated CRMP5 which could be expressed only in these two
compartments (cytoplasmic and cytoskeleton). In our work, the 66kDa form was detectable on fresh
extracts denatured immediately after cell fractionation (fractionation was performed in absence of
phosphatase inhibitors), while in a second western blot after thawing of the samples, the band at
66kDa was gone, reinforcing the idea that it’s a phosphorylated form of CRMP5. The 64kDa band
detected in the nuclear fraction may correspond to a different phosphorylation of CRMP5 which could
induce a conformational change to expose a nuclear localization site at the protein surface
(phosphorylation sites are located in the unstructured C-terminal domain). This band was also lost in
a second analysis of the same samples reinforcing the idea of the phosphorylation for nuclear
translocation. It is surprising to see that the form of CRMP5 associated with the cytoskeleton is a
shorter form (58kDa) than the entire protein (62 kDa) because there is no splice variant described for
CRMPS5 (Inatome, Tsujimura et al. 2000), it is possible that this band corresponds to the product of
CRMP5 cleavage by Calpain (Jiang, Kappler et al. 2007). If association with microtubules depends on
Calpain cleavage, using a Calpain inhibitor may result in the loss of CRMP5 localization in the

cytoskeleton and of its interaction with tubulin.

This cellular fractionation experiment provide substantial new information on the regulation
of CRMP5 sub-cellular localization as strong phosphorylation (band at 66kDa) of the protein is
associated with cytoplasmic or membrane localization while a different phosphorylation (64kDa band)
will promote its nuclear translocation. These phosphorylated forms of could be characteristic of the
tumor model like it was shown for CRMP2 where T555 phosphorylation only found in tumor cells and
associated with proliferation (Tahimic, Tomimatsu et al. 2006). Phosphorylation sites described for
CRMP5 are the residues T509, T514, T516 and S534, by homology with CRMP2, a single
phosphorylation site is homologous between these two proteins, the T509 (equivalent to T514 of
CRMP2). Phosphorylation of a tyrosine residue has been identified for CRMP5 (Inatome, Tsujimura et
al. 2000). By homology with CRMP2 phosphorylation of residue Y479 by Src kinase, the equivalent
amino acid Y472 on CRMP5 must be phosphorylated because the region is highly conserved between
all CRMP isoforms. CRMPS5 nuclear localization signal (NLS) is available in dimeric or monomeric CRMP5
conformation according to published structure (Brot, Malleval et al. 2013). Indeed, in those structures
CRMP5 C-terminal domain is located at the opposite of the NLS but does not seem available in the
tetrameric conformation maybe because it would be covered by the C-terminal domain of another
CRMP5 subunit. These data suggest that the regulation of CRMP5 nuclear localization is done on its C-
terminal domain, which is intrinsecally non-structured, by a post-translational modification that could

induce a conformational change sufficient for NLS exposure. Considering regulation of CRMP5 nuclear
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localization by phosphorylation, structural changes of the protein according to the phosphorylation
status of four phosphorylated residues described (T509, T514, T516 and S534) were studied based on
amino acids by an aspartate residue which mimics a phosphorylation of a serine or threonine residue
and structural changes prediction. If the amino acid replacement (mimicking phosphorylation) induces
a profound conformational change (unstructured area changed to structured area or vice versa) this
will suggest an opening in the shape of CRMP5 C-terminal domain which could result in NLS exposure.
Using structure prediction by four different methods (based on homology or statistics), CRMP5 C-
terminal fragment contains one a-helical structure between residues R526 and S531, other areas are
in random coil (unstructured). Individual phosphorylation at sites T509, T514, T516 and S534 do not
cause a predicted structural change. Double phosphorylation (mimicked by an aspartate residue) of
T509 and T516 site resulted in a conformational change of the a-helix pattern to an unstructured
domain suggesting a flexibility increase which may be involved in NLS exposure. Other combinations
of two phosphorylated sites didn’t resulted in a conformational change while mutation of T509, T514
and T516 sites in aspartate residue induced a predicted, completely unstructured CRMP5 C-terminal
domain. Finally, if the four phosphorylation sites are mutated (threonine to aspartate), the
conformational change is abolished. These predicted data suggest that phosphorylation of T509
(conserved phosphorylation site of GSK- 3) with the T516 phosphorylation site is key to the opening
of CRMP5 conformation to allow NLS exposure. The S534 residue may be regulator site because its
phosphorylation (mimicked by an aspartate) abolished the conformational change. GSK- 3 activity
seems important in the mechanism of CRMP5 nuclear translocation but has never been linked to Notch
pathway activation. The contribution of nuclear CRMP5 to Notch signaling pathway activation remains

an open question.

In glioblastoma, cytoskeleton-associated CRMPS5 of lower molecular mass (58kDa) seems to be
the product of a cleavage. The enzyme described in the cleavage of CRMP is Calpain (Jiang, Kappler et
al. 2007; Zhang, Ottens et al. 2007). Short CRMP2 isoforms, probably derived from Calpain cleavage,
are localized to the cytoskeleton and the nucleus (Bretin, Rogemond et al. 2006; Rogemond, Auger et
al. 2008). The calpain-cleaved CRMP3 is also translocated into the nucleus (Kimura, Kudoh et al. 2011).
The fact that the CRMP5 nuclear form isn’t the short form, resulting of a cleavage, could be a
characteristic of this protein compared to other family members. The characterization of the function
associated to this cleavage in the interaction with tubulin and with the other CRMP, will advance the
understanding of the role of CRMP tetramers in cytoskeletal remodeling and migration. The results of
CRMP5 subcellular localization in glioblastomas are different from those previously published. We
show a cytosolic localization (66kDa), membrane (66kDa), nuclear (64kDa) and cytoskeleton (58kDa)

of CRMP5 in glioblastoma cells while the nuclear CRMP5 was described a short isoform (58kDa) (Brot,
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Malleval et al. 2013). These differences are certainly due to a difference in lot of anti-CRMP5 used
(variability between batches of antibody purification), furthermore in this study, the CRMP5

cytosqueletal association was not evaluated.

Two CRMP5 expression patterns have been identified in human glioblastomas and connected
to patients survival to confirm the results of the previously published transcriptomic study (Liang,
Diehn et al. 2005). The strong and consistent CRMP5 expression is correlated with a lower survival.
From these data, it is interesting to determine whether CRMP5 expression could be related to a
subgroup of glioblastoma described in the molecular classification (Verhaak, Hoadley et al. 2010). We
had access to transcriptomic standardized expression results (TCGA) to evaluate CRMP5 mRNA
expression. CRMP5 expression values are fairly homogeneous, the results suggest that CRMP5
expression could be associated with proneural and Classic subgroups while Neural and Mesenchymal
subgroups are rather negative for CRMP5 expression (mRNA). The two CRMP5 expressing subgroups
are described as less differentiated glioblastomas, with activation of signaling pathways involved in
tumor stem cells maintenance (Verhaak, Hoadley et al. 2010). Furthermore, the Classic subgroup is
characterized by the expression of the gene nes (Nestin), which is a target of the Notch pathway. Other
Notch target genes, hes 1, hey 1 and notch 1 and notch 2 receptors are expressed, suggesting that this
pathway is very active in these tumors (Verhaak, Hoadley et al. 2010). To confirm these transcriptomic
results, tissue microarray (TMA) were used to assess CRMP5 protein expression in a series of
glioblastomas identified in the molecular classification (results not shown, David Meyronet). Results
obtained with the TMA differ from those from transcriptomic data. In the 24 tumors analysed, strong
or weak CRMP5 expression was detected in all molecular subtypes. These results suggest a strong
regulatory of CRMP5 by post-translational modifications in glioblastomas, and thus reveal the

limitations of transcriptomic analysis for the study of dpyslI5 gene expression (CRMP5).

The study of CRMP5 contribution in glioblastomas growth in vivo after tumor cells orthotopic
injection in mice could not be completed because of CRMP5 shRNA cells limited stability. However,
this result is very interesting to confirm the in vitro results presented in this thesis, but also to estimate
the effectiveness of CRMP5 expression blockade on GBM growth in vivo. A viral approach to block the
expression of CRMP5 could allow us to study the response of glioblastomas to various treatments

depending on CRMP5 expression and go deeper into the understanding of tumorigenesis mechanisms.

In our cohort of 183 tumors, strongly CRMP5 expressing glioblastoma showed greater
proliferation compared with with CRMP5 low expressing glioblastomas, suggesting a new role for
CRMPS5 in proliferation. This function was confirmed in vitro in several glioblastoma cellular models

(GL15 line and primary culture) where proliferation was shown dependent on CRMP5 expression by
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the control of G1/S cell cycle phase transition and Cyclin D1 expression. These results provide
information to another article describing neuroblastoma cells proliferation with a short nuclear CRMP5
fragment (residues 1-472) (Brot, Malleval et al. 2013). Our results of loss (siRNA) and gain (transfection)
of CRMP5 in glioblastoma cells show an active role in proliferation for the total CRMP5 (62kDa) which
was not assessed in this article. To complete the study of nuclear CRMP5 action in proliferation it will
be necessary to use a full-length CRMP5 construct, mutated on its nuclear localization site. The
previously used construct (cut by 92 C-terminal amino acid residues, 52kDa) does not reflect the reality

of the short CRMPS5 form (58kDa) whose composition and origin are not yet known.

The study of CRMP5 contribution in glioblastomas growth in vivo after tumor cells orthotopic
injection in mice could not be completed because of CRMP5 shRNA cells limited stability. However,
this result is very interesting to confirm the in vitro results presented in this thesis, but also to estimate
the effectiveness of CRMP5 expression blockade on GBM growth in vivo. A viral approach to block the
expression of CRMP5 could allow us to study the response of glioblastomas to various treatments

depending on CRMP5 expression and go deeper into the understanding of tumorigenesis mechanisms.
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2° Notch signaling pathway activation for proliferation is CRMP5-dependent

The Notch signaling pathway is very important in glioblastomas since its activation is linked to
lower patient survival (Hulleman, Quarto et al. 2009), maintenance (Fan, Matsui et al. 2006),
proliferation of cancer stem cells by the control of G1/S transition (Fan, Khaki et al. 2010) and the
resistance of tumors to treatment (Zhu, Costello et al. 2011). We have shown that Notch pathway
activation is dependent on CRMP5 expression in glioblastomas both at the target genes expression
level and Notch receptors level in vitro. In human tumors, we demonstrated a very low expression of
the Notch receptor in glioblastomas expressing low CRMP5. Similarly, the Hes 1 protein expression is
much higher in glioblastomas expressing strongly CRMP5 compared to others. These results show that
CRMP5 expression is connected to Notch pathway activation. Assessing the role of CRMP5S in
downstream mechanisms of this pathway allows us to consider the extent of the role for CRMP5 in
glioblastomas. The first target was the Akt protein whose activation is dependent on the Notch
pathway in glioblastomas (Xu, Qiu et al. 2010; Zhang, Chen et al. 2012) and results in protecting cells
against apoptosis by proliferation activation related to treatment resistance. We have shown that Akt
activation by phosphorylation (S473) is also dependent on CRMP5 expression, we can assume that the
observed effect on Akt is fully mediated by the modulation of CRMP5-dependant Notch signaling
pathway. This effect was not found on Akt targets, mTor and p70S6K protein, suggesting that the Akt
activation in GL15 cell line is independent of mTor and its targets. Although, in general Akt activation
leads to the mTor activation, it has been shown that mTor inhibitors are effective only in a certain
glioblastoma subtype with an activating mutation of the EGFR (EGFRvIII) concomitant with loss of the
anti-oncogene PTEN (Gini, Zanca et al. 2013), showing that mTor is activated only in a certain
subpopulation of glioblastomas. This population corresponds to the characteristics of glioblastoma
subgroup Classic according to molecular classification (Verhaak, Hoadley et al. 2010). Notch pathway
activation is involved in the resistance of cancer cells to apoptosis by expression of anti-apoptotic
protein, Bcl-2. CRMPS5 loss can therefore result in an increase of apoptosis due to the concomitant loss
of the Notch pathway. GL15 cell line apoptosis was evaluated by TUNEL (Terminal deoxyNucleotidyl
transferase dUTP Nick End Labeling) and no change in apoptosis was observed under CRMPS5 silencing
(siRNA) compared to control indicating that the decrease in proliferation observed is actually due to a

blockage of the cell cycle and not to an increase in apoptosis.
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3° Arole for CRMPS in maintaining the stemness of glioblastoma stem cells?

Stem cells have been found in glioblastoma cells and characterized as resistant to current
treatments (Singh, Clarke et al. 2004; Bao, Wu et al. 2006). The stem cell population is maintained
within the tumor Notch signaling pathway that promotes their self-renewal (Shih and Holland 2006).
Notch activation has been described in three stem cells specific functions, differentiation, proliferation
and quiescence (Fan, Khaki et al. 2010). As shown in our results (Figure 20) CRMP5 is expressed in two
stem cells in vitro models and is lost during differentiation as well as Notch 1 and Notch 2 receptors
expression. This suggests that CRMP5 regulates Notch during the differentiation of these cells. The
study of the regulation of CRMP5 expression will bring a new understanding of the mechanisms
underlying glioblastoma stem cells differenciation. In a model of deficient mice for dpys/5 gene
(CRMPS5), increased proliferation of neural stem cells and higher cell apoptosis in areas of adult
neurogenesis (dentate gyrus) was observed (Veyrac, Reibel et al. 2011). Considering our results and
the fact that a strong apoptosis of these cells was observed in KO mice CRMP5, this suggests that the
Notch signaling pathway is not fully active in these cells to protect them from apoptosis. These data
introduce a new role for CRMP5 with other signaling pathways such as Akt pathway in the maintenance
of neural and tumoral stem cells. At the glioblastoma stem cell proliferation level, CRMPS5 silencing
(siRNA) in neurospheres derived from glioblastoma xenograft resulted in a strong proliferation
decrease, showing that CRMP5 controls proliferation and self-renewal of these cells (data not shown).
Notch pathway activation has not been studied in this experiment. Taken together, these results
suggest that CRMP5 expression control maintenance and growth of the cancer stem cells population

within glioblastoma contrary to what has been observed in adult neurogenesis areas.

The remaining question was whether the Notch pathway may also regulate CRMP5 expression
to promote its own activation. Notch Inhibition by y-secretase complex inhibitor did not affect CRMP5
expression levels or cleavage in GL15 cell line (data not shown), which shows a unilateral control of the
Notch pathway by CRMPS5. In the context of cancer stem cells, this suggests that regulation CRMP5
expression could be at the center of the commitment of these cells to proliferation, differentiation or

quiescence.
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4° CRMPS controls Notch receptors stability by protection from degradation

Under CRMP5 blockade (siRNA), Notch 1 and Notch 2 receptors expression was lost while their
MRNA expression wasn’t impaired. This suggests a post-translational action of CRMP5 over Notch. We
showed that Notch 1 and Notch 2 receptors are degraded in lysosomes under CRMPS5 silencing (siRNA).
In this experiment, treatment with proteasome or lysosome inhibitors did not result in Hes 1
restoration in western blot, showing, in agreement with the promoter activation and qPCR results, that
the Hes 1 loss of expression is due to a loss of its promoter activation not to an increased degradation
of the protein. The effects of CRMP5 loss of expression could be restored by inhibiting the expression
of E3 ubiquitin ligase Itch responsible for Notch receptors degradation (Chastagner, Israel et al. 2008).
These results show the precise role of CRMP5 in the Notch signaling pathway activation by hikacking

Notch receptors from Itch.
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[I- CRMP5 : a new regulator of the Notch inhibitor, Numb
1° CRMPS interfere in Numb dependent ubiquitination but not in endocytosis

Numb is the protein responsible for Notch receptors degradation by recruiting the E3 ubiquitin
ligase Itch to promote their targeting to lysosomes (Figure 26). We have shown that Numb expression
is independent of CRMP5 (Figure 25) and observed Numb expression in CRMP5 containing
glioblastoma with an active Notch signaling pathway (Figure 25), suggesting that CRMP5 can control
Numb inhibitor role on the Notch pathway. More specifically, we have shown that CRMP5 does not
interfere with the Notch receptors internalization but could counter their Numb-dependent
degradation (Figure 26). Furthermore, the Numb protein is relocalized to lysosomes in the absence of
CRMP5 showing that the protein can assume its degradation function by recruiting the E3 ubiquitin
ligase Itch involved in the degradation of Notch in the absence of CRMP5 (Figure 26). Given this
assumption, it is possible that CRMP5 interfere with numb functions related to E3 ubiquitin ligases
recruitment. Numb interacts with HDM2 to protect TP53 degradation (Colaluca, Tosoni et al. 2008),
we showed that CRMP5 didn’t interfere with this function since p53 is expressed in GL15 and A172
cells and CRMPS5 loss of expression (siRNA) results in a concomitant p53 loss of expression (western
blot). CRMP5 does not seem to inhibit the protective role of Numb in the p53 stabilization (data not
shown). Numb can also induce Gli 1 transcription factor degradation by Itch (Di Marcotullio, Ferretti et
al. 2006). Gli 1 loss of expression was observed by western blot on CRMP5 depleted GL15 cells (siRNA)
(data not shown), showing that the role of CRMPS5 lies beyond the Notch pathway and may interfere
with the functions of Numb related to Itch recruitment. It is also possible that CRMP5 acts directly on
Itch by interfering with the opening mechanism of the protein required for its activity (Di Marcotullio,

Greco et al. 2011). This hypothesis remains to be tested.

The inhibition of Numb by CRMP5 is mediated by an interaction between the two proteins that
we have shown by several techniques. The interaction domain of CRMP5 with Numb seems to be
localized between amino-acids 244-472. The experiments performed do not allow us to conclude on
the direct nature of this interaction. It would have required using purified proteins to be sure that
there is no third partner between CRMP5 and Numb. However, GST-pull down shows that the two
proteins are able to associate in vitro. Furthermore, proximity ligation assay technique, on GL15 cells
shows that the two proteins are close to less than 30 nm, there is little room for a third protein partner
at that distance. These results make strong enough the hypothesis whereby CRMP5 and Numb may
interact directly. The interaction domain between CRMP5 and Numb is different from the interaction
domain of CRMP5 with tubulin (Brot, Malleval et al. 2013) suggesting that these two protein

interactions are not exclusive and that CRMP5 could play an adapter role in the Numb-dependent
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intracellular trafficking. In addition, another member of the CRMP family, CRMP2, has been described
for interacting with Numb in endocytosis of adhesion molecule L1 -CAM for axonal growth (Nishimura,

Fukata et al. 2003).

2° Interaction between CRMP5 and Numb protects Notch receptors from Numb-
induced degradation

Numb function is to inhibit the Notch signaling pathway through its interaction with the Notch
receptor and the E3 ubiquitin ligase Itch. The interaction between Numb and CRMP5 dissociates the
interaction between Numb and Notch, suggesting a role for CRMPS5 in regulating the interaction of
Numb with Notch. The study of the regulation of this interaction may lead to a better understanding
of the mechanisms regulating the Notch signaling pathway and its downstream functions. Beyond the
simple fact that the interaction between Numb and CRMP5 can be a competitive inhibitor of the
interaction between Numb and Notch, it is possible that CRMP5 induce post- translational modification
of the Numb protein. It will be interesting to check Numb phosphorylation status under loss or gain of
CRMPS5 as a first approach as Numb regulation by phosphorylation has been widely described (Sato,
Watanabe et al. 2011). Another remaining hypothesis to test is that CRMP5 could inhibit the

recruitment of E3 ubiquitin ligase Itch by Numb.

The role of CRMP5 compared to Numb and Notch pathway has been clarified in this thesis and
allows an understanding of CRMP5 action, through its interaction with Numb, in protecting Notch
receptor against Numb-induced degradation. Characterization of this interaction potentially opens on
very interesting therapeutic targets for the treatment of glioblastomas. The dissociation of
CRMP5/Numb interaction by a decoy peptide may result in Numb release and Notch receptor targeting
into the lysosomal degradation resulting in loss of Notch and Sonic Hedgehog signaling pathways
involved in proliferation, maintenance and self-renewal of glioblastoma stem cells. The specific
interaction domain between the two proteins has been uncover and shown on three domains of Numb
involved in endocytosis. The use of blocking agent to abolish this interaction could strongly reduce the
glioblastoma cells proliferation. One blocking peptides approach has been used effectively to block the
interaction of CRMP2 with CaV2.2 (Calcium channel voltage-dependent) and chronic pain (Brittain,
Duarte et al. 2011). In the case of glioblastoma, a peptide mimicking the interaction domain of Numb
on CRMP5 could inhibit the interaction between these two proteins. CRMP5 would not be able to
protect the Notch pathway to be inhibited by Numb in synergy with Itch. The resulting Notch and Sonic
Hedgehog signaling pathways inhibition in glioblastoma stem cells could result in induction of

differentiation due to loss of inhibition, by Notch target genes Hes 1 and Hey 1 proteins, of
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differentiation factors expression. Differentiated cells can be eliminated by chemotherapy or
radiotherapy approaches and the tumor should not rebound because the stem cell population would

have been eliminated by blocking CRMP5/Numb interaction.
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Model of CRMP5 action on Notch pathway activation in glioblastomas

Figure 29 : CRMP5 protects Notch receptors form Numb-induced degradation résultatn Numb
leading to constitutive activation of the signaling pathway, increasing Akt activation and high
tumor cell proliferation. These events are associated with lower patient survival, introducing
CRMP5 expression as a poor prognostic factor in glioblastomas
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Perspectives
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- CRMPS5 : an actor of tumoral progression ?
1° CRMPS and tumoral progression

The results obtained during my thesis introduces a new role for CRMP5 as a potential oncogene.
CRMP5 expression in several cellular models results in an increase in Notch receptors expression and
Notch target gene, hes 1 expression. Notch pathway activation alone isn’t sufficient to induce a high-
grade tumor. A second oncogenic event must be present to potentiate Notch pathway overactivation
and result in the malignant transformation of normal cells (Allen, Rodriguez et al. 2011; Natarajan, Li
et al. 2013). CRMP5 expression has been shown in a glioblastoma population with an increased
proliferation dependent of the Notch signaling pathway. It is unlikely that the CRMP5 expression alone
could be sufficient to induce malignant transformation of a healthy cell considering the activation of
the Notch pathway. It has been proposed that Notch receptors expression is linked to astrocytoma
grade (brain tumor grade | to IV). The highest grades (Il and 1V) present a stronger expression of the
Notch pathway components (Xu, Yu et al. 2009). CRMP5 expression may be required for the formation
of a high-grade glioma to induce a strong Notch receptors expression leading to high activity of the
signaling pathway. Another way to address the role of CRMP5 in tumorigenesis come from a study of
the Drosophila CRMP homologue with Numb in centrosome movements during asymmetric division.
Regulation of centrosome is an important step because deregulation may lead to genetic instability
and promotes high-grade tumors formation. Abnormal centrosomes localization or excess of
centrosomes have been described associated with glioblastoma (Loh, Lieu et al. 2010). CRMP and
Numb expression in the two daughter cells during asymmetric division in Drosophila, result in an
asymmetrical movement of the centrosome. CRMP expression in both cell during asymmetric division
causes a delayed centrosome movement (Jauffred, Llense et al. 2013) which can lead to genetic
instability. In CRMP5-depleted (siRNA) GL15 GBM cell line, many cells are multinucleated (personal
observations), this shows abnormal mitosis, which may be due to deregulation of CRMP5-dependent
centrosome movements. These errors during mitosis and asymmetric division due to CRMP5

expression may be part of the oncogenic events involved in glioblastoma formation.

In lung cancer context, CRMP5 is expressed only in the most aggressive of these tumors sub-type,
small cell neuroendocrine carcinoma (Meyronet, Massoma et al. 2008). The Notch signaling pathway
has been described in non-small cell lung carcinomas, so it is difficult to envisage a role for Notch with
CRMPS5 in this type of cancer. The study of Notch signaling pathway activation in tumors expressing
CRMP5 will give further understanding whether the results we have obtained in glioblastoma may be

applicable to other systems.
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Taken together, these data suggest that in Neurofibromatosis type 1, high production of type 1
Neuregulin and cAMP could permanently induce CRMP5 expression in Schwann cells. CRMP5 in turn
will activate the Notch signaling pathway resulting in Schwann cells de-differentiation and their

malignant transformation. This model seems interesting to study CRMP5 oncogenic potential.

One last interesting model to consider the role of CRMP5 in the formation of tumors are the
Malignant Peripheral Nerve Sheat Tumors (MPNST, WHO grade Ill) derived from Schwann cells. CRMP5
is expressed in Schwann cells (Camdessanche, Ferraud et al. 2012). Expression in these cells is
regulated by two extracellular factors cAMP and type 1 neuregulin which are both capable of inducing
CRMP5 expression (Camdessanche, Ferraud et al. 2012). During mechanisms of nerve regeneration,
CRMP5 expression is increased in Schwann cells in response to these two factors. Furthermore, these
events have been shown associated with a dedifferentiation phenomenon of these cells
(Camdessanche, Ferraud et al. 2012). This step also involves the activation of the Notch signaling
pathway in Schwann cells (Woodhoo, Alonso et al. 2009). These data suggest a synergy between the
CRMP5 expression and Notch activation and in the regeneration of nerve sheaths. Interestingly, Notch
1 activation by transduction of the intracellular domain in Schwann cells resulted in their
dedifferentiation and malignant transformation. The in vivo implantation of transformed cells has led
to tumors formation, identified as MPNST, showing that in this model, Notch pathway activation alone
is capable of inducing a high grade cancer (Li, Rao et al. 2004). Neurofibromatosis is a genetic disease
resulting from loss of function mutations in the NF1 anti-oncogene. This disease is characterized by
constant tumors formation as schwannomas (WHO grade |), optic gliomas (WHO grade Il) and MPNST
(WHO grade 1ll) (Friedman 1999). Schwann cells from NF1 mutated patients highly express type 1
neuregulin (Kazmi, Byer et al. 2013) with an aberrant cAMP metabolism (Dang and De Vries 2011).
These two factors have been described to induce the formation of MPNST because the transgenic mice
overexpressing type 1 Neuregulin is a model of this type of tumor (Kazmi, Byer et al. 2013). Taken
together, these data suggest that in Neurofibromatosis type 1, high production of type 1 Neuregulin
and cAMP could permanently induce CRMPS5 expression in Schwann cells. CRMP5 in turn will activate
the Notch signaling pathway resulting in Schwann cells de-differentiation and their malignant

transformation. This model seems interesting to study CRMP5 oncogenic potential.
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2° CRMPS5, a new player in glioblastoma stem cells asymmetric division

Glioblastoma are resistant to treatment because of a cancer stem cells population responsible
for rebound after trreatment. Asymmetric division of these cells is a major event in the maintenance
of the population. The endocytic matrix has been proposed as a dynamic view of the the mechanisms
involved in asymmetric division for commitment to differentiation of one of the two daughter cells
(Pece, Confalonieri et al. 2011). This function is directly dependent of Notch signaling pathway
inhibition by the cell fate detraminant Numb (Spana and Doe 1996). Regulating Numb is an important
point in the decision to commitment of one of the two cells during asymmetric division. Numb
asymmetric localization has been widely described in Drosophila and Mammals and linked to Notch
pathway inhibition but Numb expression is also essential for Notch receptors endocytosis which is an
essential for pathway activation (McGill, Dho et al. 2009). In this context, it is possible that the Numb
protein is expressed in both daughter cells with a tight regulation of its functions in relation to
endocytosis, inhibition of the Notch pathway and the polarity complex Par3-Par6-aPKC. CRMP2 has
been shown to be important in neuronal polarity in relation to the Par3- Par6-aPKC complex
(Yoshimura et al., 2006). CRMP5 could be central to the regulation of Numb in the cell where the Notch
pathway is activated and commited to self-renewal. Beyond all numb regulations already described
and involving regulation of protein expression or post- translational modifications, CRMP5 expression
during asymmetric division of glioblastoma stem cells could inhibit, asymmetrically, the inhibitory
effect of Numb on Notch pathway, in agreement with our results (Figure 28), and promote self-renewal

of one of the two daughter cells.

This suggests an asymmetric localization of CRMP5 or an asymmetric regulation of its
interaction with Numb. By homology with other CRMP, we can assume that CRMP5 can be
phosphorylated by GSK- 3B. The asymmetric activity of this kinase could therefore result in a different
function for CRMP5 in each daughter cell in cytoskeleton remodeling or in Notch pathway activation.
To reinforce this hypothesis, GSK- 3B inhibition resulted in the activation of self-renewal in a model of
embryonic stem cells (Kirby, Schott et al. 2012). In addition, activation of this kinase resulted in the
differentiation of these cells (Monteiro, Wdziekonski et al. 2009). Taken together, these data suggest
that if GSK- 3B activation is asymmetrical then it would be connected to the commitment to
differentiation of the daughter cells. To go further in this case, it is interesting to observe GSK- 3
regulatory proteins, Akt and the polarity complex Par3- Par6-aPKC. In the mechanism of neuronal
polarity, Akt activation results in GSK- 3B inhibition (Jiang, Guo et al. 2005). Akt activation in neural

stem cells promoted their self-renewal, as detected by an increase in proliferation with the
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maintenance of the expression of the stem cell marker, Nestin (Guo, Zhao et al. 2013). In addition,
PTEN (Akt inhibitor) inactivation in neural stem cells induced their self-renewal, this mechanism is
involved in gliomagenesis (process of neural stem cells malignant transformation) (Zheng, Ying et al.
2008). Both results put into perspective in relation to GSK-3B, suggest that the asymmetric activation
of Akt induce self-renewal of one of the two daughter cells during asymmetric division by GSK-3f3
inhibition. On the other hand, another regulator of GSK-3f is the polarity complex Par3-Par6-aPKC
whose activation results in inhibition of this kinase (Jiang, Guo et al. 2005). Interestingly, this complex
controls Numb localization during asymmetric division in the Drosophila model (Wirtz-Peitz, Nishimura
et al. 2008). In neural stem cells, Par3 is localized asymmetrically to promote self-renewal of the
daughter cell. The Notch signaling pathway has been shown activated in cells containing Par3
suggesting that activation of this pathway, involved in self-renewal of glioblastoma stem cells, is
dependent on the presence of the polarity complex. In this system, Numb expression has been shown
essential for the establishment of asymmetric division by its action in activating the Notch pathway at
the self-renewing daughter cell but also by inhibiting Notch only in the cell commited to differentiation

(Bultje, Castaneda-Castellanos et al. 2009).

All these data allow us to propose a mechanism involving CRMP5, Numb and Notch in the
asymmetric division of glioblastoma stem cells. In the daughter cell commited to self-renewal, the
polarity complex containing Par3 induces Notch pathway activation which activates Akt. Numb protein
is involved in activated Notch receptor internalization and can be phosphorylated by the polarity
complex inducing its release into the cytoplasm. It is important to note that Akt activation and polarity
complex results in GSK- 3 inhibition, suggesting the presence of a non-phosphorylated form of CRMP5
in this cell. CRMP5 participates in Notch signaling pathway activation through its interaction with
Numb, we can hypothesize that CRMP5 promotes glioblastoma stem cells self-renewal by participating
in Notch pathway activation by inhibiting Numb. In this case the CRMP5/Numb interaction could
require a non-phosphorylated form of CRMP5 and phosphorylated form of Numb derived from the
polarity complex or AAK1 actiity. In the daughter cell commited to differentiation, lack of polarity
complex will result in Notch pathway inactivation by Numb-dependent Notch receptors degradation.
Akt will not be activated and will not play its inhibitory role of GSK-3, suggesting the presence of a
phosphorylated form of CRMP5 having no role in inhibiting of the action of Numb on Notch. This form
may be involved in centrosome movement in partnership with Numb as it has been described in

Drosophila.

These hypotheses supported by the literature, suggest a versatile function for CRMP5 in
glioblastoma stem cells asymmetric division, on the one hand, in the self-renewing cell, CRMP5 in a

non-phosphorylated form, would activate the Notch pathway by inhibiting Numb. On the other hand,
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in the differentiating cell, a phosphorylated CRMP5 form, would no longer act in Notch pathway
activation resulting in Numb dependent Notch receptors degradation. The function of phosphorylated
CRMP5 remains unclear but we can assume a role in cytoskeleton remodeling and intracellular

trafficking in connection with Numb to ensure asymmetric movements of the centrosome.

Many areas remain unclear to understand the function of CRMP5 in glioblastoma asymmetric
division. Studying of the effect of phosphorylation on CRMP5 functions (neuronal polarity,
proliferation, activation of the Notch pathway) will move forward the understanding of CRMP5
functions and regulations. Moreover, even if CRMP5 may exist as a monomer, it will be interesting to

assess the role of dimers and tetramers of the protein with other CRMP in these cellular functions.
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Model of CRMP5 action in glioblastoma stem cells asymmetric division

Figure 30 : Glioblastoma stem asymmetric division regulation by CRMP5 activating Notch signaling
pathway by its interaction with Numb in the self renewing cell. CRMP5 could be phosphorylated in
the differenciating cell a play an unknow function.
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Matériels et méthodes
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1° Création d’outils de biologie moléculaire pour I’analyse de la fonction de protéines

a) Clonage de promoteur

L’analyse de I’activation d’une voie de signalisation peut étre faite en quantifiant par gRT-PCR
le taux de transcription des genes cibles de cette voie et par mesure de I'activité des promoteurs de
ces génes. Dans ce cas, un fragment de la séquence promotrice d’'un gene est sous-clonée dans un
plasmide en amont de la séquence codante de la luciférase, ainsi I'activité de la luciférase sera

directement reliée a I'activation du promoteur.

Pour quantifier I'activation de la voie de signalisation Notch, il est nécessaire de réaliser des
plasmides contenant les séquences des promoteurs des genes cibles de cette voie. Un fragment réduit
de ce promoteur est utilisé arbitrairement, défini entre les bases a-2000pb jusqu’a +100pb par rapport
au site d’initiation de la transcription de ces genes. Les séquences des ARNm de deux genes cibles de
la voie Notch ont été récupérées sur Genbank, hesl (NM_005524.3) qui est le gene cible de la voie
Notch le plus référencé et régulierement utilisé pour mesurer I'activation de la voie et le gene heyl
(NM_012258.3) dont I'expression a été reliée a une plus faible survie dans les glioblastomes. En
utilisant la séquence de I’ARNm comme site d’initiation de la transcription la séquence ADN située sur
les chromosomes portant les genes d’intérét est récupérée entre -2000pb et +100pb par rapport au
site d’initiation de la transcription. Le géne hesl est situé sur le brin non transcrit du chromosome 3
(3928-g29), la séquence d’intérét est située entre les paires de bases 1003470077 et 100349177. Le
gene heyl est situé sur le brin transcrit du chromosome 8 (8g21), la séquence d’intérét située entre
les paires de bases 32544399 et 32546499. Les séquences promotrices sont analysées avec le logiciel
Genomatix pour vérifier la présence des séquences consensus du facteur de transcription RBPjc. Pour
les deux promoteurs, ces séquences consensus sont situées entre -600pb et +100pb par rapport au
site d’initiation de la transcription. Des amorces sont synthétisées (Eurofins) pour amplifier les
séquences promotrices des génes hesl et heyl (tableau 1), ces amorces serviront également pour la
recombinaison des séquences amplifiées dans le plasmide pGL4-18 au site de restriction Nhel (non-
conservé aprés recombinaison). Ce plasmide contient la séquence codante de la Firefly luciférase.
Ainsi, I'activité enzymatique totale de la luciférase est directement reliée a I'activité du promoteur

amplifié.

La polymérase HD advantage (Clontech) est utilisée selon le protocole du constructeur. Le
produit de PCR est migré dans un gel d’agarose 1%, une lecture aux UV permet d’identifier et de

découper les bandes d’intérét a 700pb. L’ADN correspondant a la séquence du promoteur amplifiée
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est extrait avec le kit Gel Extraction (Macherey-Nagel) puis dosé. Le plasmide pGL4-18 est digéré par

I'enzyme de restriction Nhel puis extrait apres migration sur gel.

La séquence du promoteur est insérée dans le plasmide par recombinaison selon le protocole
du kit In-Fusion (Clontech). Brievement, le plasmide pGL4-18 digéré est mis en contact avec le fragment
de promoteur purifié avec un ratio de 1 :2, le mix d’enzyme de recombinaison est ajouté. La réaction
est faite a 50°C pendant 15min. Le produit de recombinaison est transformé dans les bactéries DH5a
ultracompétentes, ensemencé sur boite de pétri (LB agar, ampicilline 100ug.mL?). Les colonies
obtenues sont analysées et les plasmides séquencés pour vérifier la présence et l'intégrité du

promoteur inséré.

L'amplification des plasmides mutés en réalisée par transformation des bactéries
ultracompétentes XL10-gold (Stratagéne) avec le produit de digestion. Les bactéries sont mises en
contact avec du B-mercaptoéthanol a 4% (v/v) puis laissées incuber pendant 10min a 4°C. Le produit
de PCR a été ajouté a 4% (v/v), apreés incubation (30min, 4°C) afin que les sels d’ADN se forment a la
surface des bactéries, un choc thermique a été réalisé (42°C, 30s) permettant de faire rentrer I’ADN
dans les cellules, suivi d’'une incubation (2min, 4°C). Du milieu SOC a été ajouté aux bactéries
transformées qui ont ensuite été incubées a 37°C pendant 1H afin d’amorcer I'expression du géne de
résistance. Des boites de pétri (LB, 20% agar m/v, ampicilline 50ng.mL?) ont été ensemencées avec les

bactéries transformées et mises a 37°C sur une nuit afin de sélectionner les clones transformants.

b) Mutagénese dirigée

Des plasmides pCAGGS contenant différentes constructions de Numb (Full, PTB et PRR) nous
ont été généreusement donnés par le Dr K. Kaibuchi. Les constructions de Numb ont été sous-clonées
aux sites de restriction EcoR1-Sall du plasmide pFlag-CMV, contenant le promoteur d’expression
eucaryote CMV et le géne de résistance a I'ampicilline. Il a été nécessaire de réaliser une mutagénese
dirigée afin de mettre la séquence codante de Numb dans le méme cadre de lecture que la séquence
du Flag et insérer un codon stop a la fin de la séquence codante de PTB. Les amorces utilisées ont été
élaborées en utilisant le logiciel de Stratagene (Tableau 1) et synthétisées par la société Eurofins. Elles
sont complémentaires I'une de I'autre et contiennent la mutation en leur milieu afin que la perte
d’énergie due aux mésappariements soit compensée par la bonne hybridation de part et d’autre du

site a muter.
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Selon le kit Quick Change Il Site Directed Mutagenesis (Stratagéne) le plasmide pFlag-CMV,-
Numb est utilisé & une concentration de 170pg.uL?, les amorces a 170fmol.uL? selon les instructions
du kit. Les autres composants (dNTP, PfuUltra DNA polymerase, Quick sol reagent et tampon de
réaction 10X) ont été fournis. L'amplification de ’ADN s’est faite en 18 cycles chacun composé d’une
étape de dénaturation (95°C, 50s), d’une étape d’hybridation (60°C, 50s) et d’'une étape d’élongation
(68°C, 7min). Le produit de PCR a été soumis a une digestion enzymatique (Dpn1;0,17U.uL?,37°C, 1H)

pour éliminer le plasmide d’origine.

hes1

infusion forward ACCTGAGCTCGCTAGTTTAGATGTGTCGGTAACTCACATTCTTAC
infusion reverse TATCCTCGAGGCTAGGTGGCTACTTGGTGATCAGTAGCGCTGTTC
Heyl
infusion forward ACCTGAGCTCGCTAGCCATTCTTCTCCATTCATGCGGAC
infusion reverse TATCCTCGAGGCTAGACACTGATCCCGCTCACGCTTTGC

Tableau 1 : Amorces utilisées pour I'amplification des séquences promotrices des genes hes1 et
heyl. La séquence s’hybridant directement sur I’ADN génomique est indiquée en bleu et en
rouge la séquence servant a la recombinaison dans le plasmide pGL4-18 au site Nhel.

c) Amplification de plasmide

les bactéries transformées et mises a 37°C sur une nuit afin de sélectionner les clones
transformants. La purification de plasmides a été réalisée sur colonne échangeuse d’ions selon le
protocole établi par Macherey-Nagel (Kit Nucleobond plasmid DNA purification). Un clone bactérien
unique a été prélevé pour ensemencer une préculture de milieu LB (Luria-Bertani, Ampicilline
100pg.mL) mise & 37°C sur la nuit puis une culture ensemencée au 100%™ est incubée 16 h a 37°C.
Les bactéries ont été récoltées par centrifugation 10 min a 8000g. Le culot bactérien est resuspendu
dans le tampon RES, la lyse alcaline est réalisée (tampon LYS, 5min, température ambiante). La lyse est
stoppée par neutralisation (tampon RES) provoquant la précipitation des protéines et du chromosome
bactérien ainsi que la renaturation de I’ADN plasmidique. Le lysat filtré est passé sur une colonne
échangeuse d’anions qui retient 'ADN plasmidique. L’élution faite (tampon ELU), la solution d’ADN

obtenue est dosée par spectrophotométrie (mesure d’absorbance a 260nm).

La mutagénese dirigée a été vérifiée par séquengage du plasmide (Beckman Coulter Genomics,
England) et alignement des séquences obtenues avec la séquence théorique a I'aide du logiciel DS

Visualiser (Accelrys).
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2° Matériel cellulaire

Lignées cellulaires utilisées

La lignée cellulaire GL15 (décrite par bocchini et al., 1991) est une lignée dérivée de
glioblastome humain. Les cellules GL15 sont cultivées a 37° C, 5% CO, en DMEM, 1g.L'! glucose
(Dulbecco’s Modified Eagle Media ; Ref :21888 ;Invitrogen) 10% sérum de veoeux foetal (SVF)(v/v),
100ug/mL streptomycine. Les cellules sont trypsinées (trypsine+EDTA 0.25%) toutes les 72h et sont
réensemencées au 1/10°™ dans du milieu de culture neuf. Trois lignées cellulaires ont été générées a
partir de cellules GL15. Une lignée GL15 CRMP5 KD ayant intégré un plasmide codant un shRNA dirigé
contre ’ARNm de CRMPS5 pour inhiber I’expression de la protéine et deux lignées GL15 controles avec
le plasmide vide ou un plasmide contenant un shRNA non spécifique. Les plasmides portent la
séquence codante de la Red Fluorescent Protein (RFP) permettant le controle de la transfection. Ils
contiennent également la séquence codante d’une protéine de résistance a la puromycine. De ce fait
ces cellules sont cultivées en présence de puromycine (0.35ug/mL) afin de garder la pression de

sélection.

3° Transfection de cellules

Transfection d’acides nucléiques

Cette technique utilise la lipofectamine 2000 (Invitrogen) comme lipofectant contenant des
sous-unités amphiphiles qui peuvent former des micelles dans un environnement aqueux et piéger des
acides nucléiques. Les micelles ainsi formées fusionnent avec la membrane plasmique des cellules
vivantes et libere les acides nucléiques dans le cytoplasme. 50 000 cellules sont ensemencées sur des
lamelles de verre stérilisées (dans des plaques 12 puits) préalablement recouvertes de Poly-L-lysine
pendant 30 min a 37 C. Le lipofectant et ’ADN plasmidique sont dilués séparément dans un milieu sans
sérum (Opti-MEM, Invitrogen) dans des proportions 1:2 (ADN en pg ; lipofectamine en uL). Aprés 5
minutes d’incubation, ces solutions sont mélangées et laissées a température ambiante pendant 20
minutes. La solution contenant les complexes de transfection est ensuite mise en contact avec les
cellules adhérentes sans changement de milieu et incubé 6h a 37°C. L’ancien milieu de culture est

enlevé et les cellules sont cultivées dans un nouveau milieu standard de culture pour les cellules GL15.
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4° Analyse de I’expression et de la localisation de protéines ou ARNm

a) Lyse cellulaire et Western Blot

La technique de Western Blot permet I'analyse de protéines a partir d’un extrait cellulaire, par
séparation selon leur masse moléculaire par électrophorese. Les échantillons sont resuspendus dans
du Tampon de lyse [10mM Tris-Hcl pH 7.4 ; NP40 1% (v/v) ; DOC 0.5% (v/v) ; SDS 0.1% (m/v) ;
1mM PMSF inhibiteur de protéases a sérines ; cocktails d’inhibiteurs de protéases Complete EDTA Free
et Cocktail lll protéase inhibitor Roche; 2mM NaO4 (orthovanadate de sodium) ; 1mM DTT; 250
U/mL Benzonaze]. Les protéines (20ug du lysat cellulaire) contenues dans les échantillons a analyser
sont séparées selon leur masse moléculaire par SDS-PAGE. Deux marqueurs de poids moléculaires sont
déposés, un coloré (Prestained Protein ladder plus #06p-0211 lot 00069135/10-221 ; Euromedex) et
I'autre luminescent (Magicmark XP Western Protein Standard ; Invitrogen). Les échantillons sont
préparés dans un tampon Laemmli 2X (Tris base 0.125M a pH 6.8 ; SDS2% ;glycérol 20% ;bleu de
bromophénol 0.02% ; 10mM de DTT). Les protéines migrent dans le gel de concentration (acrylamide
5%) par |'utilisation de tampon de migration (Tris 0.025M pH8.3 ; Glycine 0.192M ; SDS 0.1% (m/v)) et
sous un courant de tension égale a 100 Volts jusqu’a ce que les protéines migrent au niveau de limite
des deux gels, puis a 200Volts pour la migration des protéines dans le gel de séparation. Les protéines
sont ensuite transférées sur une membrane de nitrocellulose (0.2um ; perkinElmer Life science, Boston,
MA) pendant 35 min a 500mA dans du tampon Transfert (Tris 25mM pH8.5 ; Glycine 192mM ; méthanol
20% (v/v)). Pour la caractérisation de ces protéines par immunomarquage, une saturation avec du Lait
a 5% (dilué dans du TBS-T ; 150mM NaCl, 20mM Tris ; 0.1%Tween20) pendant 1heure est faite afin
d’éliminer le plus possible tous les sites de fixation non spécifique des anticorps. Les membranes sont
incubées avec I'anticorps primaire spécifique 1 heure a température ambiante dans du Lait 5%- TBS-T.
3 ringage de 5 min avec du TBS-T permettent d’éliminer I'excédent d’anticorps fixé de maniere non
spécifique, suivi d’'une incubation pendant 1h a température ambiante avec I'anticorps secondaire
couplé a I'enzyme HRP (Horse RAdish Peroxidase) et dirigé contre 'anticorps primaire, dans du lait 5%

TBS-T. La révélation est faite par chimioluminescence (peroxydation du luminol, Milipore).

b) Fractionnement cellulaire

Le fractionnement cellulaire permet la séparation des protéines associées aux divers
compartiments cellulaires. Des cellules GL15 ou A172 ont été récoltées et les fractions cytosolique,

membranaire, nucléaire ou cytosquelette extraites selon le protocole du kit ProteoExtract Subcellular
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Proteome Extraction Kit (Calbiochem). L’analyse sur xénogreffe de glioblastome a été réalisée a partir

d’un échantillon cryopréservé. Les anticorps utilisés sont détaillés dans le tableau XXX.

c) Biotinylation de surface sur cellules transfectées

Dans le but d’analyser I'internalisation des récepteurs Notch en fonction de I'expression de
CRMPS5, des cellules GL15 ont été transfectées par un siRNA CRMP5 ou siRNA contréle. Aprés 3 jours,
les cellules sont incubées 30min sur glace puis rincées 2 fois avec du PBS froid (1mM MgCl,, 0,1mM
CaCly, 4°C). Les protéines membranaires sont biotinylées par incubation pendant 1 h a 4°C dans le
tampon 154mM NaCl, 10mM HEPES pH 7,6, 3mM KCI, ImM MgCl,, 0,1mM CaCl,, 10mM glucose et
0,8mM biotine. Les cellules sont rincées 2 fois avec PBS 100mM glycine puis avec du DMEM, 10% SVF
froid et incubées a 21°C durant les temps indiqués. Les protéines a la surface de la cellule sont
débiotinylées par incubation 2 fois 15min a 4°C dans le tampon 50mM glutathione
(extemporanément), 75mM NaCl, 75mM NaOH et1% SVF. Les molécules internalisées au cours de
I’'expérience sont biotinylées et peuvent étre purifiées sur des billes de Streptavidine. Les cellules sont
lysées avec 50mM HEPES pH 7,5, 150mM NaCl, 10% glycérol, 1,5mM MgCl,, 1% Triton X-100, Complete
protease inhibitor EDTA Free (Roche, 04 693 132 001), Protease Inhibitor Cocktail Set Ill, EDTA-Free
(Calbiochem : 539134) et Benzonase (250U.mL). 400ug de protéines totales sont incubées avec les
billes de Streptavidine dans le tampon de lyse, la nuit a 4°C. Les billes sont ensuite rincées 3 fois dans,
50mM HEPES pH 7,5, 150mM NaCl, 10% glycérol, 1,5mM CaCl2 et 1% NP40 puis dénaturées par la

chaleur en conditions réductrices et analysées par western blot.

5° Méthodes de détection d’interaction protéine-protéine

a) Co-immunoprécipitation

La co-immunoprécipitation est une méthode de détection d’interaction protéine-protéine. Elle
consiste a la précipitation, avec un anticorps spécifique, d’'une protéine cible dite «appat » puis la
détection des protéines dites « proies » ayant co-immunoprécipité, ceci permet de déterminer la
composition de complexes protéiques a partir de matériel biologique vivant comme des cellules ou

tissus.

Des cellules HEK préalablement transfectées et exprimant les protéines d’intérét sont lysées
dans le tampon d’immunoprécipitation (10mM Tris-HCl pH=7,4 ; 1% NP40 ; 0,1% SDS ; 0,5% DOC ; PBS)

avec PMSF 1mM, Complete protease inhibitor (Roche), Cocktail Ill protease inhibitor 1/400

238



(Calbiochem), Orthovanadate de sodium 2mM, Sodium fluoride 10mM, Sodium pyrophosphate 2mM,
Sodium B-glycérophosphate 2mM, 1mM DTT, Benzonase 250U.mL! (Merck) ajoutés
extemporanément. La lyse est effectuée 10min a 4°C puis la concentration en protéines totales des

échantillons est dosée par le kit BCA (Pierce).

Le lysat cellulaire (500ug) est incubé avec 5ug d’anticorps spécifique ou un anticorps contréle
non relevant mais provenant de la méme espéce et appartenant au méme isotype. Les solutions
préparées sont incubées a 4°C sur la nuit sous agitation douce pour permettre la complexation de

I'anticorps avec les protéines cibles.

Les billes protein G sepharose (GE healthcare) sont préparées selon le protocole du fabriquant,
brievement, 100pL de billes par condition sont prélevés et rincés a I'eau stérile, les billes sont ensuite
équilibrées dans le tampon d’'immunoprécipitation décrit précédemment. le surnageant des billes
éliminé, les solutions de lysat cellulaires avec anticorps sont ajoutées sur les billes puis mises a incuber
1H a 4°C, durant cette étape le fragment Fc de I’anticorps est retenu par la protéine G a la surface des
billes, les partenaires protéiques de la cible de I'anticorps sont donc également retenus a la surface de
billes. Plusieurs lavages sont effectués (6x5 min) avec le tampon d’immunoprécipitation puis les billes
sont resuspendues dans du tampon Laemmli avec DTT et chauffées a 95°C pendant 5min pour
dénaturer les protéines présentes avec les billes. L’analyse par western blot des échantillons permettra

de déterminer les partenaires présents au sein d’'un complexe protéique.

b) GST-Pull Down

Le GST-Pull down est une technique de détection d’interaction protéine-protéine in vitro. La
premiere étape consiste a la surproduction en systeme bactérien des protéines recombinantes

d’intérét fusionnées a la GST (Gluthation S transférase).

Les plasmides pGEX-6P-1 contenant les différents fragments de CRMP5 (Obtenus de Brot et
al., 2010) sont transformés dans les bactéries E. coli souche BL21 (DE3). Un clone unique est piqué
pour ensemencer une préculture (LB, 100ng.mL* ampicilline) mise a 37°C pendant 16H sous agitation.
Une culture (LB, 100ng.mL* ampicilline) est ensemmencée au 1/1000 a partir de la préculture puis
laissée a 37°C sous agitation jusqu’a atteindre une DOgoonm de 0,6. L'induction de la surproduction de
la protéine est faite a 400uM IPTG pendant 4H a 37°C sous agitation. La culture est centrifugée a 8000g

pendant 10min a 4°C puis le culot bactérien obtenu est conservé a -80°C.
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Le culot est resuspendu dans un tampon 20mM Tris-HCI pH=8.0, 20% glycérol, 0,1% Triton X-
100, 1mM PMSF, 1ImM DTT, Complete protease inhibitor EDTA Free (Roche), Protease Inhibitor
Cocktail Set Ill, EDTA-Free (Calbiochem), 1mg.mL? Lysozyme, 250U.mL* Benzonase puis lysé sur glace
par sonication (5 pulses de 7 secondes avec 1min de pause entre chaque pulse). Le lysat obtenu est
centrifugé a 12000g pendant 20min a 4°C pour éliminer les débris membranaires ; le surnageant est

récupéré, aliquoté et conservé a -80°C.

Il est nécessaire d’utiliser la méme quantité de protéines recombinantes dans chaque essai
pour pouvoir analyser I'intensité relative des bandes obtenues lors de I'analyse du GST-pull down par
western blot. L’activité enzymatique d’une solution est directement reliée a la concentration d’enzyme

dans cette solution pour une concentration de substrat saturante.

Selon I'équation de Michaelis-Menten, la vitesse de conjugaison enzymatique ne dépend que de la
concentration initiale en enzyme donc de la quantité d’enzyme (ici la Glutathion S transférase) dans la
solution. Le dosage des activités enzymatiques dans chaque lysat bactérien contenant les
constructions de CRMP5 fusionnées a la GST permettra de normaliser les essais de GST-pull down par
I'utilisation dans chaque essai de la méme activité enzymatique GST donc de la méme quantité de

protéine recombinante.

Le dosage de I'activité GST est fait selon le protocole Habig et al., 1974. La conjugaison du
glutathion réduit avec le 1-Chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB) est catalysée par la GST, le suivi de la

formation du produit de la réaction se fait par mesure de la DO340nm.

Un tampon phosphate 0.1M, pH=6.5 est utilisé pour la réaction et constitue le blanc de DO.
0.1mM de glutathion et de CDNB sont ajoutés et la DO suivie jusqu’a stabilisation, correspondant a la
vitesse de conjugaison non enzymatique. Le lysat bactérien est ajouté au 1/200 dans la solution de
réaction puis la DO suivie sur 180s. La mesure du coefficient directeur de la pente associée a la vitesse
initiale de la réaction enzymatique, donne la valeur d’activité enzymatique en ADO.s' dans
I’échantillon testé. Les valeurs obtenues entre les divers échantillons sont comparées et le GST-pull

down sera normalisé selon la valeur d’activité enzymatique la plus faible.

Les billes glutathion-sepharose (GE healthcare) sont préparées selon le protocole du
constructeur, brievement, 150puL de billes 20% éthanol par condition sont prélevés et transférés dans
un tube 1,5mL stérile. De I’éthanol pur est ajouté jusqu’a 50% final puis les billes centrifugées et le

surnageant éliminé. De I'eau stérile est ajoutée pour le ringage des billes, apres centrifugation et
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élimination du surnageant, les billes sont équilibrées dans le tampon de GST-pull down (20mM, tris-

HCl pH=7.4, 20% glycérol, 0.1% Triton X-100).

La méme quantité d’activité GST donc de protéines recombinantes issues des lysats bactériens
est ajoutée sur les billes équilibrées dans le tampon de GST-pull down puis laissées incuber 3h a 4°C
sous agitation douce pour permettre la I'adsorption des protéines recombinantes fusionnées GST sur
le glutathion a la surface des billes. Les billes sont rincées 6 fois 5 min a 4°C avec le tampon de GST pull
down pour éliminer les protéines d’origine bactérienne fixées de maniere non spécifique. 500ug de
protéines totales issues des lysats de cellules HEK transfectées sont mises a incuber, a 4°C sur la nuit
sous agitation douce, avec les billes glutathion sepharose adsorbées avec les protéines recombinantes
fusionnées GST. Pour éliminer les interactions non spécifiques, 6 lavages de 5 min a 4°C sont effectués
avec le tampon de GST pull down. Le surnageant éliminé, les billes sont resuspendues dans 100uL
tampon Laemmli (conditions réductrices) puis les protéines retenues sur les billes sont dénaturées par
la chaleur 5 min a 95°C. L’analyse par western blot permettra des déterminer les protéines retenues

par chaque construction et de conclure sur les interactions protéine-protéine étudiées.

c) Détermination d’'un domaine d’interaction protéique par puce a peptide

Des puces a peptides ont été générées par Intavis (Celluspot). Les peptides présents sur la puce
représentent la totalité de la séquence de CRMP5 par fragments de 15 résidus d’acides aminés avec

un décalage de 6 résidus entre chaque peptide.

Pour réaliser I'expérience, des cellules HEK ont été transfectées par le CRMP5-Flag et lysées
aprés 24 dans le tampon 10mM Tris-HCl, pH=7,4, 50mM NaCl, 10% glycérol et 0.1% Triton X-100 en
présence d’inhibiteurs de phosphatase de d’inhibiteurs de protéases. Les protéines ont été mises en
contact avec la puce, préalablement saturée par 5% BSA, TBS-T, pendant 3h a température ambiante
sous agitation douce puis la puce a été lavée 3 fois avec le tampon de lyse. La révélation a été faite de
la méme maniere qu’un western blot. Brievement, |’anticorps anti-Flag a été incubé pendant 1h a
température ambiante puis rincé et l'anticorps secondaire anti-souris ajouté pendant 1h a
température ambiante. La révélation a été faite par peroxidation du luminol (Millipore). Les intensités

de signal sur chaque peptides a été quantifiées sur Image J.
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6° Etude des fonctions cellulaires

Test de la prolifération de cellules transfectées

Cette technique utilise les propriétés du BdU (5Bromo-2’-deoxyuridine), nucléotide
synthétique analogue de la Thymidine, de s’incorporer a ’ADN nouvellement synthétisé dans les
cellules en cours de réplication (pendant la phase S du cycle cellulaire). Les différentes lignées sont
ensemencées sur des lamelles de verre stérilisées et incubées, 24h apres ensemencement, avec du
BrdU (25ug/mL) pendant 2h puis fixées. La fixation se fait avec du Paraformaldehyde 4% (dilué dans du
Tampon Phosphate 0.1M pH7.4) pendant 20min a température ambiante. Il est necessaire de
démasquer les échantillons pour exposer les sites antigéniques ou I'anticorps viendra se fixer. Cette
étape est faite avec de 'HCL 2N pendant 20min a température ambiante. L’acide est éliminé suivi d’'une
étape de neutralisation par un tampon de tetraborate de sodium a 0.1 M pendant 10 min a
température ambiante. Trois ringages au PBS de 5 min sont fait avant une étape de perméabilisation
avec du PBS-BSA1% (m/v) ; Triton-X100 0.3%(v/v) pendant 1h a température ambiante. L’anticorps
primaire anti BrdU est ensuite incubé dans du PBS, 1% BSA (m/v) pendant 1h a température ambiante.
Apres 3 Ringages de 5 min, |'anticorps secondaire couplé a un fluorochrome est ajouté, dans une
incubation d’1 h a I'abri de la lumiere a température ambiante. Ensuite le noyau est marqué avec du
4' 6'-diamidino-2-phénylindole (DAPI) (236270 ; Roche, 0.5ug/mL dans du PBS) qui se lie fortement aux
régions AT de I’ADN, pendant 10 min suivi de 3 ringages de 5 min au PBS. Les lamelles sont fixées dans
du fluoprep (Biomerieux) et I'observation se fait a I'aide d’un microscope Zeiss a EPI fluorescence. Le
rapport du nombre de cellules marquées au BrdU sur le nombre de cellules marquées au DAPI est un

indice de prolifération. 10 champs sont comptés par conditions.
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