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Implication de la protéine Rnd3/RhoE dans la physiologie et la carcinogenése
hépatiques

L'étude des mécanismes moléculaires de la carcinogenese hépatique a montré I'implication de Ia
RhoGTPase, Rnd3/RhoE. La protéine Rnd3 est sous-exprimée dans le carcinome hépatocellulaire et la
diminution de son expression engendre, in vitro, une augmentation de l'invasion des hépatocytes
tumoraux. Sur la base de ces travaux, ce projet de these s’est décomposé en deux axes. Le premier
axe a été d’étudier le réle de Rnd3 dans la carcinogenése ainsi que dans la physiologie hépatique in
vivo. Ce projet a débuté par la génération d’'un modele murin présentant un KO conditionnel et
hépato-spécifique de Rnd3 (KORnd3"®). L'utilisation de plusieurs stratégies s’est révélée nécessaire
pour obtenir une extinction protéique de Rnd3 dans la majorité des hépatocytes chez les souris KO.
Aprés hépatectomie des deux tiers, les premiers résultats montrent un retard de régénération
hépatique chez les souris KORnd3"®". En ce qui concerne la carcinogenése hépatique, nous avons mis
en place un modele de carcinogéne chimique en utilisant le diéthylnitrosamine et un modéle de
carcinogénése spontanée chez les animaux KORnd3"®. Le deuxiéme axe a porté sur I'étude des
invadosomes, structures d’actine impliquées dans linvasion cellulaire. Nous avons établi une
signature minimum pour les invadosomes, impliquant la GTPase Cdc42 et la protéine d’échafaudage
Tks5. Nos résultats suggerent également une implication de Rnd3 dans la fonction de dégradation
des invadosomes. Ce travail de thése a ainsi permis d’apporter de nouveaux outils et de nouvelles
pistes quant a I'implication de Rnd3 dans la physiopathologie hépatique et dans I'invasion cellulaire.

Mots clés : GTPase Rnd3/RhoE, souris, régénération hépatique, invasion, carcinome hépatocellulaire,
invadosomes

Role of Rnd3/RhoE in hepatic physiology and carcinogenesis

The study of the molecular mechanisms involved in hepatic carcinogenesis revealed the significant
down-regulation of the RhoGTPase Rnd3/RhoE in hepatocellular carcinoma as compared to non-
tumor liver. Rnd3 down-regulation provides an invasive advantage to tumor hepatocytes suggesting
that RND3 might represent a metastasis suppressor gene in hepatocellular carcinoma. This PhD work
was divided in two axes. We first studied the role of Rnd3 in the mouse liver using carcinogenesis and
liver regeneration protocols. We thus generated conditional and liver specific Rnd3 KO mice
(KORNd3"?). The first results obtained after partial hepatectomy suggest a delay in liver regeneration
for the KORnd3"®® mice. We also developed a carcinogenesis strategy in KORnd3"" mice using
diethylnitrosamine treatment. The second axis focused on invadosomes, which are actin-based
structures involved in cell invasion. We have determined a minimal and universal molecular signature
for functional invadosomes, which involves the RhoGTPase Cdc42 and the adaptor protein Tks5. We
also highlighted the role of Rnd3 in invadosome degradation. In conclusion, this work provides new
tools and new insights on Rnd3 function in hepatic physiopathology and cellular invasion.

Key words: Rnd3/RhoE GTPase; mice; liver regeneration; invasion; hepatocellular carcinoma;
invadosomes
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AVANT-PROPOS

La protéine Rnd3/RhoE est un GTPase atypique de la famille Rho qui est dépourvue d’activité
GTPasique et qui est maintenue en permanence dans une conformation active liée au GTP.
Sa fonction principale est de réguler le cytosquelette d’actine en induisant un
arrondissement des cellules et une réduction des fibres de stress grace a une diminution de
I’activation de la voie RhoA/ROCK. De par son rble dans la régulation du cytosquelette
d’actine, la protéine Rnd3 est impliquée dans la migration et I'invasion de nombreux types
cellulaires parmi lesquels les cellules tumorales. Elle est également impliquée dans la
régulation des processus de croissance cellulaire et d’apoptose. L'expression de la protéine
Rnd3 a été décrite comme dérégulée dans de nombreux cancers dont notamment le
carcinome hépatocellulaire auquel je me suis intéressée durant ma these.

Le carcinome hépatocellulaire (CHC) est le principal cancer primitif du foie. Ce cancer est
associé a un mauvais pronostic en raison d’un diagnostic tardif ainsi que de forts taux de
récurrence post-opératoire et de développement de métastases. De plus, il n’existe pas de
traitement thérapeutique efficace. La GTPase Rnd3 a été montrée comme sous-exprimée
dans le CHC, a la fois au niveau de I’ARNm et de la protéine. La dérégulation de son
expression est d’autant plus importante dans les CHCs de haut grade ainsi que dans les
tumeurs présentant des nodules satellites correspondant a des métastases hépatiques.
L'implication de la sous-expression de Rnd3 dans la migration et I'invasion tumorales a été
confirmée in vitro dans des lignées cellulaires de CHC. La protéine Rnd3 est également
impliquée dans la croissance des lignées d’hépatocytes tumoraux mais son role reste tres
dépendant de la lignée utilisée.

Sur la base de ces travaux, ma thése s’est articulée autour de deux axes. Le premier axe a été
d’étudier in vivo le r6le de Rnd3 d’une part dans la carcinogenese hépatique et I'invasion
tumorale, et d’autre part dans la physiologie hépatique. Pour cela, un modeéle murin
présentant un KO conditionnel et hépato-spécifique de Rnd3 (KORnd3"®") a été généré.

Le deuxieme axe a porté sur I'analyse des invadosomes qui sont des structures d’actine
protrusives impliquées dans l'invasion cellulaire. Nous avons tout d’abord cherché a
identifier la signature minimum de ces structures permettant a la fois leur formation et leur
fonction de dégradation de la matrice extracellulaire. Nous avons ensuite étudié le réle de
Rnd3 dans ces structures d’invasion.

Une synthese bibliographique est réalisée dans la premiere partie de ce manuscrit afin de
replacer le projet de these ainsi que I'analyse et I'implication des résultats obtenus dans leur
contexte scientifique. Cette introduction aborde les sujets de migration et d’invasion
tumorales, des GTPases de la famille Rho, du foie et du développement de carcinome
hépatocellulaire et s’intéresse plus particulierement a la protéine Rnd3 et a son implication
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dans le CHC qui a été le theme central de ce projet. Les protocoles utilisés dans les
expériences non publiées sont décrits dans la deuxieme partie de ce manuscrit. Les résultats
relatifs a I'implication de Rnd3 dans la physiologie et la carcinogenese hépatiques, ainsi que
ceux portant sur I'étude du role des GTPases Rho dans la formation et la fonction des
invadosomes sont ensuite présentés dans la troisieme partie et discutés en quatrieme
partie.
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CHAPITRE 1 - INTRODUCTION

I. Migration et invasion tumorales

La migration cellulaire est un mécanisme critique pour l'invasion tumorale et le
développement de métastases. Elle va notamment permettre aux cellules tumorales
d’entrer dans les vaisseaux sanguins et lymphatiques pour se disséminer dans la circulation
et former des métastases a distance de la tumeur primaire. Les mécanismes de migration
utilisés par les cellules tumorales sont tres proches de ceux utilisés par les cellules normales
lors de processus physiologiques comme la mise en place des tissus et des organes lors du
développement embryonnaire, la cicatrisation des tissus endommagés, I'angiogenese ou la
recherche et la destruction de pathogenes par les cellules immunitaires.

1. La migration en quatre étapes

Les principes de la migration cellulaire ont été bien décrits dans les cellules normales comme
les fibroblastes, les kératinocytes ou les myoblastes sur des surfaces planes (Abercrombie et
al.,, 1977 ; Lauffenburger et al., 1996). Dans ces conditions, la migration cellulaire résulte
d’un cycle continu de plusieurs étapes qui ont été décrites dans de nombreux types
cellulaires (Mitchison et al., 1996). La premiere étape débute par la polarisation de la cellule
et par la formation d’une protrusion membranaire au niveau du front de migration. Cette
extension de la membrane est induite par la polymérisation du cytosquelette d’actine et
dépend de l'activation des GTPases de la famille Rho. La deuxieme étape consiste en
I’établissement de liaisons appelées contacts focaux entre la protrusion membranaire et la
matrice extracellulaire (MEC) sous-jacente. La troisieme étape est la contraction de la cellule
grace a 'actomyosine qui va générer des forces de traction permettant a la cellule d’avancer
vers le front de migration. La derniére étape correspond au détachement et a la rétractation
de I'arriere de la cellule grace au désassemblage des adhésions focales (figure 1).
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Figure 1: La migration cellulaire se décompose en quatre étapes successives (Mattila et al.,
2008).

(a) La premiere étape de la migration débute par une polarisation de la cellule et par la formation
d’une protrusion membranaire au niveau du front de migration. Les protrusions membranaires
formées sont appelées des lamellipodes et des filopodes. (b) La deuxiéme étape consiste a établir
des contacts focaux entre la protrusion membranaire et la matrice extracellulaire sous-jacente. (c) La
troisieme étape est la contraction de la cellule grace a I'actomyosine qui va générer des forces de
traction permettant a la cellule d’avancer vers le front de migration. (d) La derniére étape
correspond au détachement et a la rétractation de I'arriere de la cellule grace au désassemblage des
adhésions focales.

Lors de la premiere étape, les protusions membranaires formées au niveau du front de
migration des cellules en cours de migration peuvent étre émises spontanément ou en
réponse a des facteurs de croissance et des chimiokines et sont appelées les lamellipodes et
les filopodes. Ces deux structures de morphologie différente, sont constituées d’actine
filamenteuse mais aussi de nombreuses protéines de structure et de signalisation qui
divergent entre les deux types de protusions.

- Les lamellipodes sont des protrusions plates constituées a leur base de longs

filaments d’actine qui vont progressivement se ramifier en se rapprochant du front de
migration. L’assemblage et la ramification de I'actine dépendent principalement du
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complexe Arp2/3, dont I'activité est sous le contréle de facteurs favorisant la nucléation de
I’actine tels que la neural wiskott-aldrich syndrome protein (N-WASP) ou Scar/WAVE qui
sont recrutés et activés au niveau de la membrane par les GTPases Racl et Cdc42 (Miki et
al., 1998 ; Tomasevic et al., 2007). L’expression de Arp2/3 et WAVE2 est d’ailleurs corrélée a
un mauvais pronostic et a une augmentation de l'invasion dans certains cancers, comme
c’est le cas dans les carcinomes colorectaux ou leur co-expression favorise le développement
de métastases au niveau du foie (lwaya et al., 2007). Les lamellipodes interagissent avec leur
environnement via différentes molécules d’adhérence, incluant les intégrines, les cadhérines
et CD44 qui est le récepteur de I'acide hyaluronique.

- Les filopodes sont de fines extensions membranaires constituées d’'un réseau de
fibres d’actine paralleles et trés serrées qui se forment a la base des lamellipodes. Elles
s’étendent au niveau du front de migration et permettent de détecter et d’assimiler des
signaux extracellulaires tels que des chimioattractants ou des nutriments libérés par les
vaisseaux sanguins. La formation des filopodes est basée sur un assemblage de filaments
d’actine non ramifiés qui est controlé par des protéines comme la fascine, les protéines
diaphanous et Ena/VASP régulées par les GTPases Rac et Cdc42. L'augmentation de
I’expression de la fascine est également corrélée a un mauvais pronostic dans de nombreux
types tumoraux comme les cancers pulmonaires ou mammaires (Pelosi et al., 2003;
Rodriguez-Pinilla et al., 2006). Il a de plus été récemment décrit que les filopodes peuvent se
transformer en lamellipodes en initiant une nucléation de 'actine ce qui montre que ces
deux types de protusions sont inter-convertibles (Mongiu et al., 2007).

Lors de la deuxieme étape, les adhésions focales permettent d’une part de fixer et de
stabiliser la protrusion membranaire au niveau de la MEC, et d’autre part de constituer un
point d’ancrage pour les forces contractiles médiées par I'actomyosine qui vont permettre
de déplacer le reste du corps cellulaire vers I'avant lors de I’étape suivante. Au fur et a
mesure du mouvement, ces contacts vont subir une maturation en complexes d’adhésion
plus stables et étendus qui sont appelés des contacts focaux. L'établissement des contacts
focaux entre la cellule et la MEC est médiée par des molécules d’adhésion, et notamment les
récepteurs transmembranaires de la famille des intégrines, qui vont étre engagées et
recrutées pour interagir avec des ligands de la MEC. Les intégrines se couplent au
cytosquelette d’actine grace a des protéines adaptatrices et initient la formation d’un
complexe focal qui va se développer pour former un contact focal. Selon le type cellulaire et
la MEC, I'assemblage des contacts focaux et la migration sont régulés par différentes
intégrines ou d’autres types de récepteurs.

Pendant le développement des contacts focaux, les filaments d’actine s’allongent et
s’assemblent grace a l'action de protéines comme l'alpha-actinine et la myosine II. Ces
réseaux branchés d’actine a la membrane plasmique sont appelés de I'actine corticale alors
qgue les cables d’actine cytoplasmiques sont appelés des fibres de stress. L’assemblage des
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fibres de stress et leur contraction sont induits par la voie RhoA/ROCK et sont contrélés par
la myosine Il alors que I'actine corticale est, elle régulée par MLCK (myosin light chain
kinase). Lors de la troisieme étape, la contraction de I'actomyosine provoque le
raccourcissement de la cellule nécessaire au déplacement des cellules.

Lors de la derniére étape, les adhésions cellule/matrice se détachent a I'arriére de la cellule
pour permettre I'élongation du front de migration. Apres le désassemblage des contacts
focaux, la partie arriere de la cellule contenant le corps cellulaire et le noyau glisse vers
I’avant. La vitesse de migration est limitée par le taux de renouvellement des évenements
d’adhésion et de dé-adhésion. La force des adhésions focales ne doit pas étre trop forte pour
favoriser la migration. Le désassemblage des adhésions focales a 'origine du détachement
de 'arriere de la cellule fait intervenir des protéines de régulation du cytosquelette d’actine,
de protéolyse, d’internalisation et de recyclage des intégrines.

Ces différentes étapes extrémement bien décrites in vitro sur des surfaces planes et qui ont
permis de définir les bases de la migration cellulaire, peuvent étre retrouvées in vivo.
Cependant, en fonction de leur origine, de leur environnement tridimensionnel et de leur
expression génique, les cellules tumorales peuvent adopter différents types de migration.

2. Les différents modes de migration des cellules tumorales

Il a été montré que les cellules tumorales peuvent adopter trois principaux modes de
migration dans un environnement en trois dimensions (Friedl et al., 2003 ; Sahai et al.,
2003). Elles peuvent se déplacer de maniere individuelle en utilisant un mode de migration
mésenchymal ou amiboide, ou migrer de maniére collective (figure 2) (Friedl et al., 2003).
Ces différents modes de migration se distinguent notamment par le maintien des jonctions
cellulaires dans la migration collective, la mise en place d’une activité protéolytique dans les
modes de migration mésenchymal et collectif et la capacité de déformation du corps
cellulaire dans la migration de type amiboide.
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Figure 2: Les cellules peuvent utiliser différents modes de migration en trois dimensions
(Friedl et al., 2003).

Les cellules peuvent se déplacer individuellement en utilisant un mode de migration mésenchymal
ou amiboide, ou alors migrer de facon collective. La migration mésenchymale est principalement
caractérisée par une sécrétion de métalloprotéases matricielles dégradant la matrice extracellulaire
afin de créer un espace de migration. La migration amiboide dépend notamment de la capacité de
déformation du corps des cellules grace a la contraction de I'actomyosine médiée par la voie
RhoA/ROCK. La migration collective est principalement caractérisée par le maintien des jonctions
cellulaires et par une augmentation de [I'activité des métalloprotéases afin de permettre
respectivement le déplacement des cellules en groupe et la dégradation polarisée de la matrice
extracellulaire. SCLC = carcinome du poumon a petites cellules.

2.1 La migration de type mésenchymateuse

La migration mésenchymale suit le processus de migration décrit ci-dessus avec une
cinquieme étape correspondant a la dégradation de la matrice extracellulaire adjacente pour
créer un espace de migration. Pour cela, les cellules sécretent des métalloprotéases
matricielles (MMPs) au niveau de structures d’adhésion spécialisées appelées des
invadosomes. Les cellules ont une morphologie proche des fibroblastes qui dépend de la
dynamique d’adhésion médiée par les intégrines et de la présence de différentes forces de
traction aux deux poéles de la cellule. L’activation des MMPs et de I'urokinase est nécessaire
pour le maintien du phénotype mésenchymateux et la migration. Le potentiel invasif de la
migration mésenchymale résulte principalement des contacts focaux et de la contractilité
médiée par I'actomyosine qui sont contrélés par Rho, ROCK et MLCK. Cette migration est
ainsi perturbée par l'inhibition des intégrines, des RhoGTPases ou de MLCK. En cas
d’inhibition de I'activité des MMPs, la migration mésenchymale peut évoluer en migration
amiboide. La migration mésenchymale est retrouvée dans des tumeurs comme les
fibrosarcomes, les gliomes et les cancers épithéliaux dédifférenciés.
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2.2 La migration de type amiboide

La migration amiboide correspond a un déplacement des cellules dans I’environnement
constitué de matrice extracellulaire et de fibres de collagene grace a des contorsions
médiées par un resserrement du corps cellulaire et une contraction de I'actomyosine
médiée par une forte activité de la voie de signalisation RhoA/ROCK. L’actine corticale
permet aux cellules d’interagir rapidement et faiblement avec la matrice ce qui permet
d’obtenir une migration plus rapide que le mode mésenchymateux. Les cellules, de
morphologie arrondie, sont tres déformables en raison de I'absence de contacts focaux et de
fibres de stress et ne sont pas capables de dégrader la MEC. Le mouvement amiboide a été
décrit dans les cellules d’'une amibe Dictyostelium discoideum et est utilisé par les leucocytes
ainsi que par certaines cellules tumorales comme les lymphomes ou les cancers du poumon
a petites cellules (Sahai et al., 2003).

2.3 La migration collective

La migration collective est impliqguée dans de nombreux processus physiologiques et
pathologiques comme la régénération des épithéliums, I'angiogenése ou I'invasion des tissus
par des cellules tumorales. Les cellules agrégées fonctionnent comme une unité
fonctionnelle avec I'assemblage des filaments d’actine corticale le long des jonctions
cellulaires. Une traction migratoire est générée pour les cellules localisées au niveau du front
de migration avec une activité des protusions membranaires, un engagement des intégrines
et une augmentation de l'activité de MT1-MMP et MMP2 conduisant a une dégradation
polarisée de la MEC. Ce type de migration nécessite de I'adhésion et de la communication
entre les cellules grace notamment a I'expression de connexines, de cadhérines et
d’immunoglobulines. Dans les cellules tumorales, il existe deux types de migration
collective : I'’émission de fines protusions cellulaires a partir de la tumeur primaire générant
de l'invasion locale ou le détachement de petits groupes de cellules pouvant pénétrer dans
les vaisseaux sanguins et lymphatiques.

La migration collective est principalement retrouvée dans les tumeurs tres différenciées
comme le cancer du sein lobulaire, le cancer de la prostate ou le cancer du poumon a
grandes cellules. Elle présente plusieurs avantages pour la migration des cellules tumorales
tels qu’une forte concentration de facteurs pro-migratoires et de protéases ainsi qu’une
protection des cellules internes contre le systeme immunitaire. De plus, les populations
clonales migrant collectivement sont hétérogénes ce qui permet de cumuler plusieurs
fonctions pro-tumorales au sein de I'unité fonctionnelle de migration comme par exemple
une augmentation des capacités invasives et une résistance a I'apoptose.

2.4 La plasticité de la migration des cellules tumorales
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La migration des cellules tumorales dépend de nombreux parametres parmi lesquels les
adhésions cellulaires, la force de traction médiée par I'actomyosine, I'adhésion a la MEC ou
encore la capacité de dégradation de cette matrice. La modification de ces parametres peut
entrainer un changement du mode de migration de ces cellules. Les cellules peuvent ainsi
passer d’'une migration individuelle de type mésenchymale a une migration de type
amiboide ou inversement grace respectivement a la transition mésenchymale-amiboide
(MAT) ou a la transition amiboide-mésenchymale (AMT). Les cellules peuvent aussi passer
d’'une migration collective a une migration individuelle grace a la transition collective-
amiboide (CAT). Des cellules épithéliales peuvent aussi acquérir les propriétés de
dégradation de la MEC et d’invasion caractéristiques du mode mésenchymal grace a la
transition épithélio-mésenchymateuse (EMT) (figure 3) (Friedl et al., 2003).
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Figure 3: La migration des cellules tumorales est caractérisée par une importante plasticité
permettant de changer de mode de migration (Friedl et al., 2003).

Les cellules tumorales peuvent changer de mode de migration et passer par exemple d’une migration
individuelle mésenchymale a une migration individuelle de type amiboide grace a la transition
mésenchymale-amiboide (MAT). Elles peuvent aussi passer d’une migration collective a une
migration individuelle grace a la transition collective-amiboide (CAT). Les cellules épithéliales
peuvent acquérir les propriétés de dégradation de la matrice extracellulaire et d’invasion du mode
de migration mésenchymal grace a la transition épithélio-mésenchymateuse (EMT).

La transition épithélio-mésenchymateuse (EMT) correspond a I'acquisition d’'un phénotype
mésenchymateux pro-migratoire par des cellules de phénotype épithéliales. Ce processus
est trés important dans I'invasion tumorale et le développement de métastases avec la
transition d’'une migration collective vers une migration individuelle. Elle est caractérisée par
une perte des jonctions intercellulaires avec une diminution de I'expression de la E-
cadhérine, une conservation de I'expression de protéines favorisant la migration comme les
intégrines ou les GTPases Rho, ainsi que par une perte de I'expression des cytokératines
épithéliales et une expression de la vimentine. L'EMT représente un exemple de plasticité
fonctionnelle et phénotypique qui apparait au cours de la progression tumorale.
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3. Les invadosomes, des structures dédiées a I’'invasion cellulaire

Les invadosomes sont des structures d’adhésion cellulaire dynamiques qui forment des
protusions au niveau basal des cellules afin de permettre a la fois une interaction de la
cellule avec la MEC et une dégradation de cette derniere. Ces structures ont été identifiées
pour la premiere fois dans des fibroblastes transformés par le virus du sarcome de Rous
(Chen et al., 1985 ; Tarone et al., 1985). Le terme « invadosomes » regroupe a la fois les
podosomes observés dans les cellules normales et les invadopodes présents dans les cellules
tumorales et les fibroblastes transformés. La formation des podosomes est inductible dans
les cellules endothéliales et les cellules musculaires lisses (Hai et al., 2002 ; Moreau et al.,
2003) ou constitutive comme par exemple dans les macrophages, les cellules dendritiques,
les neutrophiles et les ostéoclastes (Davies et al., 1977 ; Zambonin-Zallone et al., 1988 ;
Burns et al., 2001 ; Calle et al., 2006). Les invadopodes sont retrouvés dans de nombreux
types de cellules tumorales comme les cellules de mélanome, de cancer du sein ou de cancer
de la vessie ainsi que dans les fibroblastes transformés (Tarone et al., 1985 ; Monsky et al.,
1994 ; Lizarraga et al., 2009 ; Sutoh et al., 2010). Les invadosomes peuvent se présenter sous
différentes formes en fonction des types cellulaires et sont principalement organisés en
points, en agrégats ou en rosettes (figure 4) (Linder et al., 2011).
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Figure 4: Les invadosomes présentent différentes organisations structurales en fonction du
type cellulaire (adapté de Linder et al., 2011).

Les invadosomes regroupent a la fois les podosomes présents dans les cellules normales (a, b, cetd;
rouge) et les invadopodes retrouvés dans les fibroblastes transformés et les cellules cancéreuses (e
et f; violet). lls peuvent étre organisés en points, en agrégats ou en rosettes selon le contexte
cellulaire.
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Les invadosomes sont composés d’un coeur d’actine polymérisée qui est associé a des
protéines d’échafaudage (ex: cortactine, Tks4 et Tks5), a des protéines d’adhésion (ex:
taline, paxilline, vinculine) ainsi qu’a des récepteurs (ex : intégrines, CD44). Ces structures
sont dynamiques et sont régulées par de nombreuses protéines parmi lesquelles les
activateurs de la polymérisation N-WASP et Arp2/3, les kinases Src et les RhoGTPases RhoA
et Cdc42. Leur composition peut toutefois varier en fonction du type cellulaire dans lequel
ces structures se forment.

La fonction principale des invadosomes est de dégrader la MEC, et plus particulierement les
protéines de cette matrice telles que la fibronectine, le collagéne ou encore la laminine
(Kelly et al., 1994). Cette activité a tout d’abord été observée dans les fibroblastes
transformés (Chen et al., 1985 ; Monsky et al., 1993) avant d’étre visualisée dans d’autres
types cellulaires tels que les cellules cancéreuses (Nakahara et al., 1997), les ostéoclastes
(Sato et al., 1997 ; Delaissé et al., 2000) ou encore les cellules endothéliales (Osiak et al.,
2005 ; Tatin et al., 2006). Cette activité de dégradation peut étre observée in vitro en
déposant les cellules sur une matrice conjuguée a un composé fluorescent comme par
exemple la fluorescéine isothiocyanate (FITC) (figure 5).
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Figure 5: La fonction des podosomes et des invadopodes est visualisée in vitro par la
dégradation d’une matrice de gélatine fluorescente (Saltel et al., 2011).

La partie supérieure de la figure représente une cellule formant des invadosomes qui sont capables
de dégrader la matrice de gélatine conjuguée a la fluorescéine isothiocyanate (FITC) sur laquelle la
cellule repose. La partie inférieure contient des images de dégradation de la gélatine FITC, visualisées
par I'absence de marquage fluorescent, par les invadosomes formés dans différents types cellulaires.

L'activité de dégradation nécessite le recrutement de deux principaux types d’enzymes qui
sont les métalloprotéases matricielles (MMPs) et les sérines protéases. Les MMPs
impliquées dans la fonction des invadosomes sont notamment les gélatinases MMP-2 et
MMP-9 et la collagénase MT1-MMP (Monsky et al., 1993 ; Nakahara et al., 1997 ; Redondo-
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Munoz et al., 2006 ; Xiao et al., 2010). D’autres métalloprotéases de la famille ADAM,
ADAMS, ADAM12, ADAM15 et ADAM19, sont aussi recrutées au niveau des invadosomes
(Abram et al., 2003). Les sérines protéases impliquées comprennent essentiellement les
séprases qui sont impliquées dans la dégradation de la MEC et I'invasion cellulaire (Linder et
al., 2007). Seul le mécanisme impliqué dans le recrutement des MMPs au niveau des
invadosomes est connu. Ces derniéres sont recrutées grace au trafic de vésicules associé aux
microtubules qui vont s’ancrer et fusionner avec la membrane plasmique pour libérer les
MMPs (Poincloux et al., 2009 ; Linder et al., 2011).

La fonction principale des invadosomes dans la dégradation de la MEC suggere un role
majeur de ces structures dans l'invasion des cellules tumorales. Ils pourraient notamment
permettre de dégrader la membrane basale comme cela a été montré in vitro a partir de
cellules tumorales et in vivo chez C. elegans (Schoumacher et al., 2011 ; Kelley et al., 2014)
afin de permettre aux cellules tumorales d’envahir les tissus environnants.

En plus de ce réle dans la dégradation de la MEC et I'invasion cellulaire, les invadosomes
sont impliqués dans d’autres fonctions comme la détection de la rigidité de la matrice. En
effet, les podosomes ont été décrits comme des mécanosenseurs qui sont sensibles a la
rigidité du substrat et aux forces appliquées (Collin et al., 2008). Ce rble a également été
décrit dans les invadopodes dont la formation et I'activité de dégradation sont augmentées
par la rigidité de la matrice (Alexander et al., 2008). Ces structures pourraient aussi jouer un
réle dans l'adhésion cellulaire notamment grace a l'expression des intégrines et des
protéines d’adhérence comme la taline, la vinculine et la paxilline, ainsi que dans la
migration cellulaire (Linder et al., 2011). Les invadosomes peuvent aussi des rdles plus
inattendus comme par exemple dans la fusion directe de deux cellules. C’est le cas des
podosomes qui participent a la formation du pore lors de la fusion du myoblaste (Sung et
al., 2011).

L’étude des invadosomes in vivo est tres récente en raison de la difficulté a les observer dans
un organisme vivant et a les distinguer d’autres structures invasives comme les lamellipodes.
Leur réle a été mis en évidence in vivo pour la premiere fois en 2012 dans le modele du
poisson zebre (Seiler et al., 2012). Cette étude a permis de visualiser les invadopodes in vivo
et de montrer leur réle dans la dégradation de la MEC et I'invasion cellulaire d’un tissu in
vivo. Le rble des invadopodes a ensuite été confirmé en utilisant notamment la technique de
microscopie intravitale qui a permis de montrer l'implication de ces structures dans
I’extravasation des cellules tumorales et ainsi dans le développement de métastases (Leong
et al., 2014).
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Il. Les GTPases de la famille Rho

1. Les membres de la famille des GTPases Rho

La famille des protéines Rho (Ras homolog) est constituée de petites GTPases qui
appartiennent a la superfamille Ras (Madaule et al., 1985). Chez I'homme, cette famille
compte vingt-trois membres qui sont répartis en six sous-familles selon I’homologie de leur
séquence en acides aminés : Rho (RhoA/B/C), Rac (Rac1/2/3 et RhoG), Cdc42 (Cdc42, TCL,
TC10, Chp et Wrch1), Rnd (Rnd1/2/3), RhoBTB (RhoBTB1/2/3) et Miro (Miro1/2). Les trois
membres restants, RhoD/F/H, n’appartiennent a aucune sous-famille (figure 6).
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Figure 6: La famille des GTPases Rho (Grise et al., 2009).

Arbre phylogénétique basé sur les similarités de séquence entre les différents membres de la famille
Rho. Cette famille peut étre subdivisée en six sous-familles : Rho, Rac, Cdc42, Rnd, RhoBTB et Miro.

2. Le cycle et la régulation des GTPases Rho

La plupart des GTPases Rho cyclent entre un état actif lié au GTP et un état inactif lié au GDP.
Elles sont activées par les protéines RhoGEFs (guanine nucleotide exchange factors) qui vont
échanger le GDP pour du GTP en réponse a des signaux provenant en amont de facteurs de
croissance ou de I'engagement des intégrines. Quand les GTPases Rho sont liées au GTP,
elles vont interagir avec des effecteurs en aval pour induire un signal intracellulaire. A
I'inverse, ces protéines sont inactivées par les protéines RhoGAPs (GTPases activating
proteins) qui vont stimuler I'activité intrinséque des RhoGTPases, c’est a dire I’hydrolyse du
GTP en GDP (figure 7).

Les GTPases Rho sont aussi majoritairement régulées par les protéines RhoGDIs (guanine
nucleotide dissociation inhibitors) qui vont controler le trafic de ces protéines entre le
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cytoplasme et les membranes. En effet, les GTPases Rho sont modifiées au niveau post-
traductionnel par I'ajout d’'un groupement isoprényl sur le résidu cystéine d’'un motif CAAX
situé a leur extrémité C-terminale ce qui permet I'ancrage a la membrane plasmique
(Roberts et al., 2008). Les RhoGDls se fixent sur les GTPases inactives pour les extraire de la
membrane plasmique et les séquestrer dans le cytoplasme. Elles protegent alors ces
protéines d’une activation inappropriée en inhibant la dissociation du GDP, d’un mauvais
repliement et d’'une dégradation par le protéasome afin de maintenir un important réservoir
de GTPases inactives rapidement mobilisables (figure 7) (Garcia-Mata et al., 2011). Les
RhoGDIs peuvent par ailleurs aussi réguler I'activité des GTPases actives en inhibant
I"hydrolyse du GTP (Hart et al., 1992).

Membrane plasmique

Cytoplasme

Figure 7: La régulation des GTPases de la famille Rho (adapté de Fukata et al., 2001).

Les GTPases Rho oscillent entre une forme active liée au GTP et une forme inactive liée au GDP. Elles
sont activées par les RhoGEFs qui catalysent I'échange du GDP en GTP, et inactivées par les RhoGAPs
qui stimulent I'hydrolyse du GTP. Les GTPases Rho possedent un groupement isoprényl qui leur
permet de s’ancrer a la membrane plasmique. Les RhoGDlIs se fixent sur les GTPases liées au GDP
pour les extraire de la membrane plasmique et les stocker dans le cytoplasme.

Il existe cependant six membres atypiques de la famille Rho (Rnd1l, Rnd2, Rnd3, RhoH,
RhoBTB1 et RhoBTB2) qui ne sont pas capables de cycler et qui sont en permanence dans
une conformation active liée au GTP (Riou et al., 2010). Ces protéines présentent des
substitutions au niveau des acides aminés nécessaires a I’hydrolyse du GTP (par exemple,
G17S/A645/Q66S pour la protéine Rnd3) (Foster et al., 1996). Par conséquent, ces protéines
ne sont pas régulées de maniere classique par les GAPs et les GEFs, mais plut6t au niveau de
leur expression et de leur localisation. De plus, les protéines Rnd ne sont pas régulées par les
RhoGDls. Leur localisation est soit préférentiellement membranaire comme Rnd1l et Rnd3,
soit plutot cytoplasmique comme Rnd2.
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Les GTPases Rho sont aussi régulées par d’autres modifications post-traductionnelles qui
vont modifier leur activation, leur localisation, leur demi-vie ainsi que leurs fonctions. Ces
protéines peuvent étre phosphorylées par plusieurs kinases, comme c’est le cas pour RhoA,
ce qui favorise l'interaction avec les RhoGDlIs et le détachement de la membrane plasmique
conduisant par conséquent a une inactivation des GTPases (Lang et al., 1996). De plus, cette
phosphorylation protege les GTPases Rho de la dégradation par le protéasome ce qui
pourrait permettre de constituer un réservoir de GTPases actives rapidement disponibles en
I'absence de GEFs (Loirand et al., 2006). Il existe aussi des modifications post-
traductionnelles qui vont activer les GTPases Rho comme la déamidation, Ia
transglutamination ou encore la sérotonylation. L’activation de ces protéines reste
cependant transitoire car les GTPases Rho peuvent étre ubiquitinylées pour étre dégradées
par le protéasome (Doye et al., 2002).

3. Les fonctions des RhoGTPases

La fonction principale des RhoGTPases est le remodelage du cytosquelette d’actine. Les trois
principaux membres de cette famille, RhoA, Racl et Cdc42, jouent un role majeur dans cette
fonction en induisant notamment la formation de structures d’actine particulieres. La
GTPase RhoA est impliquée dans la formation des fibres de stress et des adhésions focales
notamment grace a I'assemblage des filaments d’actomyosine médié par une activation de
ROCK ou a la polymérisation de I'actine induite par la formine mDia (Ridley et al., 1992). La
protéine Racl permet la formation des lamellipodes et des replis membranaires qui sont
deux structures d’actine protrusives impliquées dans la migration cellulaire (Ridley et al.,
1992). L'activation de Racl a la membrane conduit a la formation d’un réseau branché
d’actine mis en place par la protéine WAVE/Scar et le complexe Arp2/3 permettant de
repousser la membrane plasmique vers I'avant pour générer ces deux types de protrusions.
La GTPase Cdc42 participe a la formation des filopodes qui sont de fines protrusions d’actine
impliquées notamment dans la migration et les jonctions intercellulaires (Nobes et al., 1995).
Ces structures sont constituées grace a la polymérisation de I'actine induite par I'activation
de plusieurs protéines dont N-WASP/Arp2/3, mDia2 et IRSp53 par Cdc42. Cette GTPase
participe aussi a la mise en place de la polarité dans les cellules en migration, et notamment
a la réorientation du centre organisateur des microtubules vers le front de migration grace a
son interaction avec les protéines Par3, Par6 et PKC atypique. Grace a ce role de régulateur
du cytosquelette d’actine, les RhoGTPases sont particulierement impliquées dans les
processus de migration et d’invasion cellulaire qui nécessitent une activation coordonnée
des différentes voies de signalisation induites par ces protéines.

Mais leurs fonctions ne se limitent pas a I'organisation structurale du cytosquelette. Les
RhoGTPases participent, avec les autres GTPases de la famille Ras, a de trés nombreux
processus cellulaires qui impliquent ou pas une réorganisation du cytosquelette d’actine.
C’est notamment le cas de la sécrétion et du transport vésiculaire, de la contraction
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cellulaire, de la phagocytose ainsi que de la dynamique des microtubules (Etienne-
Manneville, 2002 ; Jaffe et Hall, 2005). Les protéines Rho régulent également la signalisation
nucléaire et la transcription de certains genes. Enfin, les protéines Rac et Rho pourraient
jouer un r6le important dans la prolifération cellulaire et la transformation par I'oncogene
Ras.
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Rnd3

1. Identification et propriétés de Rnd3

La protéine Rnd3, également appelée RhoE, Rho8 ou ArhE, appartient a la sous-famille Rnd
des GTPases de la famille Rho. Cette sous-famille constituée de trois membres (Rnd1, Rnd2
et Rnd3) est apparue au cours de I'évolution dans les chordés (Boureux et al., 2007). La
protéine Rnd3 est le premier membre de la famille a avoir été identifié et ceci grace a sa
capacité d’interaction avec p190RhoGAP, une GAP de RhoA (Foster et al., 1996).

Comme décrit précédemment, les membres de la sous-famille Rnd sont des RhoGTPases
atypiques. En effet, Rnd3 n’est pas capable d’hydrolyser le GTP in vitro (figure 8A), et ceci
méme en présence de RhoGAPs. Dans les conditions expérimentales testées, RhoA hydrolyse
plus de 75% du GTP fixé alors qu’aucune hydrolyse du GTP n’est détectée avec Rnd3 (Foster
et al., 1996). De plus, cette caractéristique a été confirmée in vivo avec une association
constitutive de Rnd3 avec du GTP (figure 8B) (Foster et al., 1996).
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Figure 8: Rnd3 est incapable d'hydrolyser le GTP in vitro et est en permanence lié au GTP in
vivo (adapté de Foster et al., 1996).

A. Les protéines de fusion GST-RhoA et GST-Rnd3 ont été fixées sur des billes d'agarose couplées au
glutathion. Apreés la liaison du GTP marqué au phosphore 32 sur le phosphate alpha, les protéines ont
été incubées ou pas pendant 30 minutes a 37°C. Les nucléotides fixés ont ensuite été élués et
analysés par chromatographie sur couche mince et autoradiographie. La faible quantité de GDP
visible dans la condition RhoA au temps 0 reflete une faible hydrolyse du GTP qui a eu lieu a 4°C
avant l'incubation a 37°C. B. Les cellules COS ont été transfectées avec un vecteur d’expression
mammifére (Rc/CMV ; Invitrogen) contenant la séquence de RhoA ou de Rnd3 marquée avec une
étiquette HA, ou avec un vecteur vide. Aprés 24 heures, les cellules ont été incubées pendant 18
heures avec des phosphates inorganiques marqués au phosphore 32. Les extraits protéiques ont été
analysés par immunoprécipitation avec un anticorps ciblant I'étiquette HA. Les nucléotides fixés ont
ensuite été élués et analysés par chromatographie sur couche mince et autoradiographie. Des
échantillons de GTP et de GDP marqués au phosphore 32 (standards) ont aussi été utilisés pour
identifier la zone de migration de ces deux nucléotides.
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Ainsi, malgré son appartenance a la famille des GTPases Rho, la protéine Rnd3 est
dépourvue d’activité GTPasique et est maintenue en permanence dans une conformation
active liée au GTP. Cette caractéristique est due a la substitution de trois acides aminés a des
positions clés pour I’hydrolyse du GTP. En effet, les acides aminés en position 17, 64 et 66
sont tous remplacés par des sérines dans la séquence protéique de Rnd3 (Foster et al.,
1996). Le remplacement de ces trois acides aminés avec ceux normalement présents dans
les protéines Ras et Rho (Gly-17, Ala-64 et GIn-66) permet de restaurer I'activité GTPasique
de Rnd3 en induisant une hydrolyse du GTP plus importante que celle induite par RhoA dans
les mémes conditions (Foster et al., 1996). Le remplacement de seulement deux de ces
acides aminés, Ala-64 et GIn-66, permet a la protéine Rnd3 d’hydrolyser le GTP a un niveau
comparable a celui de RhoA. Cependant, le remplacement de ces acides aminés ne permet
pas de restaurer la sensibilité de Rnd3 a l'activité des RhoGAPs, ce qui suggere que cette
caractéristique dépend d’autres acides aminés. La substitution de ces trois acides aminés est
également retrouvée dans la protéine Ras mutée ce qui provoque aussi un défaut
d’hydrolyse du GTP et une résistance a I'action des GAPs (Colby et al., 1986 ; Trahey et al.,
1987 ; Feig et al., 1988). Ces mutations conférent un potentiel oncogénique a Ras qui reste
en permanence dans un état activé.

La cristallisation de la protéine Rnd3 a permis d’identifier les modifications structurales
responsables de |'absence d’activité GTPase et de la résistance a I'action des RhoGAPs
(Fiegen et al., 2002). Rnd3 est incapable d’hydrolyser le GTP en raison de la substitution de
guatre acides aminés (G17S, A18Q, A64S, Q66S) qui vont perturber la position et la
stabilisation de molécules d’eau autour du phosphate y du GTP. Elle est également
insensible a la régulation par les RhoGAPs a cause de I'absence de glutamine en position 66
et de 'encombrement stérique généré notamment par la substitution G17S qui empéchent
I’acces du résidu arginine des RhoGAPs (appelé « arginine finger ») au domaine catalytique
de Rnd3.

2. Localisation cellulaire

Contrairement aux RhoGTPases classiques qui possedent un motif CAAX a leur extrémité C-
terminale, la protéine Rnd3 contient la séquence CTVM (correspondant a un motif CXXM)
qui peut-étre modifiée post-traductionnellement par I'ajout d’un groupement farnésyl.
L’existence de cette modification post-traductionnelle a été démontrée in vivo pour Rnd3
(figure 9) (Foster et al., 1996).
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Figure 9: La protéine Rnd3 est farnésylée in vivo sur la séquence CTVM (adapté de Foster
et al., 1996).

Les cellules COS ont été transfectées avec un vecteur contenant la séquence de Rnd3 marquée avec
une étiquette HA. Dans cette expérience, trois version de Rnd3 ont été utilisées: une version
sauvage, une version mutée sur le dernier acide aminé du motif CXXM en C-terminal (CTVL) et une
version délétée du motif CXXM. Les cellules ont été incubées avec du mévalonate marqué au tritium
(*H) qui est un précurseur des groupements farnésyl et géranylgéranyl. Les extraits protéiques ont
été immunoprécipités avec un anticorps dirigé contre I'étiquette HA. Les groupements prényls
marqués au tritium ont été clivés avant d’analyser leur radioactivité par chromatographie en phase
liquide a haute performance et en phase inverse. Des groupements prényls contréles (farnésol and
géranylgéraniol), marqués par des fleches sur la figure, ont été ajoutés dans chaque échantillon afin
de permettre leur détection. Le groupement farnésyl est constitué de 15 carbones alors que le
groupement géranylgéranyl est composé de 20 carbones.

La farnésylation est également retrouvée dans d’autres GTPases comme les protéines Ras et
est nécessaire a leur localisation a la membrane plasmique (Glomset et al., 1994). De
maniere similaire, cette modification post-traductionnelle est indispensable a la localisation
de Rnd3 a la membrane plasmique dans de nombreuses lignées cellulaires comme les
cellules d’ostéosarcomes U20S, les fibroblastes NIH3T3, les cellules de carcinome
épidermoide A431, les cellules de cancers du sein Con8 ou encore les cellules rénales COS-7
(Foster et al., 1996 ; Katoh et al., 2002 ; Rubenstein et al., 2005 ; Roberts et al., 2008 ;
Hidalgo-Carcedo et al.,, 2011). En effet, la délétion du motif CXXM ou ['utilisation
d’inhibiteurs de farnésyl-transférase provoque la perte de la localisation membranaire de
Rnd3, ainsi qu’une accumulation de cette protéine dans le cytoplasme et le noyau des
cellules (Foster et al., 1996 ; Roberts et al., 2008).
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Cependant a l'inverse, la farnésylation de Rnd3 peut aussi étre associée a une localisation
cytoplasmique de la protéine. En effet, l'interaction stable des protéines 14-3-3 avec Rnd3
nécessite a la fois la farnésylation et la phosphorylation de la GTPase et conduit a son
extraction des membranes et a sa translocation dans le cytoplasme (Riou et al., 2013).

La présence d’une autre séquence appelée KERRA (Lys-Glu-Arg-Arg-Ala) est nécessaire a la
localisation de la protéine Rnd3 au niveau des radeaux lipidiques au sein de la membrane
plasmique dans les cellules COS-7 (Oinuma et al., 2012). Cette localisation de Rnd3 est
indépendante de ROCK et permet 'activation de p190RhoGAP.

Cependant, la localisation de la protéine Rnd3 n’est pas aussi simple et peut varier selon les
études. En effet, en plus d’'un marquage diffus dans le cytoplasme et d’une localisation a la
membrane plasmique, la localisation de la protéine Rnd3 a également été décrite au niveau
d’autres structures cellulaires. Par exemple, le marquage de Rnd3 est observé dans la région
péri-nucléaire et au niveau de structures vésiculaires qui correspondent au réseau trans-
golgien dans les cellules COS-7 (figure 10) (Riento et al., 2003). Il n'y a cependant pas de
colocalisation entre la protéine Rnd3 et les marqueurs des endosomes précoces et des
lysosomes.

Rnd3 TGN38 Merge

Figure 10: La protéine Rnd3 colocalise partiellement avec le réseau trans-golgien dans les
cellules COS-7 (adapté de Riento et al., 2003).

Les cellules COS-7 ont été marquées avec des anticorps dirigés contre Rnd3 (vert) et TGN38 (rouge)
qui est un marqueur du réseau trans-golgien. L’actine filamenteuse a été marquée avec de la
phalloidine-TRITC et est montrée en bleu sur ces images.

De maniere générale, les expériences de fractionnement cellulaire ont montré que la
protéine Rnd3 est majoritairement associée aux membranes (figure 11) (Foster et al., 1996 ;
Riento et al., 2003).
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o S— Rnd3 (27 kDa)

Figure 11: La protéine Rnd3 est majoritairement associée aux membranes (adapté de
Riento et al., 2003).

Les cellules Swiss 3T3 ont été lysées et fractionnées pour récupérer séparément les protéines liées
aux membranes et les protéines cytosoliques. Une extraction totale des protéines a aussi été réalisée
sur ces cellules. Les extraits protéiques ont été analysés par western blot en utilisant un anticorps
dirigé contre Rnd3.

3. Fonctions cellulaires de Rnd3

Les protéines Rnd sont impliquées dans de nombreux mécanismes parmi lesquels le contréle
de la dynamique du cytosquelette d’actine, la prolifération et la survie cellulaire.

3.1 Régulation du cytosquelette d’actine

La fonction la mieux décrite de la protéine Rnd3 est la régulation du cytosquelette d’actine.
Les premiers travaux sur la fonction de Rnd3 ont montré que son expression dans des
fibroblastes Swiss/3T3 provoque un arrondissement des cellules (« Rnd » vient du terme
« round ») et une réduction des fibres de stress (Nobes et al., 1998). Cet effet sur le
cytosquelette d’actine a été confirmé dans de nombreux types cellulaires dont les
macrophages et les cellules MDCK (Guasch et al., 1998 ; Chardin et al., 2006). Cet effet est
di a une diminution de I'activation de la GTPase RhoA grace a l'interaction de Rnd3 avec la
GAP p190RhoGAP qui va stimuler I’hydrolyse du GTP de RhoA (Wennerberg et al., 2003).
Dans le méme but, Rnd3 peut inhiber Syx (synectin-binding RhoA exchange factor) qui est
une GEF de RhoA afin de réduire I'activation de la GTPase (Goh et al., 2010). Rnd3 inhibe
aussi la phosphorylation d’autres substrats de ROCKI comme la myosine light chain
phosphatase ce qui empéche la contractilité de I'actomyosine médiée par ROCK et la
formation des fibres de stress (figure 12) (Riento et al., 2005). La liaison de Rnd3 avec ROCKI
n’est en revanche pas nécessaire pour inhiber la formation des fibres de stress (Komander et
al., 2008).
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Figure 12: Rnd3 peut inhiber la fonction de Rho A en activant p190RhoGAP ou en inhibant
Syx (adapté de Goh et al., 2010).

Rnd3 peut se lier a p190RhoGAP et I'activer, ou se lier a Syx et l'inhiber ce qui conduit a une
inactivation de la voie RhoA/ROCK et en aval la phosphorylation de la chaine Iégére de la myosine
(MLC-P) et la contractilité de I'actomyosine.

La diminution de la contractilité de I'actomyosine médiée par Rnd3 est tres importante pour
induire la relaxation des cellules musculaires. La protéine Rnd3 est par exemple surexprimée
dans le myometre a la moitié de la grossesse pour inhiber sa contractilité avant le terme de
la grossesse (Lartey et al., 2006 ; Cario-Toumaniantz et al., 2003).

Cependant, I'expression de Rnd3 ne provoque pas une inhibition de I'activité de RhoA dans
toutes les cellules. C’est le cas des neurones corticaux ou la plexine 2 interagit avec Rnd3 ce
qui blogue son interaction avec p190RhoGAP et recrute des RhoGEFs conduisant ainsi a
I’activation de RhoA par ces deux mécanismes (Azzarelli et al., 2014).

De par son role de régulateur du cytosquelette d’actine, la protéine Rnd3 est impliquée dans
la migration et I'invasion dans de nombreux types cellulaires. Elle joue un réle important
dans la migration neuronale, et notamment dans celle des neurones corticaux et de leurs
progéniteurs qui sont les cellules souches de la glie radiale en induisant respectivement une
inhibition de I'activité de RhoA ou une dépolymérisation des filaments d’actine (Pacary et al.,
2011 ; Pacary et al., 2013). La protéine Rnd3 est aussi nécessaire a la migration d’autres
cellules normales non neuronales comme les ostéoclastes (Georgess et al., 2014). Son
expression est dérégulée dans de nombreux cancers afin d’augmenter les capacités
migratoires et invasives des cellules tumorales, comme c’est le cas dans le glioblastome, le
cancer colorectal, le CHC ou encore le mélanome (publication n°1 en annexe).

3.2 Implication dans la croissance cellulaire

Plusieurs études ont montré que la protéine Rnd3 inhibe la croissance dans plusieurs types
cellulaires parmi lesquels les fibroblastes NIH3T3, les cellules de glioblastome U87 ou les
cellules de cancers de la prostate DU-145 (Villalonga et al., 2004 ; Bektic et al., 2005 ; Poch et
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al., 2007). Cet impact sur la croissance cellulaire semble indépendant de la voie de
signalisation RhoA/ROCK (Villalonga et al., 2004). L’augmentation de I'expression de Rnd3
induit principalement un blocage du cycle cellulaire en phase G1 méme si un arrét en phase
G2/M peut étre détecté dans certains cas. L’arrét en phase G1 est dd a une diminution de
I’expression de la cycline D1 qui permet de phosphoryler la protéine du rétinoblastome et
d’activer les facteurs de transcription E2F nécessaires a I’entrée en phase S (Villalonga et al.,
2004 ; Poch et al., 2007). La baisse d’expression de la cycline D1 est due a la protéine Rnd3
qui diminue la phosphorylation du régulateur de la traduction 4EBP1 provoquant ainsi une
réduction de la traduction d’ARNm avec une coiffe en 5° comme c’est le cas pour la cycline
D1 mais aussi pour c-Myc (figure 13) (Villalonga et al., 2009).

De maniéere intéressante, afin d’exercer son role de régulateur du cycle, I'expression de la
protéine Rnd3 est elle-méme régulée au cours du cycle cellulaire. Cette RhoGTPase atypique
s’accumule durant la phase G1 et est rapidement dégradée durant la transition G1/S pour
permettre la poursuite du cycle cellulaire (Lonjedo et al., 2013). Sa dégradation est réalisée
par le protéasome apres la surexpression de Skp2 qui est la sous-unité de reconnaissance du
substrat de 'ubiquitine ligase E3 et dont I'expression est régulée par Akt.

Signaux extracellulaires

GOG, |

4EBP1
mTOR 4EBP1
—
. PP2A T

Augmentation de la
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|
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Figure 13: Rnd3 régule la progression du cycle cellulaire (adapté de Riou et al., 2010).

En réponse a des signaux extracellulaires, la protéine kinase mTOR phosphoryle le régulateur de la
traduction 4EBP1 ce qui libére le facteur d’initiation de la traduction elF4E. Ce facteur reconnait la
coiffe en 5’ des ARNm et permet ainsi la traduction des génes nécessaires a la progression du cycle
cellulaire en phase G1, comme la cycline D1 et c-Myc. A l'inverse, la phosphatase PP2A
déphosphoryle 4EBP1 qui piege alors elFAE ce qui inhibe sa fonction de traduction. La protéine Rnd3
inhibe la progression du cycle cellulaire en réduisant la phosphorylation de 4EBP1.

Cependant, la protéine Rnd3 peut aussi jouer un role inverse et favoriser la croissance
cellulaire comme c’est le cas dans les lignées Hep3B et Huh7 de carcinome hépatocellulaire
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(Grise et al., 2012). Dans ce cas, les mécanismes moléculaires responsables n’ont pas encore
été élucidés.

3.3 Implication dans I'apoptose

Rnd3 peut également moduler la survie et l'induction de lI'apoptose dans les cellules.
Cependant, l'impact de cette protéine sur I'apoptose est tres dépendant de la lignée
cellulaire étudiée. Par exemple, la déplétion de Rnd3 augmente I'apoptose en réponse a des
agents génotoxiques ou a des rayons UVB (Boswell et al., 2007 ; Ongusaha et al., 2006). A
I'inverse, I'expression de Rnd3 provoque la mort cellulaire par apoptose dans les lignées
tumorales de glioblastome U87 et de cancers de la prostate DU-145 (Bektic et al., 2005 ;
Poch et al.,, 2007). Des mécanismes moléculaires communs ne sont pas identifiés pour
expliquer I'impact de Rnd3 sur I'apoptose dans ces différentes lignées. Selon les types
cellulaires étudiés, les mécanismes impliqués sont I'inhibition de facteurs pro-survie (Boswell
et al., 2007), l'inhibition de I'apoptose médiée par ROCK (Ongusaha et al., 2006), la
diminution de I'expression de protéines pro-apoptotiques comme Bax (Li et al., 2009). En
raison du réle de Rnd3 dans I'adhésion cellulaire médiée par les intégrines, I"'apoptose
pourrait aussi étre induite par anoikis dans certaines cellules (Riou et al., 2010).

4. Role de Rnd3 en physiopathologie

4.1 Modeles animaux

Le premier modele murin généré est un modeéle de knock-out (KO) constitutif de Rnd3
obtenu par la technique de « gene trapping » dans des cellules souches embryonnaires
(Lexicon Pharmaceuticals). Pour cela, le vecteur rétroviral utilisé contient notamment un site
accepteur d’épissage, le géne B-Géo résultant de la fusion entre le géne de la PB-
galactosidase et le gene de résistance a la néomycine, et un site de polyadénylation.
L’insertion de ce vecteur dans I'intron 2 du gene RND3 provoque un arrét de la transcription
de I’ARNm apreés le signal poly(A) aboutissant a la synthése d’une protéine Rnd3 tronquée
composée uniquement des deux premiers exons (Stanford et al., 2001).

Les souris Rnd3 KO homozygotes générées avec cette technique (Rnd3 gt/gt) présentent un

retard de croissance (figure 14) et une trés forte |étalité post-natale qui ne permet pas aux
animaux de survivre au-dela de 30 jours apres la naissance (Mocholi et al., 2011).
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Figure 14: Les souris Rnd3 KO homozygotes sont de plus petite taille que les souris
controles (Mocholi et al., 2011).

Des photos des souris Rnd3 KO homozygotes (gt/gt) et contrbles (+/+) sont prises au troisieme jour
(PD3) et au quinzieme jour (PD15) apres la naissance pour comparer leur taille. La position anormale
des pattes arriéres de la souris gt/gt est visible sur la photo prise au quinziéme jour post-natal.

Ces animaux sont aussi caractérisés par un développement anormal du systéme nerveux
avec de nombreuses altérations neuromusculaires conduisant a des déficits moteurs et
neurocomportementaux (Mocholi et al., 2011). Ces altérations s’expliquent notamment par
une diminution du nombre de neurones moteurs et de neurites ainsi que par une réduction
de la croissance des axones et un retard de polarisation neuronale (Mocholi et al., 2011 ;
Peris et al., 2012). Les premiers résultats obtenus montrent une implication de la voie de
signalisation RhoA/ROCK/LIMK/cofiline dans les altérations neuronales induites par la perte
de Rnd3 (Peris et al., 2012). En effet, I'extinction de Rnd3 induit une augmentation de
I'activation de RhoA et une augmentation de I’expression de ROCK-l qui ont pour
conséquence d’inhiber la croissance des neurites. L'utilisation d’un inhibiteur de ROCK
permet ainsi de compenser I'absence de Rnd3 en rétablissant le nombre et la longueur des
neurites observés dans les neurones controles. L'augmentation de I'expression de ROCK-I
dans les neurones Rnd3 KO augmente la phosphorylation de LIMK-1, LIMK-2 et par
conséquent de la cofiline ce qui stabilise les filaments d’actine et participe a la rétraction des
neurites. Par contre, il n'y a pas d’anomalie particuliere décrite au niveau des organes
internes, mis a part une réduction de leur poids et de leur taille proportionnelle au retard de
croissance des animaux.

Ce modele murin Rnd3 KO a également été utilisé dans deux autres études publiées
récemment (Ballester-Lurbe et al., 2014 ; Gomez et al., 2014). La premiére s’est intéressée
au role de la protéine Rnd3 dans le développement des cellules de la zone subventriculaire.
L’extinction de Rnd3 induit une augmentation de la prolifération et un défaut de migration
des cellules progénitrices de la zone subventriculaire (Ballester-Lurbe et al., 2014). Elle
perturbe aussi le bulbe olfactif en diminuant le nombre d’interneurones exprimant la
calbindine. La deuxiéme étude a évalué I'impact de Rnd3 dans le développement et la
fonction des gonades males. Les résultats obtenus montrent une diminution de la taille des
testicules, ainsi qu’une perturbation des tubules séminiferes qui présentent un diametre
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réduit et une paroi épithéliale plus fine et désorganisée chez les souris Rnd3 KO (Gomez et
al., 2014). La perte de Rnd3 a par ailleurs une conséquence fonctionnelle sur la physiologie
reproductive en diminuant la concentration en spermatozoides dans le sperme de ces
animaux.

Le deuxieme modele murin généré est aussi un KO constitutif de Rnd3 obtenu par la méme
technique de « gene trapping » dans des cellules souches embryonnaires (Texas Institute for
Genomic Medicine). Le vecteur contenant notamment une cassette d’expression lacZ et une
séquence IRES est également inséré dans I'intron 2 du gene RND3 pour induire la synthese
d’une protéine tronquée.

La premiere étude utilisant ce modele montre que les souris Rnd3 KO développent une
hydrocéphalie obstructive et une sténose de I'aqueduc du mésencéphale qui s’expliquent
notamment par une activation de la voie de signalisation Notch favorisant une croissance
aberrante des cellules épendymaires (Lin et al., 2013). La voie Notch est activée grace a
I’accumulation de la protéine NICD (Notch intracellular domain) qui ne peut plus interagir
avec Rnd3 lorsque cette protéine est éteinte ce qui la protege de la dégradation par le
protéasome.

Ce deuxieme modele murin Rnd3 KO a aussi été utilisé pour étudier le réle de Rnd3 dans les
cardiomyopathies. En effet, '’ARNm de RND3 est sous-exprimé chez les patients souffrant
d’insuffisance cardiaque terminale. Les souris Rnd3 KO hétérozygotes sont prédisposées a
un stress hémodynamique et développent des insuffisances cardiaques caractérisées par
une forte apoptose induite en partie par une hyperactivation de kinases Rho dont ROCKI
(Yue et al., 2014).

4.2 Implication de Rnd3 dans les cancers

Comme décrit ci-dessus, Rnd3 est impliquée dans les processus de croissance, de migration
et d’apoptose dont la dérégulation peut conduire a la carcinogenése. Elle a également été
décrite pour inhiber la transformation tumorale de fibroblastes transformés par les
oncogenes Ras et Raf (Villalonga et al., 2004). Plusieurs études ont permis de montrer que
I’expression de la protéine Rnd3 est dérégulée dans de nombreux cancers. Il n’y a pas de
consensus sur son niveau d’expression car Rnd3 peut étre surexprimée ou sous-exprimée
selon le contexte tumoral. Cependant, I'altération de son expression favorise toujours le
développement tumoral ce qui implique que Rnd3 peut jouer un réle pro ou anti-tumoral
selon les cancers. En plus de cette variabilité d’expression dans les tumeurs, les mécanismes
moléculaires impliqués dans la dérégulation de I'expression de Rnd3 sont également tres
différents selon le contexte tumoral. Par exemple, son expression peut étre altérée par des
micro-ARNs dans les cancers gastriques et colorectaux, ou alors par la voie de signalisation
mTOR ou Notchl respectivement dans les astrocytomes ou les carcinomes a cellules
squameuses. La dérégulation de I'expression de Rnd3 participe notamment a l'invasion
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tumorale et a la formation de métastases dans la majorité des cancers. Elle est également
souvent associée a un mauvais pronostic chez les patients. Rnd3 pourrait ainsi étre utilisé
comme un marqueur pronostic dans les cancers ou son niveau d’expression est dérégulé,
comme c’est déja le cas dans le cancer du poumon. Elle pourrait également constituée une
cible thérapeutique afin de diminuer I'agressivité et le développement métastatique des
tumeurs (publication n°1 en annexe).

5. Régulation de I’expression de Rnd3

Comme la protéine Rnd3 est une RhoGTPase atypique qui ne cycle pas entre un état inactif
lié au GDP et un état actif lié au GTP, son expression est régulée par d’autres mécanismes.
En effet, de nombreuses publications récentes décrivent des mécanismes de régulation de
Rnd3 aussi bien au niveau transcriptionnel, post-transcriptionnel que post-traductionnel.

5.1 Régulation transcriptionnelle de Rnd3

L’ARNm de RND3 est exprimé dans la majorité des tissus humains adultes et foetaux, méme
si son expression est particulierement faible dans le cerveau, le pancréas, le thymus, les
testicules et les leucocytes du sang périphérique (figure 15) (Nobes et al. 1998). Alors que
Rnd3 présente un profil d’expression faible et ubiquitaire, I'expression des deux autres
membres de la sous-famille Rnd est totalement différente. En effet, TARNm de RNDI1 est
majoritairement exprimé dans le cerveau et le foie alors que I’ARNm de RND2 est
principalement détecté dans les testicules (figure 15).
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Figure 15: ARNm de RND3 est exprimé de fagcon ubiquitaire dans la majorité des tissus
humains adultes et foetaux (Nobes et al., 1998).

Les ARNs polyadénylés extraits de différents tissus humains adultes et foetaux ont été analysés par
northern blot avec des sondes dirigées contre les ARNm des trois membres de la famille Rnd.
L'intensité des signaux obtenus avec les trois sondes est comparable. L’hybridation des mémes
membranes avec une sonde dirigée contre I’ARNm de I'actine a permis d’obtenir des signaux plus
intenses, avec des intensités comparables dans tous les tissus. L’expression de Rnd3 dans le cerveau,
le pancréas, le thymus, les testicules et les leucocytes du sang périphérique (Leu) a été détectée
seulement aprés une longue exposition.

La transcription de ’ARNm de RND3 est régulée par différents facteurs de transcription qui
sont tres variables selon le contexte cellulaire. Les facteurs identifiés sont par exemple p53,
NFkB, MIC-1 (macrophage inhibitory cytokine 1) qui appartient a la famille des facteurs de
croissance du TGF-B, mTOR, I'oncogéne B-Raf ou encore I'oestradiol (tableau 1).

On peut également constater qu’au sein d’'un méme type cellulaire, la transcription de RND3
peut étre régulée de maniere totalement opposée par I'expression de deux facteurs de
transcription différents. C'est le cas de NFkB qui augmente le niveau d’expression de ’ARNm
de RND3 dans les cellules de cancer de la prostate (Nadiminty et al.,, 2010), alors qu’a
I'inverse MIC-1 diminue sa transcription (Liu et al., 2003).

De plus, un méme facteur de transcription peut également faire varier de maniere
totalement opposée le niveau d’expression de I’ARNm de RND3 en fonction du type
cellulaire choisi. C’'est le cas d’une hormone, I'oestradiol, qui diminue la transcription de
RND3 dans les cellules de la prostate (Bektic et al., 2004) alors qu’elle augmente sa
transcription dans les cellules des muscles lisses (Shimomura et al., 2009).

Certains de ces facteurs de transcription peuvent étre induits par des stimuli externes

comme les agents de chimiothérapie ou les rayons ultra-violets qui induisent tous deux des
dommages au niveau de I’ADN. Suite a une exposition a des agents de chimiothérapies, le
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niveau d’expression de ’ARNm de RND3 est augmenté dans les cellules d’ostéosarcomes

grace a la fixation de p53 sur son promoteur et a I'activation de la transcription du gene

(Ongusaha et al., 2006). L'expression de Rnd3 médiée par p53 favorise la survie cellulaire en

inhibant en partie I'apoptose induite par ROCKI. Les dommages a I’ADN provoqués par

I’exposition des kératinocytes a des

rayons ultra-violets conduisent aussi

a une

augmentation de la transcription de RND3 mais sans que le facteur de transcription p53 soit

impliqué ce qui suggére un autre mécanisme de régulation (Boswell et al., 2007).

Facteur de Régulation Effet surla Contexte cellulaire Références
transcription | transcriptionnelle | transcription
directe ? de RND3
p53 Oui (cellules PC3, Activateur HepG2 (cellules de cancer | Zhuetal.,
Saos2 et U20S) du foie) 2014
SW480 (cellules de cancer
colorectal)
MKN4S5 (cellules de cancer
gastrique)
SPCA1 (cellules de cancer
du poumon)
PC3 (cellules de cancer de
la prostate)
Saos2 (cellules Ongusaha
d’ostéosarcome) et al., 2006
U20S (cellules
d’ostéosarcome)
AES Oui (cellules Hela) Activateur MDA-MB-231 (cellulesde | Xiaetal.,
cancer du sein) 2013
HepG2 (cellules de cancer
du foie)
Nanog Oui (cellules Répresseur Hela (cellules de cancer | Zhou et al.,
HEK293T) du col utérin) 2013
Ascll Oui (cellules P19) Activateur Cortex embryonnaire de | Pacary et
souris al., 2011
c/EBPO Oui Répresseur MEF (fibroblastes Wiejak et
embryonnaires murins) al., 2013
NFkB Non démontré Activateur LNCaP (cellules de cancer | Nadiminty
de la prostate) et al., 2010
CREB Oui Activateur Neurones de Lesiak et
I’hippocampe de souris al., 2013
MiIC-1 Non démontré Répresseur | DU-145 (cellules de cancer | Liuetal.,
de la prostate) 2003
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mTOR Non démontré Activateur Cellules dérivées de Tyburczy et
SEGA (astrocytomes sous- al., 2010
épendymaires a cellules
géantes)
HIF-1a Oui Activateur AGS (cellules de cancer Zhou et al.,
gastrique) 2011
FOXD3 Oui (cellules A375) | Répresseur WM793 (cellules de Katiyar et
cancer de la peau) al., 2011
Notch Oui Activateur Kératinocytes humains Zhu et al.,
primaires 2014
B-Raf Non démontré Activateur WM793 (cellules de Klein et al.,
cancer de la peau) 2008
WM115 (cellules de
cancer de la peau)
Mélanocytes de
I’épiderme humain
Oestradiol Non démontré Répresseur Cellules stromales Bektic et
humaines de la prostate al., 2004
Non démontré Activateur Cellules musculaires Shimomura
lisses de I'iléon de rat et al., 2009

Tableau 1: Présentation des facteurs de transcription régulant I'expression de I'ARNm de
RND3.

Ce tableau récapitule les facteurs de transcription décrits dans la littérature comme pouvant réguler
I’'expression de '’ARNm de RND3. Certains de ces facteurs ont été montrés comme interagissant
directement avec le promoteur de Rnd3 et peuvent jouer un réle d’activateur ou de répresseur de la
transcription de RND3.

5.2 Régulation post-transcriptionnelle de Rnd3

Le niveau d’expression de Rnd3 peut également étre régulé au niveau post-transcriptionnel,
et notamment par |'expression de micro-ARNs. En effet, 'TARNm de RND3 possede une
région 3’ non traduite tres longue de 1792 pb contenant des sites de fixation pour de
nombreux micro-ARNs qui sont prédits par les bases de données miRWalk et TargetScan.
C’est le cas de miR-200c qui pourrait réguler la quantité d’ARNm de RND3 dans les cellules
de cancer du sein (Hurteau et al., 2003), et de miR-17 dont I'effet a été validé dans les
cellules de cancer colorectal (Luo et al.,, 2012). Un autre micro-ARN, miR-128a, vient tres
récemment d’étre décrit dans les cellules de carcinome hépatocellulaire dans lesquelles il
diminue la quantité d’ARNm de RND3 en se fixant dans sa région 3’ non traduite et en
entrainant sa dégradation (Guo et al., 2014).

41



5.3 Régulation de Rnd3 au niveau protéique

L’expression de la protéine Rnd3 dépend de modifications post-traductionnelles, et en
particulier de la phosphorylation de la protéine par ROCKI et PKCa qui permet la
translocation de la protéine Rnd3 de la membrane plasmique dans le cytosol. Cette
modification post-traductionnelle protege Rnd3 de la dégradation par le protéasome ce qui
participe ainsi a la régulation de la demi-vie de la protéine dans les kératinocytes (Liebig et
al.,, 2009 ; Ryan et al., 2012). Cet effet a également été étudié dans la lignée COS-7 pour
laquelle le niveau d’expression de Rnd3 semble moduler lI'impact de ROCKI sur la
dégradation protéasomale de la GTPase. En effet, ROCKI augmente la demi-vie de Rnd3 dans
les cellules COS-7 surexprimant Rnd3 (Riento et al., 2005), alors qu’il favorise sa dégradation
par le protéasome dans les cellules COS-7 sauvages et les cellules HelLa exprimant peu la
protéine Rnd3 (Goh et al., 2012).

Le niveau d’expression de la protéine Rnd3 est aussi régulé par une autre modification post-
traductionnelle qui est I'ubiquitinylation. Cette modification est induite dans la région C-
terminale de la protéine, et notamment au niveau de la lysine 235, grace a I'interaction de la
protéine Rnd3 avec Skp2 qui est la sous-unité de reconnaissance du substrat de I"'ubiquitine
ligase E3 (Lonjedo et al.,, 2013). Cette ubiquitinylation conduit a une dégradation de la
protéine Rnd3 par le protéasome, et ainsi a une diminution de sa demi-vie.

De maniere plus surprenante, la protéine Rnd3 peut par ailleurs étre stabilisée par

I'interaction avec ses effecteurs comme Syx qui est une RhoGEF et p190 RhoGAP ce qui
augmente la demi-vie de la protéine (Goh et al., 2012).
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IV. Le foie

1. Présentation générale du foie
1.1 Anatomie du foie

Le foie, situé dans la partie supérieure droite de I'abdomen, est I'organe le plus volumineux
du corps humain. Il est entouré d’une couche de tissu conjonctif appelée capsule de Glisson
qui s’invagine dans le parenchyme hépatique permettant ainsi de déterminer les différents
lobes. Le foie humain est composé de deux lobes principaux (= les lobes droit et gauche)
séparés par le ligament falciforme, et de deux lobes accessoires (= les lobes caudé et carré)
séparés eux par le hile hépatique.

Le foie recoit a la fois le sang artériel oxygéné par l'artére hépatique (30% de la
vascularisation) et le sang de I'appareil digestif par la veine porte (70% de la vascularisation).
Ces deux voies se rejoignent au niveau du hile hépatique et se ramifient pour atteindre les
espaces portes. Le sang veineux est expulsé par les veines sus-hépatiques droite, médiane et
gauche qui se jettent dans la veine cave inférieure. En paralléle de ces réseaux sanguins, il
existe les voies biliaires qui drainent la bile du foie jusqu’a la vésicule biliaire ou I'intestin
gréle. La bile produite par le foie s’accumule dans les canaux hépatiques qui rejoignent le
canal hépatiqgue commun. Le canal cystique partant de la vésicule biliaire rejoint le canal
hépatique commun pour former le canal cholédoque aboutissant dans l'intestin gréle (figure
16).

veine cave inférieure aorte

lobe gauche
lobe droit

ligament falciforme

hile du foie

vésicule biliaire artére hépatique

canal cystique .
ystiq veine porte

canal hépatique aorte

canal cholédoque

Figure 16: L’organisation du foie (adapté de http://www.amfe.fr).

Schéma représentant une vue de face du foie avec les différents vaisseaux sanguins afférents et
efférents.

1.2 Cellules hépatiques

Le foie est constitué de plus de 15 types cellulaires différents regroupant a la fois les cellules
parenchymales, qui sont les hépatocytes, et les cellules non-parenchymales (Malarkey et al.,
2005).
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1.2.1 Les hépatocytes

Les hépatocytes, cellules majoritaires du foie, représentent 60% de la population cellulaire
du foie et 80% de son volume. Ces cellules sont de forme polyédrique et contiennent un ou
plusieurs noyaux arrondi(s). On compte environ 30 a 40% d’hépatocytes qui sont au
minimum binucléés dans un foie adulte humain (Gupta et al., 2000). Les hépatocytes sont
organisés en travées unicellulaires bordées de part et d’autre par des capillaires sinusoides
et remplissent la plupart des fonctions hépatiques.

Les hépatocytes sont des cellules épithéliales qui possedent une polarité particuliere avec la
présence de plusieurs pbles basolatéraux et apicaux. Les poéles basolatéraux sont bordés de
nombreuses microvillosités et permettent le contact avec les capillaires sinusoides par
I'intermédiaire de I'espace de Disse. Ils participent a 'absorption de substances transportées
par le sang et a la sécrétion de protéines plasmatiques. L’assemblage des poles apicaux des
différents hépatocytes constitue un réseau de canalicules biliaires scellé par des jonctions
serrées étanches afin d’éviter la fuite de la bile qui est déversée dans ces structures.

1.2.2 Les cellules non parenchymales

Les cellules hépatiques non parenchymales représentent 40% de la population cellulaire et
6,5% du volume du foie (Kmie¢ et al., 2001). Ces cellules sont principalement représentées
par les cellules endothéliales sinusoidales du foie, les cellules de Kupffer, les cellules étoilées,
les cellules de Pit et les cellules épithéliales biliaires.

Les cellules endothéliales sinusoidales du foie (LSECs) tapissent les capillaires sinusoides et
constituent la principale barriére entre le sang et les hépatocytes. Ces cellules endothéliales
sont caractérisées par la présence de structures dynamiques appelées fenétres et par
I'absence de lame basale. Les LSECs jouent un réle important de filtration grace a la
présence de ces fenétres qui permettent la diffusion de certaines substances entre les
compartiments sanguin et cellulaire. Ces cellules peuvent aussi transférer des substances par
endocytose ou transcytose (Braet et al., 2002).

Les cellules de Kupffer, localisées en bordure des capillaires sinusoides, sont les
macrophages résidents du foie. Elles participent a la réponse immunitaire innée en éliminant
les pathogenes circulants par phagocytose et en sécrétant des médiateurs de I'inflammation
pour recruter d’autres cellules immunitaires (Bouwens et al., 1992). Ces macrophages sont
également impliqués dans I'immunité acquise en participant a la présentation antigénique.

Les cellules étoilées du foie ou cellules d’lIto sont présentes dans I'espace de Disse séparant

les capillaires sinusoides des hépatocytes (Ito et al., 1952). Ces cellules sont caractérisées par
la présence de gouttelettes lipidiques dans leur cytoplasme. Elles interviennent dans le
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stockage de la vitamine A, la synthése des composants de la matrice extracellulaire et la
dégradation de cette matrice, ainsi que dans la régulation de la vasomotricité des sinusoides.
Les cellules étoilées peuvent aussi se transformer en myofibroblastes en réponse a des
lésions hépatiques chroniques et participer au développement de la fibrose hépatique
(Hautekeete et al., 1997).

Les cellules de Pit sont des grands lymphocytes granulaires spécifiques du foie qui sont
présents dans la lumiere des capillaires sinusoides. Elles possedent une activité cytotoxique
de type natural killer qui leur permet de détruire les cellules tumorales (Wisse et al., 1997).

Le foie est également composé de cellules épithéliales biliaires (BECs) ou cholangiocytes qui
constituent un réseau de conduits biliaires. Ces cellules modifient et concentrent la bile
produite par les hépatocytes en sécrétant de I'eau, des électrolytes et des
immunoglobulines IgA et en absorbant des fluides, des électrolytes, des acides aminés, du
glucose et des acides biliaires (Strazzabosco et al., 1997).

2. Physiologie du foie
2.1 Description des lobules et acini hépatiques

Le foie peut étre subdivisé selon deux critéres différents: un critere anatomique plus
classique définissant le lobule hépatique comme unité de base, et un critere fonctionnel
décrivant I'acinus hépatique comme élément de base.

Le lobule hépatique est constitué d’'un ensemble d’hépatocytes centré autour d’une veine
centrolobulaire et limité en périphérie par une ligne imaginaire joignant 4 a 6 espaces portes
voisins (Kiernan et al., 1833) (figure 17A et B). Les hépatocytes sont organisés en travées
disposées de fagon radiaire autour de la veine centrolobulaire. Ces travées sont bordées de
chaque c6té par des capillaires sinusoides qui vascularisent le lobule et se jettent dans la
veine centrolobulaire. Les espaces portes comportent une branche de la veine porte, une
branche de I'artére hépatique et un canal biliaire auxquels sont associés quelques vaisseaux
lymphatiques. Le sang circule de I'espace porte vers la veine centrolobulaire, alors que la bile
progresse en sens inverse pour rejoindre le canal biliaire de chaque espace porte.

Cependant, cette subdivision anatomique présente un inconvénient d’'un point de vue
physiologique car le lobule hépatique est vascularisé par de nombreuses branches artérielles
et veineuses provenant de plusieurs espaces portes. De méme, les conduits biliaires d’un
lobule rejoignent tous les espaces portes qui le composent. Le lobule hépatique résulte ainsi
de I'assemblage de plusieurs unités ce qui ne reflete pas I'unité fonctionnelle du foie.

La subdivision du foie en acini hépatiques a été proposée par Rappaport en se basant sur
I’architecture vasculaire du foie dont dépend sa fonction (Rappaport et al., 1958). L’acinus
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hépatique correspond a la portion de foie vascularisée par les branches terminales
artérielles et veineuses présentes entre deux espaces portes (figure 17B). La bile d’'un acinus
est drainée jusqu’aux deux espaces portes qui le délimitent. Dans cet espace, deux zones
fonctionnelles peuvent étre facilement identifiables grace a des reperes anatomiques. La
zone centrale de l'acinus correspond a la zone périportale centrée autour des espaces
portes, alors que la périphérie de cette zone correspond a la zone périveineuse proche des
veines centrolobulaires.

A
Hepatic sinusoid
Hepatocyte
Interlobular vein
Interlobular artery
Central vein
B Portal lobule Hepatic acinus

Portal triad ——e %

Hepatic lobule

Figure 17: Le lobule et I'acinus hépatiques (http://fblt.cz/en).

A. Schéma représentant en détail I'organisation d’un lobule hépatique. Cette unité est composée de
travées hépatocytaires centrées autour d’une veine centrolobulaire et délimitées en périphérie par
plusieurs espaces portes. B. Schéma représentant la différence entre un lobule hépatique (= unité
anatomique du foie) en gris, et un acinus hépatique (= unité fonctionnelle du foie) en orange.
L’acinus hépatique est délimité par la vascularisation des branches terminales artérielles et veineuses
présentes entre deux espaces portes.

2.2 Zonation métabolique du foie

Le concept de zonation métabolique du foie repose sur le fait que tous les hépatocytes ne
présentent pas les mémes caractéristiques morphologiques et fonctionnelles en fonction de
leur position le long de I'axe porto-central du foie (Sasse et al., 1975). Les hépatocytes
entourant les espaces portes, en contact avec le sang afférent, sont appelés les hépatocytes
périportaux. Les hépatocytes proches de la veine centrolobulaire et ainsi du sang efférent
sont appelés les hépatocytes périveineux. Cependant, toutes les fonctions hépatiques ne
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sont pas zonées. C'est le cas de nombreuses protéines sériques comme la transthyrétine et
la transferrine qui sont synthétisées par tous les hépatocytes.

Les différences morphologiques observées entre les différents hépatocytes sont minimes et
portent essentiellement sur une activité mitochondriale plus importante, avec des
mitochondries moins nombreuses mais plus volumineuses, dans la zone périportale que
dans la zone périveineuse.

Certaines fonctions métaboliques du foie sont zonées avec une distribution homogene au
sein d’'un compartiment cellulaire spécifique ou en gradients le long de I'axe porto-central.
Les fonctions métaboliques peuvent étre opposées ou complémentaires entre deux
compartiments cellulaires afin de maintenir I’homéostasie hépatique. La zone périportale est
spécialisée dans le métabolisme oxydatif, la néoglucogenése, le catabolisme des acides gras
et des acides aminés, la syntheése de cholestérol et la synthése d’urée a partir d’ammoniac.
La zone périveineuse assure préférentiellement la glycolyse, la synthese des acides gras et la
cétogenese. Elle est également responsable de la synthése de glutamine a partir
d’ammoniac et de la plupart des étapes de transformation des médicaments et
xénobiotiques. En effet, c’est dans cette zone que prédominent les activités de la plupart des
cytochromes et des enzymes de détoxification (Jungermann, 1986). La synthese des
protéines plasmatiques est aussi une fonction métabolique zonée dans le foie. Méme si tous
les hépatocytes sont capables de synthétiser I'ensemble des protéines plasmatiques, il existe
un gradient de concentration de ces protéines. Pour la majorité de ces protéines, la synthése
est plus importante dans la zone périportale. C'est notamment le cas de I'albumine et du
fibrinogene. A l'inverse, d’autres protéines plasmatiques comme I'alpha-foetoprotéine et
I’alpha-1-antitrypsine présentent des concentrations plus élevées dans la zone périveineuse.
C'est également la région périveineuse qui contient les plus fortes activités des enzymes
impliquées dans le métabolisme de [l'alcool, comme [l'alcool-déshydrogénase et
I'acétaldéhyde-déshydrogénase.

La zonation métabolique du foie est un processus tres complexe dont les mécanismes de
régulation ne sont pas encore bien compris. L’existence d’un microenvironnement sanguin
différent entre les hépatocytes périportaux et périveineux pourrait expliquer la zonation de
certaines fonctions hépatiques. En effet, étant donné que le sang circule des espaces portes
vers les veines centrolobulaires, tous les hépatocytes ne sont pas en contact avec les mémes
concentrations en oxygene, hormones, médicaments et métabolites. Le principal mécanisme
de régulation de la zonation du foie reste toutefois I'expression différentielle de genes
codant pour les enzymes responsables des différentes fonctions hépatiques entre les zones
périportale et périveineuse. Cette régulation peut s’exercer au niveau transcriptionnel ou
post-transcriptionnel et induit ainsi I'expression d’ARNm spécifiques dans les hépatocytes
périportaux ou périveineux (Braeuning et al., 2006).

47



D’apreés plusieurs études, la voie de signalisation Wnt/B-caténine est un régulateur majeur
de la zonation du foie. Son implication dans la zonation du foie a été mise en évidence par
I’expression d’un profil transcriptomique proche du métabolisme périveineux dans les
tumeurs présentant une activation de la B-caténine (Hailfinger et al., 2006). Elle a ensuite
été confirmée par I'établissement de gradient d’expression de la B-caténine activée dans les
hépatocytes périveineux et du régulateur négatif Apc dans les hépatocytes périportaux de
souris adultes sauvages (figure 18A) (Benhamouche et al., 2006). La génération de souris
présentant une extinction d’Apc spécifiquement dans le foie est caractérisée par une
activation de la B-caténine qui induit I'expression des genes périveineux dans tout le lobule
hépatique et réprime I'expression des génes périportaux (figure 18B). A linverse,
I’expression de Dkk1 qui est un inhibiteur de Wnt ou I'inactivation des genes régulés par la -
caténine induit la mise en place du programme génétique périportal et I'extinction des
génes périveineux dans les lobules hépatiques murins (figure 18B) (Benhamouche et al.,
2006 ; Sekine et al., 2006). Apc est ainsi également impliqué dans la zonation du foie en
régulant négativement la voie de signalisation de la B-caténine. La B-caténine contrdle de
nombreuses fonctions hépatiques zonées comme le cycle de 'urée, la synthése de glutamine
ou encore le métabolisme de I'ammonium, des xénobiotiques ou du glucose (Benhamouche
et al., 2006; Sekine et al., 2006; Chafey et al., 2009). D’autres facteurs pourraient
également étre impliqués dans la régulation de la zonation du foie comme le facteur de
croissance HGF via l'activation de la voie de signalisation Ras, ou la voie de signalisation
Hedgehog (Braeuning et al., 2007 ; Matz-Soja et al., 2013 ; Gebhardt et al., 2014).
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Figure 18: La voie de signalisation Wnt/B-caténine régule la zonation du foie (Colnot et al.,
2011).

A. Schéma représentant la zonation des hépatocytes le long de I'axe porto-central du foie. Les
hépatocytes périportaux (PP) expriment fortement Apc, alors que les hépatocytes périveineux (PV)
accumulent la B-caténine active non phosphorylée. B. Schéma représentant les différents modeles
murins d’inactivation de la B-caténine ou d’Apc ainsi que leurs conséquences sur la zonation
hépatique.
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3. Fonctions du foie

Le foie participe a de nombreuses fonctions essentielles dans I'organisme comme le
métabolisme des glucides, des lipides et des protéines. En effet, il transforme les glucides en
glycogenes qui sont stockés dans le foie et libérés sous forme de glucose selon les besoins de
I’organisme. Les lipides sont transformés en triglycérides et également stockés dans le foie.
Les protéines et acides aminés issus de la digestion sont eux utilisés par le foie pour
synthétiser essentiellement la majorité des protéines sanguines comme I'albumine, les
globines et les facteurs de coagulation. Les vitamines et les minéraux (= fer et cuivre) issus
de 'alimentation sont également stockés dans cet organe. Le foie participe par ailleurs a la
fonction immunitaire de I'organisme. Il est impliqué d’'une part dans I'immunité innée via
notamment le réle de barriére des cellules endothéliales sinusoidales du foie, I'action des
cellules de Kupffer et des lymphocytes NK ainsi que la synthése de la majorité des protéines
du complément. Il intervient d’autre part dans I'immunité acquise avec l'activité spécifique
des lymphocytes T et B hépatiques. Le foie joue un autre réle important dans la
détoxification du sang en dégradant les substances toxiques issues de I'organisme (ex :
I’'ammoniac ou ’hémoglobine) ou ingérées (ex : I'alcool ou les médicaments). Il intervient
aussi dans la synthese et la sécrétion de la bile qui est acheminée et concentrée dans la
vésicule biliaire. La bile se compose principalement de sels biliaires, de cholestérol, de
bilirubine, d'électrolytes et d'eau. Elle est impliquée dans le transport des déchets
liposolubles et dans la digestion des graisses au niveau de l'intestin gréle.

4. Capacité de régénération du foie

Le foie est le seul organe qui est capable de se régénérer, c’est a dire de restaurer a la fois sa
masse originale et ses fonctions, suite a des lésions ou a une résection partielle. Aprés une
hépatectomie partielle, les lobes hépatiques restants vont tout d’abord s’hypertrophier pour
restaurer la masse initiale et ensuite se diviser pour synthétiser les différentes populations
cellulaires du foie. La capacité de régénération du foie est un processus quasiment illimité.
Chez ’lhomme, elle permet de restaurer la fonction hépatique en 2 a 3 semaines, et la masse
initiale du foie entre 3 a 6 mois aprés une hépatectomie partielle (Gove et al.,, 1991;
Nagasue et al., 1987).

La capacité de régénération du foie a été découverte en 1931 par Higgins et Anderson chez
le rat apres une hépatectomie des deux tiers (Higgins et al., 1931). Ce modéle est
aujourd’hui tres utilisé pour étudier la régénération hépatique dans les modeles murins. De
plus, la résection des deux tiers du foie est facilement réalisable en excisant les lobes
latéraux et médians chez les animaux.

A I’état normal, les hépatocytes sont quiescents et se divisent treés rarement. On compte en

effet 0,1% de mitose dans un foie adulte (Diehl et al., 1996). Suite a des |ésions du foie ou a
une résection partielle, le processus de régénération hépatique est mis en place. Il se
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déroule en trois principales étapes qui comprennent une phase d’initiation permettant de
préparer les hépatocytes pour la réplication, une phase de prolifération et une phase de
terminaison. Durant la phase de prolifération, les hépatocytes synthétisés doivent étre
réorganisés en lobules hépatiques par les cellules non parenchymales ce qui pourrait
constituer une quatrieme phase de remodelage dans le processus de régénération.

La phase d’initiation de la régénération consiste a faire entrer les hépatocytes normalement
qguiescents en phase G1 du cycle cellulaire et a les rendre sensibles aux facteurs de
croissance pour la suite de la réplication. L'expression de plus d’une centaine de genes est
induite des les premiéres minutes apres I’hépatectomie et jusqu’a quelques heures apres.
Par conséquent, la dérégulation d’un seul de ces genes peut induire un retard dans le
processus de régénération hépatique (Latasa et al., 2007 ; Li et al., 2009). La phase
d’initiation est activée par la libération de cytokines comme l'interleukine 6 et le TNFa par
les cellules non parenchymales. Le TNFa induit I'activation de NFkB dans les cellules de
Kupffer ce qui augmente la sécrétion d’interleukine 6 et conduit a I'activation de STAT3 dans
les hépatocytes. L’activation de ce facteur de transcription conduit a la transcription des
genes précoces de l'initiation comme c-fos, c-myc et c-jun qui vont permettre la transition
G0/G1 dans les hépatocytes. Les génes tardifs de I'initiation sont exprimés quelques heures
apres I'hépatectomie et sont composés principalement de p53, mdm2, p21, les cyclines et
les kinases dépendantes des cyclines (cdk). L'induction de la cycline D1 est d’ailleurs le
marqueur le plus important pour la progression du cycle cellulaire des hépatocytes in vitro
(Albrecht et al., 1999).

La deuxieme phase de prolifération correspond a la progression du cycle cellulaire qui
nécessite I’expression continue de facteurs de croissance et est aussi caractérisée par la mise
en place de changements métaboliques. Ces derniers sont notamment caractérisés par
I’accumulation transitoire de gouttelettes lipidiques dans les hépatocytes. En parallele, de
nombreux facteurs de croissance exprimés par différents tissus viennent se fixer a deux
principaux récepteurs de facteurs de croissance, EGFR et C-Met, présents sur les
hépatocytes. C'est le cas des facteurs EGF, HB-EGF, TGFa, HGF et de I'amphiréguline. Ceci
conduit a une activation des voies de signalisation MAPK, STAT3, Pi3K/Akt et ERK1/2 qui
permettent la progression du cycle cellulaire et ainsi la régénération du foie (Gilgenkrantz et
al., 2011). La béta-caténine est aussi impliquée dans le processus de régénération hépatique
en raison de son activation durant la transition G1/S (Torre et al., 2011). D’autres mitogénes
peuvent également étre surexprimés lors du processus de régénération hépatique, comme
c’est le cas de I’hépassocine, afin de favoriser la prolifération des hépatocytes (Hara et al.,
2000; Li et al., 2010). Durant cette phase, les hépatocytes se répliquent au minimum une
fois. Ils atteignent la phase S du cycle cellulaire 12 a 15 heures apres I'hépatectomie et la
mitose se termine environ 24 heures aprées la chirurgie. Les cellules non parenchymales
proliferent également mais avec un retard de 24 a 48 heures par rapport aux hépatocytes en
raison d’'une prolongation de leur phase G1 (LaBrecque, 1994). In vivo, la réplication débute
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au niveau des hépatocytes périportaux pour ensuite se propager aux hépatocytes
péricentraux (Court et al., 2002). La prolifération de la majorité des hépatocytes conduit a la
formation d’amas de 8 a 10 hépatocytes entourés de structures vasculaires immatures ou
désagrégées. La formation de ces amas est associée a une altération du réseau sinusoidal
normal, une perte partielle de I'espace de Disse et une dégradation de la matrice
extracellulaire par des métalloprotéases. Ces amas vont ensuite subir des modifications avec
la formation de nouvelles sinusoides, la synthése de protéines de la MEC et I'apparition de
cellules hépatiques étoilées afin de constituer des lobules hépatiques de grande taille.
L'organisation et la taille de ces structures sont finalisées pendant les phases de remodelage
et de terminaison de la régénération.

La phase de terminaison induit I'arrét de la prolifération cellulaire notamment grace a
I'implication des protéines de la famille du TGFB et des activines qui inhibent la synthese
d’ADN dans les hépatocytes. Plus récemment, il a été décrit que les kinases Mstl1/2
pourraient participer a I'arrét de la régénération hépatique, et plus particulierement au
retour des hépatocytes a I'état de quiescence, en inhibant I'activité de Yap (Avruch et al.,
2011).

Les hépatocytes jouent un rble primordial dans la régénération hépatique, mais ce processus
dépend aussi de la présence d’autres types cellulaires comme les macrophages, les cellules
hépatiques étoilées, les cellules natural killer ou encore les cellules endothéliales
sinusoidales du foie (Meijer et al., 2000 ; Sun et al., 2004 ; Atzori et al., 2009 ; Ding et al.,
2010).
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V.

Le carcinome hépatocellulaire
1. Epidémiologie

Le cancer du foie représente le sixieme type de cancer le plus fréquent et la deuxieme cause
de mortalité par cancer dans le monde avec 745 000 décés en 2012 (Ferlay et al., 2014). |l
touche principalement les pays en voie de développement situés dans I'Est et le Sud de
I’Asie, ainsi qu’en Afrique de I'Ouest.

Le carcinome hépatocellulaire (CHC) est le principal cancer primitif du foie dont I'incidence
est en constante augmentation. Il se développe a partir des cellules majoritaires du foie, les
hépatocytes, et représente 85 a 90% des tumeurs primaires du foie. Les hommes
développent plus fréquemment des CHCs que les femmes avec un ratio de 5:1 en France
(Nordenstedt et al., 2010). Ce cancer est associé a un mauvais pronostic en raison d’un
diagnostic tardif, de forts taux de récurrence post-opératoire et de développement de
métastases, ainsi que de I'absence de traitements thérapeutiques efficaces.

Le deuxieme type de cancer primitif du foie le plus fréquent est le cholangiocarcinome qui se
développe a partir des canaux biliaires intra ou extra-hépatiques. Les autres tumeurs
primitives du foie sont plus rares et comprennent notamment [’angiosarcome,
I'adénocarcinome mixte, le carcinome indifférencié et I'hépatoblastome qui touche
habituellement les enfants. Il existe aussi des tumeurs bénignes du foie parmi lesquelles
I’'hémangiome, I’hyperplasie nodulaire focale et 'adénome.

2. Facteurs de risque

Le CHC se développe dans 80 a 90% des cas sur un foie cirrhotique (Tiribelli et al., 1989). La
cirrhose correspond au dernier stade de développement de la fibrose qui est induite par la
mort d’une partie des hépatocytes et leur remplacement par un tissu cicatriciel, appelé tissu
fibreux, en réponse a des agressions du foie. Dans les premiers stades de la fibrose, le foie
peut encore fonctionner normalement. Cependant, sa progression conduit a I'apparition
d’une cirrhose qui est caractérisée par une importante perturbation de I'architecture et de la
fonction du foie avec la présence de nombreux nodules de régénération, d’'une hypertension
portale, et d’une insuffisance hépatique.

La cirrhose est une maladie chronique du foie qui se développe principalement suite a une
infection par les virus de I'hépatite B (VHB) ou C (VHC), ou en réponse a une consommation
excessive et prolongée d’alcool. Dans les pays en voie de développement, le principal facteur
est I'infection par le VHB qui est responsable de plus de 50% des CHCs (Parkin et al., 2006).
Plusieurs voies de carcinogenese hépatique ont été proposées pour le VHB. En effet, ce virus
peut provoquer des lésions du foie conduisant au développement d’une cirrhose et a la mise
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en place de cycles de régénération des hépatocytes qui permettent I'acquisition de
mutations. Il est aussi capable de s’intégrer dans le génome des hépatocytes ce qui peut
provoquer une mutagénese insertionnelle, une instabilité chromosomique ou une
transactivation d’oncogenes grace a I'action de protéines virales. On estime qu’un patient
atteint du VHB a 100 fois plus de risque de développer un CHC qu’un sujet sain, d’ou
I'importance de la vaccination pour les populations protéger du CHC (But et al., 2008). Dans
les pays industrialisés, le VHC représente le principal facteur de risque avec la consommation
d’alcool. Ce virus n’est pas capable de s’intégrer dans le génome de I’hdte ce qui suggere un
mécanisme différent du VHB dans la carcinogenese hépatique. En plus de I'inflammation
chronique et de la cirrhose induites par I'infection, certaines protéines du VHC jouent un réle
dans la transformation tumorale et I'activation de voies oncogéniques (Levrero et al., 2006).
L'incidence du CHC est en constante augmentation depuis une vingtaine d’années
notamment en raison d’une infection accrue par le VHC, d’'un meilleur diagnostic et d’'une
prise en charge plus performante des autres complications de la cirrhose (Garcia-Tsao et al.,
2001 ; Trinchet et al., 2009). Le CHC est ainsi devenu la principale cause de décés en cas de
cirrhose. Cependant, deux nouveaux traitements du VHC ont été tres récemment mis sur le
marché et se révelent bien plus efficaces que le dernier traitement de référence constitué
d’interféron alpha, de ribavirine ainsi que d’un des premiers inhibiteurs directs du VHC (le
telaprevir ou le boceprevir) pour les patients atteints d’un virus de génotype 1. Ces
nouveaux traitements sont le simeprevir qui appartient a la deuxieme vague des inhibiteurs
de protéase du virus, et le sofosbuvir qui est le premier inhibiteur de la polymérase du VHC.
lls peuvent étre combinés a I'interféron alpha et a la ribavirine et bloquent efficacement la
multiplication du VHC quel que soit son génotype en provoquant beaucoup moins d’effets
secondaires que le dernier traitement de référence. Ces nouvelles molécules devraient
conduire a une diminution drastique voir a une éradication des CHCs développés sur un foie
infecté par le VHC dans les prochaines années méme si pour l'instant, il reste encore a
solutionner leur colt exorbitant.

Un autre facteur de risque en pleine expansion dans les pays industrialisés est la stéatose
hépatique non alcoolique provoquée par I'obésité et le diabete qui favorise également le
développement de CHC (Powell et al., 1990). Les autres facteurs de risque du CHC sont
I’exposition a I'aflatoxine Bl qui contamine les aliments dans les pays en voie de
développement ou encore des maladies telles que I'hépatite auto-immune, le déficit en
alpha 1-antitrypsine et ’'hémochromatose. L’aflatoxine B1 favorise le développement des
CHCs de maniere indépendante, mais elle agit aussi comme un cofacteur chez les personnes
déja infectées par le VHB (Kensler et al., 2011). Le sexe masculin et un age supérieur a 60 ans
sont aussi des parametres favorables au développement d’un cancer du foie.

3. Survenue et progression du CHC
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La carcinogenése hépatique est un processus en plusieurs étapes débutant avec I'exposition
a différents facteurs de risque, suivie de la mise en place d’une atteinte hépatique chronique
et d'une cirrhose constituant une lésion prénéoplasique et se terminant avec le
développement d’un CHC. En cas d’absence de cirrhose, les mécanismes de carcinogenese
hépatique les mieux connus sont les altérations génétiques induites par I'intégration du VHB
dans le génome des hépatocytes et I'expression de ses protéines virales (Bréchot et al.,
2000), ainsi que la mutation de p53 par I'aflatoxine B1 (Bressac et al., 1991). En présence
d’une cirrhose, les anomalies génétiques apparaissent au cours des nombreux cycles de
nécrose et de régénération hépatique (ex: perte d’alleles chromosomiques, mutations).
Elles sont principalement retrouvées dans les régions chromosomiques contenant des
oncogenes ou des génes suppresseurs de tumeur et conferent un avantage prolifératif. C'est
le cas du bras long du chromosome 17, contenant le gene suppresseur de tumeur TP53, qui
est perdu dans la moitié des CHCs (Boige et al., 1997). Des défaillances dans les mécanismes
de réparation des erreurs de I'’ADN semblent également étre impliquées. Toutes ces
anomalies conduisent a I'apparition de foyers d’hépatocytes dysplasiques qui vont
progresser en nodules. Ces derniers peuvent dégénérer en CHC si les altérations génétiques
sont suffisantes pour entrainer la transformation tumorale et I'immortalisation de ces
hépatocytes grace a la réexpression de la télomérase (figure 19) (Farazi et al., 2006). La
durée de tout ce processus est longue car il peut s’écouler jusqu’a plus de 30 ans entre
I’exposition chronique a un facteur de risque et le développement d’un CHC.
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Figure 19: Progression histopathologique et caractéristiques moléculaires du carcinome
hépatocellulaire (Farazi et al., 2006).

4. Diagnostic et suivi des patients

En cas de cirrhose ou d’infection par le VHB sans apparition d’une cirrhose, les patients sont
surveillés tous les 6 mois par échographie abdominale pour dépister la formation d’un CHC.
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Le dosage sérique de I'alpha-foetoprotéine (AFP) est également réalisé en parallele méme si
sa sensibilité est seulement de 60% et que son élévation peut étre liée a une cirrhose ou a
d’autres types de cancers (Bruix et al., 2005 ; Lok et al., 2010). Aprés la détection d’une
|ésion nodulaire par échographie, la confirmation du diagnostic repose sur la taille du nodule
et sur la mise en évidence d'une hypervascularisation par scanner ou imagerie par résonance
magnétique (IRM). Le CHC peut également étre identifié par 'apparition de symptémes liés
au développement tumoral comme I'altération de I'état général, des douleurs abdominales,
I"apparition d’ascite et/ou une hémorragie digestive. Dans ce cas, la cirrhose et le CHC
souvent déja évolué sont généralement découverts en méme temps.

Les traitements thérapeutiques existants pour le CHC sont tres limités. La résection
chirurgicale est le principal traitement curatif, surtout pour les CHCs qui se développent sur
un foie non cirrhotique. Elle est cependant réalisée seulement chez une minorité de patients
en raison de nombreuses contre-indications comme la présence de lésions multifocales,
d’une extension extra-hépatique ou d’une cirrhose. En effet, la présence d’une cirrhose
augmente le risque de mortalité lié a la chirurgie mais également celui de développer une
insuffisance hépatique ou des récidives tumorales ce qui limite I'utilisation de ce traitement.
Par contre, la résection chirurgicale peut étre réalisée avec succes sur des CHCs de grande
taille pour lesquels il n’existe pas d’autres alternatives thérapeutiques efficaces (Pache et al.,
2010). Pour les petites tumeurs du foie inférieures a 3 cm, il existe des techniques de
résection locale comme la radiofréquence ou l'injection d’éthanol qui sont moins invasives,
moins colteuses et moins risquées que la chirurgie.

La transplantation hépatique est le traitement le plus adapté pour traiter les CHCs qui se
développent sur un foie cirrhotique car elle permet d’éliminer complétement la tumeur et le
foie cirrhotique sous-jacent. Cependant, le nombre d’organes disponibles étant tres limité,
les patients sont rigoureusement sélectionnés pour obtenir le meilleur bénéfice en terme de
survie. On utilise pour cela depuis 1996 les criteres dits de Milan (Iésion unique de moins de
5 ¢m ou un maximum de 3 lésions de moins de 3 cm, sans invasion vasculaire ni lésion extra-
hépatique) pour obtenir une survie a cinq ans de 70%. Il existe également des contre-
indications pour ce traitement telles qu’un age supérieur a 65 ans ou des comorbidités
associées au CHC. Pendant la période d’attente de la greffe, un traitement néo-adjuvant
peut étre envisagé chez les patients présentant une fonction hépatique suffisante. Dans ce
cas, le traitement utilisé est une résection par radiofréquence avec ou sans chimio-
embolisation artérielle.

Le diagnostic tardif des CHCs conduit a traiter fréqguemment des stades avancés de CHCs
pour lesquels la prise en charge thérapeutique est trés limitée. Le choix s’oriente alors
souvent vers des soins palliatifs avec I'utilisation de la chimio-embolisation artérielle ou de la
chimiothérapie. La classification BLBC (Barcelona Clinic Liver Cancer) permet justement de
choisir le traitement en fonction du stade du CHC (figure 20).
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Figure 20: La classification Barcelona Clinic Liver Cancer permet de corréler les stades de
développement du CHC avec les traitements (adapté de Llovet et al., 2008).

D’importantes recherches ont été réalisées au cours des dix dernieres années afin
d’identifier une thérapie ciblée dans les CHCs. La principale découverte repose sur
I'utilisation d’une nouvelle molécule anti-angiogénique, le sorafénib (Nexavar®) pour les
CHCs a un stade avancé (Llovet et al., 2008). L’angiogenése est en effet important dans la
progression des CHCs et son augmentation est associée a un mauvais pronostic (Mann et al.,
2007; Ribatti et al., 2006). Depuis, plusieurs études ont montré que le Sorafénib inhibe
différentes voies de signalisation, dont les voies du VEGF (Vascular endothelial growth
factor) et du PDGF (Platelet-derived growth factor) qui régulent I'angiogenése, mais aussi la
voie Ras/MAPK qui régule la prolifération cellulaire (Villanueva et Llovet, 2011). Il n’est donc
pas évident d’identifier les voies utilisées par le Sorafénib pour ralentir la progression
tumorale dans le CHC. Cette molécule a permis une amélioration significative de la survie
globale et de la survie sans progression tumorale, qui était auparavant médiocre et est
aujourd’hui le traitement de référence du CHC avancé. Cependant, ce traitement n’est pas
efficace chez tous les patients et entraine de nombreux effets secondaires. Les patients pour
lesquels le Sorafénib n’est pas bénéfique recoivent uniquement des soins palliatifs c’est
pourquoi il est nécessaire de découvrir de nouvelles thérapies ciblées.

D’autres molécules ont vu le jour depuis, tels que des inhibiteurs de la voie mTOR
(mammalian target of Rapamycin) (sirolimus (Rapamune®)), ou de la voie de I'EGFR («
Epidermal growth factor receptor ») (cetuximab (Erbitux®)). Cependant, malgré les résultats
trés encourageants de plusieurs études, leur utilisation doit étre évaluée dans le cadre
d’essais thérapeutiques prospectifs (Villanueva et Llovet, 2011).
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Une meilleure connaissance des mécanismes moléculaires impliqués dans la carcinogenese
hépatique devrait permettre le développement de nouvelles thérapies ciblées dans les
prochaines années.

5. Voies de signalisation impliquées

De nombreuses altérations génétiques et épigénétiques ont été décrites dans le CHC et
aboutissent a la dérégulation de différentes voies de signalisation impliquées dans la survie,
la prolifération, I'apoptose, la motilité et la différenciation cellulaire. Les mécanismes de la
carcinogenese hépatique restent cependant encore mal connus en raison de la grande
hétérogénéité des facteurs impliqués dans le développement des CHCs.

Les altérations génétiques sont principalement retrouvées dans les voies de signalisation
impliquées dans la régulation du cycle cellulaire comme p53, Wnt/B-caténine, c-Myc, ou pRb
et dans la balance entre la survie et I'apoptose avec les voies TGFB, AKT et EGFR. Ces voies
sont aussi la cible d’altérations épigénétiques avec notamment des variations de Ia
méthylation de I'ADN et de protéines impliquées dans le remodelage de la chromatine
comme la reptine (Calvisi et al., 2007 ; Rousseau et al., 2007). La dérégulation de ces voies
est impliquée a la fois dans la mise en place de la carcinogenése hépatique, mais également
dans l'invasion tumorale et la formation de métastases (Giannelli et al., 2002 ; Park et al.,
2001). La réactivation de la télomérase retrouvée dans prés de 90% des CHCs est aussi un
facteur important dans la progression tumorale (Nagao et al., 1999).

L'accumulation de ces altérations conduit a I"apparition de populations monoclonales
d’hépatocytes dysplasiques présentant une réactivation de la télomérase, une instabilité des
microsatellites dans certains cas et des altérations au niveau de certains genes et
chromosomes. Ces altérations conduisent notamment a I'activation d’oncogenes (ex : c-myc
et B-caténine) et de facteurs de croissance (TGFa et IGF2), a linactivation de génes
suppresseurs de tumeurs (ex: p53, Rb et IGF2R) et a de fréquentes délétions
chromosomiques (1p, 4q, 69, 8p, 9p, 13q, 16p, 16q et 17p). Aprés une sélection des
populations clonales, ces dernieres vont se développer et accumuler des altérations au sein
des nodules dysplasiques pour permettre I’émergence de CHC. La carcinogenéese hépatique
reste cependant trés hétérogene car elle résulte de 'altération de plusieurs genes possibles.

Certaines voies de signalisation sont altérées des les étapes précancéreuses au stade de la
cirrhose. C’est le cas des facteurs de croissance TGFa (Transforming growth factor alpha) et
IGF2 (Insulin-like growth factor 2) (Rehem et al., 2011). Au contraire, d’autres voies ne sont
dérégulées que lors des étapes tardives de carcinogenése comme la voie Wnt/B-caténine
dont I'activation n’est généralement pas dérégulée dans le tissu cirrhotique et les nodules
dysplasiques.
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Nous allons nous intéresser particulierement aux deux grandes voies de carcinogenése
hépatique qui sont le géne suppresseur de tumeur p53 et de la voie de signalisation Wnt/B-
caténine (Laurent-Puig et al., 2001 ; Boyault et al., 2007).

5.1 P53

Le gene TP53 est le geéne suppresseur de tumeur le plus fréquemment muté dans les cancers
humains, et en particulier dans les CHCs (Zucman-Rossi et al., 2010). Lors d’une agression
cellulaire, la protéine p53 sauvage est stabilisée ce qui favorise son rble de facteur de
transcription en induisant I'expression de plusieurs genes cibles. Elle peut provoquer un
arrét du cycle cellulaire en phase G1 pour permettre la réparation des dommages a I’ADN ou
une mort des cellules par apoptose ou sénescence selon le stimulus recu. Son réle est ainsi
d’éviter la multiplication de cellules défectueuses pouvant participer a la transformation
tumorale.

On trouve des mutations de p53 dans plus de 50% des CHC développés chez les patients
exposés a l'aflatoxine B1, alors que ce chiffre n’est que de 20% chez les autres patients. En
effet, I'aflatoxine B1 est un puissant carcinogene hépatique qui induit la substitution d’une
guanine en thymine (ou en cytosine dans certains cas) au niveau du codon 249 de p53 et
ainsi I'expression d’une protéine mutée au niveau de I'acide aminé correspondant (R249S) et
non fonctionnelle (Bressac et al., 1991 ; Hsu et al., 1991). L’aflatoxine B1 a aussi un effet
coopératif avec le VHB dans la survenue de mutations de p53. D’autres facteurs peuvent
entrainer une inactivation de p53 comme par exemple la délétion du bras long du
chromosome 17 contenant le locus du gene, la surexpression de MDM2 qui inhibe p53 ou au
contraire I'inactivation de p19ARF qui active le géne suppresseur de tumeur.

Dans plusieurs types tumoraux, la mutation de p53 et/ou I'accumulation de la protéine
mutée est associée a I'agressivité tumorale avec des cancers de plus haut grade (Esrig et al.,
1993 ; Kupryjanczyk et al., 1993). Dans le CHC, les altérations de p53 sont retrouvées dans
des tumeurs peu différenciées et de plus grande taille et sont corrélées a une survie réduite
des patients (Qin et al., 2002).

5.2 Wnt/B-caténine

La B-caténine est une protéine impliquée a la fois dans I'adhésion cellulaire et la régulation
de la transcription de génes cibles en réponse aux facteurs Wnt. La voie Wnt/B-caténine
joue un réle important au cours du développement embryonnaire en modulant I'expression
de protéines qui contrélent la croissance, la migration, le déterminisme et la polarisation
cellulaires. Elle joue aussi un réle dans les tissus adultes en participant au contrdle de Ila
prolifération cellulaire. Cette voie peut étre activée de fagon anormale par mutation de I'un
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de ses composants et participer ainsi a la carcinogenése dans de nombreux tissus (Reya et
al., 2005).

Dans le cytoplasme, la B-caténine est liée a I'E-cadhérine et au cytosquelette d’actine via une
molécule d’a-caténine ce qui est essentiel a la formation des jonctions adhérentes. En
I’'absence de ligand Wnt, la B-caténine non engagée dans les jonctions intercellulaires est
piégée au sein d’'un complexe multiprotéique composé de deux protéines adaptatrices
appelées I'axine et APC, de deux sérine/thréonine kinases comprenant la glycogéne synthase
kinase 3B (GSK3p) et la caséine kinase 1 (CK1a), et de la protéine phosphatase PP2A. Au sein
de ce complexe, la B-caténine est tout d’abord phosphorylée par CK1a au niveau de la sérine
45 ce qui crée un site de fixation pour GSK3B qui induit une cascade de phosphorylation
parmi lesquelles la thréonine 41 et les sérines 33 et 37 (Amit et al., 2002). La protéine
phosphorylée est alors reconnue par une ubiquitine ligase E3 appelée B-TRCP (transducing
repeat containing protein) ce qui conduit a sa dégradation par le protéasome. Dans ce cas I3,
la voie Wnt/B-caténine est inactive.

La présence d’un ligand Wnt permet sa fixation sur les récepteurs frizzled ce qui conduit a
I’activation concomitante de ces récepteurs et de leurs corécepteurs LRP5/6 et au
recrutement de la protéine cytoplasmique dishevelled (DVL). La protéine DVL est ensuite
activée ce qui entraine la phosphorylation des corécepteurs LRP5/6 sur un motif PPPSPXS
par une caséine kinase membranaire (CK1y) et par GSK3B. Cette modification crée un site de
forte affinité pour I'axine ce qui permet son recrutement et dissout ainsi le complexe de
phosphorylation de la B-caténine. Cette derniére s’accumule dans le cytoplasme et peut
transloquer dans le noyau ou elle se lie aux facteurs de transcription de la famille LEF
(Lymphoid enhancer factor) et TCF (T-cell factor » (TCF)) ce qui induit la transcription de
geénes cibles, tels que la cycline D1 (Shtutman et al., 1999). La voie Wnt/B-caténine est alors
active (figure 21).
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Figure 21: La voie de signalisation Wnt/béta-caténine (Moon et al., 2004).

(a) En I'absence d’un ligant Wnt, la B-caténine est piégée au sein d’'un complexe constitué de I'axine,
d’APC, de la glycogene synthase kinase 3B (GSK3pB) et de la caséine kinase 1 (CK1). Au sein de ce
complexe, la B-caténine est phosphorylée par CK1 et GSK3B ce qui conduit a sa dégradation par le
protéasome. Dans ce cas, la voie Wnt/béta-caténine est inactive. (b) En présence d’un ligand Wnt, ce
dernier se fixe sur les récepteurs frizzled ce qui active a la fois les récepteurs et leurs corécepteurs
LRP5/6 et conduit au recrutement de la protéine cytoplasmique dishevelled (DSH). Ceci participe au
recrutement de l'axine et ainsi a la dissolution du complexe de phosphorylation de la B-caténine. La
protéine s’accumule dans le cytoplasme et peut transloquer dans le noyau ou elle se lie aux facteurs
de transcription de la famille LEF (Lymphoid enhancer factor) et TCF (T-cell factor » (TCF)) ce qui
induit la transcription de génes cibles. La voie Wnt/béta-caténine est alors active.

La voie Wnt/B-caténine est la voie de signalisation la plus dérégulée dans les CHCs (Zucman-
Rossi et al., 2010) ce qui aboutit a une activation constitutive de la voie indépendamment de
la présence d’un ligand Wnt. Le gene CTNNB1 codant pour la B-caténine peut étre
directement altéré dans certains CHCs. Dans ce cas, les mutations ou les délétions
retrouvées dans la B-caténine touchent les sites de phosphorylation par GSK3B et CKla
localisés dans I'exon 3 du gene ce qui bloque la dégradation de la B-caténine et conduit a
son accumulation dans le noyau et a la transcription de ses génes cibles (Miyoshi et al.,
1998). La voie Wnt/B-caténine peut étre aussi activée de maniére constitutive dans certains
CHCs par [l'activation ou linactivation de genes impliqués dans le complexe de
phosphorylation de la B-caténine. C'est le cas de I'axine pour laquelle des mutations
inactivatrices ont été décrites dans certains CHCs (Taniguchi et al.,, 2002). Cependant,
I'analyse des génes cibles de la B-caténine comme la glutamine synthase (GS), GPR49 ou
GLT1 a montré que la perte de fonction de I'axine n’est pas équivalente au gain de fonction
de la B-caténine dans le CHC ce qui suggéere que le role de I’'axine ne passe pas uniquement
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par la B-caténine (Zucman-Rossi et al., 2007). |l existe aussi des mutations rares d’APC dans
le CHC qui ont été mises en évidence par séquengage a haut débit (Guichard et al., 2012).
Chez la souris, I'activation de la voie Wnt/B-caténine par inactivation du géene APC
spécifiguement dans le foie conduit au développement de CHC (Colnot et al., 2004).

6. Classification des CHCs

Il existe plusieurs systemes de classification des CHCs qui évoluent en permanence. La
classification BCLC (Barcelona Clinic Liver Cancer) est la plus utilisée dans les études et la
prise en charge clinique des patients (Bruix et al., 2005 ; Llovet et al., 2008). Les principaux
facteurs pronostiques de cette classification sont la fonction hépatique, la présence d’une
hypertension portale, le nombre et la taille des nodules tumoraux, la présence d’une
invasion vasculaire ou de métastases extra-hépatiques, ainsi que I'état général du patient.
Cependant, cette classification ne tient pas compte des altérations moléculaires des CHCs. Le
développement récent d’études a haut débit a permis d’obtenir les données
transcriptomiques des CHCs et de les associer avec les altérations génomiques et les
parametres cliniques et étiologiques pour obtenir une classification moléculaire des CHCs en
six groupes distincts (Boyault et al., 2007). Selon cette classification détaillée sur la figure
n°22, les CHCs des groupes G1/G2/G3 sont caractérisés par une forte instabilité
chromosomique associée a une perte d’hétérozygotie a différents loci comme au niveau des
régions 16p et 4q. Les CHCs des deux premiers groupes se développent majoritairement
suite a une infection chronique par le VHB et sont caractérisés notamment par une
activation de la voie AKT et une dérégulation du cycle cellulaire. Les mutations du gene TP53
sont retrouvées dans les groupes G2 et G3. Les CHCs des groupes G4/G5/G6 présentent un
profil d’expression tres différent de celui des trois premiers groupes et associé a une stabilité
chromosomique. Le groupe G4 est tres hétérogene et comprend a la fois des adénomes et
des carcinomes hépatocellulaires qui présentent notamment des mutations du gene TCF1
codant pour la protéine HNFla (Hepatocyte nuclear factor 1 alpha). Les groupes G5 et G6
sont caractérisés par la présence de mutations activatrices de la B-caténine et par une
hyperméthylation du promoteur de la E-cadhérine (CDH1) (Boyault et al., 2007). Les CHCs du
groupe G6 sont plus agressifs avec la présence de nodules satellites, une tres forte activation
de la voie Wnt/ B-caténine et une sous-expression de la E-cadhérine.
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Figure 22: Les CHCs peuvent étre classés en six sous-groupes selon I'analyse de leurs
données transcriptomiques associée avec les altérations génomiques et les paramétres
cliniques (Boyault et al., 2007).

Les CHCs sont classés en six sous-groupes de G1 a G6 selon I'étude de leur transcriptome. Les lignes
verticales correspondent aux caractéristiques cliniques et génomiques qui leur sont associées. La
couleur rouge indique une surexpression des genes alors que la couleur verte indique une sous-
expression. * = événement rare.

Depuis, d’autres classifications reliant les anomalies moléculaires et les parameétres cliniques
sont apparues. La classification la plus robuste est celle de Hoshida et al. qui repose sur
I'analyse des échantillons de plus de 600 patients et permet de classer les CHCs en trois
grands groupes (Hoshida et al.,, 2009). Le groupe S1 est caractérisé par une activation
aberrante de la voie Wnt/B-caténine, le groupe S2 est associé a une augmentation de la
prolifération cellulaire avec une activation de Myc et AKT et le groupe S3 est lié a une
différenciation des hépatocytes. L’étude de la signature de génes caractéristiques de chaque
groupe permet d’identifier de nouveaux mécanismes impliqués dans la carcinogenese
hépatique, comme le role de I'activation du TGFB dans I'activation de la voie Wnt/B-
caténine.

D’autres travaux plus récents de séquencage du génome complet de plusieurs CHCs issus de
différentes étiologies ont permis de confirmer les mutations déja étudiées, et d’identifier
des mutations récurrentes et de nouvelles altérations (Fujimoto et al., 2012; Guichard et al.,
2012). Les mutations récurrentes identifiées sont principalement retrouvées dans les génes

62



ARI1B, ARID2, MLL, MLL3 impliqués dans la régulation de la chromatine (Fujimoto et al.,
2012). L'intégration du génome du VHB au niveau du locus de TERT est aussi un événement
fréquent dans les sous-populations clonales. Ce séquengage a grande échelle a aussi permis
quatre nouvelles altérations dans les genes ARID1A, RPS6KA3, NFE2L2 et IRF2 qui n’avaient
encore jamais été décrites dans le CHC (Guichard et al., 2012). L’analyse fonctionnelle de ces
mutations a mis en évidence leur réle dans la carcinogenése hépatique. De plus, la présence
de certaines de ces mutations est spécifique d’une étiologie donnée du CHC. C’est le cas de
I'inactivation de IRF2 qui est retrouvée exclusivement dans les CHCs liés a une infection par
le VHB et qui provoque une inhibition de p53. A l'inverse, I'inactivation des genes impliqués
dans la régulation de la chromatine est principalement identifiée dans les CHCs induits par
une consommation excessive d’alcool.

Ces données fournissent de nouveaux éléments dans la compréhension des mécanismes

impliqués dans la carcinogenese hépatique et ouvrent de nouvelles pistes de recherche pour
le développement de thérapies ciblées.
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VI. Rnd3 et carcinome hépatocellulaire

1. Dérégulation de I’expression de Rnd3

Trois études indépendantes, dont I'un effectuée au laboratoire avant mon arrivée, ont
démontré que la GTPase Rnd3 est sous-exprimée dans le CHC (Grise et al., 2012 ; Luo et al.,
2012 ; Ma et al,, 2013). La sous-expression de Rnd3 est détectée dans la majorité des
échantillons humains de CHC, a la fois au niveau de I’ARNm et de la protéine (figure 23A et
B). Elle est retrouvée quelle que soit I'étiologie du CHC qui est principalement une infection
par les virus de I'hépatite B ou C, ou une consommation excessive d’alcool selon les
échantillons. L'expression de I’ARNm de RND3 est diminuée au minimum d’un facteur 2 dans
les échantillons tumoraux testés. De plus, cette sous-expression est retrouvée dans de
nombreuses lignées cellulaires de CHCs en comparaison avec des hépatocytes primaires ou
des lignées d’hépatocytes normaux. Par ailleurs, deux de ces études mettent en évidence
gue la sous-expression de la protéine Rnd3 est associée a une diminution de la survie sans
maladie chez les patients atteints de CHC (Luo et al., 2012 ; Ma et al., 2013). Il a également
été montré une corrélation inverse du niveau d’expression de Rnd3 avec le grade des CHCs
ainsi qu’avec la présence de nodules satellites qui sont des métastases intra-hépatiques.
L’ensemble de ces données souligne I'implication de Rnd3 dans linvasion tumorale et
suggere qu’il pourrait jouer un réle de gene suppresseur de métastases dans le CHC.
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Figure 23: La GTPase Rnd3 est sous-exprimée dans les majorité des CHCs humains, a la fois
au niveau de ’ARNm et de la protéine (adapté de Grise et al., 2012).

A. Le niveau d’expression de 'ARNm de RND3 est mesuré par RT-PCR quantitative sur 28 échantillons
de foie non tumoral (NTL) et 120 échantillons de CHC (HCC). B. Le marquage de la protéine Rnd3 est
analysé par immunohistochimie sur des tissus cirrhotiques en comparaison avec des tissus de CHC.
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2. Role de la protéine Rnd3 dans la croissance des cellules de CHC

L'impact de la sous-expression de Rnd3 dans la croissance des cellules tumorales de foie
semble étre treés dépendant de la lignée cellulaire étudiée. En effet, la diminution de
I’expression de Rnd3 peut conduire a une inhibition de la croissance cellulaire comme c’est
le cas dans les lignées Hep3B et Huh7 (figure 24) (Grise et al., 2012). Elle peut a l'inverse
augmenter la croissance des cellules HepG2 (Xia et al., 2013), ou encore n’avoir aucun
impact sur la croissance des lignées SMMC-7721 et BEL-7402 (Ma et al., 2013).
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Figure 24: L’extinction de Rnd3 par siARN induit une diminution de la croissance cellulaire
dans la lignée Hep3B (adapté de Grise et al., 2012).

A. Les cellules Hep3B sont transfectées ou pas avec deux siARNs ciblant Rnd3 (S1 et S3) ou un siARN
contréle (Ctrl). Aprés 72 heures, les extraits protéiques sont analysés par western blot en utilisant
des anticorps dirigés contre Rnd3 et la B-actine. Le niveau d’expression de la B-actine sert de
contréle de charge. B. La croissance des cellules Hep3B transfectées avec les siARNs ciblant Rnd3 (S1
ou S3) ou avec un siCtrl est mesurée pendant 6 jours. Pour chaque temps, les cellules sont fixées
dans de l'acide trichloroacétique 50% pendant 1 heure a 4°C, et marquées avec le kit
SulfoRhodamine B (Sigma). L’absorbance a 545 nm, proportionnelle au nombre de cellules vivantes,
est mesurée au spectrophotometre (n=3). ***P < 0.0005 par rapport a la condition siCtrl.

Cet impact tres variable de la sous-expression de Rnd3 sur la croissance des lignées
d’hépatocytes tumoraux pourrait s’expliquer par la présence d’autres altérations
moléculaires dans certaines lignées permettant de contrebalancer les mécanismes mis en
jeu par Rnd3 pour perturber la croissance cellulaire.
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3. Role de la protéine Rnd3 dans la migration et I'invasion des cellules de
CHC

Les trois études décrites précédemment permettent par contre d’établir un consensus sur
I'implication de Rnd3 dans la migration et I'invasion des cellules tumorales de foie. Toutes
les données montrent une augmentation de I'invasion tumorale lors de |’extinction de Rnd3.
Les résultats obtenus sur les échantillons tumoraux humains montrent une sous-expression
de Rnd3 plus importante dans les CHCs présentant des nodules satellites qui correspondent
a des métastases intra-hépatiques (Grise et al., 2012). De plus, la sous-expression de Rnd3
est associée aux CHCs de haut grade et a une diminution de la survie sans maladie des
patients (Luo et al., 2012 ; Ma et al., 2013). Ces résultats ont été confirmés in vitro dans des
lignées cellulaires de CHC dans lesquelles I'extinction de Rnd3 augmente les capacités
d’invasion tumorale (figure 25).
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Figure 25: L’extinction de Rnd3 par siARN induit une augmentation de I'invasion cellulaire
dans la lignée Hep3B (adapté de Grise et al., 2012).

A. Les cellules Hep3B sont transfectées ou pas avec deux siARNs ciblant Rnd3 (S1 et S3) ou un siARN
contréle (Ctrl). Aprés 72 heures, les extraits protéiques sont analysés par western blot en utilisant
des anticorps dirigés contre Rnd3 et la B-actine. Le niveau d’expression de la B-actine sert de
contréle de charge. B. 48 heures apres la transfection, les cellules sont ensemencées sur une
chambre coatée avec du Matrigel afin d’évaluer I'invasion des cellules pendant 20 heures. *P=0,0221
et **P=0,0057 par rapport aux cellules transfectées avec le siCtrl.

Le mode d’invasion semble cependant différent selon la lignée cellulaire utilisée. En effet, la
perte de Rnd3 induit la mise en place d’une transition épithélio-mésenchymateuse dans les
cellules Hep3B avec une diminution de I'expression de miR-200 et une augmentation de
celle de ZEB2 qui conduisent tous deux a une répression de la E-cadhérine (Grise et al.,
2012). Dans ce cas, I'invasion induite par la perte de Rnd3 dépend de l'activité de Rac et
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Cdc42. LU'extinction de Rnd3 dans les lignées SMMC-7721 et BEL-7402 provoque l'activation
de la voie RhoA/ROCK ce qui augmente la phosphorylation de MYPT1 et favorise ainsi la
migration et I'invasion des cellules selon un mode amiboide (Ma et al., 2013).

L'impact de I'extinction de Rnd3 a également été confirmé in vivo en utilisant un modele de
xénogreffes orthotopiques de cellules MHCC-97L dans le lobe hépatique gauche de souris
immunodéprimées (Ma et al., 2013). L'extinction de Rnd3 augmente l'invasion locale des
hépatocytes tumoraux MHCC-97L en induisant la présence de fronts tumoraux irréguliers et
en augmentant surtout I'invasion veineuse des tumeurs formées (figure 26).
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Figure 26: L’extinction de Rnd3 par siARN induit une augmentation de I'invasion tumorale
in vivo dans la lignée MHCC-97L (Ma et al., 2013).

De multiples foyers d’invasion veineuse, comme ceux marqués par la fleche noire, sont retrouvés
plus fréquemment dans le foie des souris injectées avec les cellules MHCC-97L exprimant un shARN
dirigé contre RhoE (= Rnd3) que dans celui des souris contréles (test de Student P=0,037).

Les différents mécanismes moléculaires mis en jeu par Rnd3 en fonction de la lignée de CHC
utilisée ne semblent pas étre dus a une différence dans I'environnement des hépatocytes
tumoraux car les tests d’invasion sur les lignées Hep3B, SMMC-7721 et BEL-7402 ont tous
été réalisés dans du Matrigel. Ces trois lignées pourraient présenter des altérations dans
I’expression et/ou la fonction des RhoGTPases classiques (RhoA, Racl et Cdc42) ou de ROCK
qui pourraient expliquer ces différences.
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CHAPITRE 2 - MATERIEL ET METHODES

1. Culture cellulaire et transfections

1.1 Culture de lignées cellulaires de carcinome hépatocellulaire

Les lignées Hep3B et Huh7 sont cultivées dans du milieu DMEM Glutamax contenant 4.5g/L
de glucose (Gibco®) supplémenté avec 10% de sérum de veau feetal (SVF) décomplémenté
(PAN Biotech) et 1% de pénicilline/streptomycine (Gibco®). La lignée SNU398 est elle
cultivée dans du milieu RMPI 1640 Glutamax (Gibco®) supplémenté avec 10% de SVF
décomplémenté (PAN Biotech) et 1% de pénicilline/streptomycine (Gibco®). Les lignées sont
maintenues a 37°C dans une atmosphere humide enrichie a 5% de dioxyde de carbone.

1.2 Culture d’une autre lignée cellulaire tumorale

La lignée Hela, dérivée d’un adénocarcinome du col de l'utérus, est cultivée dans du milieu
DMEM Glutamax contenant 4.5g/L de glucose (Gibco®) supplémenté avec 10% de SVF
décomplémenté (PAN Biotech) et 1% de pénicilline/streptomycine (Gibco®). Elle est
maintenue a 37°C dans une atmosphere humide enrichie a 5% de dioxyde de carbone.

1.3 Culture d’hépatocytes primaires de souris

Le protocole d’isolement et de culture des hépatocytes primaires de souris nous a été fourni
par le Dr. Chantal Desdouets (Institut Cochin, Paris). Les souris dgées de 8 a 12 semaines sont
anesthésiées par injection intra-péritonéale d’un mélange de kétamine (0,15 mg/g de poids
corporel) et xylazine (15 pg/g de poids corporel). Aprés avoir réalisé une laparotomie, un
cathéter est inséré dans la veine cave inférieure et fixé a I'aide d’un clamp. La veine porte est
sectionnée et la pompe est ouverte pour perfuser le foie avec 50 mL de tampon Hépes
(Hépés 10 mM ; NaCl 137 mM ; KCIl 2,7 mM ; Na,HPO,0,2 mM ; EDTA 0,5 mM ; pH 7,65)
préalablement chauffé a 37°C. Le foie est ensuite perfusé avec 15 mL de collagénase (0,6
mg/mL ; CaCl,-2H,0 10,9 mM) également chauffée a 37°C avant d’étre prélevé et dilacéré
dans du milieu William’s Glutamax (pénicilline/streptomycine 1% ; fungizone 0,54 uM ;
insuline 700 nM ; albumine de sérum bovin 0,1% ; dexaméthasone 25 nM) pour libérer les
hépatocytes. La suspension cellulaire est filtrée sur un tamis de 70 um puis centrifugée a 500
rom pendant 2 minutes. Le culot contenant les hépatocytes est repris délicatement dans du
milieu William’s et lavé a deux nouvelles reprises par centrifugation. Lors du dernier lavage,
le culot est repris dans 10 mL de milieu William’s complété avec 10% de SVF et filtré sur un
tamis de 40 um. Le nombre d’hépatocytes vivants est obtenu par comptage apres coloration
au bleu trypan. Le pourcentage de viabilité des hépatocytes primaires doit étre supérieur ou
égal a 70% afin d’attester de la qualité de I'isolement et de valider ainsi I'utilisation des
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cellules pour des expériences. 800 000 hépatocytes vivants sont ensemencés par boite de 6
cm, préalablement coatée avec du collagéne (collagéne de type 10,01% ; acide acétique
glacial 0,1% ; incubation 30 minutes a 37°C), dans du milieu William’s contenant 10% de SVF.
Apres 4 heures d’adhésion, les hépatocytes sont lavés deux fois et incubés toute la nuit dans
du milieu William’s avec 10% de SVF. Le milieu de culture des hépatocytes est changé toutes
les 24 heures.

1.4 Techniques de transfection

1.4.1 Transfection de plasmides dans les cellules Hep3B

Les cellules Hep3B sont ensemencées la veille de la transfection avec du milieu de culture
sans antibiotiques (200 000 cellules Hep3B par puits d’'une plaque 6 puits). Le lendemain, les
cellules sont transfectées avec la promofectin-hepatocyte (PromoKine®) en suivant le
protocole du fournisseur. Le mélange de transfection est constitué de 200 uL de milieu Opti-
MEM, 3 ug d’ADN plasmidique et 9,6 uL de promofectin-hepatocyte pour un puits d’'une
plague 6 puits. Les plasmides utilisés sont le plasmide peCFP-IQGAP2 fourni par le Dr. Patrick
Auguste (Unité INSERM U1029, Bordeaux) et le plasmide pGFP-Rnd3 fourni par le Dr. Emilie
Pacary (Unité INSERM U862, Bordeaux) (Katoh et al., 2002). Aprés 25 minutes d’incubation a
température ambiante, le mélange de transfection est déposé sur les cellules qui sont alors
incubées pendant 4 heures a 37°C. Le milieu est ensuite changé avec du milieu complet
contenant des antibiotiques avant de replacer les cellules dans I'incubateur. Les expériences
d’'immunofluorescence et d’'immunoprécipitation sont réalisées 24 heures apres la
transfection.

1.4.2 Transfection de siARNs dans les cellules Hep3B

Les siARNs sont transfectés deux fois dans les cellules Hep3B en utilisant la lipofectamine
RNAIMAX® (Invitrogen) selon le protocole du fournisseur. La premiere transfection est
effectuée en méme temps que l'ensemencement des cellules (J1). Le mélange de
transfection est constitué de 500 uL de milieu Opti-MEM, de 10 nM de siARN (Qiagen) et de
5 pL de lipofectamine RNAIMAX® pour un puits d’'une plaque 6 puits. Les deux siARNs ciblant
I’ARNm humain de Rnd3 sont basés sur des séquences publiées dans la littérature (S1 : 5'-
TAGTAGAGCTCTCCAATCACA-3’ et S3 : 5-CAGAACGTGAAATGCAAGATA-3’) (Fortier, 2008 ;
Ongusaha, 2006). Les cellules sont ensuite ensemencées avec du milieu de culture sans
antibiotiques dans des plaques 6 puits (200 000 cellules Hep3B par puits). Aprés 25 minutes
d’incubation a température ambiante, le mélange de transfection est déposé sur les cellules
et incubé pendant 4 heures a 37°C. Le milieu est alors changé avec du milieu complet
contenant des antibiotiques. Deux jours aprés (J3), la deuxiéme transfection est réalisée en
suivant le méme protocole que celui utilisé pour la premiere. Avant I'ajout du mix de
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transfection, le milieu de culture des cellules est remplacé avec du milieu sans antibiotiques.
Les expériences sont effectuées 48 heures aprés la deuxiéme transfection (J5).

1.4.3 Transfection de micro-ARNs dans les cellules Huh7, SNU398 et Hela

La transfection des micro-ARNs est réalisée en méme temps que I'ensemencement des
cellules en utilisant la lipofectamine RNAIMAX® (Invitrogen) selon les recommandations du
fournisseur. Le mélange de transfection est constitué de 500 pL de milieu Opti-MEM, 20 ou
25 nM de micro-ARN (Dharmacon) et 5 pL de lipofectamine RNAIMAX® pour un puits d’une
plaque 6 puits. Les micro-ARNs utilisés appartiennent a la famille miR-200 (miR-200b : 5’-
UAAUACUGCCUGGUAAUGAUGA-3’ ; miR-200c : 5’-UAAUACUGCCGGGUAAUGAUGGA-3’). Les
cellules sont ensuite ensemencées avec du milieu de culture sans antibiotiques dans des
plaques 6 puits (100 000 cellules Huh7 ; 200 000 cellules SNU398 ou Hela par puits). Apres
25 minutes d’incubation a température ambiante, le mix de transfection est ajouté sur les
cellules qui sont alors placées pendant 4 heures dans l'incubateur a 37°C. Le milieu est
ensuite changé avec du milieu complet contenant des antibiotiques avant de replacer les
cellules dans I'incubateur. Les expériences de western blot sont effectuées 72 heures apres
la transfection.

2. Techniques de biologie moléculaire
2.1 Extraction de ’'ADN

Pour le génotypage des souris, I’ADN génomique est extrait en incubant un morceau de
queue de souris d’environ 5 mm dans de la soude 50 mM pendant 1 heure a 95°C. La
solution est ensuite vortexée et neutralisée avec une solution de Tris HCl 85 mM.

Pour les autres tissus prélevés sur les souris comme le foie, ’ADN génomique est extrait en
incubant un morceau de tissu d’environ 30 mg dans une solution de lyse (DirectPCR Lysis
Reagent, Viagen ; protéinase K 0,4 mg/mL) pendant 4 heures a 55°C sous agitation. La
protéinase K est ensuite inactivée en incubant les échantillons pendant 45 minutes a 85°C.
L’ADN extrait des différents tissus est conservé a -20°C.

En ce qui concerne les hépatocytes primaires isolés de souris, ils sont lavés une fois dans du
PBS et lysés dans du tampon LBPK (Tris 100 mM pH 8,5; EDTA 5 mM ; SDS 0,2% ; NaCl 200
mM ; protéinase K 25 pg/mL) a I'aide d’un grattoir. Le lysat cellulaire est incubé pendant 14 a
16 heures a 55°C et sous agitation. Le lendemain, aprés une centrifugation a 13000 rpm
pendant 10 minutes, les surnageants sont récupérés et mélangés avec de l'isopropanol
100%. Les pelotes d’ADN formées sont ensuite lavées dans de I’éthanol 70% avant d’étre
placées dans de I'eau et incubées pendant 4 heures a 37°C et sous agitation pour les
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solubiliser. L’ADN extrait des hépatocytes primaires est dosé a [I'‘aide d'un
spectrophotometre a 260 nm.

2.2 PCR

Les PCR sont utilisées d’une part pour le génotypage des animaux en utilisant 'ADN
génomique extrait des queues de souris, et d’autre part pour I'étude de I’excision de I'exon 3
du geéne RND3 en utilisant I’ADN génomique extrait des tissus prélevés sur les souris ou des
hépatocytes primaires murins. Le mélange de PCR est constitué d’ADN, de tampon de
réaction GoTaq® 1X (Promega), de 0,2 mM d’un mélange de dNTPs, de 0,4 uM de chaque
amorce et de 1,25 unités d’ADN polymérase GoTaq® (Promega). Le volume d’ADN utilisé
pour une réaction de PCR differe selon le tissu d’origine : 2,5 uL d’ADN de queue de souris
ou 10 pL d’ADN de foie de souris. Pour les hépatocytes primaires, 1 ug d’ADN est utilisé pour
chaque réaction de PCR. Les différents couples d’amorces utilisés permettent soit de
génotyper les souris en détectant la présence des génes RND3 sauvage/floxé et TTR-Cre, soit
d’étudier I'excision du gene RND3 floxé par la recombinase Cre en amplifiant des fragments
du géne RND3 sauvage/floxé/excisé. Le programme de PCR commun a ces trois réactions de
PCR comprend une étape de dénaturation de ’ADN a 94°C pendant 5 minutes, des cycles de
dénaturation (30 secondes a 94°C) - hybridation des amorces (30 secondes a une
température variable) - élongation (1 minute a 72°C), et une derniére étape de élongation de
I’ADN a 72°C pendant 5 minutes (tableau 1). Les produits de PCR sont ensuite déposés sur un
gel a 2% d’agarose contenant du bromure d’éthidium avant d’étre révélés sous les rayons
ultra-violets.

La réaction de PCR du gene RND3 permet de détecter une bande a 465 pb correspondant a
la forme sauvage du géne, et une bande a 595 pb correspond a la forme floxée. La PCR du
gene TTR-Cre est associée a la PCR du gene FABP afin de toujours détecter la présence d’une
bande quelque soit le génotype de I'animal. Cette double PCR amplifie une bande a 290 pb
correspondant au gene FABP et une bande a 356 pb correspondant au gene TTR-Cre. La PCR
de détection de l’excision du gene RND3 permet de détecter une bande a 1554 pb
correspondant a la forme sauvage du gene, une bande a 1715 pb correspondant a la forme
floxée et une bande a 612 pb correspondant a la forme excisée (tableau 1).
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Température
PCR Amorces d’hybridation - Fragments amplifiés
Nombre de
cycles
RND3 5'-GAGGGCCCTTGGATTATGTCCTG-3' Ef 62°C RND3 sauvage : 465 pb
5'-GGGAACATGGTGACAACCTATATCCAC-3' Er 40 cycles RND3 floxé : 595 pb
TTR-Cre 5'-CTGCATTACCGGTCGATGCA-3'
5'-ACGTTCACCGGCATCAACGT-3' 57°C TTR-Cre : 356 pb
FAPB 5'-TGGCATGTGAGGCGGTTAGGTTATCT-3' 35 cycles FABP : 290 pb
5'-GAGCTTTGGCCACATCACAGGTCATTC-3'
RND3 5'-GAGGGCCCTTGGATTATGTCCTG-3' Ef 65°C RND3 sauvage : 1554 pb
excisé | 5'-CCAGTAACCAGGGCTGTGTGATAACAT-3'L3r 35 cycles RND3 floxé : 1715 pb
RND3 excisé : 612 pb

Tableau 2: Caractéristiques des différentes réactions de PCR utilisées a partir de ’ADN
génomique extrait des souris.

L'amplification du gene TTR-Cre et des formes sauvage et floxée du gene RND3 permet de génotyper
les souris. L'amplification des formes sauvage, floxée et excisée du gene RND3 permet de visualiser
I’excision du géne par la recombinase Cre.

3. Techniques de biochimie

3.1 Extraction des protéines

Pour les lignées cellulaires et les hépatocytes primaires de souris, les cellules sont lavées
deux fois dans du PBS froid et lysées sur de la glace dans du tampon RIPA (Tris base 50 mM ;
NaCl 150 mM ; NP-40 1% ; désoxycholate de sodium 0,5% ; SDS 0,1% ; EDTA5 mM ; EGTA 1
mM ; cocktail d’inhibiteurs de protéases et de phosphatases Thermo Scientific 1X; pH 8) a
I’aide d’un grattoir. Le lysat cellulaire est ensuite centrifugé a 4°C et a 13000 rpm pendant 10
minutes afin de récupérer le surnageant.

Pour les tissus prélevés sur les souris comme le foie, I'extraction protéique doit d’abord étre
précédée par un broyage des échantillons. Pour cela, un morceau de tissu d’environ 30 mg
est déposé dans un tube Safe-Lock™ pré-refroidi dans de la glace qui contient du tampon
RIPA et une bille de tungstene. Les échantillons sont broyés pendant 2 minutes, puis
centrifugés a 4°C et a 13000 rpm pendant 10 minutes. Apres récupération du surnageant, les
protéines obtenues sont dosées selon le protocole d’un kit utilisant la méthode de Lowry
(DC™ Protein Assay, Biorad) et conservées a -80°C.

3.2 Western blot
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3.2.1 Electrophorése en conditions dénaturantes

Les échantillons protéiques sont mélangés dans du tampon de charge Laemmli (Laemmli
Sample Buffer 1X, Biorad ; B-mercaptoéthanol 358 mM) et chauffés pendant 5 minutes a
95°C afin de dénaturer les protéines. lls sont déposés sur un gel de polyacrylamide
préalablement coulé (acrylamide 4 a 12,5% ; Tris HCI pH 8,8 375 mM ou pH 6,8 150 mM ;
SDS 0,1% ; APS 0,075% ; TEMED 10 mM). La migration est réalisée entre 100 et 150V dans un
tampon de migration (Tris base 25 mM ; glycine 192 mM ; SDS 0,1%).

3.2.2 Transfert sur membrane PVDF

Aprés la migration, les gels sont transférés sur une membrane de PVDF (Millipore)
préalablement activée pendant 30 secondes dans du méthanol pur. Le transfert est effectué
a 110V et a 4°C dans un tampon de transfert (Tris base 25 mM ; glycine 192 mM ; éthanol
10%). Le temps de transfert varie entre 1 a 2 heures selon le poids moléculaire des protéines
a transférer. L'efficacité du transfert est vérifiée par une coloration de la membrane au
rouge Ponceau.

3.2.3 Immunodétection

Les membranes sont incubées dans une solution de blocage (PBS ; Tween-20 0,1% ; BSA 5%)
pendant 1 heure a température ambiante et sous agitation afin de réduire les liaisons non
spécifiques des anticorps. Elles sont ensuite incubées avec les anticorps primaires dilués
dans la solution de blocage pendant une durée variable selon les anticorps utilisés. Les
anticorps primaires peuvent étre incubés pendant 14 a 16 heures a 4°C et sous agitation ou
pendant 30 minutes a 1 heure a température ambiante et sous agitation. Apres 3 lavages de
5 minutes dans une solution de lavage (PBS ; Tween-20 0,1%), les membranes sont incubées
avec les anticorps secondaires également dilués dans la solution de blocage pendant 30
minutes a 1 heure a température ambiante et sous agitation. Les anticorps secondaires
utilisés sont couplés soit a la peroxydase (HRP), soit directement avec un fluorochrome.
Apres 3 lavages de 5 minutes dans la solution de lavage, les membranes sont prétes pour la
révélation. Pour les anticorps secondaires couplés a la HRP, les membranes sont incubées
dans une solution de révélation (Tris HCl 0,1 M pHS8,8; luminol 1,25 mM ; acide
coumarique 225 uM ; peroxyde d’hydrogene 0,009%) pendant 1 minute a température
ambiante. La membrane est ensuite placée dans une cassette de révélation et mise en
contact avec un film photographique dans une chambre noire (Amersham Hyperfilm™ ECL,
GE Healthcare). Le film est ensuite plongé successivement dans une solution de révélation
puis de fixation pour révéler la chimioluminescence émise par la peroxidase. Pour les
anticorps secondaires couplés a un fluorochrome, la fluorescence est directement détectée
par un appareil Odyssey® (LI-COR®).
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3.3 Immunoprécipitation

Les cellules Hep3B-Myc-Rnd3 sont ensemencées au nombre de 3,4 x 10° cellules par boite de
15 cm afin de reproduire les conditions d’ensemencement utilisées pour la premiere
immunoprécipitation analysée par spectrométrie de masse qui a permis d’identifier les
partenaires protéiques de Rnd3. L’extraction protéique est réalisée 3 a 4 jours aprés
I’ensemencement, une fois que les cellules sont confluentes et ont établi de nombreuses
jonctions intercellulaires. Les cellules sont lavées deux fois dans du PBS froid et grattées sur
de la glace dans du tampon de lyse (Tris HCl pH 7,4 50 mM ; NaCl 150 mM ; Triton X-100 1% ;
cocktail d’inhibiteurs de protéases Thermo Scientific 1X, NasVO41 mM). Le lysat cellulaire est
ensuite centrifugé a 4°C et a 13000 rpm pendant 10 minutes. Les protéines contenues dans
le surnageant sont récupérées et dosées a I'aide du kit DC™ Protein Assay (Biorad) suivant
les recommandations du fournisseur. L'immunoprécipitation est alors effectuée en incubant
4 mg de protéines avec 6 pg d’anticorps dirigé contre Myc, IQGAP2 ou IgG1 utilisé comme
controle isotypique pendant 14 a 16 heures a 4°C et sous agitation. L’extrait protéique total
restant est conservé a -80°C.

Le lendemain, les billes magnétiques protein G (Dynabeads® Protein G, Life Technologies)
sont prélavées 3 fois dans du tampon de lyse sans inhibiteurs de protéases ni NasVO, avant
d’étre ajoutées aux échantillons (50 pL de billes par immunoprécipitation). Aprés 1 heure
d’incubation a 4°C et sous agitation, les tubes sont placés sur un portoir magnétique pour
éliminer toutes les protéines qui ne sont pas fixées aux billes et aux anticorps (= A anticorps).
Les billes sont lavées 5 fois avec du tampon de lyse contenant 0,5X d’inhibiteurs de
protéases et 0,5 mM de NasVO,. Les protéines fixées sur les billes sont a ce moment-la
reprises dans 30 pL de tampon de charge (tampon de lyse complet 0,5X; Laemmli Sample
Buffer 0,5X, Biorad; p-mercaptoéthanol 179 mM). Les échantillons protéiques
correspondant aux protéines totales (= input) et aux protéines non fixées par les billes et les
anticorps (= A anticorps) sont mélangés avec du tampon de charge Laemmli (Laemmli
Sample Buffer 1X, Biorad; B-mercaptoéthanol 358 mM). Tous les tubes sont chauffés
pendant 5 minutes a 95°C pour dénaturer les protéines avant d’étre déposés sur un gel avec
un gradient 4-12% de polyacrylamide (NuPAGE® Gels Bis-Tris 4-12%, 1.5 mm et 10 puits, Life
Technologies). L'utilisation de ce gradient permet d’étudier a la fois une protéine de faible
poids moléculaire, Rnd3 (27 kDa), et une protéine de haut poids moléculaire, IQGAP2 (180
kDa). La migration des échantillons s’effectue dans un tampon MES (NUPAGE® Tampon de
migration MES SDS 1X, Life Technologies). Les gels sont ensuite transférés sur une
membrane de PVDF et révélés comme décrit précédemment pour un western blot classique.

4. Immunofluorescence et immunohistochimie

4.1 Immunofluorescence
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Les cellules, ensemencées sur des lamelles de verre, sont fixées avec du paraformaldéhyde
3% dilué dans du tampon CB 1X (tampon MES 10 mM ; NaCl 150 mM ; EGTA 5 mM ; MgCl, 5
mM ; glucose 5 mM ; pH 6,1) pendant 10 minutes a température ambiante. Apres 3 lavages
dans du tampon CB1X, les cellules sont perméabilisées avec du Triton-X100 0,1% pendant 1
minute. Les sites aspécifiques sont bloqués en incubant les lamelles dans une solution de
blocage (BSA 1% ; SVF 2%) diluée dans du tampon TBS 1X (tampon Tris 20 mM ; NaCl 154
mM ; EGTA 2 mM; MgCl, 2 mM; pH 7,5) pendant 5 minutes. Les cellules sont ensuite
incubées avec les anticorps primaires dilués dans la solution de blocage pendant 30 minutes
(dilution variable selon les anticorps). Apres 3 lavages dans du tampon TBS 1X, les cellules
sont incubées avec les anticorps secondaires également dilués dans la solution de blocage
pendant 30 minutes a I'obscurité (dilution 1/250). Les cellules sont lavées 3 fois dans du
tampon TBS 1X avec I'ajout de Hoechst dans le dernier lavage pour marquer les noyaux
(dilution 1/50 000). Aprés 2 minutes d’incubation dans le Hoechst, les lamelles sont rincées
dans de I'eau et montées sur des lames avec du milieu de montage Fluoromount-G™
(FluoProbes®, Interchim) et stockées a 4°C a I'obscurité. Les images sont prises soit sur un
microscope a épifluorescence (Zeiss Axioplan 2, Unité INSERM 1053), soit sur un microscope
confocal (Leica SP5, Bordeaux Imaging Center) a I'objectif 63X en immersion.

4.2 Immunohistochimie

Le foie prélevé sur les souris est sectionné en tranches de 2 a 3 mm de largeur qui sont
rincées dans du PBS et fixées dans du formaldéhyde 4% pendant 24 heures. Les tranches de
foie sont ensuite placées dans de I'éthanol 70% pendant 1 heure au minimum avant d’étre
inclues en paraffine a I'aide d’'une machine a imprégnation en paraffine Histokinette
(Thermo Shandon). A I'aide d’'un microtome, les blocs de paraffine sont coupés en sections
de 2,5 a 4 um d’épaisseur qui sont ensuite collées sur des lames de verre. Les lames sont
placées dans une étuve a 56°C pendant 14 a 16 heures afin d’éviter le décollement des tissus
lors des étapes suivantes. Les échantillons sont déparaffinés en les plongeant
successivement dans des bains de toluene 100% (2 fois pendant 5 minutes), d’éthanol 100%
(2 fois pendant 1 minute) et d’éthanol 95% (1 fois pendant 1 minute) avant d’étre hydratés
dans de I'eau pendant 5 minutes. Pour les immunomarquages, les sites antigéniques sont
démasqués en incubant les lames dans un tampon citrate pH 6 (Dako) chauffé a 98°C
pendant 40 minutes. Aprés 20 minutes de refroidissement, une étape supplémentaire
consistant a placer les lames dans une solution d’HCI 2M pendant 1 heure a 37°C est réalisée
pour les marquages anti-BrdU. Les lames sont ensuite placées dans un automate Autostainer
(Dako) pour réaliser les immunomarquages selon un programme spécifique pour chaque
anticorps (tableau 2).
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Marquage anti-BrdU

Marquage anti-GFP

Tampon de ringage (Dako)

Inhibition des peroxydases endogenes - Peroxyde d’hydrogene 3% - 10 minutes

Tampon de rincage (Dako)

Blocage des sites aspécifiques - Solution de
blocage (sérum 10% ; BSA 1%) dilué dans du
tampon TBS 1X-Tween 0,05% - 30 minutes

Tampon de ringage (Dako)

Anticorps primaire dilué dans du tampon
TBS 1X-Tween 0,05% - 1 heure

Anticorps primaire dilué dans du tampon
TBS 1X-Tween 0,05% - 30 minutes

Tampon de rincage (Dako)

Anticorps secondaire ImmPRESS™ (Vector
Laboratories) - 45 minutes

Anticorps secondaire EnVision™ (Dako) - 30
minutes

Tampon de rincage (Dako)

DAB (Dako) - 10 minutes

Ringage a I'eau

Hémalun (Labonord) - 3 minutes

Ringage a I'eau

Eau ammoniaquée 1% - 2 minutes

Ringage a I'eau

Tableau 3: Caractéristiques des programmes utilisés pour les marquages anti-BrdU et anti-
GFP sur les coupes de tissus de souris.

Pour la coloration HES, les lames sont placées dans un bain d’hémalun (Labonord) pendant 5
minutes pour marquer les noyaux avant d’étre rincées dans de I'eau. Elles sont incubées
dans de I'eau ammoniaquée 1% pendant 3 minutes puis rincées a nouveau dans de |'eau. Les
tissus sont marqués avec de |'éosine (Labonord) pendant 5 minutes pour colorer les
cytoplasmes. Aprés un ringage dans de l'eau, les échantillons sont déshydratés dans de
I’éthanol 100%, incubés dans du safran (Labonord) pendant 15 minutes a 60°C pour marquer
les fibres de collagéne, et déshydratés a nouveau dans de I’éthanol 100%. Toutes les lames
sont ensuite déshydratées dans deux bains de toluene 100% de 5 minutes chacun. Les
lamelles sont montées avec de I'Eukitt (Labonord).

5. Expérimentation animale

5.1 Administration de tamoxiféne

Les souris sont traitées a I'age de 8 semaines avec du tamoxifene. Ce traitement comprend
une injection intra-péritonéale de tamoxiféne (Sigma T5648 ; 40 mg/kg de poids corporel) et
un régime alimentaire de 7 jours avec des croquettes contenant du tamoxiféne (LASCRdiet™
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CreActive TAM400, LASvendi ; 40 mg/kg de poids corporel/jour). La solution injectable est
obtenue en resuspendant le tamoxifene dans de I'éthanol 100% et de I’huile d’arachide. La
solution est ensuite chauffée pendant 15 minutes a 56°C avant d’étre soniquée pendant 2
minutes. En cas d’utilisation ultérieure, la solution de tamoxiféne sera conservée a -20°C et
devra étre a nouveau soniquée pendant 2 minutes avant l'injection. Les croquettes enrichies
en tamoxiféne sont, elles renouvelées une fois pendant la période de 7 jours selon les
recommandations du fournisseur.

Les hépatocytes primaires de souris peuvent aussi étre directement traités avec un
métabolite actif du tamoxifene (= 4-hydroxy tamoxifene ou 4-OHT, Sigma). Le lendemain de
leur isolement, le 4-OHT est ajouté sur les cellules a deux concentrations différentes (1 ou 5
UM) pendant 48 heures. La solution stock de 4-OHT étant diluée dans de I’éthanol 100%, les
hépatocytes de la condition contréle sont traités avec 0,01% d’éthanol, ce qui correspond au
volume de tamoxiféne ajouté dans la condition 1 uM. Les extractions d’ADN et de protéines
sont réalisées 24 heures apres I'arrét du traitement avec le 4-OHT.

5.2 Infection par les adénovirus codant pour une Cre recombinase

Les souris dgées de 6/8 semaines ou de 9 mois regoivent, sous anesthésie par inhalation
d’isoflurane, une injection de 2 x 10° particules infectieuses d’adénovirus (Ad-CMV-GFP ou
Ad-CMV-GFP-Cre) par voie rétro-orbitale. L’efficacité de l'infection est visualisée par le
marquage de la GFP en immunohistochimie avec les deux lots d’adénovirus.

Les hépatocytes primaires de souris peuvent également étre directement infectés par les
adénovirus codant pour une Cre recombinase ubiquitaire. Le lendemain de leur isolement,
les cellules sont infectées avec les particules infectieuses d’adénovirus CAG-Cre a une forte
MOI de 50 ou de 100. Les hépatocytes primaires sont incubés pendant 5 heures avec les
particules virales diluées dans du milieu de culture sans SVF. Les extractions d’ADN et de
protéines sont effectuées 48 heures apres l'infection.

5.3 Hépatectomie des deux tiers

La chirurgie d’hépatectomie des deux tiers est réalisée selon un protocole bien décrit dans la
littérature (Mitchell et al., 2008) par Nathalie Allain-Courtois (Technicienne, Unité INSERM
1053). Nous avons toutes deux suivi un tutorat sur cette technique a I'Institut Cochin (Paris)
afin de perfectionner notre protocole chirurgical.

L’hépatectomie des deux tiers est toujours réalisée le matin sur des souris males agées de 8
a 14 semaines. Apres une pesée, les animaux sont anesthésiés par inhalation d’isoflurane
(induction 4% a 2L/min air ; maintenance 2% a 0.2 L/min air) et injectés en sous-cutané avec
de la buprénorphine (0.1 mg/kg de poids corporel). Les souris sont placées sur un tapis
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chauffant des le début de la chirurgie et jusqu’a 4 a 5 heures apres leur réveil. La chirurgie
débute par une laparotomie médiane effectuée aprés une désinfection de la peau avec de la
biseptine®. Un premier fil de suture (Fil Vicryl™ rapide 19 mm - 3/0 - 75 cm, Ethicon) est
inséré dans le processus xiphoide des souris a I'aide d’une aiguille et scotché sur le masque
d’anesthésie afin de dégager I'acces au foie. Dans le méme but, deux autres fils de suture
munis d’aiguilles sont insérés a travers le péritoine et la peau de chaque c6té de I'animal et
également scotchés jouant ainsi le role d’écarteur. Avec un coton-tige, un fil de soie
(Ligature de soie noire non résorbable 18 mm - 3/0 - 45 cm, Péters Surgical) est placé sous la
base du lobe latéral, prés du hile hépatique et utilisé pour ligaturer et exciser ce lobe. Deux
autres fils de soie permettent de ligaturer et de couper successivement le lobe médian droit
et le lobe médian gauche tout en évitant de s’approcher trop pres de la veine cave inférieure
supra-hépatique pour ne pas provoquer de sténose (figure 27). L’hépatectomie des deux
tiers étant terminée, le péritoine des animaux est suturé en surjet avec du fil Vicryl et la
peau est refermée avec la pose d’agrafes. Les animaux sont surveillés et recoivent, en cas de
souffrance, une deuxieme injection de buprénorphine 4 a 5 heures aprés la fin de la

chirurgie.
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Figure 27: Description des trois ligatures nécessaires pour réaliser une hépatectomie des
deux tiers chez la souris (adapté de Mitchell et al., 2008).

A. La premiere ligature est effectuée a la base du lobe latéral gauche. B. La deuxiéme ligature permet
d’exciser le lobe médian droit, alors que la troisieme permet de couper le lobe médian gauche. Ces
deux dernieres ligatures sont placées au-dessus de la vésicule biliaire, mais pas trop pres de la veine
cave inférieure supra-hépatique pour ne pas induire de sténose.
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Pendant la ligature et la pose d’agrafes, les deux lobes excisés sont pesés, fractionnés et
répartis en fonction des différentes analyses souhaitées. Pour 'immunohistochimie, certains
échantillons sont fixés dans du formaldéhyde 4%, alors que d’autres sont placés dans une
cassette contenant de I'OCT (Tissue-Tek® O.C.T™ Compound, Sakura®) et congelés avec de
I'isopentane 100% refroidi par de I'azote liquide. Pour les PCR et les western blot, les
échantillons sont directement congelés dans de I'azote liquide.

La cinétique de régénération des hépatocytes est étudiée entre 4 heures et 72 heures apres
I’hépatectomie. Les animaux sont pesés et regoivent une injection intra-péritonéale de BrdU
(Sigma ; 100 mg/kg de poids corporel) 2 heures avant le sacrifice. Aprés une anesthésie par
inhalation d’isoflurane en surdosage (induction et maintenance 5% a 2L/min air) et une
laparotomie, un prélevement terminal de sang est réalisé en intra-cardiaque avec une
seringue héparinée munie d’une aiguille 25G. Les souris sont alors sacrifiées par dislocation
cervicale afin de prélever le foie restant qui est pesé et fractionné comme pour les deux
lobes enlevés lors de I’"hépatectomie. Un morceau de queue est systématiquement prélevé
sur les souris ce qui permettra de vérifier leur génotype. Le sang prélevé est déposé dans un
tube contenant de I"héparine (10 Ul) puis centrifugé pendant 8 minutes a 8 000 rpm pour
récupérer le plasma qui sera conservé a -80°C.

5.4 Administration de diéthylnitrosamine
Les souris agées de 15 jours recoivent une injection intra-péritonéale de diéthylnitrosamine

(Sigma NO0258 ; 25 mg/kg de poids corporel) afin d’induire le développement de CHC 8 a 9
mois plus tard.
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CHAPITRE 3 - RESULTATS

Mon projet de these s’est décomposé en deux principaux axes. Le premier axe a porté sur
I’étude du réle de Rnd3 dans la physiologie et la carcinogenése hépatiques in vivo. Le
deuxieme axe s’est focalisé sur I'analyse des invadosomes qui sont des structures d’actine
impliquées dans I'invasion cellulaire.

Axe 1 : Etude du role de Rnd3 dans la physiopathologie hépatique

Le principal objectif de ma thése est d’étudier, in vivo, le role de Rnd3 dans la
physiopathologie hépatique. Comme décrit dans l'introduction de ce manuscrit, les souris
dépourvues de Rnd3 ne survivent pas au-dela de trente jours apres la naissance en raison de
séveres altérations neuromusculaires et développementales (Mocholi, 2011). Afin de mener
a bien notre projet de recherche, il est nécessaire de générer un modele murin permettant
d’induire un KO de Rnd3 spécifiquement dans le foie. Ce modele présente I'avantage de
pouvoir étudier les effets de I'extinction de la protéine Rnd3 spécifiquement dans le foie car
I’expression de la protéine n’est pas modifiée dans les autres tissus. Il permet aussi d’induire
le KO du geéne a tout moment ce qui donne la possibilité d’analyser le role de ce KO pendant
le développement embryonnaire ou au contraire sur un foie adulte. Durant ma these, nous
avons décidé de nous focaliser sur I'impact du KO de Rnd3 dans un foie de souris adulte.

Ce modele murin permettra, dans un premier temps, d’étudier le réle de Rnd3 dans Ila
régénération hépatique qui est un modele attractif pour étudier la prolifération des
hépatocytes normaux in vivo. Préalablement, je vous présenterai les résultats, non publiés,
obtenus au laboratoire sur le réle de Rnd3 dans la croissance des hépatocytes tumoraux en
culture. Ce modele murin sera utilisé, dans un deuxieme temps, pour analyser le réle de
Rnd3 dans la carcinogenese hépatique et l'invasion tumorale in vivo. Les travaux du
laboratoire ont établi que la sous-expression de Rnd3 provoque une augmentation de
I'invasion des cellules de CHC in vitro (Grise et al., 2012 ; Ma et al., 2013). Une seule
expérience a été réalisée in vivo et a montré que la perte de Rnd3 augmente I'invasion locale
de tumeurs hépatiques induites par l'injection orthotopique de cellules de CHC chez des
souris immunodéprimées (Ma et al., 2013). L'utilisation des souris KORnd3"eP permettra
ainsi d’étudier a la fois I'impact de I'extinction de Rnd3 dans la carcinogenese hépatique
spontanée et dans l'invasion tumorale de CHCs induits par l'injection d’un carcinogene
chimique. Pour conclure cette partie, je vous présenterai les résultats complémentaires
portant sur la régulation de I'expression de Rnd3 par des micro-ARNs et |'analyse d’un
nouvel interactant de cette GTPase que j’ai obtenus durant ma these.
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1. Résultats préliminaires obtenus dans le laboratoire sur I'implication de
Rnd3 dans la prolifération des hépatocytes tumoraux

Trois études différentes ont confirmé que la GTPase Rnd3 est sous-exprimée dans le CHC
(Grise, 2012 ; Luo, 2012 ; Ma, 2013) et que cette dérégulation joue un réle important dans
I'invasion tumorale et le développement de métastases. Le groupe du Dr. Moreau s’est
intéressé au rble de cette protéine dans la prolifération des cellules de CHC en raison de
I'implication des GTPases Rho dans ce mécanisme.

1.1 Impact de l'extinction de Rnd3 sur la prolifération in vitro des hépatocytes
tumoraux

L'implication de la protéine Rnd3 dans la croissance tumorale a tout d’abord été étudiée
dans les lignées cellulaires Hep3B et Huh7 de CHC. Pour cela, ces deux lignées cellulaires ont
été toutes deux transfectées avec deux siARNs différents dirigés contre Rnd3. L’extinction de
Rnd3 dans la lignée Hep3B induit une importante diminution de la croissance cellulaire par
rapport aux cellules transfectées avec un siARN controle (figure 24B). Cet effet est d’ailleurs
proportionnel a I'efficacité d’extinction de I'expression de Rnd3 de chaque siARN (figure
24A ; 95% d’extinction avec le siRnd3 S1 et 75% d’extinction avec le siRnd3 S3). Etant donné
gue la protéine Rnd3 est sous-exprimée dans le CHC, ce résultat est surprenant mais il a
également été obtenu avec la lignée Huh7.

Cette expérience a été répétée en utilisant un shARN dirigé contre Rnd3 afin de valider le
premier résultat obtenu tout en mettant au point un outil d’extinction de Rnd3 a plus long
terme pour de futures expériences. La lignée Hep3B a donc été transduite avec des
particules lentivirales exprimant, seulement en présence de doxycycline, un shARN dirigé
contre Rnd3 (shRnd3) ou un shARN contréle ciblant la luciférase (shGL2) avec une MOI de 5.
Le shRnd3 a été construit a partir de la séquence du siRnd3 S1 qui induit une forte extinction
de I'expression de cette protéine. L'expression de Rnd3 est uniquement éteinte dans les
cellules Hep3B shRnd3 en présence de doxycycline (figure 28A; 30 ng/mL) et provoque
également une inhibition de la croissance cellulaire par rapport aux conditions contréles
(figure 28B). Ainsi la perte de Rnd3 diminue la croissance des hépatocytes tumoraux mais
augmente leur invasion ce qui pourrait permettre la transition d’un état prolifératif vers un
état invasif favorable au développement de métastases.
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Figure 28: L'extinction de Rnd3 par shARN provoque une inhibition de la croissance
cellulaire dans la lignée Hep3B (donnée non publiée).

A. Les cellules Hep3B Krab shRnd3 sont traitées ou pas a la doxycycline (30 ng/mL) pendant 10 jours.
Les extraits protéiques sont analysés par western blot en utilisant des anticorps dirigés contre Rnd3
et la GAPDH. Le niveau d’expression de la GAPDH est utilisé comme controle de charge. B. Les
cellules Hep3B Krab shGL2/shRnd3 sont prétraitées ou pas a la doxycycline (30 ng/mL) pendant 4
jours. Leur croissance est évaluée pendant 6 jours tout en maintenant le traitement a la doxycycline
pour les deux conditions concernées. Pour chaque temps, les cellules sont fixées dans de I'acide
trichloroacétique 50% pendant 1 heure a 4°C, et marquées avec le kit SulfoRhodamine B (Sigma).
L'absorbance a 545 nm, proportionnelle au nombre de cellules vivantes, est mesurée au
spectrophotometre.

Le groupe du Dr. Moreau a ensuite étudié I'impact de la perte de Rnd3 sur la prolifération
cellulaire dans un modele plus physiologique en trois dimensions: les sphéroides. Les
cellules Hep3B Krab shGL2 et shRnd3 ont été ensemencées sur de I'agar afin que les cellules
ne puissent pas adhérer et forment ainsi des sphéroides. Le lendemain, la doxycycline a été
ajoutée sur les sphéroides dans les deux conditions concernées (30 ng/mL) pour induire
I’extinction de Rnd3. L'aire des sphéroides a ensuite été mesurée 24 heures apres |'ajout de
doxycycline (J3) et jusqu’a 12 jours aprés I'ensemencement (J12). Nous pouvons voir que la
perte de Rnd3, induite par la doxycycline (figure 29A), diminue I'aire des sphéroides et par
conséquent leur prolifération cellulaire (figure 29B) ce qui concorde avec les résultats
précédents.
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Figure 29: L'extinction de Rnd3 induit un retard de croissance des sphéroides formées a
partir des cellules Hep3B (donnée non publiée).

2000 cellules Hep3B Krab shGL2/shRnd3 sont ensemencées sur de l'agar et traitées ou pas le
lendemain avec de la doxycycline (30 ng/mL). A. Aprés 6 jours, les protéines sont extraites et
analysées par western blot en utilisant des anticorps dirigés contre Rnd3 et la GAPDH. Le niveau
d’expression de la GAPDH est utilisé comme contréle de charge. B. La croissance des sphéroides est
évaluée en mesurant leur aire du 3émejourjusqu’au 12émejour apres 'ensemencement des cellules.

1.2 Impact de I'extinction de Rnd3 sur la croissance in vivo des hépatocytes tumoraux

Pour valider le role de la protéine Rnd3 dans la croissance tumorale in vivo, des expériences
de xénogreffes sous-cutanées de cellules Hep3B ont été réalisées chez des souris NOG
immunodéprimées. Les souris ont été injectées en sous-cutané avec des cellules Hep3B
exprimant soit un shARN controle (shGL2) soit un shARN dirigé contre Rnd3 qui sont tous
deux inductibles a la doxycycline. Les souris ont débuté un traitement a la doxycycline (2
mg/mL), ou au sucrose en contrdle, une fois que les tumeurs sous-cutanées ont atteint un
volume de 200 mm®. Le volume des tumeurs a ensuite été mesuré jusqu’a 30 jours aprés le
début du traitement afin d’évaluer la croissance tumorale. L’extinction de Rnd3 entraine une
diminution de la croissance des tumeurs sous-cutanées qui semble tendre vers une
régression tumorale au cours du temps (figure 30). Cette diminution de la croissance
tumorale induite par la perte de Rnd3 peut s’expliquer par plusieurs mécanismes comme par
exemple une diminution de la prolifération des hépatocytes tumoraux ou une augmentation
de leur mort par apoptose.
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Figure 30: La perte de Rnd3 provoque une diminution de la croissance des tumeurs sous-
cutanées induites par xénogreffe chez la souris (donnée non publiée).

Des souris NOG immunodéprimées regoivent une injection sous-cutanée de 3.10° cellules Hep3B
Krab shGL2 ou shRnd3. Une fois que les tumeurs ont atteint un volume de 200 mm?, les souris sont
traitées a la doxycycline (2 mg/mL) ou au sucrose en contréle dans I'eau de boisson. A. Le volume des
tumeurs sous-cutanées est estimé tous les 2 jours jusqu’a 30 jours aprés le début du traitement
(volume = (longueur x largeur?)/2). B. Les photos prises au moment du sacrifice (J16 ou J18) montre
déja une diminution du volume tumoral dans la condition d’extinction de Rnd3 (shRnd3 +
Doxycycline) par rapport aux conditions controles.

1.3 Etude des mécanismes moléculaires impliqués dans la diminution de la croissance
cellulaire induite par I’extinction de Rnd3 dans les hépatocytes tumoraux

1.3.1 Analyse des acteurs de I’'apoptose

Par la suite, le groupe du Dr. Moreau a voulu vérifier si la perte de Rnd3 avait également un
effet sur la mort des cellules de CHC par apoptose. Pour cela, ils ont tout d’abord analysé le
pourcentage de cellules en apoptose par cytométrie en flux aprés un marquage avec
I'annexine V et l'iodure de propidium. Les résultats obtenus ne montrent pas de variation du
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pourcentage de cellules en apoptose lors de I'extinction de I'expression de Rnd3 dans les
cellules Hep3B (donnée non montrée).

lIs ont ensuite vérifié I'expression de genes pro et anti-apoptotiques par PCR quantitative
dans les cellules Hep3B shGL2 et Hep3B shRnd3 traitées ou pas a la doxycycline (30 ng/mL).
Les résultats obtenus ne montrent pas de variation de I'expression des geénes BAX, BAD, BID,
BCL-XS (= génes pro-apoptotiques) ainsi que du gene BCL-XL (= géne anti-apoptotique) lors
de I'extinction de Rnd3 dans les cellules Hep3B (figure 31). Ce résultat suggere que la perte
de Rnd3 n’induit pas d’apoptose dans les hépatocytes tumoraux. La diminution de la
croissance cellulaire observée lors de I'extinction de Rnd3 ne semble pas due a une
augmentation de I'apoptose dans ces cellules.
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Figure 31: La perte de Rnd3 ne modifie par I'expression de génes pro et anti-apoptotiques
dans la lignée Hep3B (donnée non publiée).

Les cellules Hep3B Krab shGL2/shRnd3 sont traitées ou pas a la doxycycline pendant 10 jours (30
ng/mL). Aprés 10 jours, les ARNm sont extraits, rétro-transcrits en ADNc et analysés par PCR
guantitative avec des amorces spécifiques des génes BAX, BAD, BID, BCL-XS, BCL-XL et RND3. ***P <
0.001 par rapport a la condition shRnd3 non traitée.
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1.3.2 Analyse des acteurs du cycle cellulaire

Il existe plusieurs liens décrits dans la littérature entre la protéine Rnd3 et la prolifération
cellulaire qui mettent tous en avant une implication de la cycline D1. En effet, qu’il s’agisse
de cellules normales comme des fibroblastes ou des progéniteurs neuronaux, ou de cellules
tumorales comme les cellules Hela ou les cellules de carcinome de I'cesophage a cellules
squameuses, la sous-expression de Rnd3 est associée a une augmentation de |'expression de
la cycline D1 et de la prolifération cellulaire (Xia et al., 2010 ; Zhao et al., 2012 ; Pacary et al.,
2013 ; Tong et al., 2014).

Selon ces données, une premiere expérience a été réalisée au laboratoire pour analyser le
niveau d’expression de la cycline D1 qui pourrait étre impliquée dans les mécanismes
moléculaires a 'origine de la diminution de la prolifération cellulaire en absence de Rnd3.
L'analyse biochimique des extraits protéiques de cellules Hep3B transfectées avec deux
siARNs ciblant Rnd3 (S1 ou S3) ou un siCtrl a montré que la perte de Rnd3 engendre une
diminution d’expression de la cycline D1 (figure 32).
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Figure 32: L'extinction de Rnd3 induit une diminution de I'expression de la cycline D1 dans
les cellules Hep3B.

Les cellules Hep3B sont transfectées avec deux siARNs ciblant Rnd3 (S1 et S3) ou un siARN contréle
(Ctrl). Les protéines sont extraites 48 heures apres la deuxieme transfection et analysées par western
blot en utilisant des anticorps dirigés contre la cycline D1 et I'a-tubuline. Le niveau d’expression de
I'a-tubuline est utilisé comme contrdle de charge.
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J'ai poursuivi 'étude des mécanismes moléculaires responsables de la diminution de la
croissance des cellules de CHC lors de l'extinction de Rnd3 en étudiant le niveau
d’expression d’autres cyclines impliquées dans la progression du cycle cellulaire. Les
premiers résultats obtenus dans les cellules Hep3B transfectées avec les siARNs dirigés
contre Rnd3 (S1 ou S3) montrent une augmentation de I'expression de la cycline B1 sans
gu’il y ait de variation nette de I'expression des autres cyclines (A2 et E1) commune avec les
deux siARNs (figure 33).
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Figure 33: L'extinction de la protéine Rnd3 provoque une augmentation de I'expression de
la cycline B1 dans les cellules Hep3B.

Les cellules Hep3B sont transfectées deux fois avec deux siARNs dirigés contre Rnd3 (S1 ou S3) ou un
siARN contrdle (Ctrl). Les protéines sont extraites 48 heures aprés la deuxieme transfection et
analysées par western blot en utilisant des anticorps dirigés contre Rnd3, les cyclines A2/B1/E1 et la
GAPDH. Le niveau d’expression de la GAPDH est utilisé comme contréle de charge (n=1).

L’ensemble de ces résultats montre que la perte de Rnd3 induit une diminution de la
croissance des cellules Hep3B qui pourrait notamment s’expliquer par une diminution de
I’expression de la cycline D1. Cette diminution de la cycline D1 pourrait provoquer un arrét
dans la progression du cycle cellulaire en phase G1/S. Cependant, le réle de cette GTPase
atypique dans la prolifération cellulaire semble treés dépendant de la lignée de CHC utilisée.
En effet, I'extinction de I'expression de Rnd3 peut également conduire a une augmentation
de la prolifération cellulaire ou au contraire n’avoir aucun impact sur ce parametre selon les
lignées de CHC (Xia et al., 2013 ; Ma et al., 2013). L'utilisation d’un modéle murin de KO de
Rnd3 permettra de répondre a cette question en étudiant directement I'impact de la perte
de Rnd3 sur la croissance tumorale induite par I'injection d’un carcinogene chez la souris. Il
permettra aussi d’étudier le role de cette protéine dans la prolifération des hépatocytes
normaux lors du phénomeéne de régénération hépatique.
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2. Génération de souris présentant un KO conditionnel de Rnd3
spécifiquement dans le foie

Pour générer un modele murin de KO conditionnel et hépato-spécifique de Rnd3
(KORnd3"®"), nous avons choisi la technique de recombinaison Cre-LoxP issue du
bactériophage P1 (Sternberg et al.,, 1981 ; Sauer et al., 1988). Elle permet de déléter un
fragment d’ADN situé entre deux sites LoxP lorsque ces deux sites sont présents sur le méme
brin d’ADN et dans le méme sens (Nagy et al., 2000). Pour cela, il a tout d’abord fallu obtenir
des souris Rnd3 floxées chez lesquelles deux sites loxP ont été insérés en phase dans la
séquence codante du gene RND3 pour ne pas perturber I’'expression de la protéine.

2.1 Les souris Rnd3 floxées

Les souris Rnd3 floxées ont été générées par I'Institut clinique de la souris (lllkirch), en
collaboration avec le Dr. Evelyne Bloch-Gallego (Institut Cochin, Paris) et le Dr. Cécile
Gauthier-Rouviere (CRBM, Montpellier). Elles ont été obtenues a partir de cellules
embryonnaires souches (ES) qui sont modifiées par recombinaison homologue avec un
vecteur de remplacement constitué des séquences de I'exon 3 du gene RND3 flanqué de
deux sites LoxP, ainsi que de deux marqueurs de sélection Néomycine et B-Géo. Le
marqueur B-Géo résulte de la fusion entre le gene de la B-galactosidase et le géne de
résistance a la néomycine, et permet de combiner une sélection antibiotique et un systeme
de géne rapporteur. Il est associé a un signal poly A qui stabilise I’ARNm transcrit. A I'inverse,
le marqueur de sélection antibiotique Néo ne possede pas de signal poly A ; par conséquent,
seule I'intégration par recombinaison homologue permettra d’augmenter la stabilité de son
ARNm. Ces deux genes de sélection permettent de conserver uniquement les cellules ES qui
ont subi une recombinaison homologue (figure 34, alléle L3). Les souris C57BL/6 générées a
partir de ces cellules ES modifiées possedent encore les deux marqueurs de sélection qui
seront excisés in vivo par I'action d’une recombinase Flp, dérivée de la levure Saccharomyces
cerevisiae (Sadowski et al., 1995), entre les deux sites FRT. Les souris obtenues sont
appelées Rnd3 floxées (figure 34, allele L2). L’action d’une recombinase Cre dans ces souris
induit la délétion de I'exon 3 du gene RND3 entre les deux sites loxP et permet d’obtenir des
souris Rnd3 KO (figure 34, alléle L-).

A leur arrivée, les souris Rnd3 floxées ont été placées dans I'animalerie conventionnelle de
I’'Université de Bordeaux en raison de leur statut sanitaire. Une décontamination a été
nécessaire pour pouvoir établir la colonie Rnd3 floxée au sein de I'animalerie spécialisée de
I’'Université. Les souris Rnd3 floxées sont génotypées par PCR a partir de ’ADN extrait d’un
morceau de queue en utilisant deux couples d’amorces différents. Les amorces Ef et Er sont
utilisées pour le génotypage classique des animaux et permettent d’amplifier une bande a
465 pb correspondant a la forme sauvage du géne RND3, et une bande a 595 pb correspond
a sa forme floxée. Les amorces Ef et L3r sont nécessaires pour détecter I'excision de I'exon 3
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du gene RND3. Elles permettent d’amplifier une bande a 1554 pb correspondant a la forme
sauvage du gene, une bande a 1715 pb correspondant a la forme floxée et une bande a 612
pb correspondant a la forme excisée. Ces amorces sont positionnées sur les différents alleles
de RND3 dans la figure n°34.
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Figure 34: Stratégie d'obtention et de génotypage des souris Rnd3 floxées (adapté de
I'Institut clinique de la souris).

Les souris Rnd3 floxées sont obtenues a partir de cellules souches embryonnaires modifiées par
recombinaison homologue avec un vecteur contenant les séquences de I'exon 3 du gene RND3
flanqué de deux sites LoxP. Ce vecteur contient également deux marqueurs de sélection Néo (géne
de résistance a la néomycine) et B-Géo (fusion entre le géne de la B-galactosidase et le géne de
résistance a la néomycine). Le marqueur B-Géo est associé a un signal poly A qui stabilise ’ARNm
transcrit. Ces deux marqueurs permettent de sélectionner uniquement les cellules ES qui ont subi
une recombinaison homologue (allele RND3 d’intérét L3) pour générer des souris. lls sont ensuite
excisés par l'action in vivo d’'une recombinase Flp entre les deux sites FRT (allele RND3 conditionnel
L2). Les souris Rnd3 floxées obtenues peuvent étre modifiées par I'action in vivo d’'une recombinase
Cre qui excise I'exon 3 du géne RND3 et permet d’obtenir des souris Rnd3 KO (allele RND3 KO L-).

Apres obtention des souris Rnd3 floxées, la recombinaison Cre-LoxP a nécessité I'expression
d’une recombinase Cre spécifiqguement dans le foie de ces souris.

2.2 Croisement des souris Rnd3 floxées avec des souris TTR-iCre recombinase
2.2.1 Mise au point d’'un modéle murin KORnd3™

Afin d’induire une recombinaison Cre-LoxP dans les souris Rnd3 floxées, nous avons décidé
d’utiliser les souris TTR-iCre exprimant une recombinase Cre inductible par le tamoxiféne et
sous le contréle du promoteur de la transthyrétine (TTR), spécifique des hépatocytes
(Tannour-Louet et al., 2002). Dans les souris TTR-iCre, les séquences de régulation de la
transcription du gene TTR, codant pour un transporteur des hormones thyroidiennes, sont
choisies pour permettre une expression spécifique dans les hépatocytes (Yan et al., 1990). La
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Cre est fusionnée de chaque c6té avec le domaine de liaison du ligand du récepteur murin
aux oestrogénes (Mer) (figure 35). Ce domaine Mer présente une mutation (G525R) qui ne
permet plus la fixation des oestrogénes mais seulement du tamoxiféne (Danielian et al.,
1993).

Les souris TTR-iCre ont été obtenues du centre de Transgénese et d’Archivage d’Animaux
Modeéles d’Orléans apres accord préalable du Dr. Mireille Vasseur-Cognet (Institut Cochin,
Paris). Elles ont été placées a leur arrivée au sein de I'animalerie conventionnelle de
I’'Université de Bordeaux ce qui a aussi nécessité une décontamination pour établir la colonie
au sein de I'animalerie spécialisée. Les souris TTR-iCre sont génotypées par PCR a partir de
I’ADN extrait d’un morceau de queue. La PCR du gene TTR-Cre est associée a la PCR du gene
FABP afin de toujours détecter une bande quel que soit le génotype de I'animal. Cette
double PCR amplifie une bande a 290 pb correspondant au gene FABP et une bande a 356 pb
correspondant au gene TTR-Cre.

Le modele KORnd3™™ est obtenu en croisant les souris Rnd3 floxées avec les souris TTR-iCre
(figure 35). En absence de tamoxiféne, la Cre exprimée par les hépatocytes des souris
KORnd3"™" est piégée dans le cytoplasme par la protéine chaperonne HSP90. Le tamoxiféne
administré a ces souris se fixe sur la protéine de fusion MerCreMer et induit un changement
de sa conformation, libérant ainsi la recombinase qui peut entrer dans le noyau et cliver
I’exon 3 de RND3 encadré des sites loxP pour induire le KO (figure 35).
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Figure 35: Génération d'un modeéle murin présentant un KO inductible et hépato-
spécifique de Rnd3 (KORnd3 ™).

Les souris Rnd3 floxées sont caractérisées par l'insertion de deux sites loxP qui encadrent I'exon 3 du
géne RND3. Les souris TTR-iCre expriment une Cre recombinase inductible par le tamoxiféne (iCre) et
sous le contréle du promoteur de la transthyrétine (TTR), spécifique des hépatocytes. Cette Cre est
fusionnée a deux domaines de liaison du récepteur murin aux oestrogénes (Mer) qui sont mutés afin
de fixer uniquement le tamoxiféne. Les souris Rnd3 floxées sont croisées avec les souris TTR-iCre
pour obtenir les souris KORnd3™™". En absence de tamoxiféne, la Cre exprimée par les hépatocytes
des souris KORnd3™ est piégée dans le cytoplasme par la protéine chaperonne HSP90. Le
tamoxiféne est administré aux souris a I'dge de 8 semaines. Il se fixe sur la Cre et induit un
changement de sa conformation, libérant ainsi la recombinase qui peut entrer dans le noyau et cliver
les sites loxP encadrant I’exon 3 de RND3 pour induire le KO.
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2.2.2 Etude de I'efficacité de notre modéle murin KORnd3™"

» Chez les souris KORnd3™™ hétérozygotes

L'efficacité de notre modéle murin KORnd3™™ a tout d’abord été évaluée chez les animaux
double hétérozygotes (= Rnd3 +/fl ; TTR-iCre +/Cre). A I'dge de 8 semaines, ces souris
KORnd3™ hétérozygotes ainsi que des souris contrdles ne possédant qu’un seul des deux
genes d’intérét, sont traitées au tamoxiféne. Dans cette expérience, deux modes
d’administration du tamoxifene sont comparés pour choisir le systeme le plus simple et le
plus efficace. Le premier groupe de souris est nourri pendant 7 jours avec des croquettes
contenant du tamoxiféne (LASCRdiet™ CreActive TAM400, LASvendi ; 40 mg/kg de poids
corporel/jour) (figure 36A). Le deuxiéme groupe regoit une injection intra-péritonéale
quotidienne de tamoxiféne (40 mg/kg de poids corporel/jour) pendant 5 jours (figure 3B).
Toutes les souris sont sacrifiées 72 heures apres la fin du traitement pour prélever leur foie
et en extraire I’ADN. Une PCR est réalisée sur ces extraits en utilisant le couple d’amorces Ef
et L3r permettant de détecter les différents alléles du géne RND3 (RND3 sauvage 1554 pb ;
RND3 floxé 1715 pb ; RND3 excisé 612 pb). Le résultat obtenu montre une excision de I'exon
3 du géne RND3 seulement chez les souris KORnd3™™® hétérozygotes traitées au tamoxiféne,
quel que soit le mode d’administration utilisé (figure 36A et B). Ce résultat valide la

TR et I'utilisation du tamoxiféne pour engendrer une

fonctionnalité des souris KORnd3
excision de I'’exon 3 de RND3 par la Cre recombinase. Il reste cependant toujours une bande
correspondant a la forme floxée de RND3 qui n’a pas été excisée par la recombinase Cre

chez ces animaux (figure 36A et B).
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Figure 36: L’allele RND3 floxé est excisé dans le foie des souris KORnd3™ hétérozygotes
traitées au tamoxiféne.

Les souris KORnd3™™® hétérozygotes (Rnd3 +/fl ; TTR-iCre +/Cre) et contrdles sont traitées a I’age de 8
semaines avec du tamoxiféne. 72 heures aprés la fin du traitement, les souris sont sacrifiées pour
prélever leur foie et en extraire I’ADN. Une PCR amplifiant les trois alleles du gene RND3 : sauvage
(1554 pb), floxé (1715 pb) et excisé (612 pb) est réalisée sur ces extraits. A. Les souris sont nourries
pendant 7 jours avec des croquettes enrichies en tamoxiféne (LASCRdiet™ CreActive TAM400,
LASvendi ; 40 mg/kg de poids corporel/jour). B. Les souris recoivent une injection intra-péritonéale
quotidienne de tamoxiféne (40 mg/kg de poids corporel/jour) pendant 5 jours.

L'efficacité de I’excision de l'allele RND3 floxé obtenue est trés proche avec les deux
traitements de tamoxifene testés. Nous avons donc décidé de choisir le régime alimentaire
pour les prochaines expériences d’administration de tamoxifene afin de simplifier la
procédure. Cependant, comme les souris mangent trés peu de croquettes enrichies en
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tamoxifene le premier jour, nous avons ajouté une injection de tamoxifene au début du
traitement pour commencer I'induction du KO de Rnd3 des le début du traitement.

Nous avons également utilisé les souris KORnd3™™" hétérozygotes pour tester la spécificité
d’induction du KO de Rnd3 par le tamoxifene. Pour cela, les souris KORnd3™™® hétérozygotes
ont regu ou pas un traitement tamoxiféne a I’age de 8 semaines selon le protocole décrit ci-
dessus. Les souris sont sacrifiées 72 heures apres la fin du traitement pour prélever leur foie.
L’ADN extrait du foie de ces souris est analysé par PCR avec les amorces Ef et L3r. Cette
expérience confirme que le KO de Rnd3 est bien inductible car les souris KORnd3™™"
hétérozygotes non traitées au tamoxiféne ne présentent pas de bande d’excision de RND3

(donnée non montrée).
Les résultats obtenus sur les souris KORnd3™™ hétérozygotes mettent en avant un modéle
murin Rnd3 KO fonctionnel et conditionnel avec une excision de l'allele floxé de RND3

induite uniquement par I’'administration de tamoxifene.

» Chez les souris KORnd3™ homozygotes

Apres de nombreux croisements et génotypages, nous avons obtenu les premiers animaux
KORnd3™™® homozygotes (= Rnd3 fl/fl ; TTR-iCre +/Cre). Ces animaux sont appelés KORnd3™®
homozygotes dans un souci de simplicité méme si I'allele TTR-iCre est toujours conservé a
I’état hétérozygote. En effet, I'expression hétérozygote de la recombinase Cre est suffisante
pour induire |'excision compléete d’un géne et permet de limiter les éventuels problemes de
toxicité de la Cre (Benhamouche et al., 2006 ; Schmidt-Supprian et al., 2007).

Uefficacité de notre modéle murin KORnd3™

est désormais évaluée uniquement sur des
souris males qui seront exclusivement utilisés dans les expériences de régénération et de
carcinogenese hépatiques in vivo. La premiere expérience a consisté a administrer du
tamoxiféne a deux souris KORnd3™® homozygotes dgées de 8 semaines et a les sacrifier 1
jour apres la fin du traitement. Le foie, ainsi que huit organes contrdles (rein, rate, cerveau,
intestin, cceur, poumon, péritoine, pancréas) sont prélevés sur ces deux animaux pour en
extraire ’ADN. La PCR réalisée sur ces différents extraits avec les amorces Ef et L3r montre
une excision de I'exon 3 du géne RND3 seulement dans le foie des souris KORnd3™
homozygotes (figure 37). Toutefois comme dans le foie des souris KORnd3™™® hétérozygotes,
les deux alleles RND3 floxés des souris KORnd3™™" homozygotes ne sont pas totalement

excisés par la recombinase Cre (figure 37).
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Figure 37: Le géne RND3 floxé est excisé uniquement dans le foie des souris KORnd3™"

homozygotes traitées au tamoxiféne.

Deux souris KORnd3""homozygotes (Rnd3 fl/fl ; TTR-iCre +/Cre) sont traitées a I'dge de 8 semaines
avec du tamoxifene. 24 heures apreés la fin du traitement, les souris sont sacrifiées pour prélever leur
foie ainsi que huit organes controles (rein, rate, cerveau, intestin, cceur, poumon, péritoine,
pancréas). L’ADN extrait de ces différents organes est analysé en effectuant une PCR qui amplifie les
trois alleles du gene RND3: sauvage (1554 pb), floxé (1715 pb) et excisé (612 pb). Le résultat
représentatif de la PCR d’une seule souris KORnd3™ " homozygote traitée au tamoxiféne est présenté
dans cette figure.

Cette expérience permet de confirmer la fonctionnalité et le caractere hépato-spécifique de
notre modele murin dans lequel I'excision du gene RND3 floxé est induit uniquement dans le
foie des souris KORnd3™".

Nous avons ensuite souhaité évaluer |’extinction protéique de Rnd3 chez les souris
KORnd3™™. Pour cela, deux souris controles (= Rnd3 floxées homozygotes) et deux souris
KORnd3™™ homozygotes sont traitées 3 I'dge de 8 semaines avec du tamoxiféne. Elles sont
sacrifiées a un temps plus long, 2 semaines aprés I'arrét du traitement, pour obtenir une
bonne extinction de la protéine tout en permettant aux souris de stabiliser leur poids aprés
la reprise d’'une alimentation normale. Ce délai de 2 semaines est le temps choisi et utilisé
pour pouvoir réaliser de la chirurgie sur des souris traitées au tamoxifene. Le foie de ces
guatre souris est prélevé pour en extraire les protéines qui sont analysées par western blot.
Le résultat obtenu ne montre pas de diminution de I'expression de la protéine Rnd3 chez les
souris KORnd3™™" homozygotes traitées au tamoxiféne (figure 38).
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Figure 38: L’extinction de la protéine Rnd3 n’est pas visible par western blot dans le foie
des souris KORnd3™™* homozygotes traitées au tamoxiféne.

A I'age de 8 semaines, deux souris contrdles (= Rnd3 floxées homozygotes) et deux souris KORnd3™"

homozygotes sont traitées avec du tamoxiféne. Leur foie est prélevé 2 semaines aprés la fin du
traitement pour en extraire les protéines. Les extraits protéiques sont analysés par western blot en
utilisant des anticorps dirigés contre Rnd3 et la B-actine. Le niveau d’expression de la B-actine est
utilisé comme contréle de charge.

En raison de l'absence d’extinction protéique de Rnd3 chez ces deux souris KORnd3™™®

homozygotes, nous avons extrait I’ADN de leur foie pour vérifier I'excision du géne par PCR.
Cette expérience a confirmé I'excision de I'exon 3 du gene RND3 floxé chez ces deux
animaux, méme si comme avec les premiers animaux KORnd3™® homozygotes, cette
excision par la recombinase Cre n’est pas totale (donnée non montrée). Ce résultat suggere
que le probléeme pourrait venir des conditions d’extraction protéique sur tissu et/ou de
d’'immunodétection de la protéine Rnd3. La détection des chaines légeres des anticorps
provenant du foie avec I'anticorps anti-Rnd3 de souris pourrait empécher la détection de la
protéine Rnd3 qui a un poids moléculaire trés proche (Rnd3 = 27 kDa ; chaines légéeres des
anticorps = 25 kDa).

Pour pallier ces problémes, nous avons décidé d’isoler les hépatocytes des souris KORnd3"®°
traitées au tamoxiféne pour en extraire les protéines qui seront analysées par western blot.
En effet, la technique d’extraction protéique sur cellules permettant de détecter la protéine
Rnd3 est maitrisée au laboratoire. De plus, I'isolement des hépatocytes permettra de ne pas
récupérer d’anticorps dans les extraits, ainsi que d’autres types cellulaires du foie ne
présentant pas de KO de Rnd3. Le protocole d’isolement et de culture des hépatocytes
primaires de souris est celui utilisé par le Dr. Chantal Desdouets (Institut Cochin, Paris). Les
hépatocytes de deux souris contréles (= Rnd3 floxées homozygotes) et de deux souris
KORnd3™® homozygotes ont été isolés et mis en culture pendant 24 heures. L'ADN extrait de
ces hépatocytes est analysé par PCR avec les amorces Ef et L3r. L'excision du gene RND3
floxé est présente uniquement dans les hépatocytes des souris KORnd3™™" homozygotes
traitées au tamoxifene, et la encore I'excision est trés incompléte (figure 39A). Les protéines
sont également extraites de ces hépatocytes pour réaliser un western blot. Le résultat
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obtenu ne montre pas d’extinction de I’expression de la protéine Rnd3 dans les hépatocytes
KORnd3™™ homozygotes par rapport aux hépatocytes contrdles (figure 39B).
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Figure 39: L'extinction de la protéine Rnd3 n’est pas visible dans les hépatocytes isolées
des souris KORnd3™™ homozygotes traitées au tamoxiféne, malgré I'excision du géne RND3
floxé détectée en PCR.

Deux souris contrdles (= Rnd3 floxées homozygotes) et deux souris KORnd3™™ homozygotes sont
traitées a I'age de 8 semaines avec du tamoxiféne. Leurs hépatocytes sont isolés 15 jours apres la fin
du traitement selon le protocole décrit dans ce manuscrit. Apres 24 heures de culture, les
hépatocytes sont lysés pour extraire I’ADN et les protéines. A. La PCR est réalisée avec les amorces Ef
et L3r permettant d’amplifier les trois alleles du gene RND3 : sauvage (1554 pb), floxé (1715 pb) et
excisé (612 pb). B. Les extraits protéiques sont analysés par western blot en utilisant des anticorps
dirigés contre Rnd3 et la B-actine. Le niveau d’expression de la B-actine est utilisé comme controle de
charge.

L’excision du géne RND3 floxé détectée en PCR dans les hépatocytes des souris KORnd3™

homozygotes traitées au tamoxiféne révele que les hépatocytes KO pour Rnd3 survivent au
protocole d’isolement et de mise en culture. Cependant, I'absence d’extinction de la
protéine Rnd3 dans ces mémes hépatocytes suggere un probleme d'immunodétection de la
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forme murine de Rnd3 ou un probleme d’extinction protéique dans notre modele. Pour
identifier le probleme, nous avons décidé d’exprimer une autre recombinase Cre dans les
hépatocytes des souris Rnd3 floxées.

2.2.3 Utilisation d’un adénovirus exprimant une Cre recombinase pour
identifier le probléeme de notre modéle murin KORnd3™™"

Le modéle murin KORnd3™ ne permet pas d’obtenir d’extinction protéique de Rnd3
détectable en western blot chez les souris et les hépatocytes primaires. Afin d’identifier le
probleme et de pouvoir le résoudre, nous avons utilisé un adénovirus codant pour une
recombinase Cre sous le contréle d’'un promoteur ubiquitaire (Ad-CAG-Cre) (Tanaka et al.,
2010). Dans un premier temps, les hépatocytes primaires d’'une souris Rnd3 floxée sont
isolés et mis en culture. Le lendemain, ils sont infectés ou pas avec un lot d’adénovirus CAG-
Cre fourni par le Dr. Sabine Colnot (Institut Cochin, Paris) en utilisant une forte concentration
virale (MOI 100) pour générer un modele murin KORnd3"?. L’ADN et les protéines sont
extraits 48 heures apres l'infection virale pour étre analysés respectivement par PCR et
western blot. L'adénovirus CAG-Cre induit une excision quasiment compléte du gene RND3
floxé dans les hépatocytes infectés (figure 40A). De plus, le résultat du western blot montre
une extinction de 60% de I'expression de la protéine Rnd3 dans les hépatocytes aprés 48
heures d’infection (figure 40B).
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Figure 40: L’infection des hépatocytes primaires Rnd3 floxés avec un adénovirus exprimant
une recombinase Cre ubiquitaire induit une excision quasiment complete du géne RND3
floxé et une extinction de la protéine.

Les hépatocytes primaires d’une souris controle (= Rnd3 floxée) sont isolés, mis en culture et infectés
ou pas le lendemain avec I'adénovirus CAG-Cre exprimant une recombinase Cre ubiquitaire a une
forte MOI de 100 (KORnd3Ad). Les hépatocytes sont lysés 48 heures apres |'infection virale pour en
extraire I’ADN et les protéines. A. L'ADN est analysé par PCR avec une amplification des trois alleles
du géne RND3 : sauvage (1554 pb), floxé (1715 pb) et excisé (612 pb). B. Les protéines sont analysées
par western blot et révélées avec des anticorps dirigés contre Rnd3 et la B-actine. Le niveau
d’expression de la B-actine est utilisé comme contrdle de charge.

Cette expérience nous permet de constater que la recombinase CAG-Cre est beaucoup plus
efficace in vitro que la recombinase TTR-iCre exprimée dans le modéle murin KORnd3™™. En
effet, la CAG-Cre induit une excision presque compléte du gene RND3 floxé alors que ce
géne est encore présent de maniere importante apres l'action de la TTR-iCre. Cette
différence d’efficacité est illustrée sur la figure n°7 car le contréle d’excision de RND3 utilisé
pour la PCR est réalisé a partir de ’ADN extrait d’un foie de souris KORnd3™™* hétérozygote
traitée au tamoxifene. De plus, elle permet d’induire une forte diminution de I'expression de
la protéine Rnd3 ce qui n’a jamais pu étre détectée avec la TTR-iCre. Ce résultat positif
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obtenu avec la recombinase CAG-Cre nous permet de conclure que I'exon 3 du géne RND3
est bien flanqué de 2 sites loxP accessibles et clivables in vitro par une Cre. Le probleme
pourrait alors venir d’'un défaut de quantité et/ou d’accessibilité du tamoxiféne au niveau
hépatique chez les souris KORnd3™".

Pour tester cette hypothese, nous avons dans un deuxieme temps isolé et mis en culture les
hépatocytes d’une souris KORnd3™™" homozygote ayant recu un traitement de tamoxiféne a
I’dge de 8 semaines. Le lendemain, un métabolite actif du tamoxifene (= 4-hydroxy
tamoxifene ou 4-OHT, Sigma) est ajouté directement sur les hépatocytes primaires a deux
concentrations différentes (1 ou 5 uM). Une condition contrble est réalisée en ajoutant
seulement de I'éthanol, qui est utilisé pour resuspendre le 4-OHT, sur les hépatocytes. Un
controle positif de KO de Rnd3 est également effectué en infectant les hépatocytes avec
I’adénovirus CAG-Cre (MOI 50). L’ADN des hépatocytes primaires est extrait 48 heures apres
I'infection virale, et 72 heures apres I'ajout de 4-OHT ou d’éthanol. Ces extraits sont analysés
par PCR en utilisant le couple d’amorces Ef et L3r. Quelle que soit la dose de 4-OHT utilisée
(1 ou 5 uM), on peut voir qu’il n’y a pas d’augmentation de I'excision du géne RND3 floxé
induite par la premiere administration de tamoxiféne chez la souris (figure 41). De plus,
seule l'infection de ces hépatocytes primaires avec I'adénovirus CAG-Cre augmente I’excision
de RND3 induite in vivo en induisant une délétion quasiment compléte du gene floxé (figure
41).
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Figure 41: L'ajout du métabolite actif du tamoxifene directement sur les hépatocytes
primaires KORnd3™™" homozygotes ne permet d’augmenter I'excision du géne RND3 floxé
induite in vivo par 'administration de tamoxiféne.

Une souris KORnd3™ homozygote est traitée a I'dge de 8 semaines avec du tamoxiféne. Elle est
sacrifiée 3 semaines aprés la fin du traitement pour isoler et mettre en culture ses hépatocytes. Le
lendemain de l'isolement, les hépatocytes sont répartis en quatre conditions. Dans les deux
premiéres conditions, un métabolite actif du tamoxifene (4-OHT) est ajouté sur les hépatocytes a
deux concentrations différentes (1 ou 5 uM). Une condition contréle est réalisée en ajoutant
seulement de I'éthanol, utilisé pour resuspendre le 4-OHT, sur les hépatocytes. La derniere condition
est un contréle positif d’excision de I’exon 3 du gene RND3 floxé dans laquelle les hépatocytes sont
infectés avec I'adénovirus CAG-Cre (MOI 50). L'ADN est extrait des hépatocytes primaires 48 heures
apres l'infection virale, et 72 heures aprés 'ajout de 4-OHT ou d’éthanol. La PCR est effectuée avec
les amorces Ef et L3r permettant d’amplifier les trois alleles du géne RND3 : sauvage (1554 pb), floxé
(1715 pb) et excisé (612 pb).

Ce résultat indique que le probleme rencontré ne provient pas de la quantité ni de Ila
biodisponibilité du tamoxiféne in vivo, étant donné que I'ajout de fortes concentrations de
4-OHT directement sur les hépatocytes primaires KORnd3™™ homozygotes ne permet pas
d’augmenter la délétion du gene RND3 floxé. De plus, l'utilisation d’adénovirus exprimant la
CAG-Cre fonctionne tres efficacement ce qui suggere que le probleme pourrait venir de
I’expression ou de la fonctionnalité de la Cre issue des souris TTR-iCre.

Pour répondre a cette question, I'expression des deux recombinases Cre (CAG-Cre et TTR-
Cre) a été analysée par western blot dans les hépatocytes primaires Rnd3 floxés infectés
avec 'adénovirus CAG-Cre (KORnd3%%), ainsi gue dans les hépatocytes primaires isolés de
souris KORnd3™ homozygotes. Deux anticorps différents sont utilisés pour détecter
I’expression de la Cre. Cette expérience révele une tres forte expression de la CAG-Cre issue
de l'infection virale des hépatocytes Rnd3 floxés avec une MOI de 100 (figure 42A). A
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I'inverse, et malgré I'utilisation de deux anticorps différents, nous n’avons pas détecté
d’expression de la TTR-iCre dans les hépatocytes isolés de souris KORnd3™™ homozygotes
traitées au tamoxifene par rapport aux hépatocytes controéles (figure 42B).
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Figure 42: La recombinase CAG-Cre est fortement exprimée dans les hépatocytes Rnd3
floxés infectés avec I'adénovirus, alors que I'expression de la recombinase TTR-iCre n’est
pas détectable dans les hépatocytes KORnd3TTR homozygotes avec la méme technique.

Les extraits protéiques sont analysés par western blot en utilisant un anticorps dirigé contre la Cre. A.
Les hépatocytes primaires d’une souris contréle (= Rnd3 floxée homozygote) sont isolés et mis en
culture pour étre infectés ou pas le lendemain avec |'adénovirus CAG-Cre exprimant une
recombinase Cre ubiquitaire a une forte MOI de 100 (KORnd3Ad). Les hépatocytes sont lysés 48
heures apres l'infection virale pour extraire les protéines. B. A I'dge de 8 semaines, deux souris
contréles (= Rnd3 floxées homozygotes) et deux souris KORnd3™™ homozygotes sont traitées avec du
tamoxiféne. Leur foie est prélevé 2 semaines apres la fin du traitement pour en extraire les
protéines.

L’ensemble de ces résultats suggere fortement une expression trop faible de la recombinase
TTR-iCre dans les hépatocytes des souris KORnd3"® pouvant expliquer I'absence d’excision
efficace de RND3 et par conséquent d’extinction de I'expression de la protéine. Malgré
I"utilisation de ces souris TTR-iCre dans plusieurs publications (Tannour-Louet et al., 2002 ;
Benhamouche et al., 2006 ; Singh et al., 2014), cette stratégie n’a malheureusement pas été
satisfaisante dans notre cas, ni dans celui d’'un autre projet mené en parallele dans le

"eP brovoquant une excision de I'alléle RND3

laboratoire. Toutefois, ce modéele murin KORnd3
floxé seulement dans quelques hépatocytes présente |'avantage de mimer le
développement tumoral avec l'altération de genes dans seulement quelques cellules au
départ. Il sera utilisé pour évaluer I'impact du KO de Rnd3 au sein de quelques hépatocytes

dans la carcinogenése hépatique spontanée. Par contre, I'utilisation d’adénovirus exprimant
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une recombinase Cre dans les hépatocytes Rnd3 floxés s’avere étre une stratégie
fonctionnelle efficace in vitro et pourrait étre utilisée in vivo pour induire un KO de Rnd3
dans la majorité des hépatocytes d’un foie adulte.

2.3 Injection des adénovirus exprimant une Cre recombinase chez les souris Rnd3
floxées

TTR, nous avons mis en

En raison de l'inefficacité de notre premier modele murin KORnd3
place une nouvelle stratégie qui consiste a injecter directement un adénovirus exprimant
une recombinase Cre chez les souris Rnd3 floxées homozygotes. Pour cela, nous avons utilisé
un lot d’adénovirus contréle (Ad-CMV-GFP) et un lot d’adénovirus exprimant une
recombinase Cre (Ad-CMV-GFP-Cre) (Plate-forme de production de vecteur viraux, INSERM
U1089, Nantes). Le promoteur de ces deux lots est identique et induit une expression
ubiquitaire de la GFP seule, ou de la recombinase Cre fusionnée a la GFP selon le lot choisi.
Cette nouvelle stratégie permet de générer un modele murin présentant un KO inductible de
Rnd3 (KORnd3"9). Cependant, malgré le tropisme des adénovirus pour le foie, la présence du
promoteur ubiquitaire CMV dans les adénovirus ne permettra pas d’induire le KO de Rnd3
uniguement dans le foie des souris. Par conséquent, cette stratégie ne pourra pas étre
utilisée pour les expériences a long terme comme la carcinogenése. Dés la réception des
adénovirus, cette stratégie a été rapidement mise en place car les souris Rnd3 floxées
étaient amplifiées et immédiatement disponibles au sein de I'animalerie spécialisée de
I’'Université.

Pour tester I'efficacité de ce nouveau modeéle murin KORndSAd, neuf souris Rnd3 floxées
agées de 8 semaines regoivent une injection de 2 x 10° particules infectieuses d’adénovirus
par voie rétro-orbitale. Dans ce groupe, trois souris sont injectées avec les adénovirus
controles CMV-GFP et six souris sont injectées avec les adénovirus CMV-GFP-Cre. Les souris
sont sacrifiées par lot de trois (1 souris contréle et deux souris KORnd3"%) 96 heures, 15 jours
et 30 jours apres l'injection d’adénovirus. Leur foie est prélevé pour extraire '’ADN et les
protéines, ainsi que pour fixer une partie du tissu en formaldéhyde. L'immunohistochimie
réalisée sur ces échantillons révele une expression de la GFP dans la majorité des cellules ce
qui traduit une bonne efficacité d’infection du foie avec les deux lots d’adénovirus utilisés
(figures 43 et 44). Les adénovirus contréles CMV-GFP induisent une expression
cytoplasmique et nucléaire de la GFP dans les cellules (figure 43). L'expression de la GFP
induite par les adénovirus CMV-GFP-Cre est exclusivement localisée dans le noyau ou la
recombinase Cre est active et peut cliver les régions d’ADN flanquées de deux sites loxP
(figure 44). L'expression de la GFP diminue au cours du temps avec les deux lots
d’adénovirus en raison de I'absence d’intégration génomique des adénovirus (figures 43 et
44). L'expression transitoire de la recombinase GFP-Cre ne pose pas de probleme car
I’excision du gene RND3 floxé est permanente et transmise aux cellules filles en cas de
mitose.
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Figure 43: La GFP est exprimée dans le cytoplasme et le noyau de la majorité des cellules
du foie apreés une infection avec les adénovirus CMV-GFP.

Des souris Rnd3 floxées homozygotes agées de 8 semaines sont injectées par voie rétro-orbitale avec
2 x 10° particules infectieuses d’adénovirus CMV-GFP. Les souris sont sacrifiées 96 heures, 15 jours
ou 30 jours apres l'injection d’adénovirus pour prélever leur foie dont une partie sera fixée dans du
formaldéhyde 4% en vue d’une inclusion en paraffine. Les coupes de foie sont analysées par
immunohistochimie avec un anticorps dirigé contre la GFP et observées au microscope Nikon Eclipse
50i (objectif X4 ou X20). Une photo représentative du marquage GFP obtenu pour chaque temps et
chaque grossissement est présentée.
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Adénovirus CMV-GFPCre ; Marquage de la GFP
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Figure 44: La GFP est exprimée uniquement dans le noyau de la majorité des cellules du
foie aprés une infection avec les adénovirus CMV-GFP-Cre.

Des souris Rnd3 floxées homozygotes agées de 8 semaines sont injectées par voie rétro-orbitale avec
2 x 10° particules infectieuses d’adénovirus CMV-GFP-Cre. Les souris sont sacrifiées 96 heures, 15
jours ou 30 jours apreés l'injection d’adénovirus pour prélever leur foie dont une partie sera fixée
dans du formaldéhyde 4% en vue d’une inclusion en paraffine. Les coupes de foie sont analysées par
immunohistochimie avec un anticorps dirigé contre la GFP et observées au microscope Nikon Eclipse
50i (objectif X4 ou X20). Une photo représentative du marquage GFP obtenu pour chaque temps et
chaque grossissement est présentée.

Ce résultat met en évidence l'efficacité d’infection du foie in vivo avec les deux lots
d’adénovirus. De plus, la localisation exclusivement nucléaire de la GFP dans le foie des
souris traitées avec les adénovirus CMV-GFP-Cre indique de maniere indirecte que la
recombinase Cre est bien présente dans le compartiment cellulaire ou elle pourra jouer son
role d’excision de I’ADN floxé.
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Nous avons ensuite analysé ’ADN et les protéines extraits du foie des souris KORnd3" pour
évaluer respectivement I'excision du gene RND3 floxé et I'extinction de la protéine. Le
résultat de la PCR montre une excision quasiment complete de I'exon 3 du gene RND3 floxé
dans le foie des souris infectées avec les adénovirus CMV-GFP-Cre (figure 45A). Cette
excision est détectée deés 96 heures apres l'infection et est maintenue jusqu’a 30 jours
(figure 45A). L'analyse des extraits protéiques par western blot révéle une trés forte
extinction de I'expression de la protéine Rnd3 par la recombinase GFP-Cre a 96 heures
(figure 45B). Cette extinction semble maintenue aprées 15 et 30 jours, méme si un doublet
apparait dans ces deux conditions juste en dessous de la bande correspondant a Rnd3
(figure 45C).
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Figure 45: L’expression de la recombinase GFP-Cre induit une excision quasiment compléte
du géne RND3 floxé et une extinction de la protéine dans le foie des souris Rnd3 floxées.

Des souris Rnd3 floxées homozygotes agées de 8 semaines sont injectées par voie rétro-orbitale avec
2 x 10° particules infectieuses d’adénovirus (Ad-CMV-GFP ou Ad-CMV-GFP-Cre). Les souris sont
sacrifiées 96 heures, 15 jours ou 30 jours aprés l'injection d’adénovirus pour prélever leur foie et en
extraire 'ADN et les protéines. A. L'ADN est analysé par PCR avec les amorces Ef et L3r qui
permettent d’amplifier les trois alleles du géne RND3 : sauvage (1554 pb), floxé (1715 pb) et excisé
(612 pb). B. Un premier western blot est réalisé avec les protéines extraites a 96 heures et est révélé
avec des anticorps dirigés contre Rnd3 et la B-actine. Le niveau d’expression de Rnd3 est normalisé
par rapport a celui de la B-actine. C. Un deuxiéme western blot est réalisé avec les protéines extraites
a 15 et 30 jours, et est révélé avec des anticorps dirigés contre Rnd3 et la B-actine. Le niveau
d’expression de Rnd3 est normalisé par rapport a celui de la B-actine. B et C. Les deux pistes de
droite correspondent a des extraits protéiques d’hépatocytes primaires Rnd3 floxés homozygotes
infectés ou pas avec I'adénovirus CAG-Cre exprimant une recombinase Cre ubiquitaire a une forte
MOl de 100 (KORnd3Ad). Ces échantillons sont utilisés comme des contréles positifs de I’extinction de
I’expression de la protéine Rnd3 murine.

Cette expérience valide notre modele murin KORnd3*? obtenu en injectant des adénovirus
CMV-GFP-Cre chez des souris Rnd3 floxées. En effet, 'expression de la recombinase GFP-Cre
induit une excision quasiment complete du gene floxé et une extinction de la protéine Rnd3
des 96 heures apres l'injection d’adénovirus. L'apparition d’un doublet juste en dessous de
la bande correspondant a Rnd3 est intrigante, méme si I'extinction de la protéine Rnd3
semble étre maintenue apres 15 et 30 jours. |l faudra ainsi vérifier par RT-PCR quantitative
que I'expression de ’ARNm de RND3 est bien éteinte et qu’il n’y a pas de compensation avec
I’expression de RND1 et/ou RND2 dans les échantillons de foie infectés avec les adénovirus
CMV-GFPCre, et ceci jusqu’a 30 jours apres l'infection virale. En effet, I’anticorps utilisé pour
détecter la protéine Rnd3 peut également reconnaitre la protéine Rnd1.

A Vinflammation du foie induite par les

Afin de pouvoir utiliser notre modele murin KORnd3
adénovirus est étudiée 96 heures, 15 et 30 jours aprés l'infection virale. La coloration HES
montre |'apparition de foyers inflammatoires et de petites zones de nécrose dans le foie des

souris traitées avec les deux lots d’adénovirus. Malgré une importante hétérogénéité entre
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les animaux d’'une méme condition et les lobes hépatiques étudiés, I'inflammation induite
par les adénovirus CMV-GFP ou CMV-GFP-Cre semble identique. L’état inflammatoire du foie
est majoritairement détecté 15 jours aprés l'infection virale. Aprés 30 jours, les foyers
inflammatoires sont moins nombreux et de plus petite taille ce qui traduit une diminution
progressive de I'inflammation (figure 46A et B).
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B Adénovirus CMV-GFP-Cre ; Marquage HES
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Figure 46: L’infection par les adénovirus CMV-GFP ou CMV-GFP-Cre induit une
inflammation hépatique majeure a 15 jours qui diminue progressivement au cours du
temps.

Des souris Rnd3 floxées homozygotes agées de 8 semaines sont injectées par voie rétro-orbitale avec
2 x 10° particules infectieuses d’adénovirus (Ad-CMV-GFP ou Ad-CMV-GFP-Cre). Les souris sont
sacrifiées 15 jours ou 30 jours apres l'injection d’adénovirus pour prélever leur foie et en fixer une
partie dans du formaldéhyde 4% en vue d’une inclusion en paraffine. Les coupes de foie sont
analysées par immunohistochimie avec une coloration HES et observées au microscope Nikon Eclipse
50i (objectif X10 et zoom). A et B. Une photo du marquage HES obtenu dans le foie des souris
infectées avec les adénovirus CMV-GFP (A) et CMV-GFP-Cre (B) est présentée pour les temps 15 jours
et 30 jours. La présence de cellules inflammatoires est signalée par des fleches noires sur les
agrandissements des photos prises a I'objectif X10.

Ces données sur la cinétique d’inflammation du foie aprés I'infection par des adénovirus
nous permettent de déterminer le délai nécessaire entre l'injection des animaux et leur
utilisation possible en expérimentation. Ainsi, nous avons décidé d’attendre 2 mois apres
I'injection des adénovirus afin de pouvoir travailler sur un foie non inflammatoire. De
nouvelles expériences devront étre réalisées sur les souris Rnd3 floxées injectées avec les
deux lots d’adénovirus afin de vérifier I'état inflammatoire du foie apres ce délai de 2 mois.
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Le dosage des transaminases ALAT pourrait également nous aider a évaluer le
fonctionnement du foie apres I'infection par les adénovirus.

Ce modéle murin KORnd3* peut étre utilisé pour des expériences a court terme comme les
expériences de régénération hépatique apres extinction de I'expression de Rnd3 dans le
foie. Cependant, étant donné 'absence de promoteur hépato-spécifique dans ce modeéle,
nous ne pouvons pas l'utiliser pour les expériences a long terme de carcinogenéese. Nous
avons donc décidé de générer en paralléle un nouveau modele murin de KO conditionnel et
hépato-spécifique de Rnd3 a partir des souris Rnd3 floxées.

2.4 Croisement des souris Rnd3 floxées avec des souris Alb-iCre recombinase

HeP nous avons décidé d’utiliser les souris

Pour générer un nouveau modele murin KORnd3
SA-Cre-ER™ qui expriment une recombinase Cre inductible par le tamoxiféne et sous le
controle du promoteur de I'albumine sérique (SA), spécifique des hépatocytes (Schuler et al.,
2004). La recombinase Cre-ER™ a été obtenue en fusionnant une Cre avec le domaine de
liaison du ligand du récepteur humain aux oestrogénes qui présente trois mutations (G400V/
M543A/L540A) permettant a la fois d’abolir I'activation de la Cre par les oestrogénes et
d’augmenter sa sensibilité au tamoxiféne (Feil et al., 1997). Les souris SA-Cre-ER™ ont été
obtenues en insérant la séquence codante de la recombinase Cre-ER", précédée d’une
séquence IRES favorisant l'initiation de la traduction des ARNm, dans la région 3’ non
traduite du géne de I'albumine sérique (Schuler et al., 2004). La recombinase SA-Cre-ER™ est
exprimée uniquement dans le foie, contrairement a I'albumine qui est aussi exprimée dans

des tissus extra-hépatiques comme I'estomac, la rate et les reins (Nahon et al., 1988).

Les souris SA-Cre-ER" nous ont été fournies par le Dr. Daniel Metzger (IGBMC, Strasbourg).
Elles ont été placées a leur arrivée au sein de I'animalerie conventionnelle de I'Université de
Bordeaux en raison de leur statut sanitaire. Une décontamination a récemment été réalisée
pour établir la colonie SA-Cre-ER™ au sein de I'animalerie spécialisée de I'Université. Les
souris SA-Cre-ER™® sont génotypées par PCR a partir de ’ADN extrait d’un morceau de queue.
La PCR utilisée est la méme que celle permettant de génotyper les souris TTR-iCre.

Le modéle KORnd3"" est obtenu en croisant les souris Rnd3 floxées avec les souris SA-Cre-
ER™. L’administration de tamoxiféne chez ces souris permettra d’induire I'excision de I’exon
3 du gene RND3 floxé par la Cre selon le méme principe que celui décrit pour notre premier
modele KORnd3™™",

Les croisements entre les souris Rnd3 floxées et SA-Cre-ERT2 sont actuellement en cours au

sein de I'animalerie spécialisée afin d’obtenir les souris KORnd3"" (= Rnd3 fl/fl ; SA-Cre-ERT2
+/Cre).
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3. Role de Rnd3 dans la régénération hépatique

Les modeles murins KORnd3 générés sont utilisés pour étudier le réle de Rnd3 dans la
prolifération des hépatocytes normaux. En effet, comme décrit ci-dessus, I'extinction de
Rnd3 diminue la prolifération des hépatocytes tumoraux mais son réle n’est pas connu dans
les hépatocytes normaux. La prolifération des hépatocytes normaux est un mécanisme
important et nécessaire a la régénération du foie suite a des Iésions ou a des maladies
hépatiques. L'identification de nouveaux mécanismes impliqués dans ce processus pourrait
permettre de mettre en place des stratégies innovantes favorisant la régénération du foie
afin d’améliorer la prise en charge et le traitement des maladies hépatiques humaines
(Huang et al., 2014).

Pour étudier la prolifération des hépatocytes normaux in vivo, nous avons décidé d’utiliser la
technique de référence qui est I'hépatectomie des deux tiers. Cette chirurgie induit une
régénération du foie avec I'entrée des hépatocytes normalement quiescents dans le cycle
cellulaire pour restaurer la masse hépatique initiale.

Nous nous sommes tout d’abord intéressés a I'expression de la protéine Rnd3 au cours du
processus de régénération hépatique normal. Pour cela, une hépatectomie des deux tiers
est réalisée chez 14 souris C57BL/6 sauvages qui sont sacrifiées deux par deux a différents
temps apres la fin de la chirurgie (4, 8, 12, 24, 36, 48 et 72 heures). Au moment du sacrifice,
le foie des souris est prélevé pour en extraire les protéines. Le western blot réalisé avec ces
échantillons montre une induction de I'expression des cyclines A totales (cyclines Al et A2)
aprés 36 heures (figure 47) ce qui correspond aux données publiées dans la littérature
(Merlen et al., 2014). L'expression des autres cyclines est en cours d’analyse. De maniere
tres intéressante, I'expression de la protéine Rnd3 est induite des 8 heures apres la chirurgie
et augmente jusqu’au temps 48 heures (figure 47).
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Figure 47: ’expression de la protéine Rnd3 augmente progressivement a partir de la 8éme
heure de régénération hépatique.

Une hépatectomie des deux tiers est réalisée chez 14 souris Rnd3 floxées qui sont sacrifiées deux par
deux a différents temps apres la fin de la chirurgie (4, 8, 12, 24, 36, 48 et 72 heures). Leur foie est
prélevé pour en extraire les protéines. Les échantillons protéiques sont analysés par western blot en
utilisant des anticorps dirigés contre Rnd3, les cyclines A totales et la B-actine. Le niveau d’expression
de Rnd3 et des cyclines A totales est normalisé par rapport a celui de la B-actine.
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L'induction et 'augmentation progressive de |'expression de la protéine Rnd3 au cours du
processus de régénération hépatique constituent un premier élément prometteur quant a
I'importance de Rnd3 dans la prolifération des hépatocytes normaux. De plus, I'induction de
I'expression des cyclines A totales apres 36 heures permet de valider notre chirurgie
d’hépatectomie des deux tiers.

Le premier modele murin utilisé pour faire des hépatectomies des deux tiers est le modele
KORnd3™ obtenu par croisement entre les souris Rnd3 floxées et les souris TTR-iCre. Ces
chirurgies ont été réalisées en parallele des expériences visant a confirmer I'efficacité de ce
modele. Le protocole consiste a administrer du tamoxifene a des souris controles (= Rnd3
floxées homozygotes) et KORnd3™™ homozygotes agées de 8 semaines. Ces animaux sont
opérés 15 jours apreés la fin du traitement pour subir une hépatectomie des deux tiers. Nos
premiers résultats ont été obtenus 48 et 72 heures apres hépatectomie (figure 48).

Tamoxifene Hépatectomie des deux tiers Sacrifice Sacrifice

l AN

v

8 semaines 11 semaines 48 heures 72 heures
11 souris 2WT 1 WT (+ 2DCD)
(contrdles et KORnd3™R) 3 KO 3 KO

Figure 48: Schéma de I'’expérience d’hépatectomie des deux tiers réalisée chez les souris
KORnd3™™",

5 souris contrdles (Rnd3 floxées homozygotes) et 6 souris KORnd3™™X homozygotes sont traitées a
I’age de 8 semaines avec du tamoxiféne. L’'hépatectomie des deux tiers est réalisée chez ces animaux
15 jours apres la fin du traitement. Les souris sont sacrifiées 48 heures et 72 heures apreés la chirurgie
(2 souris n"ont pas survécu a la chirurgie ; 2DCD).

La quantification de la régénération hépatique se fait par immunohistochimie apres
incorporation de BrdU. Malgré une faible excision du gene RND3 floxé par la TTR-iCre (figure
49A), les premiers résultats obtenus montrent un retard de prolifération des hépatocytes
KORnd3™™ a 48 heures en quantifiant le nombre d’hépatocytes BrdU positifs (figure 49). En
effet, on compte en moyenne 30% d’hépatocytes BrdU positifs chez les souris contrdles
contre seulement 18% chez les souris KORnd3' ™. Les animaux KORnd3™™* semblent rattraper
leur retard de prolifération a 72 heures car la différence de prolifération des hépatocytes
entre les deux groupes d’animaux n’est plus visible a ce moment la (4% versus 6% en
moyenne d’hépatocytes BrdU positifs respectivement pour les souris controles et
KORnd3™™) (figure 50). La régénération hépatique peut aussi &tre évaluée en comparant le
poids du foie récupéré au moment du sacrifice avec le pourcentage d’hépatectomie réalisé
ce qui correspond au calcul du pourcentage de régénération hépatique. Dans ce cas, la faible
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excision du géne RND3 ne semble pas modifier le pourcentage de régénération hépatique a
48 ou 72 heures (figures 49 et 50).
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Figure 49: Les souris KORnd3"™® montrent un retard de régénération hépatique a 48 heures
malgré la faible excision du gene RND3 floxé chez ces animaux.

Les souris contrdles (= Rnd3 floxées homozygotes) et KORnd3™ " homozygotes sont traitées a 'age de
8 semaines avec du tamoxiféne. L’hépatectomie des deux tiers est réalisée chez ces animaux 15 jours
apreés la fin du traitement. Les souris sacrifiées a 48 heures recoivent une injection intra-péritonéale
de BrdU (100 mg/kg de poids corporel) 2 heures avant le sacrifice. A. 'ADN est extrait du foie et
analysé par PCR avec les amorces Ef et L3r qui permettent d’amplifier les trois alleles du géne RND3 :
sauvage (1554 pb), floxé (1715 pb) et excisé (612 pb). B. Une partie du foie est fixée et analysée par
immunohistochimie en utilisant un anticorps ciblant le BrdU. Une photo représentative du marquage
BrdU obtenu dans chaque groupe est présentée. Le pourcentage d’hépatocytes BrdU positifs est
guantifié dans 10 champs pris au hasard au microscope a épifluorescence Zeiss Axioplan 2 (objectif
X20). Le pourcentage de régénération hépatique est calculé en utilisant la formule suivante : (((poids
foie sans nécrose récupéré au sacrifice - poids foie restant aprés I’hépatectomie) / poids total estimé
du foie) * (100 / pourcentage d’hépatectomie)) * 100. Le poids total du foie est estimé a 4% du poids
de I'animal.
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Figure 50: La régénération hépatique est identique a 72 heures chez les souris controles et
KORnd3™™",

Les souris contrdles (= Rnd3 floxées homozygotes) et KORnd3™™" homozygotes sont traitées a I'dge de
8 semaines avec du tamoxiféne. L’hépatectomie des deux tiers est réalisée chez ces animaux 15 jours
apreés la fin du traitement. Les souris sacrifiées a 72 heures recoivent une injection intra-péritonéale
de BrdU (100 mg/kg de poids corporel) 2 heures avant le sacrifice. A. L'ADN est extrait du foie et
analysé par PCR avec les amorces Ef et L3r qui permettent d’amplifier les trois alleles du géne RND3 :
sauvage (1554 pb), floxé (1715 pb) et excisé (612 pb). B. Une partie du foie est fixée et analysée par
immunohistochimie en utilisant un anticorps ciblant le BrdU. Une photo représentative du marquage
BrdU obtenu dans chaque groupe est présentée. Le pourcentage d’hépatocytes BrdU positifs est
guantifié dans 10 champs pris au hasard au microscope a épifluorescence Zeiss Axioplan 2 (objectif
X20). Le pourcentage de régénération hépatique est calculé en utilisant la formule suivante : (((poids
foie sans nécrose récupéré au sacrifice - poids foie restant aprés I’hépatectomie) / poids total estimé
du foie) * (100 / pourcentage d’hépatectomie)) * 100. Le poids total du foie est estimé a 4% du poids
de I'animal.
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Ces résultats sont plutdt encourageants en raison de la faible excision du gene RND3 floxé et
de I'absence d’extinction protéique détectable en western blot dans notre premier modele
murin KORnd3™™. Cependant, devant les problémes rencontrés, nous n’avons pas poursuivi
I’analyse de la régénération hépatique avec ce modele.

Pour la suite, nous avons décidé de changer de modeéle et d’utiliser le modele murin
KORNd3*? obtenu en injectant des adénovirus CMV-GFP-Cre chez des souris Rnd3 floxées.
Comme montré précédemment, ce modele permet d’obtenir une forte extinction de
I’expression de la protéine Rnd3. Pour cette expérience, des souris Rnd3 floxées regoivent
une injection de 2 x 10° particules infectieuses d’adénovirus (CMV-GFP ou CMV-GFP-Cre) par
voie rétro-orbitale a I'age de 6 semaines. La chirurgie d’hépatectomie des deux tiers est
réalisée sur ces animaux 2 mois apres l'injection d’adénovirus. Les souris sont sacrifiées au
temps 36 heures, qui correspond au pic de régénération hépatique chez des souris sauvages,
ainsi qu’au temps 48 heures (figure 51).

Adénovirus GFP
ou GFP-Cre

G 6 semaines 14 semaines 36 heures 48 heures

8 souris 2WT 2WT
Rnd3 floxées 2 KO 2 KO

Hépatectomie des deux tiers Sacrifice  Sacrifice

v

Figure 51: Schéma de I’expérience d’hépatectomie des deux tiers réalisée chez les souris
KORnd3*",

Les premiers résultats montrent un retard de prolifération des hépatocytes KORnd3*? a 36
heures par rapport aux hépatocytes controles (figure 52A). En effet, on compte en moyenne
72 hépatocytes BrdU positifs par champ chez les souris contréles contre 42 chez les souris
KORNnd3*? & 36 heures. Cette situation est inversée a 48 heures avec une prolifération des
hépatocytes plus importante chez les souris KORnd3* (8 versus 16 hépatocytes BrdU
positifs en moyenne par champ respectivement pour les souris contrbles et KORnd3"%)
(figure 52B). Le pourcentage de régénération hépatique corréle avec le nombre
d’hépatocytes BrdU positifs par champ a 36 heures (figure 52) ce qui est prometteur quant
au retard de prolifération observé dans les hépatocytes KORnd3*? a ce temps-la. En effet, le
pourcentage de régénération hépatique n’a jamais montré de diminution dans le modele

Rnd3KO'™. Cependant, cette corrélation n’a pas été retrouvée a 48 heures.
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Figure 52: Les souris KORnd3"® montrent un retard de régénération hépatique a 36 heures.

Les souris Rnd3 floxées homozygotes recoivent une injection de 2 x 10° particules infectieuses
d’adénovirus (CMV-GFP ou CMV-GFP-Cre) par voie rétro-orbitale a I'age de 6 semaines.
L'hépatectomie des deux tiers est réalisée chez ces animaux 2 mois apres l'injection. Les souris
sacrifiées a 36 ou 48 heures recoivent une injection intra-péritonéale de BrdU (100 mg/kg de poids
corporel) 2 heures avant le sacrifice. Une partie du foie est fixée et analysée par immunohistochimie
en utilisant un anticorps ciblant le BrdU. Une photo représentative du marquage BrdU obtenu dans le
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foie de chaque souris est présentée. Le nombre d’hépatocytes BrdU positifs est quantifié dans 10
champs pris au hasard au microscope a épifluorescence Zeiss Axioplan 2 (objectif X20). Le
pourcentage de régénération hépatique est calculé en utilisant la formule suivante : (((poids foie sans
nécrose récupéré au sacrifice - poids foie restant aprés I’hépatectomie) / poids total estimé du foie) *
(100 / pourcentage d’hépatectomie)) * 100. Le poids total du foie est estimé a 4% du poids de
I"animal.

Cette expérience montre un retard de prolifération des hépatocytes normaux KORnd3* qui
provoque un décalage de la cinétique de régénération chez ces animaux. Elle devra étre
réalisée sur un nombre d’animaux plus important pour pouvoir confirmer le réle de Rnd3
dans la régénération du foie. Il faudra également vérifier le maintien de I'extinction de Rnd3
deux mois apres l'injection des adénovirus afin de valider ces résultats.

Cependant, la cinétique de régénération est différente entre les souris KORnd3™" et
KORNnd3", a la fois au niveau de la régénération des souris contréles et du temps pour lequel
un retard de régénération est visible chez les souris KORnd3. En effet, le foie des souris
KORnd3™™ régénére moins que les souris contrdles a 48 heures, alors que ce retard n’est
observé qu’a 36 heures chez les souris KORnd3"". Cette différence pourrait s’expliquer par la
forte extinction protéique de Rnd3 induite chez les souris KORnd3*® qui provoquerait ainsi
un retard de régénération plus précoce.

Apres avoir confirmé le retard de régénération hépatique induit par la perte de Rnd3, les
mécanismes moléculaires devront étre élucidés en étudiant particulierement I'expression
des différentes cyclines impliquées dans la progression du cycle cellulaire ainsi que celle des
kinases qui leur sont associées. Les premiers résultats obtenus montrent une diminution du
nombre d’hépatocytes BrdU positifs lors de I'absence de Rnd3. Sachant que le BrdU est
incorporé durant la phase S, les premieres cibles intéressantes a étudier seront les cyclines D
et E, ainsi que les cdk 2, 4 et 6 qui sont impliquées dans la transition entre les phases G1 et S.

4. Role de Rnd3 dans la carcinogenése hépatique

Les modeles murins générés sont également utilisés pour étudier le role de Rnd3 dans la
carcinogenese hépatique et I'invasion tumorale in vivo. Pour ce projet, nous nous sommes
intéressés a deux types de carcinogenéses hépatiques : la carcinogenéese spontanée et la
carcinogenese induite par I'injection d’un carcinogéne chimique.

4.1 Implication de I'extinction de Rnd3 dans la carcinogenése hépatique spontanée

La protéine Rnd3 a été décrite pour inhiber la transformation tumorale de fibroblastes
transformés par les oncogénes Ras et Raf (Villalonga et al., 2004). Les résultats de I'équipe
ont montré que Rnd3 est sous-exprimé dans le foie tumoral par rapport au foie sain (Grise et
al.,, 2012). Bien que dans les cellules tumorales en culture la perte de Rnd3 engendre un
arrét de croissance, nous souhaitons analyser I'impact de I'extinction de cette protéine sur le
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développement éventuel de CHC chez la souris. Cette approche a été motivée par le fait
gu’une autre GTPase Rho a été décrite comme impliquée dans la carcinogenese hépatique
spontanée. En effet, des souris présentant une extinction de Cdc42 dans les hépatocytes et
les cellules biliaires développent des CHCs a I’age de 8 mois (van Hengel et al., 2008). De
plus, le KO de IQGAP2, partenaire potentiel de Rnd3 (voir les résultats complémentaires de
I’axe 1) engendre également le développement de CHC chez la souris (Schmidt et al., 2008).

Le modéle murin utilisé au départ pour cette étude est le modéle KORnd3™™"

obtenu par
croisement entre les souris Rnd3 floxées et les souris TTR-iCre. Cette expérience permettra
de déterminer si I'extinction de Rnd3 dans quelques hépatocytes est suffisante pour induire
un développement tumoral dans le foie. Pour cela, des souris contréles (= Rnd3 floxées) et
KORnd3™™ ont regu deux traitements de tamoxiféne a I’dge de 2 mois et de 5 mois. Ces
souris actuellement agées de 17 mois seront sacrifiées dans trois mois afin de prélever leur

foie pour rechercher des signes de transformation tumorale (figure 53).

Tamoxiféne Tamoxiféne Sacrifice

~ | | |
§ 2 mois 5 mois 20 mois

/"'_' ——
20 souris Recherche de @V

(contréles et KORnd3™™R) Iésion tumorale

v

Figure 53: Protocole de carcinogenése hépatique spontanée chez les souris KORnd3™".

Ab ohtenues en croisant les

Il sera intéressant de répéter ce protocole avec les souris KORnd3
souris Rnd3 floxées avec les souris SA-Cre-ER™ qui devraient permettre d’induire une

extinction de la protéine Rnd3 dans la quasi-totalité des hépatocytes.
4.2 Implication de I’extinction de Rnd3 dans la carcinogenése hépatique induite

L'utilisation d’un carcinogene chimique appelé le diéthylnitrosamine (DEN) permet d’induire
le développement de CHCs dans le foie des souris qui, dans 22% des cas, vont conduire a la
formation de foyers métastatiques au niveau des poumons (Thomas et al., 1963 ; Kyriazis et
al., 1974). Cette technique est choisie pour évaluer le réle de la perte de Rnd3 dans le
développement de ces tumeurs et également dans leur potentiel invasif. En effet, il est déja
connu que la sous-expression de Rnd3 provoque une augmentation de I'invasion des cellules
de CHC in vitro (Grise et al., 2012 ; Ma et al., 2013).

Le modele murin utilisé pour cette étude est le modele murin KORNd3*? obtenu en injectant

des adénovirus CMV-GFPCre chez des souris Rnd3 floxées. Les souris Rnd3 floxées ont tout
d’abord regu une injection intra-péritonéale de DEN (25 mg/kg de poids corporel) a I'dge de
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15 jours pour induire le développement de CHCs. La dose de DEN utilisée induit le
développement de CHCs aprées 8 a 9 mois chez les souris C57BL/6 selon la littérature (Bard-
Chapeau et al.,, 2011 ; Rappa et al., 2013). A I'age de 8 mois, quelques souris ont été
sacrifiées pour vérifier la cinétique de développement tumoral au niveau du foie. L’analyse
des foies montre que le développement tumoral vient tout juste de commencer avec
I’apparition de nodules et de Iésions pré-néoplasiques. A I'age de 9 mois, les souris regoivent
une injection de 2 x 10° particules infectieuses d’adénovirus (CMV-GFP ou CMV-GFP-Cre)
par voie rétro-orbitale. Toutes les souris sont sacrifiées a I'age de 11 mois et sont en cours
d’analyse (figure 44).
Adénovirus
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l b

15 jours 9 mois 11 mois

23 souris Evaluation du P
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Figure 54: Protocole de carcinogenése hépatique induite chez les souris KORnd3"".

Les premiers comptages macroscopiques ne montrent pas d’'impact de I'extinction de Rnd3
sur le nombre de Iésions tumorales hépatiques développées par les souris. Des analyses plus
complétes seront nécessaires afin d’'une part de confirmer I'extinction de Rnd3 dans le foie
des souris, et d’autre part d’analyser les lésions tumorales hépatiques et pulmonaires des
animaux par immunohistochimie.

5. Résultats complémentaires

5.1 Régulation de I'expression de Rnd3 par les micro-ARNs, miR-200b et miR-200c,
dans le carcinome hépatocellulaire

Le groupe du Dr. Moreau a montré que la RhoGTPase Rnd3 est sous-exprimée dans le CHC, a
la fois dans les tumeurs humaines et dans les lignées cellulaires (Grise et al., 2012).
Cependant, les mécanismes a 'origine de la dérégulation de Rnd3 dans ce contexte tumoral
ne sont pas identifiés. L'un des objectifs du groupe est d’expliquer ces mécanismes,
notamment en étudiant I'implication des micro-ARNs dans ce processus. Une expérience
préliminaire réalisée au laboratoire a montré que I'expression de Rnd3 est augmentée dans
les cellules de CHC transfectées avec un siRNA ciblant Drosha qui est une protéine impliquée
dans la formation des micro-ARNs (figure 55).
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Région d’appariement prédite entre la

TargetScanHuman 6.2 région d’intérét (en haut) et le micro-
ARN (en bas)

Position 1584-1591 of RND3 3' UTR 3" . . . GCAUUAUGCUUUGGGCAGUAUUA. . .
hsa-miR-200b 3" AGUA(IEI!JII\II\l]JGGUCC————(ISlIJéII\LAA!«U
Position 1584-1591 of RND33' UTR 5 . . - GCAUUAUGCUUUGGGCAGUAUUA. . .
hsa-miR-200c 3' AGGUA(ISLIJL}I\LIJGGGCC—— = —(I}:J(IZII\lIJ/IQ/IQU
Position 1729-1735 of RND3 3' UTR 5' e .UGGUCAAUGUUUCCGCA?L]JII\UUU. oo
hsa-miR-200c 3' AGGUAGUAAUGGGCC(ISLIJCAUIIULU
Position 1720-1735 of AND33'UTR 5" - -UGGUCMUGUUUCCG?I‘?LI“I“IJ‘IJ”- °c
hsa-miR-200b S8 AGUAGUAAUGGUCCGUCAUAAU

Figure 55: L’extinction de I’expression de Drosha induit une augmentation de I’expression
de Rnd3 dans les cellules Hep3B

Les cellules Hep3B sont transfectées avec un siARN dirigé contre Drosha ou un siARN contréle. Les
protéines sont extraites 72 heures apreés la transfection et analysées par western blot en utilisant des
anticorps dirigés contre Rnd3 et la GAPDH. Le niveau d’expression de Rnd3 est normalisé par rapport
a celui de la GAPDH.

Ce résultat suggere que I'expression de Rnd3 est réprimée par un mécanisme dépendant des
micro-ARNs dans les cellules tumorales de foie. De plus, des analyses in silico ont prédit deux
sites de fixation identiques pour miR-200b et miR-200c dans la région 3’ non traduite (3’"UTR)
de ’ARNm de RND3 (bases de données miRWalk et TargetScan ; Hurteau et al., 2006) (figure
56).

Hep3B si-contrdle Hep3B si-Drosha

| - . NS agp @ | Rnd3(27k0a)

[mm o = ww wnw w== |  GAPDH (37 kDa)

Figure 56: La base de données TargetScan prédit deux sites de fixation de miR-200b et miR-
200c dans la région 3’ non traduite de ’ARNm de RND3

La régulation de I'expression de Rnd3 par miR-200b a d’ailleurs déja été montrée dans une
autre lignée tumorale qui est la lignée Hela (Xia et al., 2010). Les résultats du groupe ayant
montré que la perte de Rnd3 engendrait la sous-expression de miR-200b et c (Grise et al.,
2012), nous avons décidé d’évaluer I'effet de ces deux micro-ARNs sur |'expression de Rnd3
dans des cellules de CHC. En effet, une boucle de rétrocontréle pourrait exister entre Rnd3
et les micro-ARNs de la famille miR-200.

5.1.1 Impact de miR-200b et miR-200c sur I'expression de Rnd3 dans deux
lignées de carcinomes hépatocellulaires
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Afin de déterminer si les deux micro-ARNs, miR-200b et miR-200c, peuvent réguler
I’expression de Rnd3 dans le CHC, nous avons surexprimé chacun de ces micro-ARNs par
transfection dans les lignées Huh7 et SNU398 issues de ce type de cancer. Les effets de cette
surexpression ont été évalués par western blot en quantifiant le niveau d’expression de
cibles connues de la famille miR-200 comme la E-cadhérine et ZEB2, ainsi que celui de notre
cible d’intérét Rnd3. Ces deux micro-ARNs sont correctement surexprimés dans les deux
lignées car ils induisent tous deux une augmentation de I'expression de la E-cadhérine par
rapport aux cellules transfectées avec un micro-ARN contréle (figures 57B et 58).
L’augmentation d’expression de la E-cadhérine est également visible au microscope avec un
changement morphologique des cellules. En effet, les cellules Huh7 transfectées avec miR-
200b ou miR-200c présentent un phénotype plus épithélial avec des cellules qui sont plus
jointives que dans la condition controdle (figure 57A). En ce qui concerne notre cible d’intérét,
de maniéere étonnante la surexpression de miR-200b ou miR-200c dans les lignées Huh7 et
SNU398 n’induit pas de variation significative du niveau d’expression protéique de Rnd3
(figures 57B et 58).
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Figure 57: MiR-200b et miR-200c ne régulent pas I’expression de Rnd3 dans la lignée Huh7.

Les cellules sont transfectées avec miR-200b, miR-200c ou un miR-contréle. A. 72 heures apres la
transfection, une augmentation des contacts cellule-cellule est visible. B. En paralléle, des extraits
protéiques sont réalisés et ensuite analysés par western blot en utilisant des anticorps dirigés contre
Rnd3, la E-cadhérine et la GAPDH. Les niveaux d’expression de Rnd3 et de la E-cadhérine sont
normalisés par rapport a la GAPDH (n=3). *P < 0.05 en comparaison avec le miR-contréle.
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Lignée SNU398
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Figure 58: MiR-200b et miR-200c ne régulent pas I'expression de Rnd3 dans la lignée
SNU398.

Les cellules sont transfectées avec miR-200b, miR-200c ou un miR-contréle. 72 heures apreés la
transfection, des extraits protéiques sont réalisés et ensuite analysés par western blot en utilisant
des anticorps dirigés contre Rnd3, la E-cadhérine et la GAPDH. Les niveaux d’expression de Rnd3 et
de la E-cadhérine sont normalisés par rapport a la GAPDH (n=3). **P < 0.01 et ***P < 0.001 en
comparaison avec le miR-controle.

5.1.2 Impact de miR-200b et miR-200c sur I’expression de Rnd3 dans la lignée
Hela

En paralléle, nous avons réalisé les mémes expériences que précédemment dans la lignée
Hela pour valider notre protocole expérimental et reproduire les résultats publiés dans la
littérature (Xia et al., 2010). La surexpression de miR-200b ou miR-200c est validée dans
cette lignée par la diminution d’expression protéique de ZEB2 (figure 59B). Nous n’avons pas
pu observer une augmentation d’expression protéique de la E-cadhérine car cette protéine
n’était pas détectable dans la lignée Hela dans nos conditions de western blot. Toutefois,
tout comme pour la lignée Huh7, les cellules Hela transfectées avec miR-200b ou miR-200c
sont visiblement plus jointives que les cellules transfectées avec un miR-contréle (figure
59A). De plus, la surexpression de miR-200b ou miR-200c dans les cellules Hela induit une
diminution d’expression de Rnd3 de 30 a 40% par rapport a la condition controle (figure
59B). Ces résultats confirment la régulation de I'expression de Rnd3 par miR-200b dans les
cellules HelLa et montrent que miR-200c peut jouer le méme réle dans ces cellules.
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A Lignée Hela
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Figure 59: MiR-200b et miR-200c régulent tous deux I’expression de Rnd3 dans la lignée
Hela.

Les cellules sont transfectées avec miR-200b, miR-200c ou un miR-contréle. A. 72 heures apres la
transfection, une augmentation des contacts cellule-cellule est visible. B. En paralléle, des extraits
protéiques sont réalisés et ensuite analysés par western blot en utilisant des anticorps dirigés contre
Rnd3, ZEB2, la GAPDH et la tubuline a. Le niveau d’expression de Rnd3 est normalisé par rapport a la
GAPDH, et celui de ZEB2 par rapport a la tubuline a (n=3). **P < 0.01 et ***P < 0.001 en comparaison
avec le miR-controle.

Ces résultats montrent que I'expression de la protéine Rnd3 ne semble pas étre régulée par
miR-200b et miR-200c dans les lignées cellulaires de CHC testées. Toutefois, comme la
protéine Rnd3 est déja sous-exprimée dans les lignées de CHC, il serait intéressant de
réaliser I'expérience inverse en inhibant miR-200b ou miR-200c endogene afin d’étudier le
niveau d’expression de Rnd3. Il faudra utiliser pour cela des anti-miRs spécifiques de ces
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deux micro-ARNs pour pouvoir refaire cette expérience et conclure sur la régulation de Rnd3
par miR-200b et miR-200c dans les cellules tumorales de foie. De plus, il serait intéressant de
séquencer la région 3’UTR de ’'ARNm de RND3 dans quelques lignées cellulaires de CHCs et
de les comparer a celle de la lignée Hela afin de pouvoir identifier d’éventuelles mutations.
En cas d’absence d’anomalies, I'absence de régulation de Rnd3 par miR-200b et miR-200c
dans les lignées de CHC pourrait s’expliquer par I'expression d’'un ARN ou d’une protéine
dans ces cellules qui pourrait piéger ces deux micro-ARNs ou empécher leur fixation sur la
région 3’UTR de RND3. De plus, il serait intéressant d’entreprendre I'analyse globale des
micro-ARNs ciblant ’ARNm de RND3. Ceci pourrait étre réalisé en utilisant la stratégie
FUnREG développée dans le laboratoire par le Dr. Christophe Grosset (Laloo et al., 2009).

5.2 IQGAP2, partenaire potentiel de Rnd3 dans le carcinome hépatocellulaire

La RhoGTPase Rnd3 est impliquée dans la migration et I'invasion des cellules de carcinome
hépatocellulaire (Grise et al., 2012 ; Ma et al., 2013). Afin de mieux comprendre son role
dans le CHC, le groupe du Dr. Moreau a cherché a identifier de nouveaux partenaires
protéiques de Rnd3. Pour cela, la lignée Hep3B a été transduite avec des particules
lentivirales exprimant la protéine Rnd3 sauvage étiquetée Myc (Myc-Rnd3) afin de créer une
surexpression de cette protéine dans la lignée Hep3B. Une immunoprécipitation avec un
anticorps anti-Myc suivie d’'une analyse par spectrométrie de masse a été réalisée. Cette
expérience a révélé de nombreux partenaires potentiels spécifiques de Rnd3 parmi lesquels
la protéine IQGAP2 sur laquelle nous avons focalisé notre intérét.

La protéine IQGAP2 (IQ motif containing GTPase activating protein 2) est une protéine
d’échafaudage qui est essentiellement exprimée dans le foie, les reins et les plaquettes
(Schmidt et al., 2012). Cette protéine cytoplasmique joue un role dans la réorganisation du
cytosquelette d’actine en interagissant avec les GTPases Racl et Cdc42 au niveau de son
domaine GBD (figure 60). Cependant, il manque un acide aminé arginine dans le domaine de
liaison des GTPases de la protéine IQGAP2 ce qui I'empéche d’hydrolyser le GTP. Les
GTPases Racl et Cdc42 restent ainsi préférentiellement dans une conformation active,
d’autant plus qu’elles sont également protégées de linteraction avec des RhoGAPs par
IQGAP2 (Brill et al., 1996). La protéine IQGAP2 est aussi impliquée dans I'adhésion cellulaire
en interagissant avec la E-cadhérine et la béta-caténine probablement au niveau de son
domaine RGCT (figure 60).
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Figure 60: Les différents domaines de la protéine IQGAP2 humaine (adapté de Schmidt et
al., 2012).

La protéine IQGAP2 est constituée d'un domaine CH (calponin homology) qui lie I'actine
filamenteuse, d’un domaine WW qui est capable de fixer différentes protéines riches en proline, de
quatre domaines IQ qui interagissent avec la calmoduline/les phosphatidylinositol-triphosphates
(PtdInsP3)/la protéine d'ancrage des kinases A (AKAP220), d’'un domaine GBD (GTPase binding
domain) qui lie Racl et Cdc42 et d’'un domaine RGCT (RasGAP C-terminus domain) qui pourrait
interagir avec la béta-caténine par analogie avec IQGAP1.

La protéine IQGAP2 est par ailleurs impliquée dans la physiologie hépatique et le
développement de CHC. En effet, cette protéine est sous-exprimée dans le CHC (White et al.,
2010). Le KO d’'IQGAP2 provoque le développement de CHC caractérisés au niveau
moléculaire notamment par une augmentation de la cycline D1 et une perte d’expression de
la E-cadhérine dans des modeéles murins (Schmidt et al., 2008). De plus, la protéine IQGAP2 a
été montrée comme interagissant au sein de complexes constitués d’IQGAP1, de la béta-
caténine et de la E-cadhérine dans les hépatocytes normaux (Schmidt et al., 2008). Cette
protéine joue aussi un réle dans l'invasion tumorale comme c’est le cas dans les cancers
gastriques ol sa sous-expression induit une augmentation du potentiel invasif des cellules
(Jin et al., 2008).

Toutes ces informations sur la protéine IQGAP2, notamment son expression majoritaire dans
le foie, son interaction avec des RhoGTPases et son implication dans la carcinogenése
hépatique et I'invasion tumorale, nous ont conduit a étudier I'interaction possible de cette
protéine avec Rnd3.

5.2.1 Recherche d'une colocalisation entre les protéines Rnd3 et IQGAP2 dans
la lignée Hep3B

Tout d’abord, nous nous sommes intéressés a la localisation intracellulaire des protéines
Rnd3 et IQGAP2 dans la lignée Hep3B afin de pouvoir visualiser une éventuelle colocalisation
entre ces deux protéines. Pour cela, des immunofluorescences ont été réalisées dans la
lignée Hep3B surexprimant de maniére stable la protéine Rnd3 étiquetée Myc (Hep3B Myc-
Rnd3) et dans la lignée Hep3B surexprimant de facon transitoire la protéine Rnd3 étiquetée
GFP (Hep3B GFP-Rnd3). Les images obtenues dans la lignée Hep3B Myc-Rnd3 montrent un
enrichissement des protéines Rnd3 et IQGAP2 a la membrane de certaines cellules ou
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semblent colocaliser les deux partenaires (figure 61). Cette expérience a été répétée dans la
lignée Hep3B GFP-Rnd3, puis analysée au microscope confocal afin de pouvoir confirmer ce
résultat. Les immunomarquages révelent aussi une colocalisation membranaire entre les
protéines GFP-Rnd3 et IQGAP2 dans quelques cellules (figure 62).
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Figure 61: Enrichissement membranaire des protéines Rnd3 et IQGAP2 dans la lignée
Hep3B Myc-Rnd3.

Les cellules Hep3B Myc-Rnd3 sont ensemencées sur des lamelles de verre et fixées apres 72 heures
avec du paraformaldéhyde 3%. Les immunomarquages sont réalisés en utilisant des anticorps dirigés
contre Rnd3 (vert) et IQGAP2 (rouge), ainsi que du Hoechst (bleu) pour marquer les noyaux. Les
images sont prises au microscope a épifluorescence Zeiss Axioplan 2 (objectif X63 ; en immersion).
Les fleches rouges indiquent des zones de colocalisation entre les protéines Rnd3 et IQGAP2.
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Figure 62: Colocalisation membranaire des protéines GFP-Rnd3 et IQGAP2 dans la lignée
Hep3B surexprimant de fagon transitoire la protéine GFP-Rnd3

Les cellules Hep3B sont transfectées directement sur des lamelles de verre avec le plasmide pGFP-
Rnd3 et fixées aprés 24 heures avec du paraformaldéhyde 3%. Les immunomarquages sont réalisés
en utilisant un anticorps dirigé contre IQGAP2 (rouge), ainsi que du Hoechst (bleu) pour marquer les
noyaux. Les images sont prises au microscope confocal (objectif X63 ; en immersion). Les fleches
rouges indiquent des zones de colocalisation entre les protéines Rnd3 et IQGAP2.

Ces résultats d’'immunofluorescence ont permis de mettre en évidence une colocalisation
des protéines Rnd3 et IQGAP2 au niveau de certaines régions membranaires, dont les
jonctions intercellulaires, dans les cellules Hep3B. Toutefois, cette colocalisation n’est pas
visible dans toutes les cellules.
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5.2.2 Etude de l'interaction entre les protéines Rnd3 et IQGAP2

Pour déterminer s’il existe bien une interaction entre les protéines Rnd3 et IQGAP2, nous
avons dans un premier temps effectué une immunoprécipitation contre la protéine Myc-
Rnd3 dans la lignée Hep3B Myc-Rnd3 suivie d’'une révélation d’IQGAP2 par western blot.
Cette expérience a été faite sur des cellules confluentes afin d’augmenter le nombre de
jonctions intercellulaires qui représentent une zone de colocalisation entre les deux
protéines. L'immunoprécipitation contréle est réalisée avec un anticorps anti-lgG1 de méme
isotype que I'anticorps anti-Myc utilisé. Le résultat obtenu montre une co-
immunoprécipitation d’IQGAP2 dans la piste correspondant a I'IP contre la protéine Myc-
Rnd3 (figure 63A). Nous avons également surexprimé la protéine IQGAP2 fusionnée a I’eCFP
(enhanced cyan fluorescent protein) dans la lignée Hep3B Myc-Rnd3 afin de mieux visualiser
I'interaction possible entre les deux protéines. L'immunoprécipitation anti-Myc-Rnd3 dans la
lignée Hep3B Myc-Rnd3 exprimant la protéine eCFP-IQGAP2 révele également une bande
spécifique correspondant a la protéine eCFP-IQGAP2 (figure 63B).
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Figure 63: Co-immunoprécipitation d'IQGAP2 avec Myc-Rnd3 dans la lignée Hep3B Myc-
Rnd3.

Les protéines sont extraites a partir de cellules confluentes et sont incubées avec un anticorps dirigé
contre Myc ou un anticorps controle (IgG1). Les protéines immunoprécipitées avec les deux anticorps
sont analysées par western blot (IP IgG1 et IP Myc), avec également I'extrait protéique total (input)
et les protéines non fixées par les billes magnétiques et les anticorps (AlgG1l et AMyc). Le western
blot est analysé en utilisant des anticorps dirigés contre Myc et IQGAP2. A. L'immunoprécipitation
anti-Myc est réalisée dans la lignée Hep3B Myc-Rnd3. B. Les cellules Hep3B Myc Rnd3 sont
transfectées avec le plasmide peCFP-IQGAP2, et lysées apres 24 heures pour réaliser une
immunoprécipitation anti-Myc.

Les immunoprécipitations inverses ont ensuite été réalisées afin de pouvoir confirmer les
résultats obtenus. L'immunoprécipitation anti-IQGAP2 dans les cellules Hep3B Myc-Rnd3
montre également la présence spécifique de la protéine Myc Rnd3 (figure 64A). De méme,
on a obtenu une co-immunoprécipitation de Myc-Rnd3 dans la condition correspondant a
I'immunoprécipitation anti-IQGAP2 (= IQGAP2 endogene et eCFP IQGAP2) dans la lignée
Hep3B Myc-Rnd3 exprimant IQGAP2 fusionnée a I'eCFP (figure 64B).

130



IP anti-IQGAP2

A Hep3B Myc Rnd3

& Y ( oi O
PM N O & (o4
L \O‘ \Q\ \Q\

-— W — q IQGAP2 (180 kDa)

—-_— e —— —— Myc-Rnd3 (27 kDa)

250 kDa

35 kDa

25 kDa

- ——» 18G (chaine légére)

B Hep3B Myc Rnd3 eCFP IQGAP2

qv Qv
F &

PM & & & & &
§ SRR

| > eCFP IQGAP2 (206 kDa)

—
250 kDa S— — —
WEENY ey ym— =\\ IQGAP2 (180 kDa)

35kDa

» —— Myc-Rnd3 (27 kDa)
25 kDa —— 1gG (chaine légére)

Figure 64: Co-immunoprécipitation de Myc-Rnd3 avec IQGAP2 dans la lighée Hep3B Myc-
Rnd3.

Les protéines sont extraites a partir de cellules confluentes et sont incubées avec un anticorps dirigé
contre IQGAP2 ou un anticorps controle (IgG1). Les protéines immunoprécipitées avec les deux
anticorps sont analysées par western blot (IP IgG1 et IP IQGAP2), avec également |'extrait protéique
total (input) et les protéines non fixées par les billes magnétiques et les anticorps (AlgG1l et
AIQGAP2). Le western blot est analysé en utilisant des anticorps dirigés contre Myc et IQGAP2. A.
L'immunoprécipitation anti-IQGAP2 est réalisée dans la lignée Hep3B Myc-Rnd3. B. Les cellules
Hep3B Myc-Rnd3 sont transfectées avec le plasmide peCFP-IQGAP2, et lysées apres 24 heures pour
réaliser une immunoprécipitation anti-IQGAP2.

L'immunoprécipitation anti-IQGAP2 dans la lignée Hep3B semble aussi induire la présence
spécifique de la protéine Rnd3 qui est cependant difficilement visualisable en raison de la
tres grande proximité de Rnd3 avec les chaines légéres des anticorps (donnée non montrée).

L’ensemble de ces résultats montre qu’il existe bien un lien entre les protéines Rnd3 et
IQGAP2. L'utilisation de la technique de FRET permettrait de déterminer s’il existe une
interaction entre Rnd3 et IQGAP2 en déterminant la proximité entre ces deux protéines. Elle
pourrait également nous renseigner sur la localisation cellulaire de cette interaction ce qui
apporterait de nouvelles pistes quant a sa fonctionnalité.
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5.2.3 Impact de la variation d’expression de Rnd3 sur la localisation d’IQGAP2

Pour débuter I'étude de la fonctionnalité de l'interaction entre les protéines Rnd3 et
IQGAP2, une immunofluorescence d’IQGAP2 a été réalisée dans la lignée Hep3B transfectée
avec un siARNs ciblant Rnd3 (S1) ou un siARN contréle. L’extinction de Rnd3 est validée par
la réapparition des fibres de stress dans les cellules (figure 65). Le résultat obtenu ne montre
pas de variation de la localisation d’IQGAP2, et notamment de sa présence au niveau de la
membrane plasmique, en I'absence de Rnd3 dans les cellules Hep3B (figure 65).
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Figure 65: L’extinction de Rnd3 ne modifie pas la localisation d'IQGAP2 a la membrane
plasmique dans les cellules Hep3B.

Les cellules Hep3B sont transfectées deux fois avec un siARN dirigé contre Rnd3 (S1) ou un siARN
contréle (Ctrl). Elles sont fixées 48 heures apres la deuxieme transfection avec du paraformaldéhyde
3%. Les immunomarquages sont réalisés en utilisant de la phalloidine (Alexa Fluor® 568 Phalloidin,
Molecular Probes®) (rouge) pour marquer I’actine, un anticorps dirigé contre IQGAP2 (vert), ainsi que
du Hoechst (bleu) pour marquer les noyaux. Les images sont prises au microscope confocal Leica SP5
(objectif X63 ; en immersion). Les fleches rouges indiquent des zones de localisation d’'IQGAP2 a la
membrane plasmique.

Apres ce résultat, nous avons décidé d’étudier I'impact de la variation de I'expression de
Rnd3 sur une autre localisation cellulaire de la protéine IQGAP2 qui a été mise en évidence
au laboratoire. En effet, comme cela a été décrit pour IQGAP1 (Emadali et al., 2006), la
protéine IQGAP2 se localise également au niveau des canalicules biliaires dans les
hépatocytes tumoraux de la lignée HepG2. La stratégie choisie a été de surexprimer la
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protéine Rnd3 dans les cellules HepG2 car le niveau d’expression endogene de Rnd3 est tres
faible dans cette lignée. Les résultats obtenus ne montre pas de variation de la localisation
d’IGQAP2 au niveau de ces structures ni du nombre de canalicules biliaires formés dans les
cellules HepG2 surexprimant Rnd3 par rapport aux cellules sauvages (donnée non montrée).
Il reste intéressant d’étudier le r6le de Rnd3 dans d’autres fonctions d’IQGAP2 comme par
exemple le transport de vésicules médié par le complexe de I'exocyste par homologie avec
IQGAP1. Les expériences inverses de variation de I'expression d’IQGAP2 permettront aussi
d’analyser leur impact sur les fonctions de Rnd3 comme la formation des fibres de stress.
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Axe 2 : Etude du role des GTPases Rho dans la formation et la
fonction des invadosomes

1. Implication des RhoGTPases classiques dans la fonction des invadosomes

Les invadosomes sont des structures d’actine filamenteuse qui permettent I'adhésion des
cellules a la matrice extracellulaire. Ils sont caractérisés par une capacité de dégradation des
éléments de la matrice extracellulaire qui leur confere un rble clé dans les processus
d’invasion physiologique et pathologique. Le terme invadosome regroupe a la fois les
podosomes dans les cellules normales et les invadopodes dans les cellules cancéreuses. Il
existe de nombreux articles dans la littérature qui impliquent les GTPases Rho dans la
formation et la fonction des invadopodes. Les GTPases RhoA et Cdc42 sont nécessaires a la
formation et a la fonction des podosomes dans de nombreux types cellulaires comme les
ostéoclastes, les cellules endothéliales ou encore les fibroblastes transformés par Src
(Chellaiah et al., 2000 ; Moreau et al., 2003 ; Berdeaux et al., 2004). Ces protéines jouent par
ailleurs un role dans les invadopodes comme c’est le cas de RhoC qui est régulé de fagon
spatiotemporelle par p190RhoGEF et p190RhoGAP pour permettre une activation de la
cofiline nécessaire a la dynamique de I'actine seulement au niveau du coeur des invadopodes
classiques (Bravo-Cordero et al., 2011). Les invadopodes linéaires induits par le collagene
fibrillaire de type | sont aussi régulés par les RhoGTPases, et notamment par Cdc42 dont
I’expression est induite par le collagene en présence du récepteur DDR1 et est nécessaire a
la formation de ces structures (publication n°2 en annexe).

Pendant ma these, jai participé a une étude visant a définir la signature moléculaire
minimale des invadosomes. En effet, il existe une tres grande diversité dans les
invadosomes, a la fois dans les types cellulaires qui forment ces structures mais aussi dans
leur organisation et leur composition moléculaire au sein de ces cellules. Pourtant, ces
structures partagent toutes la méme fonction de dégradation de la matrice extracellulaire.
L’'objectif de cette étude est d’identifier les molécules communes essentielles a la formation
d’un invadosome actif. Dans cet article, nous avons montré que la RhoGTPase Cdc42 est
indispensable a la formation des invadosomes. L’'activité de dégradation de la matrice
dépend quant a elle de I'expression d’une protéine d’échafaudage appelée Tks5. A I'inverse,
les kinases Src ne font pas parties de cette signature minimale étant donné que certains
invadosomes sont maintenus en présence d’inhibiteurs de kinases de la famille Src.

135



Cdc42 and Tks5: a minimal and universal molecular signature for functional

invadosomes

Julie Di Martino'? *, Lisa Paysan®? *, Caroline Gest'? *, Valérie Lagrée'?, Amélie Juin'*3,

|1,2 #

Frédéric Saltel? #and Violaine Moreau'? #

1 INSERM, Physiopathologie du cancer du foie, U1053, F-33000 Bordeaux, France; > Univ.

Bordeaux, Physiopathologie du cancer du foie, U1053, F-33000 Bordeaux, France

3 Current address: Beatson Institute for Cancer Research, Glasgow

*, # these authors contributed equally to this work
# corresponding authors. Phone: +33 (0)5 57 57 17 71. Fax: +33 (0)5 56 51 40 77. E-mail:

violaine.moreau@inserm.fr / frederic.saltel@inserm.fr

Keywords: Invadosomes, Cdc42, Tks5, Src, actin cytoskeleton, invasion

Abbreviations: CNF1, Cytotoxic Necrotizing Factor 1; ECM, extracellular matrix; GEF, guanine
exchange factor; HUVECs, human umbilical vein endothelial cells; IPTG, isopropyl p-D-1-
thiogalactopyranoside; NaF, sodium fluoride; PAE, porcine aortic endothelial; RITC,

rhodamine B isothiocianate.

136



ABSTRACT

Invadosomes are actin-based structures involved in extracellular-matrix degradation.
Invadosomes, either known as podosomes or invadopodia, are found in an increasing
number of cell types. Moreover, their overall organization and molecular composition may
vary from one cell type to the other. Some are constitutive such as podosomes in
hematopoietic cells whereas others are inducible. However, they share the same feature,
their ability to interact and to degrade the extracellular matrix. Based on the literature and
our own experiments, the aim of this study was to establish a minimal molecular definition of
active invadosomes. We first highlighted that Cdc42 is the key RhoGTPase involved in
invadosome formation in all described models. Using different cellular models, such as NIH-
3T3, Hela and endothelial cells, we demonstrated that overexpression of an active form of
Cdc42 is sufficient to form invadosomes actin core. Therefore, active Cdc42 must be
considered not only as an inducer of filopodia, but also as an inducer of invadosomes.
Depending on the expression level of Tks5, these Cdc42-dependent actin cores were
endowed or not with a proteolytic activity. In fact, Tks5 overexpression rescued this activity
in Tks5 low expressing cells. We thus described the adaptor protein Tks5 as a major actor of
the invadosome degradation function. Surprisingly, we found that Src kinases are not always
required for invadosome formation and function. These data suggest that even if Src family
members are the principal kinases involved in the majority of invadosomes, it cannot be
considered as a common element for all invadosome structures. We thus define a minimal
and universal molecular signature of invadosome that includes Cdc42 activity and Tks5
presence in order to drive the actin machinery and the proteolytic activity of these invasive

structures.
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INTRODUCTION

Podosomes and invadopodia, formed by normal and cancer cells respectively, are sub-
cellular actin-rich structures that are endowed with a proteolytic activity. Both these
structures, that share a high level of similarity, are collectively named invadosomes. As these
structures are dedicated to invasion, they are found in cells that are able to migrate across
tissue boundaries. Under physiological conditions, podosomes are formed in cells of the
myelomonocytic lineage, such as macrophages, dendritic cells, neutrophils, and osteoclasts.
Some non-haematopoietic cells including fibroblasts, endothelial and smooth muscle cells can
also form podosomes under appropriate stimulation with growth factors (PDGF, VEGF, TGFB8,
TNFo) (for a review see ref.!) or activating components (phorbol esters, cytotoxic necrotizing
factor 1 (CNF1), sodium fluoride (NaF))*°. However, VEGF, TNFo. and phorbol-12-myristate-
13-acetate (PMA) were reported to promote podosome formation in human umbilical vein
endothelial cells (HUVECs)* ¢, but not in bovine aortic endothelial cells (BAECs)’, pointing out
some different signalling pathways required for podosome formation in endothelial cells®. On
the other hand, invadopodia do form spontaneously in cancer cells and more specifically in
metastatic cancer cells. They were also described in cancer cells that undergo epithelial-
mesenchymal transition® '°. Finally, we recently described a new class of invadosomes, called
linear invadosomes that form in a large number of cell types, both normal and cancer cells,
upon contact with fibrillar type I collagen'!. Even if until recently invadosomes were mainly
described /n vitro, an increasing number of studies tend to address their existence /in vivo.
Indeed, invadosomes have now been described during cell invasion in various models
including mice, zebrafish, Drosophila melanogaster, and Caenorhabditis elegans (for a review
see Sherwood and collaborators, this issue). Besides their presence in a variety of cell types,
invadosomes organization inside the cell is also a variable parameter. The base unit of an
invadosome is an actin core observed as an actin dot by immunofluorescence. Although

invadopodia are often present as individual structures in cancer cells, podosomes can
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assemble into mega-structures described as clusters, rosettes, belts (for a review see ref.))
or lines*. This variability in the invadosome world is probably due to the complex
combination of molecules and pathways required for their formation, organization and
function. Like focal adhesions, invadosomes are multi-protein complexes that link the
extracellular matrix to the actin cytoskeleton. However, it is clear that according to the cell
context and the microenvironment, the requirement of invadosome components may differ
from one cell type to the other. Over the past ten years, many components and pathways
regulating invadosome formation and function have been discovered. Podosomes and
invadopodia are enriched with phosphatidylinositides, which requires a tight regulation of the
phosphoinositide 3-kinases (PI3K) pathway (reviewed by'?). Several actin nucleators are
associated with the F-actin-rich core, such as the Arp2/3 complex and its nucleation
promoting factors (N-WASP/WASP and cortactin)* ****, formins'® ’, or Spire® that drive F-
actin polymerization. Many actin-binding proteins such as fascin, vinculin or cofilin are also
markers of these structures. Consequently, RhoGTPases are highly required for invadosome
formation and organization. RhoA, Racl or Cdc42 were all described to be involved,
depending on the model. For example, podosomes are disrupted in osteoclast-like
multinucleated cells upon inhibition of Rho using C3 transferase'®, whereas they still form in
primary osteoclasts under the same treatment®. In addition, RhoA silencing has no effect on
podosome formation in fibroblasts (**>* and (Table I)). Similarly, macrophages from mice
that lack Rac expression (Racl/2” mice) are unable to form podosomes®, whereas Rac
expression is dispensable for podosome formation in endothelial cells®>. Finally, Cdc42
appears as a consensus in the invadosome landscape as all podosomes and invadopodia are
Cdc42-dependent irrespectively of the cell type (Table I).

In addition to RhoGTPases, Src kinases activity appears as a key signal to control
invadopodia and podosomes. Podosome formation was initially observed in fibroblasts

transformed by the Rous sarcoma virus, demonstrating that Src kinase was sufficient to
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induce podosomes®. In addition, many studies demonstrated that Src inhibitors abolished
invadopodia and podosome formation. But recently, several Src-independent models of

invadosomes were reported in the literature®®

, suggesting that the requirement of Src
kinase activity is probably not a universal parameter for invadosome assembly. Alternatively,
Tks5 (also known as Fish), which was identified as an Src substrate?®, is a scaffolding protein
found in podosomes and invadopodia®® *°. Although the involvement of Tks5 in the formation
or function of invadosomes is specific to each cell type, Tks5 appears as a universal marker
of these structures.

Finally, many adhesion molecules such as integrins or CD44 may or not be present. Indeed,
CD44, which is a transmembrane proteoglycan expressed in most cell types, was shown to
be a marker of podosome cores in osteoclasts®* and macrophages when cultured in 3D** and
of invadopodia in cancer cells®. On the other hand, integrins are described as the universal
receptors involved at invadosomes®* *>. However, the impact of integrins can be positive or
negative for invadosome formation depending on the nature of the ECM. Indeed, if laminin-
332 via a3B1 can reduce invadosome formation in rat bladder carcinoma cells®, on the
contrary fibronectin via o581 stimulates their formation in breast cancer cells and head and
neck squamous carcinoma cells®’. On the other hand, recent studies asked the question
about the real impact of integrins in invadosome core formation in some cellular models.
Indeed, B1/B2/awv integrins triple-null osteoclasts still formed small actin dots suggesting that
integrins are not required for initial actin core formation in osteoclasts®®. We also recently
demonstrated that linear invadosomes formed on type I collagen in an integrin-independent
manner in mouse embryonic fibroblasts'!. Thus, the molecular identity of the ECM receptors
at invadosome may obviously adapt to the substrate and is not restricted to integrins.

In addition to all these proteins and pathways involved in invadosome formation, proteomic
analyses recently identified novel invadopodia and podosomes components, which need to

be studied and confirmed® ®, In front of this wide panel of molecules, we attempted to
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simplify the invadosome schema. The aim of this study was thus to adopt a minimalist view
to determine a minimal but universal molecular definition of invadosomes that would fit with
all models and contexts. Based on the literature, we used various cellular models to
challenge the functions of Cdc42 and Tks5 at invadosomes. We thus define both molecules

as universal markers of invadosomes in all cell types and organisms.
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RESULTS

Cdc42 is the main RhoGTPase involved for invadosome formation

Based on their involvement in actin cytoskeleton remodelling, RhoGTPases are major
regulators of invadosomes. RhoGTPases involvement was sought in most of the podosomes-
and invadopodia-presenting cell types. Due to the variety of cellular models combined with
various stimuli, the picture obtained is not clear. However, interestingly, Cdc42 appears as a
key and central molecule for invadosome formation in all cell types independently of the
stimuli used to form invadosomes (Table I). To confirm this observation, we used siRNA
approach to knockdown Cdc42 in NIH-3T3 cells expressing a constitutively active form of
Src, a classical model to study invadosomes. Src-transformed NIH-3T3 (Src-3T3) cells were
transfected using siRNAs targeting murine Cdc42 and formation of podosome rosettes was
assayed by co-staining of F-actin and cortactin (FiglA). Cdc42 expression was efficiently
knocked-down using two distinct siRNAs (FiglB). We found that Cdc42 downregulation
strongly decreases the ability of cells to form invadosome rosettes, when compared with the
control condition (FiglA and C). This result confirms that Cdc42 is involved in invadosome
formation. Interestingly, siRNA directed against RhoA promoted an increase in invadosome
rosette formation, whereas Racl depletion did not affect them (data not shown). Moreover,
constitutively active form of Cdc42 (V12Cdc42) was early shown to act as an inducer of
invadosomes in HelLa and porcine aortic endothelial (PAE) cells™ *. We first confirmed this
result in both cell types (Fig2A and B) and also found that expression of V12Cdc42 was able
to induce invadosomes in additional cell types such as NIH-3T3 fibroblasts (Fig2C), HUVECSs?,
and HuH7, a hepatocarcinoma cell line without constitutive invadopodia (data not shown). It
is important to notice that V12Cdc42 protein accumulates into invadosomes (Fig2B-C). Thus,
based on the literature and our own experiments, we support the fact that Cdc42 is the

critical inducer for invadosome actin core formation.
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Degradation activity of V12Cdc42-induced invadosomes

To test the ability of V12Cdc42-induced invadosomes to degrade the extracellular matrix, we
used the classical gelatin matrix degradation assay. After V12Cdc42-GFP transfection, NIH-
3T3 cells were seeded on rhodamine B isothiocianate (RITC)-gelatin. Twenty-four hours
later, cells were fixed and stained for F-actin. Confocal analysis showed that in NIH-3T3
fibroblasts, V12Cdc42-induced invadosomes were able to degrade the gelatin, demonstrating
the functionality of these structures (Fig3A). This result suggests that Cdc42 activity alone is
sufficient to promote the formation of functional invadosomes. We aimed at confirming this
result using the model of PAE cells stably expressing an isopropyl p-D-1-
thiogalactopyranoside (IPTG)-inducible active form of Cdc42. After 24 hours IPTG
stimulation, cells were placed on RITC-gelatin to visualize PAE degradation activity.
Surprisingly, although most cells indeed exhibited podosomes, no degradation could be
noticed (Fig3B). Thus, depending on the cellular model, active Cdc42 appears sufficient to
recruit the actin machinery to form invadosomes core, but not to bring the degradation

activity to the structure.

Tks5 [s required to assure degradation activity of invadosomes

In the literature, Tks5 appears as an early marker during invadosome formation. However,
depending on the cellular model, Tks5 depletion could promote invadosome destabilization
or only inhibition of the degradation activity. It was shown that Tks5 allows
metalloproteinase activation at invadosomes and consequently matrix degradation as
described in macrophages®. Considering this, we hypothesized that Cdc42 could promote
formation of the invadosome F-actin architecture, and Tks5 could control and regulate the
degradation activity. Interestingly, we demonstrated previously that PAE cells express very

low level of Tks5 protein, when compared to other cell lines’. In addition, we found that, in
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PAE cells, V12Cdc42-induced podosomes are devoid of Tks5 staining whereas Tks5 clearly
accumulates in V12Cdc42-induced podosomes of NIH-3T3 cells (Fig3C). We then asked
whether Tks5 overexpression can rescue the degradation phenotype of PAE-V12Cdc42 cells.
After Tks5-GFP transfection, PAE-V12Cdc42 cells were stimulated with IPTG to promote
invadosome formation and seeded on RITC-gelatin to investigate their degradation activity.
Using confocal microscopy, we showed that Tks5-GFP co-localizes with F-actin in
invadosomes (Fig4A). Strikingly, Tks5-GFP overexpression is associated with a degradation
activity of V12-Cdc42-induced invadosomes (Fig4A). We can notice a perfect co-localization
of F-actin, Tks5-GFP and gelatin degradation. This result prompted us to check for the
expression of MT1-MMP in GFP control condition versus Tks5-GFP in PAE cells. As expected,
we were able to visualize MT1-MMP staining only upon Tks5-GFP transfection (Fig4B-C).
Thus, these data suggest that Tks5 is a limiting factor in PAE cells, which allows us to dissect
the molecular requirements to build a functional invadosome. Our results demonstrate the

molecular complementary between Cdc42 and Tks5 to form functional invadosomes.

Src kinase involvement varies according to the invadosome mode/

As Src family kinases are thought to be required for invadosome formation, we checked their
involvement in V12Cdc42-expressing PAE cells that form individual podosomes. We found
that Src inhibitors such as SU6656 and PP2 were not able to inhibit podosome formation in
PAE cells (Fig5A). As expected, both inhibitors abolished the formation of rosettes in Src-3T3
fibroblasts (Fig5B). However, V12Cdc42-induced invadosomes in NIH-3T3 cells were also
resistant to Src inhibitors (Fig5C). These data confirm results that we previously observed in
V12Cdc42-induced podosomes in HUVECs®. To strengthen this observation, we further
screened for other invadosome models that were resistant to Src inhibition. We previously
demonstrated that NIH-3T3 fibroblasts form linear invadosomes upon contact with collagen

fibrils'!. Treatment of NIH-3T3 cells with either SU6656 or PP2 did not affect their ability to
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form linear invadosomes (Fig5hD). Altogether, these data demonstrate that Src activation is
not a prerequisite for invadosome formation in all models.

We further tested whether Src kinases were required for the degradation activity of these
latter invadosomes. Thus, V12Cdc42-transformed NIH-3T3 cells were seeded on fluorescent
gelatin and treated using Src inhibitors. Whereas invadosomes were still present, inhibition
of Src kinases completely blocked their degradation activity (Fig6A). However, when
invadosomes were induced upon contact with collagen fibrils in the same cellular
background, we found that neither PP2 nor SU6656 treatment abolished the degradation
activity of the linear invadosomes (FigbB). These results suggest that depending on the
inducer, Src kinases are or not required for invadosome formation and function. Thus, these
data demonstrate that even if Src is required in a large number of invadosomes, it is not a

common element of all invadosome models.
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DISCUSSION

Recently our group described a novel class of invadosomes, named linear invadosomes that
form upon contact with fibrillar type-I collagen in either normal or cancer cells'!. These
structures belong to the invadosome family as they are F-actin-based structures endowed
with a proteolytic activity. However, these structures challenged our view of the minimal
molecular composition of the invadosome unit. Indeed, linear invadosomes form in an
integrin and Src-independent manner. This led us to propose that a limited number of
elements might be enough to define an invadosome. Based on our own data and data
available in the literature, we suggest that, besides the actin machinery requirement, all

invadosomes are Cdc42-dependent and Tks5-positive.

Cdc42 is a universal regulator of invadosomes

Cdc42 is a well-studied RhoGTPase involved in actin cytoskeleton remodelling and in the
establishment of cell polarity from yeast to mammalian cells. Since the pioneer experiments
demonstrating that expression of V12Cdc42 in Swiss 3T3 fibroblasts induced the formation of
finger-like protrusions called filopodia involved in probing the environment during cell

.4 it has been a dogma that expression of constitutively active Cdc42 promotes

migration
filopodia formation. However, activation of Cdc42 is also able to induce podosomes in a large
number of cell types including Hela, NIH-3T3, PAE and HUVEC cells (* ** and (Figl)). In
addition, knockdown of Cdc42 inhibits podosomes and invadopodia formation (Table I and
Figl). Accordingly, Cdc42 should not be restricted to its role as filopodia inducer but instead
should be presented as a filopodia and invadosome inducer. In contrast to a recent
publication showing that vSrc-induced invadosomes in NIH-3T3 fibroblasts were highly

sensitive to the expression of a dominant negative mutant of Racl and only moderately

sensitive to the expression of a dominant negative mutant of Cdc42*, we found that Cdc42
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knock-down completely abolished podosome rosettes in this cell type. The dominant-
negative form of Rho GTPases acts by sequestering the upstream Rho guanine exchange
factors (GEFs), which can lead to nonspecific effects since the same GEF can activate several
Rho GTPases®. Due to this possible “sponge” effect of overexpressed RhoGTPase mutants, it
is highly recommended to use knock-down approach to address GTPase requirement in cells.
Thus, we can safely conclude that Cdc42 is both necessary and sufficient to promote the
formation of invadopodia and podosomes. For the initiation of both kinds of structures, the
best-described pathway regulated by Cdc42 is the activation of Arp2/3 complex-dependent
actin polymerization. This leads to generation of a branched actin network via the activation
of WASP/N-WASP proteins. Activation of this machinery will engage many additional
components involved in regulating actin polymerization*’. However, invadosomes induced by
active Cdc42 exhibit a lack of dynamics, as they appear abnormally stable (data not shown).
This may probably be due to the incapacity of V12Cdc42 protein to cycle between an active
and an inactive form. Indeed, wild-type Cdc42 is activated by GEFs. Cdc42-activating GEFs
involved in invadosome formation include alpha-PIX/ArhGEF6, beta-PIX/ArhGEF7, Fgd1l and
Vav1*®*2, However, as more than 70 Rho-GEFs are encoded in the human genome and as
most are tissue specific, the identity of the Cdc42-GEF may differ according to the cell type.
Also recently, other molecules such as palladin were shown to regulate Cdc42 activation®.
More generally, upstream stimuli known to induce podosome formation such as TGFB,
phorbol ester, CNF1, NaF were all described to induce Cdc42 activation®™ 7. Altogether these
observations lead to the fact that all pathways promoting invadosome formation converge to
Cdc42 activation.

It has to be noted that many other RhoGTPases including, RhoA, Racl, Rac2, RhoC, RhoE,
RhoG and RhoU (for a review see refs.”® and °* %) were also involved in invadosome

formation or function, and they can contribute to control invadosome organization and
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dynamics; but their requirement is not as universal as Cdc42 one’s is. Moreover, Cdc42 is the

only RhoGTPase to act as an invadosome inducer.

Tks5 is a marker of all invadosomes

Tks5 encoded by the human SH3PXDZA gene, is a large scaffolding protein with an Nter
phox homology (PX) domain and five SH3 domains. Tks5 is localized to invadosomes in
normal and cancer cells. Tks5 was indeed found in podosomes of Src-transformed cells®®,
macrophages®, osteoclasts®, PDBu-treated A7r5 rat smooth muscle cells®®, myoblasts®,
TGFB-stimulated neural crest stem cells®®, microvascular cells®, in invadopodia of breast,

30, 6% 8 3nd in linear invadosomes found in

melanoma and prostate cancer cell lines
endothelial cells, macrophages, fibroblasts and cancer cells’’. Thus, Tks5 appears as an
universal marker of invadosomes and is particularly useful as it lacks specific localization in
the absence of invadosomes®. Indeed, Tks5 seems dedicated to invadosome formation and
function.

As described above, Cdc42 activation in cells may lead to podosome/invadopodia formation.
However, depending on the cellular background, the structures may not be functional.
Indeed, in PAE cells, V12Cdc42-induced podosomes were devoid of proteolytic activity.
Interestingly, we found that expression of Tks5 rescued the function of these invadosomes.
This result suggests a key role of Tks5 in the proteolytic activity of invadosomes as
previously described in macrophages and in prostate cancer cells* ®. We can not exclude a
role of Tks5 in invadosome formation as demonstrated in in Src-transformed fibroblasts, in
breast cancer cells and in bovine aortic endothelial cells*' % *°, However, a threshold of Tks5
is necessary in PAE cells to localize MT1-MMP and functionalize invadosomes.

Given that Tks5 has no catalytic activity, its function at invadosomes should come from its

interaction with other molecules. Indeed, as a scaffolding protein, Tks5 interacts with

multiple proteins found in invadosomes including the SH3/SH2 adaptors, Grb2® and
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Nck1/2%, the nucleation-promoting factor, NWASP®, and ADAM (a disintegrin and
metalloproteinase) family metalloproteases®. Together, these data suggest that Tks5 is an

essential scaffold protein of invadosomes.

Src is not always required for invadosome formation and function

Src is the funding member of a small family of structurally related non-receptor tyrosine
kinases, called the Src family kinases (SFK) that includes Src, Yes Fyn and the hematopoietic
restricted members Hck, Lyn and Fgr®. Src, that plays a key role in regulating various signal
transduction pathways, is described as a central hub of the invadosome network®®. Pioneer
work by Marchisio and collaborators, demonstrated the ability of Rous-sarcoma virus
encoding the v-Src oncogene to induce the formation of F-actin dots and rosettes at the
ventral membrane in BHK cells®®. Cellular Src was required for mitogenesis initiated by
multiple growth factor receptors®, including the receptors for epidermal growth factor (EGF),
platelet-derived growth factor (PDGF) and colony stimulating factor-1 (CSF1), that were all
described to promote invadosome formation. Moreover, many proteins of the invadosome
core are Src-substrates, such as cortactin, p190RhoGAP, Tks4/5, Grb2, FAK and CIPA4.
Consequently, many models of invadosomes are Src inhibitor sensitive suggesting that Src
kinase is necessary and sufficient for the induction of invadopodia and podosome formation.
However, there is evidence that Src kinases are not required for all invadosome formation.
Indeed, we described herein that V12Cdc42 and type-I collagen-induced invadosomes are
resistant to Src-family kinase inhibitors such as PP2 and SU6656. These results are
reminiscent of the fact that actin cores still formed in c-src-deficient osteoclasts’.

Interestingly, Mader et al.®

also demonstrated that Src is not required for the actin core
formation of invadopodia in breast cancer cells. Podosome-like structures formed in non-
transformed fibroblasts plated on an Arg-Gly-Asp peptide-lipid surface were also found to be

resistant to a high concentration of the PP2 inhibitor’*. Another example comes from the in
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vivo description of invadopodia-like protrusions in the zebrafish intestine epithelium?’.
Indeed, matrix-degrading protrusions observed in invasive cancer cells of the zebrafish
meltdown mutant, are not disrupted upon Src inhibition?”. Thus, Src kinases are clearly not
always required for invadosome formation. On the other hand, in most of the models
described above, Src activity was required for invadosome maturation and matrix
degradation. This is also true for V12Cdc42-induced podosomes in NIH-3T3 fibroblasts,
which appear to require Src kinase for their proteolysis activity. However, we described here
for the first time Src kinase-independent invadosomes as formation and function of linear
invadosomes are insensitive to Src kinase inhibitors. Altogether these data suggest that Src
kinases, depending on the cellular context, are involved either in invadosome formation or
only in later stages for matrix degradation, or not involved at all.

In conclusion, even if many components such as kinases, phosphatases, integrins, MMPs are
required to regulate invadosome dynamics, supra-organization and function, we propose a
minimal definition of invadosomes based on Cdc42 dependence and Tks5 presence. We
thereby reconcile podosomes and invadopodia, structures that indeed share the same
molecular basis. We invite you to challenge our findings: is there one model where Cdc42

and Tks5 are not involved?
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MATERIAL AND METHODS

Cells and culture conditions — NIH-3T3 cells and their derivatives, Src-3T3 cells, which
stably express a mutant form of chicken Src with an activating Y527F substitution, were
generous gifts from Dr. Sara A. Courtneidge (Burnham Institute for Medical Research,
LaJolla, CA) %. Hela cells were purchased from ATCC. Porcine aortic endothelial (PAE) cells
(clone p23) and their derivatives PAE-V12Cdc42 cells expressing V12Cdc42 under the control
of an isopropyl-p-d-thiogalactopyranoside (IPTG)-inducible promoter were described
previously *. NIH-3T3, Src-3T3, and Hela cells were maintained in DMEM Glutamax 4.5 g/L
glucose medium (GIBCO) supplemented with 10% heat-inactivated fetal calf serum (FCS;
PAN-Biotech GmbH) and 100 U/mL penicillin—streptomycin (PS; GIBCO). PAE cells were
cultured as published previously*. Expression of V12Cdc42 was achieved by using 0.1 mM

IPTG. All cell lines were maintained at 37°C in 5% CO, humidified atmosphere.

Transfection - SiRNAs were purchased from Eurofins MWG Operons. Cdc42-specific siRNA
duplexes are directed against the target sequence 5-AAGATAACTCACCACTGTCCA-3’ for
SiRNA#1 and 5-GAGATGACCCCTCTACTATTG-3' for siRNA#2. Human and mouse Tks5-
specific  siRNA  duplexes are directed against the target sequence 5
GCCAAAGCAAGGACGAGAT-3' and 5'-GAACGAAAGCGGCTGGTGG-3', respectively. The control
siRNA is targeted against luciferase 5-CGTACGCGGAATACTTCGA-3'. Cells were transfected in
two rounds of transfection (one reverse and one forward transfection both 24 hrs spaced)
with 50 nM siRNA using lipofectamine RNAIMAX (Invitrogen) according to the manufacturer’s
protocol. Experiments were performed 48hrs or 72hrs after transfection. For DNA
transfection, 1 x 10° PAE-V12Cdc42, 0.6 x 10° Hela, 7x 10° NIH-3T3 and src-3T3 were
seeded on 100-mm dish and transfected the following day with 5 pg DNA using
Lipofectamine 2000 (Invitrogen) following the manufacturer's instructions. Experiments were

performed 24hrs after transfection. Tks5-GFP plasmid was kindly donated by Dr. Sara A.
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Courtneidge (LaJolla, CA, USA). Cdc42-GFP and Cdc42-Myc plasmids were generous gifts

from Dr. Philippe Fort (CRBM, Montpellier, France).

Reagents and antibodies - Puromycin, hygromycin B and IPTG were from Calbiochem.
FCS was from PAN-Biotech GmbH, and culture medium and antibiotics were purchased from
GIBCO. Fluorescent Gelatin was homemade using the following protocol: 10 pg/ml 5-(and-
6)-Carboxy-X-Rhodamine, Succinimidyl Ester (5(6)-ROX, SE) mixed isomers (Molecular
Probes®) was hybridized with 10 mg/ml gelatin solution (Sigma), 10 minutes at room
temperature and finally used at 1 mg/ml on coverslip. Collagen type I from rat tail was
purchased from BD Biosciences. Phalloidin-FluoProbes® and FluoProbes® secondary
antibodies were purchased from Interchim and Hoescht from Sigma. Monoclonal anti-
cortactin (4F11), anti-Cdc42 and anti-MT1-MMP antibodies were purchased from Millipore,
BD transduction Laboratories and Chemicon, respectively. Monoclonal anti-GAPDH (D-6) and
polyclonal anti-Tks5 (M300) antibodies were from Santa Cruz Biotechnology. Src inhibitors

PP2 and SU6656 were purchased from Abcam and Santa Cruz Biotechnology, respectively.

Immunofluorescence microscopy - For matrix degradation assay, glass coverslips were
coated with fluorescent gelatin and crosslinked with glutaraldehyde 0.5% before cell
seeding. 3.5 x 10* cells transfected 24h before with plasmid and/or stimulated 24hrs by IPTG
were seeded on each coverslip. For type-I collagen stimulation, glass coverslips were coated
as described previously™. 24hrs after seeding, cells were fixed with 4% paraformaldehyde
prepared in PBS for 10 min at room temperature and permeabilized with 0.2% Triton X-100
for 10 min. After 3 washes in PBS, the cells were incubated successively with blocking
solution (1% bovine serum albumin, 2% FCS in Tris-buffered saline (20 mM Tris, 150 mM
NaCl, 2 mM EGTA, 2 mM MgCl, [pH 7.5]) for 10 min, with primary antibody diluted in

blocking solution for 40 min, and then with fluorescently labeled secondary diluted in
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blocking solution antibody for 30 min. Between each step, cells were washed 3 times with
Tris-buffered saline. The coverslips were washed in water and mounted on microscope slides
using Fluoromount-G mounting medium (FluoProbes® Interchim). Confocal images were
captured on a Leica SP5 microscope using a 63X oil immersion objective at the Bordeaux
Imaging Center. The images were processed with Adobe Photoshop 5.5. Quantitation of cells
showing invadosomes was assessed in three independent experiments in which at least 200

cells were counted.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: Cdc42 is involved in invadosome formation. (A) Representative confocal
microscopy images of invadosome rosettes in Src-3T3 cells. Control siRNA (CT) and Cdc42
targeting siRNA (siCdc42#2)-transfected cells were seeded on glass coverslips for 24 h, fixed
and stained for F-actin (red) and cortactin (green). Scale bar: 10 um. (B) Protein extracts of
Src-3T3 cells transfected with control siRNA and two siRNA targeting Cdc42 (Si#1 and Si#2)
were analyzed by western blot using Cdc42 and GADPH (loading control) antibodies. (C)
Diagram representing the percentage of cells exhibiting podosome rosettes. Cells depleted of
Cdc42 were compared to control cells. Each bar represents the mean +/- S.D. of three

independent experiments. ***P <0.001 using the ¢test when compared with control.

Figure 2: V12Cdc42 is an invadosome inducer. (A) PAE stably expressing an IPTG-inducible
V12Cdc42 construct were treated or not with IPTG, as described previously *. Cells were
stained for F-actin (red), cortactin (green) and nuclei (blue). Scale bars: 10 um. (B-C)
Representative confocal microscopy images of Hela and NIH-3T3 cells transfected or not
with a GFP-V12Cdc42 expressing construct. Twenty-four hours after transfection, cells were
plated on glass coverslips and stained for F-actin (red), cortactin (green), GFP-V12Cdc42
(grey) and nuclei (blue). Merged images correspond to superposition of F-actin, cortactin
and nuclei stainings. Note that GFP-V12Cdc42 concentrates and co-localizes in formed

podosomes (white arrows). Inserts show zoom of the white square. Scale bars: 10 um.

Figure 3: Matrix degradation activity of V12Cdc42-induced podosomes. (A) Representative
confocal microscopy images of NIH-3T3 cells expressing GFP-V12Cdc42. Twenty-four hours
after transfection, cells were plated on fluorescent (RITC) gelatin-coated glass coverslips and

stained for F-actin (red), V12Cdc42-GFP (green) and nuclei (blue). Dark areas on gelatin-
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RITC channel (grey) correspond to podosome-associated gelatin degradation. Scale bar: 10
um. (B) Representative confocal microscopy images of PAE-V12Cdc42 cells treated with IPTG
to induce podosome formation and seeded on fluorescent gelatin (grey). Cells were stained
for F-actin (red), cortactin (green) and nuclei (blue). Note that in this cell type, V12Cdc42-
induced podosomes are unable to degrade the gelatin. Scale bar: 10 um. (C)
Immunofluorescence analysis was performed to control Tks5 localization on V12Cdc42-
induced podosomes in NIH-3T3 and PAE cells. Cells were stained for F-actin (red), Tks5

(Green). Scale bar: 5 um.

Figure 4: Tks5 overexpression rescues degradation activity of V12Cdc42-induced
podosomes in PAE cells. (A) Tks5-GFP was overexpressed in PAE-V12Cdc42 cells. Cells were
seeded on fluorescent gelatin and stained for F-actin (red), Tks5-GFP (green), gelatin (grey)
and nuclei (blue). Dark areas on gelatin show the degradative activity of podosomes in the
Tks5 overexpression condition. Scale bar: 10 um. (B-C) MT1-MMP staining was performed on
PAE-V12Cdc42 transfected respectively with GFP or Tks5-GFP. Cells were stained for F-actin
(red), GFP or Tks5-GFP (green), gelatin (grey) and MT1-MMP (grey). Tks5-GFP

overexpression promotes a concentration of MT1-MMP on podosomes. Scale bar: 5 pm.

Figure 5: Src involvement in invadosome formation activity. (A-C) PAE-V12Cdc42 cells
stimulated with IPTG (A), Src-3T3 cells (B) and NIH-3T3 cells expressing GFP-V12Cdc42 (C)
that form invadosomes in the control condition (DMSO), were treated or not with Src
inhibitors, SU6656 or PP2. Cells were plated on glass coverslips and treated with inhibitors at
5 uM for 1 hour. After fixation, cells were stained for F-actin (red), cortactin (green) and
nuclei (blue). This analysis reveals that even in presence of Src inhibitors, V12Cdc42-induced
podosomes are still present, whereas formation of Src-induced rosettes is strongly inhibited.

Scale bars: 10 um. (D) NIH-3T3 cells were seeded on type I collage fibrils for 12 hours and
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treated with inhibitors at 5 uM for 1 hour. The same analysis shows that linear invadosomes

are not sensitive to Src inhibitors. Scale bars: 10 um.

Figure 6: Src involvement in invadosome degradation activity. (A) Representative confocal
microscopy images of NIH-3T3 cells and NIH-3T3 cells expressing GFP-V12Cdc42 seeded on
gelatin-RITC and treated or not with Src inhibitors (SU6656 or PP2) for 24 hours. After
fixation, cells were stained for F-actin (inserts). Black areas correspond to cell degradation
activity. This analysis reveals that NIH-3T3 cells are unable to degrade gelatin at the
contrary of NIH-3T3 cells expressing GFP-V12Cdc42. Src inhibitors treatment inhibits
degradation activity of these cells. Scale bars: 30 um. (B) Representative confocal
microscopy images of NIH-3T3 cells seeded on gelatin-RITC/type I collagen matrix. The cells
were treated with the indicated Src inhibitors, and after fixation, stained for F-actin.
Degradation activity of type I collagen-induced invadosomes is not affected upon Src kinase

inhibition. Scale bars: 30 um.

TABLES

Table I: RhoGTPases (Cdc42, RhoA and Racl) involvement in different models of

invadosomes. nd, not determined; +, involved; -, not involved.
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Cellular model Cdc42 | RhoA | Racl References
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INVADOPODIA

MDA-MB-231 + + nd | [30][31][32]

A375MM + nd nd |[33]

RPMI7951 + - + [34]

MTIn3 + + nd [35]
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2. Implication de la protéine Rnd3 dans la fonction des invadosomes

I a récemment été décrit dans la littérature que la protéine Rnd3 est indispensable a
I'activité de dégradation osseuse des podosomes présents dans les ostéoclastes (Georgess et
al., 2014). Le role de cette protéine n’a pas été mis en évidence dans la fonction des
invadopodes. Etant donné I'association de la dérégulation du niveau d’expression de Rnd3
dans les cancers avec un mauvais pronostic et une augmentation de l'invasion tumorale
(publication n°1 en annexe), nous avons décidé d’étudier le réle de cette protéine dans les
invadopodes.

Pour cette expérience, la lignée cellulaire MDA-MB-231 d’adénocarcinome mammaire a été
choisie car elle constitue un modéle couramment utilisé pour I'étude des invadopodes. Les
cellules MDA-MB-231 sont transfectées avec des siARNs ciblant Rnd3 (S1 ou S3) ou un siARN
contréle (Ctrl). Elles sont ensuite ensemencées sur des lamelles de verre préalablement
coatées avec de la gélatine FITC (OREGON Green® 488, Molecular Probes® ; 1 mg/mL) pour
visualiser les invadopodes et leur capacité de dégradation. Les cellules transfectées
restantes sont ensemencées dans une plaque 6 puits pour extraire les protéines et vérifier
I'extinction de la protéine Rnd3. La fixation des cellules et I'extraction protéique sont
réalisées 24 heures apres I'ensemencement. Le résultat du western blot montre une trés
forte extinction de I'expression de la protéine Rnd3 avec le siRnd3 S1 et une extinction plus
faible avec le siRnd3 S3 (figure 66 ; 96% d’extinction avec le siRnd3 S1 et 57% d’extinction
avec le siRnd3 S3). La qualité du marquage des invadopodes avec les anticorps ciblant Tks5
ou la cortactine n’a pas permis de visualiser correctement les invadopodes dans cette
expérience. Cependant, la fonction de dégradation de ces structures est perturbée par
I’extinction de I’expression de la protéine Rnd3. En effet, en I'absence de Rnd3, les cellules
MDA-MB-231 ne sont plus capables de dégrader la gélatine (figure 67). Cet effet est
d’ailleurs proportionnel a I'efficacité d’extinction protéique de chaque siRnd3 (figure 66).
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Figure 66: Les siARNs ciblant Rnd3 induisent une extinction de I’expression de la protéine
dans les cellules MDA-MB-231

Les cellules MDA-MB-231 sont transfectées deux fois avec deux siARNs dirigés contre Rnd3 (S1 ou S3)
ou un siARN controle (Ctrl). Les protéines sont extraites 72 heures apres la deuxiéme transfection et
analysées par western blot en utilisant des anticorps dirigés contre Rnd3 et la GAPDH. Le niveau
d’expression de Rnd3 est normalisé par rapport a celui de la GAPDH (n=1).
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Figure 67: L’extinction de Rnd3 inhibe l'activité de dégradation de la gélatine des
invadopodes présents dans les cellules MDA-MB-231.

Les cellules MDA-MB-231 sont transfectées deux fois avec deux siARNs dirigés contre Rnd3 (S1 ou S3)
ou un siARN contréle (Ctrl). 48 heures apres la deuxiéme transfection, les cellules sont décollées et
ensemencées sur des lamelles de verre préalablement coatées avec de la gélatine FITC (OREGON
Green® 488, Molecular Probes®; 1 mg/mL). Les cellules sont fixées 24 heures aprés
I’ensemencement avec du paraformaldéhyde 3%. Les immunomarquages sont réalisés en utilisant de
la phalloidine (Alexa Fluor® 568 Phalloidin, Molecular Probes®) (rouge) pour marquer I'actine, ainsi
que du Hoechst (bleu) pour marquer les noyaux. Les images sont prises au microscope a
épifluorescence Zeiss Axioplan 2 (objectif X40) et la dégradation est quantifiée sur 30 champs par
condition en utilisant le logiciel ImageJ (n=1).

Ce premier résultat qui vient d’étre confirmé au laboratoire dans la lignée de mélanome
A375 est trés prometteur quant au role de la protéine Rnd3 dans la fonction de dégradation
des invadopodes. Toutefois, en |'absence de détection des invadopodes dans ces deux
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lignées, nous ne pouvons pas savoir si l'extinction de Rnd3 inhibe la formation des
invadopodes ou seulement leur activité. Pour répondre a cette question, cette expérience
devra étre refaite dans la lignée MDA-MB-231 ensemencée sur du collagéne fibrillaire de
type | pour induire la formation d’invadosomes linéaires plus facilement visibles en
microscopie. Il serait également intéressant de voir si la protéine Rnd3, de par son
implication dans I'invasion tumorale des CHCs, joue le méme rdle dans ce contexte tumoral.
La lignée Huh6 pourrait ainsi étre utilisée car elle forme des invadopodes de maniere
constitutive. En raison de la sous-expression de Rnd3 dans les lignées de CHC, la protéine
Rnd3 pourrait étre surexprimée dans la lignée Huh6 pour étudier son impact sur le nombre
d’invadopodes et leur fonction de dégradation. Aprés la confirmation du réle de la protéine
Rnd3 dans les invadopodes, les mécanismes moléculaires impliqués resteront a étre
identifiés.

174



CHAPITRE 4 - DISCUSSION

» Mise en place d’'un modéle murin KORnd3"e?

HeP oénéré est le modeéle KORnd3™ obtenu par

Le premier modeéle murin KORnd3
croisement entre des souris Rnd3 floxées et des souris exprimant une Cre recombinase
inductible par le tamoxiféene et sous le controle du promoteur du gene TTR. Ce modeéle n’a
pas permis d’obtenir d’extinction protéique de Rnd3 détectable en western blot en raison
d’une expression trop faible de la Cre recombinase dans le foie des souris KORnd3™™". Les
souris TTR-iCre ont pourtant été utilisées avec succes pour générer d’autres modeles murins
KO (Tannour-Louet et al., 2002 ; Benhamouche et al., 2006 ; Singh et al., 2014). Cependant,
I’efficacité de recombinaison d’une Cre reste variable selon le gene cible (Schmidt-Supprian
et al., 2007) ce qui pourrait expliquer le probleme rencontré avec notre modele murin
KORnd3"®". Cette variabilité d’efficacité s’est également illustrée au sein du laboratoire avec
I’absence totale d’excision du géne floxé de la reptine dans le modéle KOReptine' " mis en

place parallélement au notre.

Ce probléme a été résolu par l'utilisation d’une autre Cre recombinase qui s’est avérée tres
efficace pour exciser I'exon 3 du gene RND3 floxé in vivo. Il s’agit de la Cre recombinase
fusionnée a la GFP et sous le controle du promoteur ubiquitaire CMV qui est exprimée par
des adénovirus (Ad-CMV-GFP-Cre). L'infection des souris Rnd3 floxées avec ces adénovirus
conduit a 'obtention des souris KORnd3? chez lesquelles I'extinction de Rnd3 est induite
dans la majorité des hépatocytes. Cependant, en I'absence de promoteur hépato-spécifique
dans ce modele, I'extinction ubiquitaire de Rnd3 pourrait poser des problémes dans le
développement d’anomalies dans d’autres tissus que le foie ainsi que dans la survie a long

Alb

terme des animaux. La mise en place du modele KORnd3™" devrait permettre de résoudre ce

probléeme tout en obtenant une extinction efficace de I'expression de Rnd3.

Les modeles murins KORnd3"®" générés nous permettent d’étudier le réle de Rnd3 dans la
transformation tumorale des hépatocytes, ainsi que dans la croissance et l'invasion des
hépatocytes tumoraux.

= Role de Rnd3 dans les hépatocytes tumoraux

Avant mon arrivée au laboratoire, le groupe du Dr. Moreau disposait déja d’informations sur
le réle de Rnd3 dans la croissance et l'invasion des hépatocytes tumoraux. En effet, ils
avaient montré que la sous-expression de Rnd3 provoque une diminution de la croissance et
une augmentation de l'invasion des cellules tumorales de CHC in vitro. Ces résultats
permettent de présenter Rnd3 comme un geéne régulateur de la transition entre
prolifération et invasion en accord avec la théorie du « GO or GROW ». |l existe d’autres
génes qui jouent un effet anti-prolifératif et pro-invasif dans les cancers, comme par
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exemple ARG dans les cancers du sein (Gil-Henn et al.,, 2013) ou TMEM16A dans les
carcinomes a cellules squameuses de la téte et du cou (Shiwarski et al., 2014).

Cet effet anti-prolifératif induit par la sous-expression de Rnd3 n’est pas favorable au
développement tumoral. On peut donc se demander si la dérégulation de I’expression de
Rnd3 n’est pas une étape tardive dans la carcinogenése hépatique, une fois que la tumeur
est bien établie et est préte a envahir d’autres tissus. Une des trois études décrivant la sous-
expression de Rnd3 dans le CHC a montré que I'expression de Rnd3 est inversement corrélée
au grade de la tumeur (Luo et al., 2012). L'étude menée au laboratoire n’a pas montré
d’association de I'expression de Rnd3 avec le grade des CHCs, mais a par contre mis en
évidence une extinction plus importante de I'expression de Rnd3 dans les CHCs présentant
des nodules satellites qui correspondent a des métastases intra-hépatiques (Grise et al.,
2012). Ces informations indiquent que la sous-expression de Rnd3 peut étre accentuée dans
les CHCs invasifs de haut grade, mais cette dérégulation est présente dés les premiers stades
de développement tumoral. Cette altération n’apparait pas avant le stade de CHC car elle
n’est pas détectée au stade de la cirrhose (Grise et al., 2012). Une des hypotheses possibles
expliquant la croissance tumorale en présence d’une sous-expression de Rnd3 est I'existence
d’autres anomalies qui fournissent un avantage prolifératif suffisant pour contrebalancer le
role de Rnd3. Il pourrait s’agir par exemple d’une surexpression des cyclines ou de
I'activation d’oncogénes comme c-Myc. La cycline D1 est par exemple retrouvée
surexprimée dans un peu plus de 10% des CHCs humains correspondant aux stades les plus
avancés et les plus agressifs (Zhang et al., 1993 ; Nishida et al.,, 1994). L'amplification de
I'oncogene c-Myc est détectée dans 35% environ des CHCs humains, principalement de haut
grade, et est associé a un mauvais pronostic chez les patients (Peng et al., 1993 ; Abou-Elella
et al.,, 1996). L'association de ces altérations avec la sous-expression de Rnd3 permet
d’induire de fortes capacités de prolifération et d’invasion dans les hépatocytes tumoraux,
ce qui pourrait expliquer en partie leur présence dans les CHCs les plus agressifs. Une autre
hypothése possible pourrait étre le niveau de sous-expression de Rnd3 avec I'existence d’'un
seuil qui pourrait moduler son impact sur la croissance tumorale. En effet, la faible sous-
expression de Rnd3 n’entrainerait pas de variation de la croissance alors qu’une forte
extinction de Rnd3, pouvant apparaitre plus tardivement dans le processus de carcinogenese
hépatique, diminuerait la croissance des hépatocytes tumoraux pour permettre leur
dissémination et la formation de métastases. Cette hypothése concorde avec les données
montrant une sous-expression de Rnd3 plus importante dans les tumeurs de haut grade
présentant des nodules satellites.

L'un des mécanismes moléculaires impliqués dans la diminution de la croissance induite lors
de l'extinction de Rnd3 dans les hépatocytes tumoraux des lignées Hep3B et Huh7 est la
diminution de I'expression de la cycline D1. Ce mécanisme reste cependant spécifique de ces
deux lignées de CHC car I’extinction de Rnd3 n’a pas du tout le méme effet sur la croissance
cellulaire d’autres lignées de CHCs. En effet, elle peut a I'inverse augmenter la prolifération
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des cellules HepG2 (Xia et al., 2013), ou encore n’avoir aucun impact sur la prolifération des
lignées SMMC-7721 et BEL-7402 (Ma et al.,, 2013). Comme décrit ci-dessus, le niveau
d’expression de la cycline D1 est tres hétérogene dans les tumeurs humaines de CHCs ce qui
pourrait se retrouver dans les différentes lignées de CHCs et ainsi expliquer I'impact trés
différent de la sous-expression de Rnd3 sur leur croissance. Il a été montré que la cycline D1
n'est pas surexprimée dans la lignée Hep3B (Zhang et al., 1993). Il serait intéressant de
vérifier si cette surexpression pourrait étre présente dans les lignées SMMC-7721 et BEL-
7402 ce qui expliquerait I'absence d’impact de I'extinction de Rnd3 sur la croissance de ces
lignées qui possédent un excés de cycline D1. En revanche, I'augmentation de la croissance
des cellules HepG2 lors de I'extinction de Rnd3 reste trés curieuse et pourrait s’expliquer par
un mécanisme d’action de Rnd3 totalement différent dans cette lignée. Cette expérience
reste tout de méme a reproduire car le niveau d’expression de Rnd3 est excessivement
faible dans la lignée HepG2 ce qui pose a la fois un probleme technique dans I’extinction de
cette protéine par siARN et dans la relevance physiologique de cette extinction. La
surexpression de Rnd3 dans la lignée HepG2 pourrait ainsi permettre de valider I'impact de
Rnd3 sur la croissance de cette lignée en cas de réversion du phénotype observé lors de son
extinction.

Le réle de Rnd3 dans la transformation tumorale des hépatocytes est évalué a I'aide de deux
processus de carcinogenése hépatique différents qui correspondent a un développement
tumoral spontané ou induit par linjection d’un carcinogéne chimique appelé le
diéthylnitrosamine (DEN). Le protocole de carcinogenése spontanée a été réalisé chez les
souris KORNd3™™ et n’est pas encore terminé. Les résultats nous montreront I'impact de
I’extinction de Rnd3 seulement dans quelques hépatocytes sur la transformation tumorale
du foie et le développement de CHC. Cette expérience sera répétée avec le modele murin
KORnd3""® qui devrait permettre d’obtenir une extinction de Rnd3 dans la majorité des
hépatocytes. Le protocole de carcinogenése induite avec une extinction précoce de

I’expression de Rnd3 devra étre réalisé chez les souris KORnd3""

en injectant le DEN a I'age
de 15 jours et en administrant le tamoxiféne a I'dage de 8 semaines soit bien avant la
survenue des CHCs. Cette expérience permettra d’apporter de nouvelles informations sur le
role de Rnd3 dans la croissance des hépatocytes tumoraux induits par I'injection de DEN et
les mécanismes moléculaires impliqués sans avoir de biais en raison de ['utilisation de

lignées cellulaires de CHCs.

Les mécanismes moléculaires impliqués dans I'augmentation de l'invasion induite lors de
I’extinction de Rnd3 dans des lignées d’hépatocytes tumoraux semblent trés différents selon
la lignée étudiée. En effet, I'extinction de Rnd3 dans la lignée Hep3B induit la mise en place
d’une transition épithélio-mésenchymateuse avec une perte de l'expression de la E-
cadhérine, une expression de ZEB2 et I'activité de Rac et Cdc42 (Grise et al., 2012). A
I'inverse, I'extinction de Rnd3 dans les lignées SMMC-7721 BEL-7402 nécessite I'activation
de la voie RhoA/ROCK favorisant une migration individuelle de type amiboide (Ma et al.,
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2013). 'analyse des données d’invasion des tumeurs induites par I'injection de DEN chez les
souris KORnd3"® pour lesquelles I'extinction de Rnd3 a été induite a I’dge de 9 mois apres la
formation des CHCs devrait permettre d’élucider le réle de Rnd3 dans l'invasion tumorale in
vivo sans utiliser de lignées cellulaires. Les premiers comptages du nombre de lésions
tumorales macroscopiques sur le foie des animaux ne montre pas d’'impact de I'extinction de
Rnd3 sur le développement des tumeurs du foie induit par le DEN. Des analyses plus
complétes, et notamment grace a des marquages des foies et des poumons de ces animaux
en immunohistochimie, seront nécessaires pour connaitre I'impact de la sous-expression de
Rnd3 sur I'invasion des CHCs induits par le DEN. Les mécanismes moléculaires seront ensuite
étudiés afin d’identifier les cibles en aval de Rnd3 impliquées dans I'invasion des cellules
tumorales in vivo.

Les expériences de carcinogenése hépatique étant tres longues (18 a 24 mois pour la
carcinogenese spontanée et 10 a 12 mois pour la carcinogenése induite), il pourrait étre
intéressant de vérifier en paralléle le potentiel réle de suppresseur de métastases de Rnd3 in
vivo en utilisant une lignée cellulaire de CHC a fort potentiel métastatique (MHCC97) (Tian et
al., 1999). Cette lignée pourrait étre transduite avec des particules virales exprimant un
shARN inductible dirigé contre Rnd3. Les cellules pourraient ensuite étre injectées
directement dans le foie de souris immunodéprimées pour évaluer I'impact de I'extinction
de Rnd3 sur la croissance et I'invasion tumorales. Ces cellules pourraient aussi étre injectées
dans la veine de la queue de souris immunodéprimées pour étudier rapidement leur
potentiel métastatique en comptant le nombre de foyers tumoraux dans les poumons. Les
informations obtenues avec ce dernier modele présenteront cependant des limites dans
I'interprétation du role de Rnd3 dans le développement de métastases, principalement en
raison de l'absence de tumeur primaire et du contournement des premiéres étapes du
processus métastatique en injectant directement les cellules tumorales dans la circulation
sanguine.

Afin de mieux comprendre les mécanismes d’invasion utilisés par les hépatocytes tumoraux,
nous nous sommes également intéressés aux invadopodes qui sont des structures d’invasion
capables de dégrader la matrice extracellulaire et qui nécessitent I'expression de GTPases de
la famille Rho, et notamment de Cdc42 (Di Martino et al., 2014). La premiére expérience a
été réalisée dans la lignée de cancer du sein MDA-MB-231 qui forme constitutivement des
invadopodes. L’extinction de I'expression de Rnd3 dans la lignée MDA-MB-231 provoque
une inhibition de la capacité de dégradation de la gélatine par les cellules. Cet effet a été
retrouvé dans la lignée A375 de mélanome ce qui est en accord avec les données de la
littérature. En effet, la sous-expression de Rnd3 diminue la dissémination et I'invasion de
sphéroides formées a partir de lignées cellulaires de mélanome et inclues dans un gel de
collagéne (Klein et al., 2009). A partir de ces résultats, nous pouvons émettre I'"hypothese
selon laquelle la sous-expression de Rnd3 dans les hépatocytes tumoraux augmenterait la
dégradation de la MEC afin de favoriser I'invasion tumorale. Cette hypothése sera testée

178



dans la lignée Huh6 de CHC qui forme des invadopodes de maniére constitutive, ainsi que
d’autres lignées de CHCs capables de former des invadosomes linéaires sur une matrice de
collagéne fibrillaire de type I.

De plus, les premiers résultats obtenus au laboratoire semblent indiquer que la formation
des invadopodes est maintenue en I'absence de Rnd3 ce qui suggére un rbéle de Rnd3 au
niveau de I'expression et/ou de la fonction des MMPs. De maniére intéressante, plusieurs
MMPs ont été décrites comme dérégulées dans le CHC comme MMP2, MMP9 ou MMP14
(Musso et al.,, 1997 ; Jia et al.,, 2011). Des expériences de zymographie pourront étre
réalisées dans les lignées de CHCs formant des invadopodes classiques ou linéaires pour
identifier I'expression des formes précurseur (proMMP) et mature (MMP) de chaque cible
en présence et en absence de Rnd3.

= Role de Rnd3 dans les hépatocytes normaux

Hep

Les modeles murins KORnd3™" nous ont aussi permis d’analyser le réle de Rnd3 dans la

prolifération des hépatocytes normaux.

La prolifération des hépatocytes normaux est étudiée au cours du processus de régénération
hépatique induit aprés une chirurgie d’hépatectomie des deux tiers chez les souris. Nous
avons pu montrer que |'expression de la protéine Rnd3 est induite dés 8 heures apreés la
chirurgie et augmente jusqu’au temps 48 heures. De par son induction 8 heures apres la
chirurgie, Rnd3 pourrait appartenir a la réponse génique secondaire de la premiere étape de
la régénération du foie caractérisée par une augmentation de I'expression des génes
impliqués dans le cycle cellulaire. Les composants essentiels de la réponse secondaire sont
représentés par les génes p53, mdm?2, p21, les cyclines A/B1/D1/D3 et E ainsi que la kinase
cycline-dépendante 1 (cdkl). L'expression de tous ces génes est augmentée entre la 8% et
la 24°™ heure apres hépatectomie afin de permettre les premieres synthéses d’ADN qui
auront lieu a 24 heures. Les genes activés dans cette réponse vont majoritairement activer
I'entrée des hépatocytes dans le cycle cellulaire, mais ils peuvent aussi jouer un réle
d’inhibiteur pour empécher une éventuelle dérégulation des activateurs du cycle cellulaire.
L'appartenance de Rnd3 a la phase d’induction de la croissance des hépatocytes normaux
correspondrait bien avec le mécanisme d’action de la protéine Rnd3 observé lors de la
croissance des hépatocytes tumoraux des lignées Hep3B et Huh7, ainsi qu’avec la régulation
de I'expression de Rnd3 au cours du cycle cellulaire. L’extinction de Rnd3 dans ces cellules
induit en effet une diminution de I'expression de la cycline D1. De plus, I'expression de la
protéine Rnd3 est elle-méme régulée au cours du cycle cellulaire par Skp2 qui est la sous-
unité de reconnaissance du substrat de l'ubiquitine ligase E3 (Lonjedo et al., 2013). Rnd3
s’accumule durant la phase G1 et est rapidement dégradée durant la transition G1/S pour
permettre la poursuite du cycle cellulaire.
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Les premiers résultats de régénération hépatique obtenus chez les animaux KORnd3™™" et
KORnd3"° aprés hépatectomie des deux tiers montrent un retard de croissance des
hépatocytes normaux en I'absence de Rnd3. Ce résultat devra étre confirmé sur un plus
grand nombre d’animaux pour chaque point de la cinétique de régénération, ainsi que sur
des hépatocytes primaires isolés de souris KORnd3"? afin de confirmer qgue l'effet provient
bien des cellules et non pas d’une interférence avec |'environnement. La protéine Rnd3
semble ainsi jouer le méme réle dans la croissance des hépatocytes normaux et tumoraux ce
qui pourrait suggérer I'implication de mécanismes moléculaires communs dans ces deux
populations d’hépatocytes. La sous-expression de la cycline D1, induite par I'extinction de
Rnd3 dans les hépatocytes tumoraux, pourrait également étre impliquée dans la diminution
du nombre d’hépatocytes normaux BrdU positifs chez les souris Rnd3KO"®. En effet, le BrdU
est intégré pendant la phase S du cycle cellulaire, et la cycline D1 participe a la transition
G1/S. L'analyse des acteurs moléculaires de la régénération hépatique, et notamment des
différentes cyclines et des cdk qui leur sont associées, reste cependant a faire afin
d’identifier le ou les mécanismes d’action de Rnd3 dans la prolifération des hépatocytes
normaux.

La protéine Rnd3 joue un role totalement opposé dans la croissance d’autres types de
cellules normales. En effet, I’extinction de Rnd3 conduit a une augmentation de la croissance
des progéniteurs neuronaux, des fibroblastes de la capsule de Tenon, des cellules
épendymaires ou encore des cellules progénitrices de la zone subventriculaire (Lin, 2013 ;
Pacary et al., 2013 ; Ballester-Lurbe et al., 2014 ; Tong et al., 2014). De plus, I'impact de la
perte de Rnd3 fait dans certains cas intervenir les mémes cibles moléculaires qui semblent
impliquées dans les hépatocytes. C'est le cas dans les progéniteurs neuronaux et les
fibroblastes ou I'extinction de Rnd3 augmente I'expression de la cycline D1 (Pacary et al.,
2013 ; Tong et al., 2014). Le r6le de Rnd3 dans la croissance des hépatocytes normaux reste
donc a confirmer, mais il pourrait s’avérer étre dépendant du type cellulaire étudié.

La sous-expression de Rnd3 dans un foie normal pourrait ralentir la régénération du foie en
réponse a des lésions ou des maladies hépatiques et perturber alors davantage la fonction
hépatique. Nos données transcriptomiques ne montrent pas de variation significative de
I’expression de Rnd3 dans le foie cirrhotique par rapport au foie normal (Grise et al., 2012).
Le niveau d’expression de Rnd3 pourrait étre évalué dans des maladies hépatiques telles que
le déficit en alpha 1-antitrypsine ou encore I'hémochromatose. Dans ce cas, sa sous-
expression serait un facteur aggravant de ces maladies et nécessiterait un traitement plus
efficace et un suivi plus régulier des patients.

Les modéles murins KORnd3"® pourront également &tre utilisés pour étudier le role de Rnd3
dans I'organisation et la fonction des hépatocytes normaux. Pour cela, les souris KORnd3""
permettraient d’analyser I'impact de I’extinction de Rnd3 sur la sécrétion des enzymes

hépatiques telles que les transaminases ALAT et ASAT, ainsi que |‘organisation des
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hépatocytes avec la mise en place d’une zonation et d’'une polarité particuliere dans ces
cellules.

= Régulation de I'expression de Rnd3 dans les hépatocytes tumoraux

Trois études différentes ont confirmé que la GTPase Rnd3 est sous-exprimée dans le CHC, a
la fois au niveau de I’ARNm et de la protéine (Grise et al., 2012 ; Luo et al., 2012 ; Ma et al.,
2013). 1l existe deux principales voies qui sont dérégulées dans une grande proportion des
CHCs. La premiére voie est caractérisée par une instabilité chromosomique et la présence de
mutations de p53. La deuxiéme voie est liée a une activation de la voie Wnt/B-caténine, trés
souvent a cause d’'une mutation activatrice de la B-caténine retrouvée dans 15 a 30% des
CHCs (de La Coste et al., 1998). Il a été montré que Rnd3 est une cible transcriptionnelle de
p53 qui augmente son expression en se fixant sur son promoteur (Ongusaha et al., 2006).
Cependant, nous n’avons pas obtenu de corrélation entre la sous-expression de Rnd3 et les
mutations de p53 dans nos échantillons humains de CHC. Nous avons par contre observé un
niveau d’expression de I’ARNm de RND3 plus faible dans les CHCs présentant une mutation
sur le gene CTNNBI1 codant pour la B-caténine (figure 68) (donnée non publiée).
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Figure 68: LARNm de RND3 est plus fortement sous-exprimé dans les CHCs mutés sur le
gene codant pour la B-caténine (donnée non publiée).

Le niveau d’expression de '’ARNm de RND3 est mesuré par RT-PCR quantitative dans des échantillons
de foie non tumoral (FNT) ainsi que sur des échantillons de CHCs mutés ou pas sur le ggne CTNNB1
codant pour la B-caténine. *p=0.0126, **p=0.0036, ***p<0.0001

Ce résultat suggére que la sous-expression de Rnd3 dans les CHCs dépend en partie de la
voie de signalisation de la B-caténine. Cependant, d’autres mécanismes sont impliqués dans
la dérégulation de cette protéine. Nous avons décidé d’étudier la piste des micro-ARNs dont
certains ont une expression dérégulée dans les CHCs et sont impliqués dans la carcinogenese
hépatique (Zhu et al., 2014). Ce choix a également été renforcé par I'augmentation de
I’expression de Rnd3 lors de I'extinction de Drosha qui est une protéine impliquée dans la
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formation des micro-ARNs. La prédiction de deux sites de fixation pour miR-200b et miR-
200c dans la région 3’ non traduite (3’'UTR) de I’ARNm de RND3 (bases de données miRWalk
et TargetScan ; Hurteau et al., 2006) et I'existence de la régulation de Rnd3 par miR-200b
dans la lignée Hela (Xia et al., 2010) nous ont notamment conduit a travailler sur ces deux
micro-ARNs.

Les expériences de surexpression de miR-200b ou miR200c dans les lignées Huh7 et SNU398
de CHC n’ont pas montré de régulation de I'expression de Rnd3 par ces deux micro-ARNs.
Comme discuté dans les résultats, des expériences complémentaires restent a réaliser pour
pouvoir conclure que les micro-ARNs de la famille miR-200 ne régulent pas |'expression de
Rnd3 dans le CHC.

= Lien entre les protéines Rnd3 et IQGAP2 dans les hépatocytes tumoraux

Afin de mieux comprendre le role de Rnd3 dans les hépatocytes tumoraux, nous avons
recherché ses partenaires dans la lignée Hep3B surexprimant de fagon stable la protéine
Rnd3 étiquetée Myc. Les immunoprécipitations dirigées contre les protéines Rnd3 et IQGAP2
ont permis de mettre en évidence une possible interaction entre les deux partenaires qui
devra ensuite étre confirmée en utilisant la technique de FRET. Il serait intéressant par la
suite d’identifier le domaine d’interaction d’IQGAP2 avec Rnd3 grace a des expériences de
pull-down. En effet, Rnd3 est une GTPase atypique qui ne partage pas forcément les mémes
sites de fixation que les RhoGTPases classiques et qui pourrait ainsi interagir avec IQGAP2 au
niveau d’un autre domaine que le domaine GBD.

En ce qui concerne la recherche d’une fonction commune entre les protéines Rnd3 et
IQGAP2, il a été montré que la protéine IQGAP2 interagit avec des composants des jonctions
adhérentes au sein du complexe IQGAP1/B-caténine/E-cadhérine dans les hépatocytes
(Schmidt et al., 2008). Les images obtenues en microscopie montrent aussi une localisation
des deux partenaires, IQGAP2 et Rnd3, au niveau des jonctions dans les lignées
d’hépatocytes tumoraux. Cependant, Rnd3 ne semble pas interagir dans ce complexe car
I'immunoprécipitation d’IQGAP1 ou de la B-caténine dans la lignée Hep3B Myc-Rnd3 ne
permet pas de co-immunoprécipiter Rnd3 (donnée non montrée). De plus, I'extinction de
Rnd3 ne perturbe pas la localisation d'IQGAP2 au niveau des jonctions intercellulaires. La
protéine IQGAP2 se localise également au niveau des canalicules biliaires dans les
hépatocytes tumoraux de la lignée HepG2. La surexpression de Rnd3 dans les cellules HepG2
ne perturbe pas la localisation d’IQGAP2 au niveau des canalicules biliaires, ni la formation
de ces structures. De nouvelles expériences d’extinction de I'expression de Rnd3 ou
d’IQGAP2 seront nécessaires pour identifier la fonction partagée par ces deux partenaires.
L’étude des fonctions exercées par les autres membres de la famille IQGAP, et notamment
par IQGAP1 qui est le plus étudié, pourrait aussi permettre d’identifier de nouvelles
fonctions exercées par IQGAP2 et en lien avec Rnd3. Il serait notamment intéressant de
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s’intéresser a l'interaction d’IQGAP1 avec les sous-unités Sec3, Sec8 et Exo70 du complexe
de I'exocyste. Cette interaction dépend de I'activité de Cdc42 et RhoA et est nécessaire a la
fonction de dégradation de la matrice des invadopodes en permettant I'accumulation de
métalloprotéases matricielles comme MT1-MMP au niveau de ces structures (Sakurai-Yageta
et al., 2008). L'implication d’IQGAP2 dans cette fonction pourrait constituer un lien avec la
protéine Rnd3 qui est nécessaire a la fonction de dégradation des invadopodes. En effet, la
technique de double hydride utilisée dans cet article a également identifié la protéine
IQGAP2 comme un partenaire potentiel des sous-unités de I’exocyste. De plus, le domaine
prédit pour l'interaction d’IQGAP1 avec Sec3, Sec8 et Exo 70 est relativement conservé dans
la protéine IQGAP2 avec 57% d’homologie.

Par ailleurs, malgré la sous-expression de ces deux partenaires dans les tumeurs humaines
de CHCs (White et al., 2010 ; Grise et al., 2012), le niveau d’expression de Rnd3 est corrélé
négativement avec celui d'IQGAP2 dans nos échantillons de CHCs (figure 69). La sous-
expression de Rnd3 et d’'IQGAP2 semble ainsi étre deux mécanismes indépendants et
exclusifs I'un de I'autre dans le processus de carcinogenése hépatique.

Rnd3 vs IQGAP2
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Figure 69: L’expression de ’ARNm de RND3 est corrélé négativement avec celui d’/QGAP2
dans les échantillons humains de CHCs (donnée non publiée).

** p =0,0073 Corrélation de Spearman

Des expériences d’extinction et de surexpression de Rnd3 ont aussi été effectuées pour
évaluer leur impact sur le niveau d’expression d’IQGAP2. Les résultats obtenus n’ont pas
montré de variation de I'expression d’IQGAP2 (donnée non montrée), mais il serait
intéressant de répéter cette expérience avec un autre membre de la famille appelé IQGAP3.
En effet, cette protéine est enrichie au niveau des jonctions intercellulaires et est exprimée
uniguement dans les hépatocytes en prolifération, a la fois pendant le développement
embryonnaire et la régénération du foie (Nojima et al., 2008 ; Kunimoto et al., 2009). La
protéine IQGAP3 induit la prolifération des hépatocytes en activant la voie de signalisation
Ras/ERK. Le niveau d’expression d’IQGAP3 pourrait ainsi étre analysé par western blot sur
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les échantillons protéiques réalisés a partir du foie des souris KORnd3"? et controles apres
hépatectomie des deux tiers. Une diminution de I'expression d’IQGAP3 pourrait participer
au retard de régénération hépatique observé chez les souris KORnd3".
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CHAPITRE 5 - CONCLUSION

L'expression de la protéine Rnd3 est dérégulée dans de nombreux cancers ce qui modifie
notamment les capacités prolifératives et invasives des cellules tumorales afin de favoriser le
développement de métastases. Dans le carcinome hépatocellulaire, la sous-expression de la
protéine Rnd3 induit, in vitro, une augmentation de l'invasion des hépatocytes tumoraux.
Son réle sur la prolifération cellulaire n’est pas clair et dépend de la lignée cellulaire de CHC
utilisée.

Durant la premiére partie de ce travail de thése, nous avons généré trois modeles murins
afin d’obtenir un KO conditionnel et hépato-spécifique de Rnd3 (KORnd3""). Le premier
modéle murin KORnd3™ permet d’éteindre I’expression de Rnd3 seulement dans quelques
hépatocytes. Il a été principalement utilisé pour le protocole de carcinogenése spontanée
afin de mimer le développement physiologique d’'un CHC. Le deuxieme modeéle murin
KORnd3"? s’est révélé tres efficace et induit I'extinction de Rnd3 dans la majorité des
hépatocytes. Ce modele a été utilisé d’'une part pour le protocole de carcinogenése
hépatique induite par [linjection de diéthylnitrosamine. Les deux protocoles de
carcinogenéese sont encore en cours d’expérimentation et d’analyse. Il a été utilisé d’autre
part pour étudier la régénération hépatique induite apres une hépatectomie des deux tiers.
Les premiers résultats obtenus montrent un retard de croissance des hépatocytes normaux
chez les animaux KORnd3"". Ces résultats devront &tre confirmés sur un plus grand nombre
d’animaux, ainsi qu’en paralléle sur les hépatocytes primaires isolés des souris KORnd3". Le

Alb, qui est en cours de réalisation, devrait nous permettre

troisieme modele murin KORnd3
d’obtenir une extinction efficace, inductible et spécifigue de Rnd3 dans le foie, afin

d’analyser le réle de Rnd3 dans ’lhoméostasie hépatique.

Durant la deuxiéme partie de ce travail de thése, nous nous sommes intéressés aux
invadosomes, structures d’actine impliquées dans I'invasion cellulaire. Nous nous sommes
attachés a établir une signature minimum des invadosomes, c’est a dire a définir les
protéines communes aux différents modeles d’invadosomes. Ainsi nous avons montré que la
GTPase Cdc42 et la protéine d’échafaudage Tks5 sont nécessaires a la formation et la
fonction des invadosomes dans tous les types cellulaires présentant des invadosomes. De
plus, nos résultats récents suggerent I'implication de la protéine Rnd3 dans la fonction de
dégradation des invadosomes. Ce résultat a été obtenu dans deux lignées différentes, une
lignée de cancer du sein et une lignée de mélanome, et devra étre reproduit dans des
lignées de CHCs capables de former des invadosomes.

Ainsi, ce travail de thése a permis de mettre en place de nouveaux modéles murins et

d’apporter de nouvelles pistes sur le réle de Rnd3 dans la physiopathologie hépatique et
I'invasion cellulaire. Les souris Rnd3 floxées validées par nos modéles murins pourront
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notamment étre réutilisées pour éteindre I'expression de Rnd3 dans d’autres cellules ou
tissus et ainsi étudier ses réles en dehors du foie.
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=  Publication n°1

Rnd3/RhoE: a tumor promoter or suppressor ?

Lisa Paysan®*, Léo Piquet™®, Frédéric Saltel et Violaine Moreau

* = Co-premiers auteurs

La protéine Rnd3 est une RhoGTPase atypique qui est impliquée dans les processus de
croissance, de migration et d’apoptose dont la dérégulation peut conduire a la
carcinogenese. Plusieurs études ont permis de montrer que I'expression de la protéine Rnd3
est dérégulée dans de nombreux cancers. Il n’y a pas de consensus sur son niveau
d’expression car Rnd3 peut étre surexprimée ou sous-exprimée selon le contexte tumoral.
Cependant, I'altération de son expression favorise toujours le développement tumoral ce qui
implique que Rnd3 peut jouer un role pro ou anti-tumoral selon les cancers. En plus de cette
variabilité d’expression dans les tumeurs, les mécanismes moléculaires impliqués dans la
dérégulation de I'expression de Rnd3 sont également trés différents selon le contexte
tumoral. Par exemple, son expression peut étre altérée par des micro-ARNs dans les cancers
gastriqgues et colorectaux, ou alors par la voie de signalisation mTOR ou Notchl
respectivement dans les astrocytomes ou les carcinomes a cellules squameuses. La
dérégulation de I'expression de Rnd3 participe notamment a l'invasion tumorale et a la
formation de métastases dans la majorité des cancers. Elle est également souvent associée a
un mauvais pronostic chez les patients. Rnd3 pourrait ainsi étre utilisé comme un marqueur
pronostic dans les cancers ou son niveau d’expression est dérégulé, comme c’est déja le cas
dans le cancer du poumon. Elle pourrait également constituée une cible thérapeutique afin
de diminuer I'agressivité et le développement métastatique des tumeurs.
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Abstract

RhoGTPases, members of the Ras superfamily of small GTPases, are general modulators of
cellular processes important for tumor biology. Among these proteins, Rnd3, an atypical
RhoGTPase devoid of GTP hydrolytic activity, has recently been extensively studied for its
putative role in tumorigenesis. Indeed, Rnd3 is implicated in processes, such as proliferation
and migration, whose deregulation may lead to cancer development and metastasis. The aim
of this review is to provide an overview of the data available about Rnd3 deregulation in
cancers, its origin and consequences. There is no consensus about Rnd3 expression in
cancers as this protein is differently altered according to the tumor context, but these
alterations are always in favor of a pro-tumorigenic role. Thus, depending on the tumor types,
it behaves either as a tumor suppressor, or as a tumor promoter. Interestingly, the
deregulation of Rnd3 is often linked to patient poor outcome. Thus, Rnd3 may be used as a
prognostic marker as exemplified in lung cancers and Rnd3 or Rnd3 pathway may represent

a new putative therapeutic target.
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Small GTP-binding proteins are signaling components that are important in converting
extracellular stimuli into a wide range of cellular responses. Rho GTPases which are part of
the Ras superfamily of GTPases control cell adhesion, cell cycle progression, cell migration,
cell morphogenesis, gene expression and actin cytoskeleton dynamics. Therefore they play
important roles in tumor biology. Genetic alterations to small GTPases underscore their
important role. However, for a long time, in contrast with Ras, no gain- or loss- of function
mutations were found in Rho GTPases in solid tumors. Recently, large-scale exome
sequencing of tumors led to the discovery of recurrent mutations into Rho GTPase genes,
such as gain of function mutations of RAC7 in human sun-exposed melanomas (Hodis et al.,
2012; Krauthammer et al.,, 2012) and mutations of RHOA in head and neck tumors
(Lawrence et al., 2014) and in diffuse-type gastric cancers (Cancer Genome Atlas Research,
2014; Kakiuchi et al., 2014). In addition to the mutational status of those two members, most
RhoGTPase function is perturbed by mechanisms that involve altered regulation and
expression. This is the case of Rnd3/RhoE, an atypical member of the Rho family, which is
not, so far, described as mutated in tumors, but for which the expression is altered in an

increasing number of cancers.

1. Rnd3/RhoE, an atypical RhoGTPase member

Besides the well-known triad, Cdc42, Rac1 and RhoA, the RhoGTPase family actually
harbors 20 members. Rnd3/Rho8/RhoE belongs to the Rnd sub-family that also comprises
the closely related Rnd1/Rho6 and Rnd2/Rho7/RhoN proteins, which share 54%-63%
identity pairwise (Nobes et al., 1998). Evolutionary history of the Rho family revealed that
Rnd members emerged in chordates, suggesting that they evolved relatively recently
(Boureux et al., 2007). Rnd proteins have structural, as well as, functional features which
make it pertinent to classify them as atypical RhoGTPases (Aspenstrom et al., 2007). Rnd1
and Rnd3 have N- and C-terminal extensions of about 30 amino acids relative to Cdc42
(Nobes et al., 1998). Unlike the best-characterized Rho family members that are
geranylgeranylated, Rnd proteins are predominantly farnesylated. Unlike canonical members
of the Rho family that are regulated by switching between an inactive GDP-bound and an
active GTP-bound form, Rnd proteins are constitutively bound to GTP. Indeed, as these
proteins lack amino acids that are critical for GTP hydrolysis, they have no detectable
GTPase activity. Accordingly, in its basal state Rnd3 is not cytosolic, but is predominantly
associated with membranes (Foster et al., 1996). As a consequence, regulation of Rnd3 is
controlled preferentially by the balance between transcription/translation and degradation,
and/or by post-translational modifications such as phosphorylation, rather than by classical
Rho regulators such as GEFs, GAPs, and GDIs (Goh and Manser, 2012; Riou et al., 2010).

In addition, Rnd proteins were also found regulated through interactions with other proteins,
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such as 14-3-3 (Riou et al., 2013) or effectors as Syx’PLEKHG5 (Goh and Manser, 2012).

In contrast with its atypical regulation, Rnd3 has been implicated in functions commonly
regulated by RhoGTPases such as remodeling of the actin cytoskeleton and in many basic
cellular processes such as cell proliferation, differentiation, survival, motility and adhesion.
Rnd3 is ubiquitously expressed (Foster et al., 1996; Nobes et al., 1998), thus the in vivo
function of Rnd3 has been established with the development of knockout mice that lack Rnd3
expression (Mocholi et al., 2011). Rnd3 null mice died shortly after birth showing that Rnd3 is
essential for postnatal development. In addition, Rnd3 ablation results in neuromotor
impairment and neuromuscular alterations, suggesting a defect in the development of the
nervous system (Mocholi et al., 2011). This has been confirmed in vitro using Rnd3-deficient
hippocampal neurons that display a decrease of neurite and axon outgrowth and a delay in
neuronal polarization (Peris et al., 2012). These defects were linked to the RhoA/ROCK
signaling pathway. Indeed, Rnd3 was early described as a RhoA antagonist and involved in
the regulation of actomyosin contractility. In addition to its role in neurons, Rnd3 was involved
in smooth muscle contractility (Cario-Toumaniantz et al., 2003; Lartey et al., 2006) and
cancer cell migration (Hidalgo-Carcedo et al., 2011; Pinner and Sahai, 2008).

Rnd3 was also shown to regulate cell proliferation and survival, apparently independently of
cytoskeleton remodeling (Pacary et al., 2013; Riou et al., 2010). Indeed, a recent in vivo
study reported that Rnd3” mice developed hydrocephalus due to the overgrowth of
ependymal epithelia through up-regulation of Notch signaling (Lin et al., 2013). Thus, this
may reflect a novel function of Rnd3 independent on its actin-based role.

Thus, Rnd3 has been implicated in different processes required for cancer development,
such as cell proliferation, differentiation, survival and motility. The aim of this review is to
provide an overview of the data describing the de-regulation of Rnd3 in cancers and its

consequence.

2. Rnd3/RhoE expression is differently altered in cancers

A growing number of studies described the alteration of Rnd3 expression and function in
tumors. Rnd3 expression is clearly deregulated in a majority of cancers, but there is no
consensus about the nature of its alteration. Interestingly, Rnd3 expression is differentially
regulated in various cancers. Indeed, Rnd3 mRNA and protein are under-expressed in
biopsies from prostate and gastric cancers (Bektic et al., 2005; Chen et al., 2011) and over-
expressed in non—small cell lung (Cuiyan et al., 2007; Zhang et al., 2007) and pancreatic
cancers. Thus, whereas Rnd3 over-expression is considered as an unfavorable prognostic
factor in lung cancer, Rnd3 is also considered a tumor suppressor gene in prostate cancer.
To address Rnd3 functions either as tumor suppressor or oncoprotein in specific cell types,

an accurate description of the alteration of Rnd3 expression in the tumors is required. Thus,
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it is important to make an overview of these deregulations and the way they have been
stated. Indeed, the methods of analysis of gene expression and the numbers of studies and
cases are key to achieve an exact description in the tumor context. Table | summarizes the
data available about the deregulation of Rnd3 in various cancers and below is the description

of the results obtained for each cancer type.

2.1 Brain tumors

Gliomas, arising from glial cells, are the most common intracranial malignant tumors in
humans. Gliomas are categorized into grades I-IV based on the degree of malignancy, as
determined by histopathological criteria. Grade IV glioblastoma multiform are highly
aggressive neoplasms which have an elevated invasive capacity, infiltrating diffusely into
regions of normal brain. Rnd3 was early described to affect the proliferation of U87
glioblastoma cells (Poch et al., 2007). Rnd3 overexpression induced a decrease in the
phosphorylation of the retinoblastoma protein, Rb and in the expression of cyclinD1 resulting
in an inhibition of U87 cell cycle progression. Rnd3 expression was further shown to induce
apoptosis in the same cell line. These results suggest a negative role of Rnd3 in
glioblastoma development. However, Forsyth and collaborators recently found that
expression of Rnd3 also increased migration and invasion of U87 cells in vitro and in vivo.
Preliminary results from this group also found a significantly higher expression of Rnd3 in
patients with highly invasive gliomas (Liacini et al., 2014). All together these results, that
required to be consolidated, suggests that Rnd3 may play a role in the development of
glioblastoma multiform, promoting a potential switch from proliferative, non invasive tumors
towards non proliferative and highly invasive tumors.

Rnd3 was also described to be up-regulated in the subependymal giant cell astrocytomas
(SEGAS), a rare low-grade brain tumor often associated with tuberous sclerosis complex
(Tyburczy et al., 2010). This latter disease is characterized by mutations in TSC1 or TSC2
genes responsible for mammalian target of rapamycin (mMTOR) activity resulting in
dysregulation of cell growth, abnormal differentiation and tumorigenesis. Rnd3 was found as
one of the genes significantly up-regulated in SEGA versus control brain in a microarray
analysis. Moreover, this upregulation of Rnd3 was found to be driven by mTOR activity as
rapamycin treatment led to a decrease of Rnd3 expression in SEGA cells (Tyburczy et al.,
2010). Thus, Rnd3 represents one of the candidate markers of SEGAs and, in contrary to
glioblastomas, its expression is linked to the benign phenotype and relatively low

invasiveness of these tumors.

2.2 Digestive Cancers

Colon cancers
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Colorectal cancer (CRC) is a common malignant tumor, where the prognosis is directly
correlated with the extent of tumor invasion and metastasis. Studies describing Rnd3
expression in CRC produced conflicting data. Indeed, two papers using both Chinese cohorts
of patients reported, in an inapprehensible manner, opposite results. On one hand, Luo et al.
(Luo et al., 2012b) demonstrated that Rnd3 act as a tumor suppressor gene in CRC. Using
immunohistochemistry approach, Rnd3 was found to be significantly lower in CRC tissues
(n=41) in comparison to normal tissues (n=49) and adenomas (n=41). Its expression further
correlated negatively with miR-17 level found to be elevated in CRC. In vitro, miR-17 indeed
targeted Rnd3 3’'UTR and inhibiting Rnd3 reversed cell cycle arrest caused by inhibiting miR-
17, demonstrating the functional link between miR-17 and Rnd3 (Luo et al., 2012b). On the
other hand, in a cohort of 202 paired tissues, Zhou and collaborators found a significantly
elevated expression level of Rnd3 in primary CRC compared with adjacent normal tissues
(Zhou et al., 2013). Moreover, Rnd3 expression was significantly correlated with depth of
invasion, lymph node metastasis and distant metastasis. This link between Rnd3 expression
and invasiveness was further confirmed by transwell assay using SW620 CRC cell line. Most
importantly, this study found that patients with CRC with strong Rnd3 expression had a 6.78-
fold higher risk of relapse than those with CRC with negative straining. Consequently,
disease-free and overall survivals were significantly poorer for patients with Rnd3-positive
tumors than those with Rnd3-negative tumors. Thus, in striking contrast with the first study,
Zhou and collaborators described Rnd3 expression as an independent prognostic marker for
CRC patients. In both studies the large cases of tissues were analyzed by
immunohistochemistry approach using two different antibodies and protocols, raising the
importance of complementary approaches to confirm the deregulation of Rnd3 expression in
patient samples. Another point is that in Luo et al. study, T1+T2 stage represented only 22%
of the cases whereas in Zhou et al., it represented about 57% of the cases. In addition, the
existence of distinct molecular subclasses of CRC may also explain this discrepancy. The
microRNA miR200-b, which targets Rnd3 3'UTR was described as over-represented in
TGFRRII-negative colorectal tumors (about 30% of CRC) when compared to TGFRRII-
positive tumors, suggesting that Rnd3 may be down-regulated in these tumors (Fu et al.,
2014). Work using CRC cell lines also demonstrated either a negative or no role of Rnd3 on
cell proliferation (Table Il). Thus, further work is required to clarify the level of Rnd3

expression and its role in colorectal cancer.

Gastric cancers
Although gastric cancer is the fifth most common malignancy in the world, it is the third
leading cause of death (Fock, 2014). Overall incidence rates for gastric cancer have steadily

declined over the past 50 years, particularly in developed countries, mainly due to anti-
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Helicobacter pylori therapies. However, drug resistance to chemotherapy and development
of metastases are the major causes of patient mortality.

Two recent studies demonstrated that Rnd3 expression is significantly higher in gastric
cancer tissues as compared with normal gastric tissues (Chang et al., 2014; Feng et al.,
2013) and even more in metastatic lymph node tissues (Feng et al., 2013). This up-
regulation correlated with the differentiation grade and the prognostic of the patient,
presenting Rnd3 as a prognostic marker and a metastatic-promoting gene for gastric cancer
(Feng et al.,, 2013). In cultured gastric cells, Rnd3 expression was also linked to
chemotherapy drug resistance. Indeed, the knockdown of Rnd3 enhanced the sensitivity of
SGC7901/DDP cells, which are resistant to cisplatin (Chang et al., 2014), whereas its ectopic
expression enhanced the resistance of the parental SGC7901 cells to several kinds of
antitumor drugs (Li et al., 2009). Few studies further described the possible sources of Rnd3
deregulation in gastric tumor cells. The expression of Rnd3 was described to be regulated at
the transcriptional level by Hif1alpha in response to hypoxia (Zhou et al., 2011) and at the
post-transcriptional level by miR-200c (Chang et al., 2014) in gastric cancer cells. An
additional study, that claims that Rnd3 is down-regulated in gastric cancer patient samples
(data not available), also demonstrated that its expression might be regulated at the
epigenetic level and subject to histone deacetylation (Chen et al., 2011). The role of Rnd3 in
gastric cancer has also been addressed in functional studies. Gain of function experiments
clearly demonstrated that Rnd3 increases the invasive capacities of various gastric cancer
cell lines in vitro and in vivo (Feng et al., 2013; Zhou et al., 2011). The way Rnd3 promotes
cell invasion in gastric cancer cells still requires some investigations, but Rnd3 up-regulation
was linked to hypoxia-induced epithelial-mesenchymal transition (Zhou et al., 2011) and to
CXCR4, receptor of the cytokine CXCL12 involved in metastasis development, increase
(Feng et al., 2013). Altogether, most of the data presented Rnd3 as a pro-metastatic gene in

the stomach cancer.

Liver cancer

Hepatocellular carcinoma (HCC) is the main primary malignancy of the liver and one of the
most common and aggressive cancers worldwide, causing more than 500,000 deaths
annually (Nordenstedt et al., 2010). Work from three independent laboratories, including
ours, highlighted the alteration of Rnd3 in human HCC (Grise et al., 2012; Luo et al., 2012a;
Ma et al.,, 2012). Rnd3 was found to be down-regulated in the majority of human HCC
samples (n=120, 71 and 99, respectively in Grise et al., 2012, Ma et al., 2013 and Luo et al.,
2012) at both mRNA and protein levels. Interestingly, these studies are complementary as

they were done in two different countries (China and France) suggesting that down-
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regulation is not related to patient origin and not to HCC etiology. Indeed, among the various
etiologies linked to HCC development, the most prominent is chronic hepatitis B virus
infection in southern Asia and hepatitis C virus infection and chronic alcohol consumption in
Europe as found in the studied cohorts. In addition, irrespective of the patient cohort and the
method used to detect Rnd3 expression, Rnd3 expression was frequently downregulated
(66.7%-85% of HCCs) and by a least 2 folds in tumor samples. Compared to primary
hepatocytes or to normal cell line hepatocytes (HL-7702), Rnd3 expression was also found
down-regulated in a wide-spread variety of HCC cell lines. Altogether these data strongly
attested of the down-regulation of Rnd3 in liver tumors. A consensus about the involvement
of Rnd3 in invasion of HCC cells and in metastasis development can also be made from the
literature. In the French cohort a correlation between the low level of Rnd3 and the presence
of satellite nodules, which are intrahepatic metastases was found (Grise et al., 2012), and in
the Asian cohorts Rnd3 down-regulation was associated with shorter disease free survival
(Luo et al., 2012a; Ma et al., 2013). Thus, low Rnd3 expression may be used as a poor
prognostic factor for HCC patients. Reproducing Rnd3 down-expression using RNA
interference in cultured cells demonstrated that Rnd3 knockdown led to an increase of HCC
cell invasiveness. This result was robust as different groups showed it in various cell lines
(Table I1). However, the mode of invasion was slightly different according to the studied cell
type. We found that Rnd3 KD in Hep3B HCC cells induced an epithelial-mesenchymal
transition with loss of E-cadherin and miR-200b/c, expression of ZEB2 and activity of
Rac/Cdc42 (Grise et al., 2012). On the other hand, Ng and collaborators found that Rnd3 KD
in Chinese tumor-derived cell lines activated the RhoA/ROCK pathway favoring an amoeboid
mode of migration (Ma et al.,, 2013). In terms of cell proliferation, the findings were even
more confusing as, depending on the cell line, the impact of Rnd3 knockdown on cell growth
was different (Table Il). Indeed, loss of function of Rnd3 led to cell growth inhibition in Hep3B
and Huh7 (Grise et al., 2012) and, on the contrary, to cell growth enhancement in HepG2
(Xia et al., 2013), whereas it has no impact in SMMC-7721 and BEL-7402 cell lines (Ma et
al.,, 2013). Further work is required to better decipher the impact of Rnd3 on tumor
hepatocyte proliferation. Thus, whatever its impact on cell cycle progression on liver tumor
cells, at the opposite of gastric cancer, data demonstrated that Rnd3 is an anti-metastatic

gene in hepatocellular carcinoma.

2.3 Lung Cancers
Lung cancer is the most common cancer among men in terms of both incidence and
mortality worldwide and among women has the third highest incidence, and is second after

breast cancer in mortality. Non-mall cell lung cancer (NSCLC) is the major histological
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subgroup of lung cancer and its 5-year survival depends on the cancer type and stage. Rnd3
mMmRNA and protein were early shown to be overexpressed in NSCLC, and was correlated
with an unfavorable prognostic in patients, suggesting that Rnd3 expression could be used
as a prognostic marker in patients with NSCLC (Cuiyan et al., 2007; Zhang et al., 2007). In
order to translate into clinical application prognostic biomarkers for NSCLC, David Jablons’
lab selected and validated a prognostic model based on the expression of a limited number
of genes. They first generated a 4-gene signature that was prognostic of long-term survival in
patients with completely resected lung adenocarcinoma (Raz et al., 2008). This 4-gene
signature included RND3 in addition to WNT3A, ERBB3 and LCK. Later on, the same group
extended this signature and developed a qPCR-based 14-gene expression assay (Kratz et
al., 2012). This signature was developed in a cohort of 361 patients and further validated in
two other large cohorts of 433 and 1006 patients (Kratz et al., 2012). This practical molecular
assay that worked only for non-squamous NSCLC, allowed the identification of patients with
high risk of mortality after surgical resection. This robust signature, that predicted survival
better than simple staging, was recently patented (US patent US20130059747 / European
patent EP2726635A1) and developed as a kit for clinical use. This prognostic assay may
help clinicians to adapt the chemotherapy to improve outcomes of their patients. Thus, even
if no functional data was produced about Rnd3 impact in lung cancer cells, Rnd3

overexpression is linked to bad prognosis and cancer progression for NSCLC patients.

2.4 Skin cancer - Melanoma

Research in the past decades has provided us with insights into the molecular mechanisms
that drive melanoma tumorigenesis and cancer progression. Notably mutations of Rac1 were
found recently in about 9% of sun-exposed melanoma, but the most common mutation found
in melanoma, is mutations in the serine/threonine kinase B-RAF. B-RAF mutations, resulting
in the activation of the protein and the ERK/ERK1/2 pathway, are found in about 60% of
melanomas. A study focused on delineating mutant B-RAF regulated targets involved in
malignant traits identified Rnd3 as a candidate (Klein et al., 2008). Rnd3 was found as a
downstream effector of the oncogene B-RAF-mediated reorganization of the actin
cytoskeleton. Indeed, oncogenic activation of the B-RAF-MEK signaling pathway induced
Rnd3 expression in WM793 melanoma cells (Klein et al., 2008). The use of PLX4720, which
selectively inhibits B-RAF kinase activity, decreased thus Rnd3 expression using a pathway
that required Forkhead transcription factor FOXD3 (Katiyar and Aplin, 2011). Interestingly,
Rnd3 expression was linked to the acquisition of an invasive melanoma phenotype. In vitro,
Rnd3 depletion in WM793 melanoma cells reduced the invasive behavior of melanoma tumor
spheroids in a ROCK1/2 dependent manner (Klein and Aplin, 2009). This ability of Rnd3 to

221



regulate melanoma cell motility was also found dependent on PDK1 level in A375 melanoma
cells, as PDK1 competed with Rnd3 for binding to ROCK1 (Pinner and Sahai, 2008).

Following treatment, patients generally develop resistance to agents targeting mutant B-RAF.
Reproducing this phenomenon in vitro, the resistant cell subpopulation was shown to
retained the ability to invade in a 3D microenvironment. It appeared that B-RAF inhibition
using drugs invokes a switch in the utilization of the Rnd3-RhoA signaling pathway. Down-
regulation of Rnd3 expression and enhancement of RhoA activity participated in residual
melanoma cell invasion following pharmaceutical B-RAF inhibition. Thus, the Rnd3-RhoA
antagonistic function that regulates melanoma cell invasiveness may be targeted at various
step of melanoma progression. Regarding cell growth, whereas Rnd3 silencing in MW793
cells has no impact on cell cycle progression and tumor cell growth (Klein and Aplin, 2009),
ectopic expression of Rnd3 led to a decrease in BrdU positive cells and to an increase of
apoptosis in A375 melanoma cells (Poch et al., 2007). Besides these numerous data
obtained in human cultured cells, studies relating the level of Rnd3 in melanoma patient

samples are still missing.

2.5 Prostate cancer

One of the first studies demonstrating that Rnd3 was de-regulated in tumors was published
for prostate cancer in 2005 (Bektic et al., 2005). Rnd3 expression was significantly lower in
malignant when compared to benign prostate tissue samples. In addition, prostatic
carcinoma cell lines showed lower amount of Rnd3 protein than primary human prostate
epithelial cells (Bektic et al., 2005). These data suggested that Rnd3 is constitutively
expressed in the benign prostate and down-regulated during carcinogenesis of the prostate
gland. In this study, Rnd3 was further described as a tumor suppressor gene in prostate
cancer as its overexpression in DU-145 prostate carcinoma cells induced cell growth arrest
and cell death. Indeed, ectopic expression of Rnd3 inhibited the expression of cyclin B1 and
Cdc2, two proteins essential for the G2/M transition (Bektic et al., 2005). On the other hand,
Rnd3 was found overexpressed, together with 14 other genes, in LNCaP-C4-2 cells, which
are associated with a higher metastatic potential when compared to the parental LNCaP cells
(Trojan et al., 2005). Altogether these data suggest that Rnd3 may be down-regulated in
prostate carcinoma to allow tumor growth and a re-expression may occur to favor invasion
and metastasis development. Other clinical and functional studies are required to confirm

these statements.
2.6 Squamous cell carcinomas

Squamous epithelial cells composed the most superficial layer of the epithelium. Rnd3

expression was related to be de-regulated in various types of squamous cell carcinomas
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(SCC). Rnd3 mRNA and protein levels were significantly downregulated in esophageal
squamous cell carcinoma (ESCC) and cell lines (Zhao et al., 2012). And Rnd3 expression
was associated with the clinical staging and lymph node metastasis in patients. Functional
studies in ESCC EC1 cell line demonstrated that downregulation of Rnd3 expression
promoted cell proliferation, cell invasion and cell apoptosis though modulation of the
PTEN/PI3K/Akt signaling pathway (Zhao et al., 2012). Rnd3 was also implicated in
squamous cell carcinomas that arise in skin epithelia. Rnd3 was found as a transcriptional
target of activated Notch1, which is attenuated, through loss-of-function mutations in SCC
cells (Zhu et al., 2014). Consequently, skin SCC showed a significant suppression of Rnd3
expression when compared to normal controls tissues. The suppression of Rnd3 expression
resulted in an increased proliferation and the failure to commit to differentiation in
keratinocytes, thus demonstrating that Rnd3 expression is key for cell fate decision in
epithelial tissues (Zhu et al., 2014). Functional study in A431 squamous carcinoma cell line
also implicated Rnd3 in collective cell migration, where Rnd3 is required for limiting
actomyosin contractility at cell-cell contacts and favor collective cell invasion (Hidalgo-
Carcedo et al., 2011). Thus, in this case loss of Rnd3 led to a defect in cell-cell adhesion and
SCC cell collective invasion. Altogether these data demonstrated that alteration of Rnd3

expression in squamous epithelial cells might favor tumor development.

3. Overview

Rnd3 has a diverse expression pattern, depending on the cancer types (Table | and Figure
1). Rnd3 expression is decreased in prostate cancer and in hepatocellular and squamous
cell carcinomas, whereas its expression is up-regulated in brain, gastric and lung cancers.
But, in most of the cases, functional studies demonstrated that these alterations are in favor
of a pro-tumorigenic role (Table Il). Thus, depending on the tumor types, it behaves either as
a tumor suppressor, or as a tumor promoter. This apparent controversy is probably linked to
the origin and/or to the mutational status of the cancer cell. Whereas Rnd3 mRNA
expression is ubiquitous in normal cells, its level of expression varies among tissues and was
early shown to be particularly low in brain, pancreas, thymus, testis, and kidney (Foster et al.,
MCB96; Nobes et al., JCB98). Besides the transcript, the amount of Rnd3 protein may also
be regulated according to the tissue of origin. Data about the expression levels of the Rnd3
protein in human organs are still missing. In addition to this variability of expression in the
healthy human tissues, the variability in tumor types may additionally be due to the
mutational status. Indeed, dysregulated pathways are specific to each tumor types. Thus, the
sources of Rnd3 deregulation are multiple. As a rather good correlation between mRNA and
protein levels is usually found in tumors (Cuiyan et al., 2007; Grise et al., 2012; Zhao et al.,

2012), it is likely that Rnd3 deregulation may arise at a genomic, transcriptional or post-
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transcriptional levels. Rnd3 expression was indeed found deregulated at the epigenetic level
through histone deacetylation in gastric cancer cells (Chen et al., 2011). Moreover, as
described herein, the alteration of Rnd3 expression also involves miRNA deregulation such
as in colorectal or gastric cancers (Chang et al., 2014; Luo et al., 2012b), mTOR pathway in
astrocytomas (Tyburczy et al., 2010) or Notch1 and Hif1a, respectively in squamous cell
carcinomas and gastric cancers (Zhou et al., 2011; Zhu et al., 2014). However since the last
few years, more and more studies described novel modes of regulation for Rnd3 either at the
transcriptional, post-transcriptional or post-translational levels. These important data may
give clues about the origin of Rnd3 deregulation in tumors. For example, p53 was shown to
directly regulate Rnd3 transcription in response to DNA damage (Ongusaha et al., 2006).
Due to the mutational status of p53 in various cancers, we may anticipate a p53-related
alteration of Rnd3 expression in such tumor cells. However, to date no further study

confirmed this link in human tumors.

The functions of Rnd3/RhoE in cancer development are complex, which is consistent with
the wide range of cellular responses that it modulates. Certain cancer cells use this signaling
pathway to antagonize cell proliferation and migration, whereas others can subvert this
pathway to facilitate proliferation, survival and invasion. lts is clear that opposite effects are
found upon cancer types, but it is interesting to note that despite its up or down-regulation in
tumors, Rnd3 expression is always linked to the promotion of cell invasion and metastasis
with the exception of SEGASs. Indeed, reduced expression of Rnd3 in human hepatocellular
carcinoma and sarcoma cells increases their invasiveness and metastatic potential, whereas
in gastric cancers and glioma, this latter effect is due to the up-regulation of Rnd3. Its impact
on cell proliferation is less clear, but the down-regulation of Rnd3 expression seems to be
associated with an increase of cell growth and reciprocally. This is the case for prostate
cancer, squamous cell carcinoma and glioblastoma. Another important aspect to explain the
apparent contradictory result in various tumors is that Rnd3 expression may also be
modulated upon the evolution of the tumor. Indeed, we may hypothesize that in some cancer
cells, Rnd3 could be tightly regulated during cancer development. This could be the case in
prostate cancer, where Rnd3 is firstly down-regulated in order to allow the tumor growth, and
then overexpressed to favor invasion and metastasis development. This concept may also

explain conflicting data obtained in colorectal cancers.

4. What’s next? How may the field develop?
Rnd3 is clearly a gene of interest to address the mechanisms of carcinogenesis. However,

further studies using well-defined cohorts of patients should help to better characterize its
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level of expression and regulation in various cancers, especially in colorectal cancers where
data are still conflicting. In light of non-small cell lung cancers, where Rnd3 is part of a robust
14-genes signature that predicted survival, independent prospective studies are needed to
establish the prognostic value of Rnd3 expression for individual patients in other type of
cancers. Indeed, given that Rnd3 is involved in invasion of most of tumors, it supports new

opportunities for the development of prognostic tools in these cancers.

As an atypical member of the RhoGTPase family without GTPase activity, the regulation of
Rnd3 does not occur through GEF, GAP and GDI, but rather by a regulation of the
transcription/translation and degradation, and by post-translational modifications. Even if
some Rnd3 regulators have been highlighted, there are still much to do to understand the
origin of Rnd3 deregulation in cancers. Currently, the large scale sequencing of multiple
cancer genomes is carried out, and may help to identify putative Rnd3 mutations. The
understanding of the transcription factors and the pathways regulating Rnd3 is of particular

interest to help the development of strategies to either inhibit or favor Rnd3 expression.

Rnd3 plays a dual role in cells; on one hand, it regulates cell proliferation, on the other hand,
Rnd3 plays an important role in regulating metastasis and invasion. A more detailed
investigation of these two roles of Rnd3 will be necessary to better understand the
mechanism of carcinogenesis and tumor progression in patients. Indeed, the study of Rnd3
expression and function upon the different steps of cancer development is of interest. Finally,
due to the early postnatal death of Rnd3 KO mice, development of mice with inducible or/and
organ-specific KO is required to address the impact of Rnd3 loss in cancer development in
adult mice. These new models may help to better define Rnd3 or the pathways regulated by

Rnd3 as therapeutic markers.
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Figure Legends
Figure 1: Rnd3 expression is differently altered in cancers.

Rnd3 expression in either up or down-regulated in tumors. The impact of this alteration on

cell proliferation and invasion is indicated based on functional data available.
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Cancer type Rnd3: Nb of tumors/control Method of Source of Output Refer
up ou detection deregulation ences
down?

Glioma Up dna dna nd Highly invasive tumors [1]

Subependymal Up 10 T/SNT gRT-PCR mTOR activity due to ~ Benign phenotype and low (2]

Giant Cell mutations in TCS1&2  Invasiveness

Astrocytomas gene

Colorectal cancer Down 41T /49 NT IHC miR-17 up-regulation  nd [3]

19 paired N/T tissues ~ qRT-PCR
Colorectal cancer Up 202 paired N/T tissues IHC nd Correlations with invasion and [4]
6 paired N/T tissues WB metastasis / independent
prognostic marker

Gastric cancer Up 90 paired N/T tissues IHC on tissue nd Correlations with differentiation [5]
Up 40 primary/metastases array grade and tumor staging /

paired tissues independent prognostic marker

Gastric cancer Up 27 paired N/T tissues gRT-PCR miRNA-200c up- nd [6]

regulation

Hepatocellular Down 120 T/ 28 NT gRT-PCR nd Association with presence of [7]

carcinoma 27 paired N/T tissues WB, IHC intra-hepatic metastases

Hepatocellular Down 19 paired N/T tissues gRT-PCR, WB nd Association with shorter survival [8]

carcinoma 99 T/79NT IHC and poor prognosis /

independent prognostic marker

Hepatocellular Down 71 paired N/T tissues gRT-PCR nd Association with shorter disease- [9]

carcinoma 2 paired N/T tissues WB free survival

Non-Small Cell Up 30 paired N/T tissues gRT-PCR, IHC, Correlation with DNA Association with smoking history [10]

Lung Cancer WB copy number changes

Non-Small Cell Up 115T IHC on tissue nd Association with shorter survival [11]

Lung Cancer array / independent prognostic marker

Non-Small Cell Up 107 T Micro-array nd Part of a 4-gene signature that [12]

Lung Cancer

predicts overall and disease-free
survival.

232



Non-Small Cell 361 T (training cohort) gRT-PCR nd Part of a 11-gene signature that [13]
Lung Cancer 433 T (validation identifies patients at high risk for

cohort) mortality after surgical resection

1006 T (validation (patent US20130059747, patent

cohort) EP2726635A1)
Prostate cancer Down 20T/ 20 NT gRT-PCR nd nd [14]
Esophageal Down 128 T IHC, ISH nd Association with differentiation [15]
squamous cell degree, clinical staging and
carcinoma lymph node metastasis
Oral or skin Down 23 paired N/T tissues gRT-PCR Notch1 down- Suppression of the differentiation [16]
squamous cell expression potential
carcinoma

Table I. Rnd3 deregulation in cancers
nd, not determined; dna, data not available; paired N/T tissues, paired non-tumor versus tumor tissues; IHC, immunohistochemistry; ISH, in situ hybridization;
WB, western-blot; gqRT-PCR, quantitative real-time PCR.
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Cancer type Cell line Loss or Gain of Output on Output on cell Other output References
function cell invasion
experiment proliferation
us7 g?/zrexpression) Decrease Increase Induction of apoptosis [1]
Glioma Gain
a7 (overexpression) nd Increase [2]
U251 Loss (siRNA) nd Decrease
Colon carcinoma T84 Gain . Decrease nd Induction of apoptosis [1]
(overexpression)
Lovo Loss (siRNA) Increase nd 3]
HCT116 Loss (siRNA) Increase nd
Colorectal Loss (siRNA) nd Decrease
cancer SW620 Gain . nd Increase [4]
(overexpression)
HCT116 Loss (siRNA) No impact nd [5]
SGC7901 Gain = nd nd Multidrug resistance [6]
(overexpression)
o Epithelial-
Qg.?(’)IIII\AKNZ& :'gﬁg’g“;;ggﬁced nd Increase mesenchymal [7]
transition
Gain :
. SGC7901-NM, . No impact Increase
Gastric cancer (overexpression)
MKN45, Gain Increase [8]
MKN28 (overexpression)
SGC7901-M Loss (siRNA) No impact Decrease
SGC7901/DDP
(resistant  to Loss (siRNA) nd nd Drug sensitivity [9]
cisplatin)
Hepatocellular . Epithelial-
: Hep3B, Huh7 Loss (siRNA) Decrease Increase mesenchymal [10]
carcinoma transition
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Gain

. Decrease
(overexpression)
SMMC-7721, Loss (shRNA) , Increase :
BEL-7402 No impact Membrane blebbing
PLC/PRF/5 Gain . nd Decrease (11
(overexpression)
MHCC-97L Loss (shRNA) nd Increase
HepG2 Loss (siRNA) Increase Increase [12]
A375 Gain . Decrease Induction of apoptosis [1]
(overexpression)
Melanoma WM793
WM115 Loss (shRNA) No impact Decrease [13]
DU-145 Gain . Increase nd Induction of apoptosis [14]
(overexpression)
Prostate Cancer
LNCaP vs Increase nd Increase [15]
LNCaP C4-2 expression
Sarcoma Cen3tel Loss Increase [16]
Esophageal Loss (siRNA) Increase Increase Reduction of apoptosis [17]
squamous cell ECT Gain Decrease Decrease Induction of apoptosis
carcinomas (overexpression) pop
Inhibition of Notch1
Skin  squamous SCC4, SCC13, . . . R
celll carcin%l:na ! SCC15 Loss (siRNA) Increase nd S|gna.II|ng, |r'1h|.b|t|on of [18]
cell differentiation
Table Il. Consequences of Rnd3 deregulation in cancers
nd, not determined; Bold = in vivo data
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Discoidin domain receptor 1 controls linear invadosome formation via a
Cdc42/Tuba pathway

Journal of cell biology, 2014

Amélie Juin*, Julie Di Martino*, Birgit Leitinger, Elodie Henriet, Anne-Sophie Gary, Lisa
Paysan, Jeremy Bomo, Georges Baffet, Cécile Gauthier-Rouviére, Jean Rosenbaum, Violaine
Moreau and Frédéric Saltel

* = Co-premiers auteurs

Des résultats précédemment obtenus au laboratoire ont montré que le collagéne fibrillaire
de type | induit la formation de structures d’invasion particuliéres, les invadosomes linéaires,
qui ne dépendent pas de l'action des intégrines (Juin, 2012). Cette publication révele que la
formation et la fonction de ces structures sont médiées par le récepteur DDR1 (Discoidin
Domain Receptor 1). De maniére surprenante, l'activité kinase de DDR1 ainsi que
I’expression de la kinase c-Src ne sont pas impliquées dans la formation ou l'activité de
dégradation de ces structures. Les cibles impliquées en aval de DDR1 sont notamment la
RhoGTPase Cdc42 et I'une de ses GEFs appelée Tuba qui se localisent toutes deux au niveau
des invadosomes linéaires et sont nécessaires a leur formation.

Dans ce projet, j'ai réalisé des immunoprécipitations de la protéine DDR1 dans les lignées

MDA-MB-231 et A549 pour essayer de co-immunoprécipiter la RhoGTPase Cdc42 et ainsi de
montrer une interaction entre les deux partenaires.
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invadosome formation via a Cdc42-Tuba pathway
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ccumulation of type | collagen fibrils in tumors is

associated with an increased risk of metastasis.

Invadosomes are F-actin structures able to de-
grade the extracellular matrix. We previously found that
collagen | fibrils induced the formation of peculiar lin-
ear invadosomes in an unexpected integrin-independent
manner. Here, we show that Discoidin Domain Receptor 1
(DDR1), a collagen receptor overexpressed in can-
cer, colocalizes with linear invadosomes in tumor cells
and is required for their formation and matrix degra-
dation ability. Unexpectedly, DDR1 kinase activity is not

Introduction

Type I collagen fibrils are present in tumors, where they were
long considered to be a simple physical and structural barrier to
inhibit tumor progression and metastasis. However, type I col-
lagen is overexpressed in a large number of cancers, and, para-
doxically, a high expression is correlated with an increased
risk of metastasis, for instance in breast and lung cancers
(Ramaswamy et al., 2003; Gilkes et al., 2013). Collagen over-
expression is not the only factor involved in cancer progression.
Indeed, the size, diameter, morphology, and cross-linking of
type I collagen fibrils have an impact on tumor cell proliferation
and metastatic growth (Levental et al., 2009; Cox et al., 2013).
Moreover, type I collagen fibrils promote the activity of matrix
metalloproteases (MMPs; Ruangpanit et al., 2001).

*A. Juin and J. Di Martino contributed equally to this paper.

Correspondence to Violaine Moreau: violaine.moreau@inserm.fr; or Frédéric
Saltel: frederic.saltel@inserm.fr

Abbreviations used in this paper: CMV, cytomegalovirus; DDR, Discoidin do-
main receptor; GAPDH, glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase; GEF,
guanine nucleotide-exchange factor; MMP, matrix metalloprotease; N-WASP,
neuronal Wiskott-Aldrich Syndrome protein; RTK, receptor tyrosine kinase; SHG,
second harmonic generation.
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required for invadosome formation or activity, nor is Src
tyrosine kinase. We show that the RhoGTPase Cdc42
is activated on collagen in a DDR1-dependent manner.
Cdc42 and its specific guanine nucleotide-exchange
factor (GEF), Tuba, localize to linear invadosomes, and
both are required for linear invadosome formation.
Finally, DDR1 depletion blocked cell invasion in a colla-
gen gel. Altogether, our data uncover an important role
for DDR1, acting through Tuba and Cdc42, in proteolysis-

based cell invasion in a collagen-rich environment.

We previously discovered that type I collagen fibrils are
powerful and physiological inducers of invadosomes, which are
F-actin—rich structures able to degrade the ECM (Juin et al.,
2012). The term invadosomes refers to podosomes in normal
cells as well as to invadopodia in cancer cells. Both are matrix-
degrading structures allowing matrix remodeling and cell in-
vasion due to the activity of MMPs such as MMP2, MMP9,
and MT1-MMP (Hoshino et al., 2013). Invadosomes in some
cancers correlate with their ability to metastasize (Eckert et al.,
2011). Moreover, invadosomes were recently involved in tumor
cell extravasation and demonstrated to be a therapeutic target
for metastasis (Leong et al., 2014). Invadosome formation, or-
ganization, and activation are controlled by RhoGTPases such
as RhoA, Racl, and Cdc42 (Moreau et al., 2003; Di Martino
etal., 2014) and also by Src kinases (Tarone et al., 1985; Linder
et al., 2000; Hauck et al., 2002). The invadosome basic module

©2014 Juinetal. This article is distributed under the terms of an Attribution-Noncommercial-
Share Alike-No Mirror Sites license for the first six months after the publication date (see
http://www.rupress.org/terms). After six months it is available under a Creative Commons
License (Attribution-Noncommercial-Share Alike 3.0 Unported license, as described at http://
creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/3.0/).

Supplemental Material can be found at:
http://icb.rupress.org/content/suppl/2014/11/20/jcb.201404079.DC1.html
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corresponds to a central F-actin core composed of actin-binding
proteins like neuronal Wiskott—Aldrich Syndrome protein
(N-WASP), the Arp2/3 complex, and cortactin, which is associ-
ated with scaffold proteins such as Tks5 (Destaing et al., 2011,
Linder et al., 2011; Murphy and Courtneidge, 2011). This actin
core may be surrounded by a ring of regulating proteins like in-
tegrins, vinculin, and talin. Invadosomes are found as individual
items, aggregates, or organized into “rosettes” according to cel-
lular models and context. They are constitutive in various cancer
cells and in osteoclasts, but in most cell types they are absent in
basal conditions, although inducible by various stimuli includ-
ing cytokines (PDGF, VEGF, and TGF-[3) or various compounds
(phorbol esters, cytotoxic necrotizing factor 1, and sodium fluor-
ide; Albiges-Rizo et al., 2009). Our recent data showed that
type I collagen fibrils induce invadosome formation in most
cell types tested, such as endothelial cells and fibroblasts. More-
over, type I collagen fibrils promoted a linear reorganization of
invadopodia in cancer cell lines, which was associated with an
increase in ECM-degrading activity. Invadosomes induced or
reorganized by collagen I aligned along the collagen fibers, and
we thus called them linear invadosomes. Two studies have con-
firmed the induction of linear invadosomes upon cell contact
with collagen fibrils (Monteiro et al., 2013; Schachtner et al.,
2013). Interestingly, although (1 integrin family members
are the major receptors for type I collagen (Leitinger, 2011) and
are associated with classical invadosomes in many cell types, we
found that they were not necessary for linear invadosome for-
mation (Juin et al., 2012), raising the question about the ECM
receptor involved.

Discoidin domain receptors (DDRs) are a ubiquitously ex-
pressed family of receptors known to interact with collagens, in
particular fibrillar collagens I-III (Shrivastava et al., 1997; Vogel
et al., 1997). DDRs only bind collagens in their native physio-
logical triple-helical conformation and do not recognize dena-
tured collagens such as gelatin (Konitsiotis et al., 2008). The
DDR receptor family belongs to the large group of receptor tyro-
sine kinases (RTKs) and is composed of two members, DDR1
and DDR2. Ligand interaction with DDRs promotes tyrosine
autophosphorylation as with classical RTKSs, although with very
slow and persistent kinetics (Vogel et al., 1997). The DDRs are
considered to be collagen sensors and act on tissue homeostasis,
as well as on many cellular processes, including cell prolifera-
tion and differentiation, cell adhesion, cell migration, and inva-
sion (Leitinger, 2014). These latter properties clearly connect
them with cancer. Indeed, several recent studies show that the
DDRs are often up-regulated in various cancers (for review see
Valiathan et al., 2012). Notably, DDR1 was found overexpressed
in lung and breast cancers (Barker et al., 1995; Ford et al., 2007),
where a high expression level was correlated with a poor prog-
nosis and metastasis formation (Yang et al., 2010; Valencia et al.,
2012; Miao et al., 2013).

Because both DDR1 and collagen I are overexpressed in
cancers and associated with metastasis development, and as
type I collagen fibrils promote linear invadosome formation, we
hypothesized that DDR1 could be the collagen I receptor in-
volved in the formation of linear invadosomes and subsequent
cellular invasion.

JCB « VOLUME 207 « NUMBER 4 « 2014

Results

DDR1 drives linear invadosome formation
and activity

For this study, we selected breast cancer and lung cancer cell
lines with high levels of DDR1 expression. We found that
MDA-MB-231 and A549 cells, derived from human breast and
lung cancers, respectively, express DDR1 (see Fig. 2 B and
Fig. S2 A). We first analyzed the formation of invadopodia in
these cells. As shown by dual F-actin/cortactin immunostaining
on fluorescent gelatin, A549 cells do not form constitutive in-
vadopodia, whereas MDA-MB-231 cells do (Fig. 1 A). Conse-
quently, only MDA-MB-231 cells degrade gelatin in the in situ
zymography assay. However, when seeded on collagen I fibrils,
both cell types were able to form linear invadosomes (Fig. 1,
B-D). These dynamic structures formed along collagen fibrils
are composed of F-actin, cortactin, and Tks5, which are classical
markers for invadosomes (Fig. 1, B and C; and Video 1). These
results confirm our previous data demonstrating that type I col-
lagen fibrils reorganized invadopodia from MDA-MB-231 cells
into linear invadosomes (Juin et al., 2012). In addition, we show
that type I collagen fibrils strongly induced linear invadosomes
in cancer cells that do not exhibit constitutive invadopodia
(Fig. 1 D). In MDA-MB-231 cells, the invadosome reorganiza-
tion was also associated with an increase in the percentage of
cells exhibiting these structures (Fig. 1 D) and was correlated
with an increase in the global degradation activity of cells
(Fig. ST A). Altogether, we show that cancer cells express-
ing DDR1 can form linear invadosomes when plated on type
I collagen fibrils and that contact with type I collagen fibrils
increases the ability of the cells to degrade the ECM.

To investigate whether DDR1 played a role in linear
invadosome formation, we analyzed DDR1 subcellular local-
ization when cells were plated onto type I collagen fibrils. In
order to do this, we transfected or infected MDA-MB-231 cells
with either a DDR1-Flag construct or a DDR1-GFP lentiviral
construct. We found that tagged DDR1 colocalized with lin-
ear invadosomes and type I collagen fibrils in MDA-MB-231
cells (Fig. 2 A). This result was confirmed with endogenous
DDRI1 when using an anti-DDR1 antibody in MDA-MB-231
and A549 cells (Fig. S1, B and C).

To determine DDR1 involvement in linear invadosome
formation, we used an RNA interference strategy. Two to three
distinct siRNAs were used to deplete DDRI1 in both cell types
(Fig. 2, B and C; and Fig. S2, A-C), and linear invadosomes
were quantified upon plating on type I collagen fibrils. We
found that depletion of DDR1 promoted a significant decrease
in the percentage of cells able to form linear invadosomes in
both cell types (Fig. 2, C and D; and Fig. S2, B and C). It
also strongly decreased the number of linear invadosomes per
cell (Fig. 2 E), altogether highlighting a major role of DDR1
in linear invadosome formation. To confirm these data, we
performed a rescue experiment. We found that lentiviral-
mediated expression of DDRI1-GFP restored linear inva-
dosome formation in cells transfected with a DDR1 siRNA,
which is associated with a colocalization between Tks5 and
DDRI1 (Fig. S2, D and E). We have previously shown that
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Figure 1. DDR1-expressing cells form linear invadosomes. (A) A549 (left) and MDA-MB-231 cells (right) were cultured on FITC-gelatin for 24 h. F-actin
(red), cortactin (green), and degradation area (black) are shown. (B) A549 cells were seeded for 4 h on collagen I. (B, top) Colocalization of cortactin
(green) and F-actin (red) at linear invadosomes. (B, bottom) Confocal images of linear invadosomes (cortactin, green) along collagen | fibrils (gray).
(C) The same process was applied on MDA-MB-231 cells. (C, top) Colocalization of Tks5 (green) and F-actin (red) at linear invadosomes. (C, bottom)
Confocal images of linear invadosomes (Tks5, green) along collagen | fibrils (gray and red in merge panel). Correlation coefficient of colocalization
(collagen I/cortactin r = 0.15; collagen 1/Tks5 r = 0.28; actin/cortactin r = 0.30; actin/Tks5 r = 0.23; n = 10). (D) Quantification of the percentage of
A549 and MDA-MB-231 cells exhibiting invadopodia on gelatin versus linear invadosomes on collagen I. Values are expressed as the mean + SEM of
three independent experiments. ***, P < 0.001 as compared with plating on gelatin. Bars: (A) 5 pm; (B and C, top left) 10 pm; (B, enlarged panel on the
top right) 3 pm; (B, bottom; and C, top right and bottom) 2 pm.

collagen I-induced linear invadosomes were able to degrade that allows collagen fibril visualization without any stain-
not only gelatin but also collagen I fibrils themselves (Juin et al., ing, we thus quantified the consequences of DDR1 depletion
2012). Using second harmonic generation (SHG) microscopy on collagen fibril degradation (Gailhouste et al., 2010). As
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Figure 2. DDRI1 localizes at linear invadosomes and is required for their formation. (A, top) MDA-MB-231 cells fransiently transfected with DDR1-Flag were
cultured for 4 h on collagen I. All channels of the boxed region are shown magnified on the right. F-actin (red) colocalizes with DDR1 (green) and Tks5
(blue) at linear invadosomes. (A, bottom) MDA-MB-231 cells stably expressing DDR1-GFP were cultured for 4 h on collagen | fibrils. Tks5 (red) colocalizes
with DDR1 (green) and collagen | (blue). Correlation coefficient of colocalization: actin/DDR1 r = 0.29; DDR1/Tks5 r = 0.11; n = 10. (B) MDA-MB-231
cells were transfected with control (siCT) or three independent DDR1 siRNAs. DDR1 protein expression was analyzed by immunoblotting. Glyceralde-
hyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) was used as a loading control. (C) Cells transfected as in B were seeded for 4 h on collagen I. Shown are
representative confocal images of MDA-MB-231 cells. Tks5 (green) and F-actin (red) are shown. Right panels show enlarged views of the boxed regions.
Similar results were obtained with siDDR1 #2 and #3. (D-F) Down-regulation of DDR1 expression decreases the formation of linear invadosomes and their
degradation activity. (D) Quantification of the percentage of MDA-MB-231 cells able to form linear invadosomes. Error bars represent the SEM (n > 1,000;
three independent experiments; ***, P < 0.001 as compared with the control siRNA condition). (E) Quantification of the number of linear invadosomes
per cell. Results are expressed as mean + SEM (n > 500; three independent experiments; ***, P < 0.001 as compared with the control siRNA condition).
(F) Bar graph shows the amount of collagen | degraded per cell over the time. Error bars represent the SEM (n = 60 fields, three independent experiments;
ns, not statically significant; ***, P < 0.001; **, P < 0.005 as compared with the control siRNA condition). The right panel shows representative images
of SHG collagen signals 4 h after seeding of control (siCT) or siDDR1 #1-transfected MDA-MB-231 cells. Cells are stained for Tks5 (red). Bars: (A and C,
left panels) 5 pm; (A and C, magnified panels on the right) 2 pm; (E) 100 pm.
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Figure 3. DDRI1 kinase activity is not necessary for linear invadosome formation and degradation activity. (A) A549 cells were pretreated for 1 h with
DMSO or 1 pM nilotinib, then seeded for 4 h on collagen I. DDR1 was immunoprecipitated and its phosphorylation assessed with a phospho-tyrosine anti-
body. Nilotinib treatment efficiently reduced collagen-induced DDR1 phosphorylation (representative of three experiments). (B) MDA-MB-231 cells treated
with DMSO or 1 pM nilotinib were seeded on collagen | and fixed 4 h later. Shown are representative confocal images of MDA-MB-231 cells. Tks5 (green)
and F-actin (red) are shown. Panels on the right show enlarged views of the boxed regions. Bars: (left) 10 ym; (magnified panels on the right) 3 pm. Correla-
tion coefficient of colocalization: actin/Tks5 DMSO r = 0.22; nilotinib r = 0.19; n = 10. (C) The scatter plot represents the mean size of linear invadosomes
in control and nilotinib conditions. n = 15 cells. There is no significant difference between the two conditions (ns, not statically significant). (D) Quantification
of the percentage of cells forming linear invadosomes. Error bars represent the SEM (n > 1,000, three independent experiments). (E) Collagen degrada-
tion was monitored by SHG microscopy. The bar graph shows the amount of collagen | degraded per cell over time. Error bars represent the SEM (n = 60
fields, three independent experiments). (F) MDA-MB-231 cells were pretreated for 10 min with DMSO or the different blocking antibodies at 10 pg/ml, then
cultured for 4 h on collagen I. The antibodies target the discoidin-like domain, which is outside the collagen-binding site but required for signaling. Shown is

the percentage of MDA-MB-231 cells able to form linear invadosomes after treatment. Values are mean + SEM of three independent experiments.

expected, the decrease of linear invadosome formation was
correlated with a decrease in the cell capacity to degrade type
I collagen fibrils (Fig. 2 F). Altogether, these results demon-
strate the critical role of DDRI1 in the formation and activity
of type I collagen-induced invadosomes.

These results raised the question about a potential role of
DDR1 in the formation and function of classical invadosomes.
We thus silenced DDR1 in MDA-MB-231 and Huh6 cells, which
both exhibit constitutive invadopodia. Interestingly, whereas we
were not able to localize DDR1 at invadopodia, we found that
decreasing DDR1 expression using two different siRNAs al-
tered invadosome formation and decreased cell degradation ca-
pacity in MDA-MB-231 and Huh6 cells (Fig. S3).

As DDRI is a tyrosine kinase receptor, we investigated the in-
volvement of DDR1 kinase activity in linear invadosome for-
mation and degradation function. To this end, we used nilotinib,
developed as a Bcer-Abl kinase inhibitor but later shown to

inhibit DDRI1 kinase activity highly efficiently (Day et al.,
2008). We first confirmed using immunoprecipitation that
type I collagen promoted DDRI1 tyrosine phosphorylation and
that nilotinib almost completely abrogated it (Fig. 3 A). We
found however that nilotinib treatment did not affect linear
invadosome formation (Fig. 3, B-D). Indeed, type I collagen
stimulation was still able to reorganize F-actin along fibrils,
and Tks5 remained associated with the structures (Fig. 3 B).
As assessed by the quantification of the SHG (Fig. 3 E) or of
the cleaved collagen antibody signal (Fig. S4), we also found
that nilotinib treatment did not affect linear invadosome deg-
radation activity.

Moreover, we used three independent monoclonal anti-
bodies that block DDR1 autophosphorylation without inter-
fering with collagen binding (Carafoli et al., 2012), and we
obtained the same results (Fig. 3 F), demonstrating that linear
invadosome formation and activity are indeed independent of
DDRI kinase activity. In the next part of this study, we thus
aimed at understanding which signaling pathway is responsible
for the role of DDRI1 in linear invadosome formation.
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are shown. (C) Quantification of the degradation capacity of MDA-MB-231 cells seeded on a mixed gelatin/collagen | matrix treated or not treated with
PP2. The left graph represents the gelatin area degraded per cell after 24 h. The right graph represents the amount of collagen degraded after 4 h (n = 30
fields). Data are shown as mean + SEM of three independent experiments. (D) MDA-MB-231 cells transfected with control (siCT) or two independent DDR1
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c-Src is not involved in linear invadosome
formation and activity
c-Src is well known as a key molecule implicated in the forma-
tion and activity of classical invadosomes (Tarone et al., 1985).
Src inhibition or depletion is sufficient to abolish classical inva-
dosome formation. In addition, c-Src has been shown to be re-
quired in DDR signaling for full phosphorylation after ligand
binding (Dejmek et al., 2003; Yang et al., 2005). This prompted
us to examine c-Src involvement in DDR1-induced linear inva-
dosome formation. As expected, the c-Src inhibitor PP2 abolished
invadopodia formation and degradation activity in MDA-MB-
231 cells plated on gelatin (Fig. 4 A). Surprisingly, when MDA-
MB-231 cells were seeded on type I collagen, or on a mixed
matrix composed of gelatin associated with type I collagen fi-
brils, PP2 treatment had no impact on linear invadosome forma-
tion, on gelatin degradation (Fig. 4, B and C), or on type I collagen
fibril degradation (Fig. 4 C). This latter finding is supported by the
fact that the cleaved collagen signal was not modified upon PP2
treatment when compared with the control condition (Fig. S4).
Moreover, we demonstrated that DDR1 depletion did not
modify c-Src phosphorylation whether cells were plated on gela-
tin or collagen I (Fig. 4 D). The lack of involvement of c-Src was
confirmed using SYF cells, which do not express either Src, Yes,
or Fyn, three members of the Src kinase family; and, as control,
SYF-Src cells, which are the same cells that stably express c-Src
(Fig. 4 E). We first confirmed that both cell lines express DDR1
(Fig. 4 F). We found that control and SYF cells do not exhibit
invadopodia on gelatin (Fig. 4 G). However, when plated on a
mixed matrix, SYF cells had the same potential as control cells
to form linear invadosomes, and these invadosomes were fully
active at degrading the matrix (Fig. 4 H). All these results show
that c-Src is not involved in the formation or in the degradation
activity of type I collagen—induced linear invadosomes.

Cdca2 is the main RhoGTPase involved in
the formation of linear invadosomes

It is well established that RhoGTPases, principally RhoA, Racl,
and Cdc42, control actin cytoskeleton remodeling and inva-
dosome formation (Linder et al., 2011). Using siRNAs targeting
these three proteins, we investigated their respective involve-
ment in linear invadosome formation. We used two distinct
siRNAs per GTPase and first checked their efficiency by spe-
cifically depleting their corresponding targets (Fig. 5 A). We
then measured their impact on linear invadosome formation.
We found that only Cdc42 depletion had an impact on linear
invadosome formation (Fig. 5, B and C). We then expressed
constitutively active and inactive forms of Cdc42 in MDA-MB-231
cells seeded on type I collagen fibrils. We found that the con-
stitutively active form of Cdc42, GFP-V12Cdc42, colocalized
with linear invadosomes (Fig. 6 A), unlike the Cdc42 domi-
nant-negative form, GFP-N17Cdc42 (Fig. 6 B). Moreover, we

found that expression of GFP-V12Cdc42 enhanced the ability
of MDA-MB-231 cells to form linear invadosomes, whereas
expression of GFP-N17Cdc42 had the opposite effect (Fig. 6 C).
It has been shown that type I collagen fibrils can promote Cdc42
activation (Sato et al., 2003). We thus analyzed the activity
level of Cdc42 in cells plated on type I collagen fibrils with or
without depletion of DDR1. We first confirmed that type I col-
lagen significantly promoted Cdc42 activation, and found that
this effect of type I collagen was abolished in cells with DDR1
depletion (Fig. 6 D). This result was strengthened by the colo-
calization of DDR1 with the active form of Cdc42 (Fig. 6 E). In
addition, using the Raichu Cdc42 biosensor (Itoh et al., 2002)
on living cells seeded on type I collagen, we showed a signal
corresponding to activated Cdc42 along collagen fibrils (69 hits
with a high FRET ratio along collagen fibrils out of 79 cells
observed; Fig. 6 F). All these data show that Cdc42 is involved
in relaying the collagen I signal through DDR1 for the forma-
tion of linear invadosomes.

Tuba, a Cdc4d2-specific guanine nucleotide-
exchange factor (GEF), is required for
linear invadosome formation

To go further concerning the link between DDR1 and Cdc42,
we searched for a GEF involved in Cdc42 activation upon type
I collagen fibril induction. For this purpose, we performed an
RNAI screen targeting 14 Cdc42-specific GEFs (Table S1) on
cell ability to form linear invadosomes (Cook et al., 2014). Our
screen revealed that the depletion of the GEF Tuba impacts on
linear invadosome formation. Tuba is a Cdc42-specific GEF but
also acts as a scaffold protein to link dynamin with actin regula-
tory proteins such as N-WASP. To confirm this result, we used
two distinct siRNAs to deplete Tuba expression in MDA-MB-
231 and A549 cells (Fig. 7, A and B). We demonstrated that
Tuba depletion induces a decrease in cell ability to form linear
invadosomes in both cell types (Fig. 7, A—C). In addition, we
observed a colocalization between DDR1 and Tuba in linear
invadosomes of DDR1-GFP—expressing cells that supports a
link between these two molecules (Fig. 7 D). Thus, this is the
first demonstration of the involvement of Tuba in invadosome
formation. To address Tuba participation in classical invadopo-
dia, we analyzed Tuba localization in MDA-MB-231 cells seeded
on gelatin. Interestingly, Tuba did not colocalize with classical in-
vadosomes while it was present on linear invadosomes (Fig. 7 E).
These data suggest that DDRI1 can recruit Tuba that can specifi-
cally activate Cdc42 to induce linear invadosome formation.

DDR1 depletion decreases cancer cell
invasion capacities

DDRI1 is known to be involved in cancer cell invasion and me-
tastasis induction (Valiathan et al., 2012). Because type I col-
lagen fibrils are part of the tumor microenvironment, we studied

extracts representing, respectively, protein expression of Src and DDR1. GAPDH was used as a loading control. (G and H) Confocal images of control
cells (SYF c-Src) and SYF fibroblasts cultured on gelatin (G) or on a mixed matrix (gelatin/collagen |; H) for 24 h and processed for immunofluorescence
staining (F-actin, red; Tks5, green; DAPI, blue). Insets on the bottom show gelatin-degraded pictures. Bars: (A, G, and H) 10 pm; (A, insets) 7 pm; (H, top

insets) 2 pm; (G and H, bottom insets) 10 pm.
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Figure 5. Cdc42 drives linear invadosome formation via DDR1. (A) Western blot analysis of MDA-MB-231 cells transfected with siRNA control (siCT) or
two independent siRNAs targeting Rac1, Cdc42, or RhoA. GAPDH is used as a loading control. Three independent experiments were realized and quanti-
fied to demonstrate a specific effect on targeted RhoGTPase expression represented on the bar graph on the right. (B and C) MDA-MB-231 cells transfected
as in A were cultured on collagen | for 4 h, fixed, and processed for immunofluorescence staining. (B) Representative confocal images of MDA-MB-231 cells
transfected as in A. Tks5 (green) and F-actin (red) are shown. Panels on the right show enlarged views of the boxed regions. Bars: (leff) 10 pym; (enlarged
panels on the right) 2.5 pm. (C) The percentage of siRNA-transfected MDA-MB-231 cells able to form linear invadosomes was quantified. Error bars repre-
sent the SEM (n > 1,000, three independent experiments; ***, P < 0.001 as compared with the control siRNA condition [siCT]).
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Figure 6. Activated Cdc42 colocalizes with linear invadosomes, DDR1, and collagen I fibrils. (A and B) MDA-MB-231 cells transiently transfected with
GFP-V12Cdc42 or GFP-N17Cdc42 were cultured for 4 h on collagen . Tks5 (green) colocalizes with GFP-V12Cdc42 (red) at linear invadosomes whereas
GFP-N17Cdc42 (red) does not. Panels on the right show enlarged views of the boxed regions. Correlation coefficient of colocalization: Tks5/V12Cdc42
r=0.21; Tks5/N17Cdc42 r = —0.11 (n = 25). (C) Quantification of the percentage of GFP-WTCdc42-, GFP-V12Cdc42-, and GFP-N17Cdc42-transfected
cells able to form linear invadosomes. Data are mean + SEM (n > 500, three independent experiments; ***, P < 0.001). (D) Active Cdc42 level was
monitored in MDA-MB-231 cells treated as indicated. Data are mean + SEM, three independent experiments. **, P < 0.005; ***, P < 0.001. (E) MDA-
MB-231 stably expressing DDR1-GFP transiently transfected with myc-V12Cdc42 were seeded for 4 h on collagen | (DDR1-GFP, green; myc-V12Cdc42,
red). Panels on the right show an enlarged view of the boxed region. Correlation coefficient of colocalization: DDR1/mycV12Cdc42 r = 0.15 (n = 10).
(F) MDA-MB-231 cells were transfected with Raichu-Cdc42 and seeded on labeled collagen I. Shown are representative images: on the left, the pseudocol-
ored ratio image generated from YFP/CFP ratio images represents the FRET ratio, which correlates with the Cdc42 activity (in yellow); and on the right, a
collagen | image. Arrows represent colocalization of active probe and collagen | fibrils. Bars: (A and B, left) 5 pm; (A and B, right) 2.5 pm; (E, left) 7 pm;

(E, enlarged panels on the right) 2 pm; (F) 3 pm.

whether DDR1 was involved in the invasion of a 3D collagen
gel by linear invadosome-bearing tumor cells. We first dem-
onstrated that MDA-MB-231 cells were able to form linear
invadosomes in a 3D collagen gel (Fig. 8 A). We further used
an invasion assay (Lopez et al., 2005) consisting of a type |
collagen gel polymerized into Boyden chambers. Gels were po-
lymerized at a 1 mg/ml concentration of type I collagen at 37°C
for 1 h. In this condition, cells need proteolysis to invade the gel
according to the study of Wolf et al. (2013). Cells were seeded
on top of the collagen gel and fixed after 1 h and 3 d. We con-
firmed that DDR1 depletion remained constant over the stud-
ied time frame (Fig. 8 B). Using quantitative confocal z-stack
analysis (Fig. 8 C), we found that DDR1 depletion blocked the
cell’s ability to invade the collagen gel. In the control condi-
tion, approximately half of the cells were able to invade the
gel (Fig. 8 D). In contrast, DDR1 down-regulation abolished
cell invasion. Confocal analysis showed that after 3 d, most of

the DDR1-silenced cells remained stacked at the gel surface
and did not enter into the gel (Fig. 8 E). To control that cells
used a proteolysis-dependent mode of migration to invade the
collagen gel, we used an MMP inhibitor, GM6001. We found
that GM6001 totally blocked the cell’s ability to penetrate
the gel, demonstrating the MMP involvement in this process
(Fig. S5, A and B). Consequently, GM6001 treatment abol-
ished the cleaved collagen signal observed in the control con-
dition (Fig. S5 C). As PP2 and nilotinib treatments did not
inhibit type I collagen degradation in 2D (Fig. S4), we also
checked for cell invasion in 3D in these conditions. PP2 treat-
ment did not have an impact on cell invasion, whereas nilotinib
treatment only induced a slight decrease in the cell capacity to
invade the collagen gel (Fig. S5, A and B). These data dem-
onstrate the crucial involvement of DDRI1 in type I collagen
matrix invasion, which we found to be MMP dependent and
Src independent.
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Figure 7. The GEF Tuba is specifically implicated in linear invadosome formation. (A and B) From left to right, MDA-MB-231 and A549 cells were trans-
fected with control (siCT) or two independent Tuba siRNAs (Tuba #1 and #2). Tuba protein expression was analyzed by immunoblotting. GAPDH was
used as a loading control. The graphs show quantification of the percentage of cells able to form linear invadosomes. Error bars represent the SEM (n =
900, three independent experiments; ***, P < 0.001 as compared with the control siRNA condition). (C) MDA-MB-231 cells were treated as in A and
seeded for 4 h on collagen I. Shown are representative confocal images of MDA-MB-231 cells. Tks5 (green) and F-actin (red) are shown. Panels on the
right show enlarged views of the boxed regions. Similar results were obtained with siTuba #2. Tuba extinction decreases the capacity of cells to form linear
invadosomes. (D) MDA-MB-231 cells stably expressing DDR1-GFP were seeded for 4 h on collagen | and fixed. Immunofluorescence with endogenous
Tuba (green) and DDR1-GFP (red) was performed and reveals a colocalization of the GEF Tuba with DDR1. Right panels show enlarged views of the boxed
region. Correlation coefficient of colocalization: DDR1/Tuba r = 0.15 (n = 10). (E) MDA-MB-231 cells were seeded on gelatin (top) or mixed matrix (col-
lagen 1/gelatin) for 24 h and 4 h, respectively, then processed for immunofluorescence staining (cortactin, red; Tuba, green). While Tuba is not present
on classical invadosomes, it colocalizes with cortactin on linear invadosomes. Bars: (C, left) 5 pm; (C, enlarged panels on the right) 2 ym; (D, left) 10 pm;
(D, enlarged panels on the right) 3 pm; (E) 3 pm.
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gel (red), fixed, and processed for immunofluorescence staining (Tks5, green). The z-cut section is shown on the right. The broken line on the left panel corre-
sponds to the focal plane shown in the z-cut section. (B) DDR1 expression in MDA-MB-231 cells transfected with control siRNA (siCT) or two siRNAs targeting
DDR1 (siDDR1 #1 and #2) was monitored 3 d after cell seeding (anti-DDR1 [D1G6]; Cell Signaling Technology). (C-E) MDA-MB-231 cells transfected as in B
were seeded for an invasion assay and allowed to invade the collagen matrix for 1 h or 3 d. Z confocal optical sections were taken. (C) Assays were
quantified by measuring an invasion index. The bar graph represents the ratio of the number of MDA-MB-231 cells penetrating the collagen gel/number
of seeded cells. Data are expressed as mean = SEM (three independent experiments). ***, P < 0.001 as compared with control siRNA (siCT). (D and E)
Representative confocal images of MDA-MB-231 cells transfected with control siRNA (siCT) or siRNA targeting DDR1 seeded on collagen | fibrils. F-actin,
green; collagen | fibrils, red. Images were taken 1 h (leff) or 3 d after seeding (middle and right). Top panels correspond to focal planes whereas bottom
panels represent matched z-cut sections. The broken lines on the bottom panel correspond to focal planes. 1 h after seeding, MDA-MB-231 cells transfected
with control or siDDR1 #1 are on the top of the gel. 3 d later, control MDA-MB-231 cells deeply invaded the collagen plug (D, right), whereas DDR1-
depleted cells were still on the top of the collagen plug (E, right). Bars: (A) 5 pm; (D and E) 50 pm.
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Figure 9. DDR1 controls linear invadosome formation via Tuba-dependent
Cdc42 activation. Schematic representation of linear invadosome architec-
ture and molecular composition. When cells are seeded on fibrillar type |
collagen, DDR1 is activated along the fibrils, leading to the activation of
Cdc42 via Tuba GEF and recruiting classical components of invadopodia
such as N-WASP, cortactin, and scaffold protein Tks5 to form linear in-
vadosomes. Linear invadosomes are able to degrade extracellular matrix

elements via MT1-MMP and MMP2 (Juin et al., 2012).

Tuba

Discussion

This study has revealed the link between the collagen recep-
tor DDR1 associated with the development of metastasis, and
invadosomes, which are protrusive F-actin structures used by
tumor cells to degrade the ECM and promote invasion. Herein,
we confirmed our previous findings showing the importance of
type I collagen fibrils as powerful invadosome inducers (Juin
et al., 2012) and extend them to cancer cells. Most cell types are
able to form linear invadosomes, including endothelial cells, fi-
broblasts, cancer cells, Src-transformed cells (Juin et al., 2012),
or, as shown by another group, megakaryocytes (Schachtner
et al., 2013). We demonstrated that the simple contact of can-
cer cells with type I collagen fibrils can promote formation of
linear invadosomes and consequently activate their capacity
to degrade the ECM. In the case of cancer cells constitutively
exhibiting invadopodia, type I collagen fibrils induced their re-
organization into linear invadosomes, increased the percentage
of cells presenting linear invadosomes as compared with clas-
sical invadopodia, and also increased the capacity of the cells
to degrade the ECM. Owing to their capacity to localize the
degradation machinery along fibrils, linear invadosomes could

JCB « VOLUME 207 « NUMBER 4 « 2014

be implicated in the proteolytic breakdown of the ECM, which
favors invasive migration, either in physiological conditions
such as angiogenesis, or in pathological situations such as can-
cer. Thus, there is a great interest in developing our understand-
ing of the molecular pathways required for the formation and
function of linear invadosomes.

Although integrins are required for the formation and
activity of classical invadosomes (Destaing et al., 2010; Beaty
et al., 2013), we found that they are not necessary for linear
invadosome formation (Juin et al., 2012), thus raising the ques-
tion of the identity of the collagen receptor responsible for their
formation. Four major classes of vertebrate transmembrane re-
ceptors are known to interact directly with the native collagen
triple helix: collagen-binding 31 integrins, DDRs, glycoprotein
VI (GPVI), and leukocyte-associated immunoglobulin-like
receptor-1 (LAIR-1; Hidalgo-Carcedo et al., 2011; Leitinger,
2011). Our own data eliminated 31 integrins (Juin et al., 2012).
Because GPVI is present only on platelets and LAIR-1 on leu-
kocytes, we turned our attention to the DDRs, which are ubig-
uitously expressed.

We found that DDR1 colocalized within linear inva-
dosomes, and, using a RNAi approach, found that it was in-
volved in their formation and in their ability to degrade type I
collagen fibrils. These results establish DDRI1 as the collagen I
receptor required for linear invadosome formation (Fig. 9) and
raise the question of DDR1’s role in classical invadosomes.
We showed that DDRI1 depletion decreased classical inva-
dosome formation and activity. Importantly, the effect of DDR1
on classical invadosomes was observed on gelatin, which is not
known as a DDR1 substrate. Accordingly, we were unable to
colocalize DDR1 with classical invadosomes. However, these
data suggest an involvement of DDR1 in classical invadopodia.
Because DDRI1 controls integrin activation (Xu et al., 2012), it
could modulate invadosome formation and activation directly
or indirectly. Moreover, DDR1 and integrins present common
signaling pathways, which suggests a cooperative action to
form classical invadosomes (Shintani et al., 2008).

Because DDRI1 is an RTK, we investigated the role of
its kinase activity in invadosome formation. We demonstrated,
using nilotinib as an inhibitor as well as blocking antibodies,
that DDRI1 kinase activity is not necessary for the formation
of linear invadosomes. This is in agreement with our previous
observations. Indeed, we found that linear invadosomes al-
ready appear within 10 min of cell seeding on type I collagen,
a kinetic that is not compatible with DDR autophosphoryla-
tion, a slow process requiring >30 min before being detectable
(Shrivastava et al., 1997; Vogel et al., 1997; Juin et al., 2012).
Interestingly, it was previously shown that the role of DDRI1
in promoting collective migration was also independent of its
kinase activity (Hidalgo-Carcedo et al., 2011). In our hands,
the lack of requirement for c-Src activity, demonstrated with
both a pharmacological antagonist and the use of SYF cells,
is also in line with these findings because it was shown that
c-Src was necessary for the full DDR phosphorylation (Dejmek
et al., 2003; Yang et al., 2005). In addition, although c-Src has
been historically associated with invadosomes, our data show
that collagen I-induced invadosomes are independent of c-Src
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activity. Thus, linear invadosomes are the first described c-Src
kinase—independent invadosomes.

How then does DDRI1 signal for invadosome formation?
As the RhoGTPases RhoA, Racl, and Cdc42 have been largely
involved in invadosome formation and organization, we inves-
tigated their role in DDR1-dependent linear invadosome forma-
tion. We clearly showed that only Cdc42 is involved. This is
supported by the drastic effect of Cdc42 silencing, the blockage
of collagen I-induced Cdc42 activation in cells transfected with
DDRI1 siRNAs, and the localization of the active form of Cdc42
(GFP-V12Cdc42 protein and Cdc42 biosensor) at linear inva-
dosomes. Conversely, the GFP-N17Cdc42 dominant-negative
form decreased the cell’s ability to form linear invadosomes on
collagen and did not colocalize with linear invadosomes. Most
invadosome models are controlled and regulated by several
Rho-GTPases. Our results are thus important, as only very few
models have been described so far in which only Cdc42 and not
RhoA or Racl are implicated in invadosome formation. This
specificity of linear invadosomes, together with their restricted
molecular composition, which we reported previously (Juin
et al., 2012), supports the idea that collagen-induced invadosomes
correspond to a minimal form of invadosomes (Di Martino
et al., 2014). Intriguingly, another study showed that overexpres-
sion of tagged forms of DDR1 in MDCK cells decreased Cdc42
activation by collagen (Yeh et al., 2009). The reason for this
discrepancy is unclear, but it may be relevant to explain why
MDCK cells are unable to form linear invadosomes and to de-
grade the ECM upon collagen stimulation (unpublished data).

Altogether, our data demonstrated that collagen I-induced
invadosomes rely on a DDR1, Cdc42-dependent pathway
(Fig. 9). We further identified Tuba as the major Cdc42GEF
involved in linear invadosome formation. Several other Cdc-
42GEFs such as FGD1 or Vavl were shown to be involved
in invadopodia formation (Ayala et al., 2009; Razidlo et al.,
2014), but this is the first demonstration of the involvement of
Tuba. Moreover, Tuba colocalized with DDR1 into linear in-
vadosomes but not with classical invadosomes, which allowed
us to identify Tuba in addition to DDR1 as a specific marker of
linear invadosomes. Tuba is a 177-kD protein containing four
SH3 domains in its N terminus: a central GEF domain, followed
by a BAR domain and two SH3 domains in the C terminus
(Cestra et al., 2005; Xu et al., 2012). The involvement of Tuba is
in line with the involvement of N-WASP in linear invadosomes,
as Tuba was shown to be involved in N-WASP—dependent cy-
toskeletal rearrangements (Salazar et al., 2003; Kovacs et al.,
2006). Though we describe here the involvement of Tuba in
MDA-MB-231 and in A549 cells, it is now clear that each cancer
cell expresses its own pattern of GEFs among the 70 RhoGEFs
in the human genome, (Cook et al., 2014; Razidlo et al., 2014),
which suggests that other GEFs may also be involved in linear
invadosome formation according to the cell type. In addition, the
link between DDR1 and Tuba is probably not direct, as we were
not able to show an interaction between both proteins. Indeed,
other DDR1-interacting proteins could also be involved. For
instance, on one hand several studies have identified DDR1 part-
ners previously linked to the invadosome machinery (Murphy
and Courtneidge, 2011), like PYK2 (Shintani et al., 2008), Nck2

(Koo et al., 2006), and PI3K (Dejmek et al., 2003), whereas oth-
ers found DDR 1-interacting partners that bind DDR1 regardless
of its phosphorylation status, like Syk (Dejmek et al., 2005),
E-cadherin (Hidalgo-Carcedo et al., 2011), and the Par3/Par6 cell
polarity proteins (Hidalgo-Carcedo et al., 2011). Further studies
will tell if these proteins are involved in the role of DDR1 on
linear invadosome formation and activation.

In our study, we confirmed the role of DDRI1 in cell inva-
sion. However, interestingly, we established that inhibition of
Src with PP2 or of DDR1-kinase activity with nilotinib did not
affect drastically type I collagen degradation and cell invasion.
This differs from the findings from other studies showing an
impact of PP2 treatment on cell invasion (Angers-Loustau et al.,
2004). This point could be explained by the conditions used to
perform these assays such as the use of a non—type I collagen
matrix, the collagen source, or the absence of serum starvation.
It is clear that the kinase activity of the receptor is crucial for
DDRI signaling that promotes, for example, cell proliferation.
But we demonstrated here that cells can sense type I fibrils and
start a degradation process independent of its kinase activity
and in the absence of a requirement for c-Src.

Thus, upon contact with type I fibers, DDR1 is able to re-
cruit the actin machinery associated with a strong matrix degra-
dation activity. Although the proteolytic mechanisms used by
linear invadosomes are still being investigated, a recent study
has shown that the Scar homologue (WASH) and the exocyst
complex are involved in delivering MT1-MMP—positive late
endosomes focally to linear invadosomes (Monteiro et al., 2013).
It is well known that MMPs, such as pro-MMP2, can be acti-
vated by the culture of cells on fibrillar collagen I (Azzam and
Thompson, 1992; Ruangpanit et al., 2001) in an MT1-MMP-
dependent manner (Takino et al., 2004). Thus, we propose that
DDRI is the sensor used by tumor cells to interact with fibrillar
collagen I, leading to the organization of invadosomes that con-
centrate the proteolytic machinery of the cells to facilitate inva-
siveness. Because of its capacities to stimulate cell invasion and
its overexpression in different cancers, DDR1 should be a good
target for the prevention of metastasis.

Materials and methods

Antibodies, reagents, and constructs

Nilotinib, anti-Tks5 (rabbit, M-300), anti-DDR1 (rabbit, C-20), anti-GAPDH
(mouse, FL-335), anti-myc (mouse, 9E10), and anti-RhoA (mouse, 26C4) an-
tibodies were purchased from Santa Cruz Biotechnology, Inc. Mouse anti-
DDR1 monoclonal antibodies (1F7, TF10, 3E3, and 5D5) were provided
by B. Leitinger (National Heart and Lung Institute, Imperial College London,
London, England, UK) and produced as described previously (Carafoli et al.,
2012). Mouse anti—B-actin (clone AC-15), anti-tubulin (T6074), and anti-
Flag (clone M2) antibodies were purchased from Sigma-Aldrich. We also
used anti-DDR1 (rabbit, D1G6) from Cell Signaling Technology. Anti-
cortactin (mouse, p80/85), anti-Rac1 (mouse, 23A8), anti-Src CT (rabbit, clone
NL19), anti-phospho-Src (mouse, Tyr416), and anti-phosphotyrosine (mouse,
4G10) antibodies and GM6001 were purchased from EMD Millipore.
Anti-Cdc42 (mouse, clone 44) antibody was purchased from BD. PP2 was
from Abcam. Anti-collagen type | cleavage site antibody (rabbit, Col1 3/4
short C) was purchased from immunoGlobe. Rabbit polyclonal anti-Tuba
antibody was provided by P. De Camilli (Yale University, New Haven, CT;
Salazar et al., 2003; Cestra et al., 2005). Secondary antibodies FluoProbes
488, 547H, and 647H anti-rabbit and anti-mouse antibodies were pur-
chased from Interchim. F-actin was stained with Phalloidin-FluoProbes 647,
547H, 488, or 405 (Interchim). Hoechst 34580 (Invitrogen) was used to
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stain nuclei. To visualize the collagen | network, we labeled 0.4 mg/ml
fibrillar collagen | with 10 pg/ml Alexa Fluor 546 or 647 carboxylic acid
succinimidyl esfer (Invitrogen).

pDDR1-Flag construct was provided by M. Bendeck (Laboratory
Medicine and Pathobiology, University of Toronto, Toronto, Ontario, Canada).
Human DDR1 full length fused to flag sequence was cloned in pcDNA3.1/
Zeo (—) using EcoRI-BamHI cloning sites, placed under the control of a
cytomegalovirus (CMV) promoter. pEGFP-Cdc42 WT, pEGFP-V12Cdc42,
myc-V12-Cdc42, and pEGFP-N17Cdc42 have been described previously
(Moreau et al., 2003). GFP-Cdc42-tagged constructs were cloned in
pEGFP-C1 using Bglll-Kpnl cloning sites and placed under the control of a
CMV promoter. plVX-EF1a-DDR1-acGFP was constructed from pcDNA
3.1/ze0-DDR1-myc (provided by G.D. Longmore, ICCE Institute, Wash-
ington University School of Medicine, St. Louis, MO; Zhang et al., 2013)
by subcloning DDR1 full length under the control of an EF1a promoter into
PLVX-EF1a-acGFP-N1 (Takara Bio Inc.) using Afel and BamHI restriction
sites. pRaichu-Cdc42 was provided by M. Matsuda (Graduate School
of Biostudies, Kyoto University, Kyoto, Japan; Aoki and Matsuda, 2009).
pRaichu-Cdc42 was derived from the pPCAGGS eukaryotic expression vec-
tor and encoded a chimeric protein, Raichu-Cdc42. plifeact-mRuby lentivi-
ral vector was obtained by subcloning LifeackmRuby from pmRFPRuby-Lifeact,
provided by R. Wedlich-Soeldner (Max Planck Institute of Biochemistry,
Martinsried, Germany; Ried! et al., 2010), using Bglll and Spel restriction
sites in pRRLsin-MND-MCS-WPRE lentiviral plasmid, placed under the con-
trol of an MND promoter. pTks5-GFP was provided by S.A. Courtneidge
(Sanford-Burnham Medical Research Institute, La Jolla, CA). Human Tks5
was cloned in pcDNA3.1/Zeo (—) using Xhol-Kpn | cloning sites, placed
under the control of a CMV promoter.

Cell culture

MDA-MB-231 cells (human breast cancer cell line) were from American
Type Culture Collection and were maintained in L-15 medium and Glutamax-
(Invitrogen) supplemented with 10% fetal calf serum and 100 U/ml penicil-
lin-streptomycin (Invitrogen). A549 (human lung adenocarcinoma cell line)
were from Sigma-Aldrich, provided by F. Delom (INSERM, Bordeaux, France),
and SYF and SYF c-Src fibroblasts were from A. Wiedmann (INRA Val de
Loire, Tours, France; Klinghoffer et al., 1999). Huhé cells (human hepato-
blastoma cell line) were provided by C. Perret (Cochin Institute, Paris,
France). A549 and SYF cell lines were cultured in Dulbecco’s modified Ea-
gle’s medium with 4.5 g/liter glucose Glutamax (Invitrogen) supplemented
with 10% fetal calf serum (Pan Biotech GmbH) and 100 U/ml penicillin—
streptomycin (Invitrogen). The Huh6 cell line was cultured in Dulbecco’s
modified Eagle’s medium with 1 g/liter glucose Glutamax-l (Invitrogen)
supplemented as with A549 cells.

Transfections and infections
SiRNA oligonucleotides (100 nM) were transfected with Lipofectamine
RNAiMax (Invitrogen) according to the manufacturer’s instructions. The siRNA
sequences for human DDR1 were as follows. DDR1 #1, 5'-GAAUGU-
CGCUUCCGGCGUGUU-3’;DDR1#2,5'-GAGCGUCUGUCUGCGGG-
UAUU-3" according to published sequences (Hidalgo-Carcedo et al., 2011).
DDR1 #3 (SI05130706; QIAGEN) targets the 3’ UTR of DDR1T mRNA. The
antisense strand siRNA was targeted against GTPases using the 2 1-nucleotide
sequences 5'-AAGAAGTCAGCATTTCTGTC-3' for hRhoA #1, 5'-AAGTTCT-
TAATTTGCTTTTCC-3' for hRac1 #1, and 5-AAGATAACTCACCACTGTCCA-3’
for hCdc42 #1 according to published sequences (Deroanne et al., 2003);
5"-AAGGAGATTGGTGCTGTAAAA3’ for hRacl #2 as previously pub-
lished (Grise et al., 2012); and 5'-AGGTGGATGGAAAGCAGGTA-3’
for hRhoA #2 and 5'-GAGATGACCCCTCTACTATIG-3' for hCdc42 #2.
A control siRNA targeted against luciferase (CT) 5-CGTACGCGGAATAC-
TICGA-3' was purchased from Eurofins MWG Operon, Inc. siRNAs used
for the GEF screen were purchased from QIAGEN and are referenced in
Table S1. The second siRNA sequence for human Tuba was as follows: Tuba
#2, 5-GAGCUUGAGGGAACAUACAAGAUUU-3', as previously published
(Rajabian et al., 2009). For transient transfection of MDA-MB-231 cells,
the Amaxa Nucleofector kit V (Amaxa Inc.), JET PRIME (PolyPlus; Ozyme),
or Lipofectamine 2000 (Invitrogen) was used according to the manufacturer’s
instructions. 5 pg of DNA was added per well of a six-well plate. Cells were
allowed to grow 24 h after transfection before use.

For the rescue experiment, cells were transfected with siRNA DDR1
#3 to silence endogenous DDR1 as described in the same paragraph.
2 d after, siRNA DDR1-expressing cells were infected with lentivirus par-
ticles expressing DDR1-GFP at a multiplicity of infection of 2.5 and selected
using puromycin antibiotic at a concentration of 1 pg/ml. The rescue was
observed comparing the proportion of cells able to form linear invadosomes
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in cells receiving siRNA control to siRNA DDR1 only and siRNA DDR1 +
DDR1-GFP. To generate the MDA-MB-231 cell line stably expressing Life-
act-mRuby, cells were transduced at a multiplicity of infection of 10.

Cdc42 activity assay

To detect GTP-active bound Cdc42, MDA-MB-231 transfected with CT or
DDR1 #1 siRNA were cultured for 2 h on type | collagen fibrils or overnight
on plastic. 50 pg of protein was subjected using the G-LISA Cdc42 Activa-
tion Assay Biochem kit (Cytoskeleton, Inc.) according to the manufacturer’s
instructions.

Gelatin degradation assay

Coverslips were coated with Oregon green gelatin (Invitrogen), fixed with
0.5% glutaraldehyde (Electron Microscopy Sciences), and washed three
times with PBS (Invitrogen). Cells were seeded on coated coverslips and in-
cubated overnight before fixation and staining.

Immunofluorescence and imaging

Cells were fixed with 4% paraformaldehyde, pH 7.2, for 10 min, permea-
bilized with 0.2% Triton X-100 for 10 min, and incubated with various an-
tibodies. Cells were imaged with an SP5 confocal microscope (Leica) using
a 63x/NA 1.4 Plan Neofluor objective lens. To prevent contamination be-
tween fluorochromes, each channel was imaged sequentially using the
multitrack recording module before merging.

Collagen polymerization, linear invadosome quantification,

and collagen degradation

Collagen polymerization and linear invadosome quantifications were made
as described previously (Juin et al., 2012). In brief, collagen was diluted at
0.5 mg/ml in DPBS 1x, then polymerized for 4 h at 37°C before cell seed-
ing. Cells were seeded for 4 h on collagen before fixation. Confocal images
of isolated cells were obtained using an SP5 confocal microscope (Leical)
using a 63x/NA 1.4 Plan NeoFluor objective lens. Cell surface area was
measured upon phalloidin staining, and Tks5 staining was used as a marker
for linear invadosomes. We used a custom macro (macros 1-3, available as
supplemental files) with Image) software (W. Rasband, National Institutes of
Health) that allowed measurement of all required parameters of linear inva-
dosomes: number, size (using the Feret diameter, the longest distance be-
tween any two points), and area (A.U.). Collagen degradation using the
anti—collagen type | cleavage site antibody (rabbit, Col1 3/4 short C) was
done using a custom macro (see supplemental files) with Image).

SHG imaging of collagen fibers and quantification

The SHG imaging system consists of a confocal TCS SP2 scanning head
(Leica) mounted on an inverted microscope (DMIRE2; Leica) and equipped
with a MAITAI femtosecond laser (Spectra Physics). A 10x dry objective lens
(NA 0.4; Leica) was used for applying an 820-nm excitation to the sample.
The SHG signal was collected in the forward direction using the condenser
(ST, NA = 0.9-1.4; Leica), and the two-photon-excited fluorescence (TPEF)
was epi-collected in the backward direction. IRSP 715 band-pass and 410-nm
infrared (IR) filters (10-nm full width at half-maximum [FWHM]) were placed
before the photomultiplier tube.

All image analysis was performed with the Image) software, using a
custom macro (see supplemental files). For collagen quantification, SHG
images were thresholded and the mean pixel numbers corresponding to
collagen were converted fo square micrometers, multiplying by a factor of
8.583 and taking into account the point spread function of the objective.
For cell counts, the TPEF images were thresholded and watersheded before
performing the “Analyze Particles” function.

Invasion assay

The invasion assay was adapted from Lopez et al. (2005). 1 mg/ml type |
rat tail collagen (BD) was used. Costar Transwell inserts (8-ym pore; Corn-
ing) and gels were allowed to polymerize at 37°C for 1 h. Collagen gel
matrices were then hydrated with DMEM (Life Technologies) supplemented
with 50% fetal bovine serum (Biomedia) for 4 h. Cells were washed twice in
serum-ree medium, trypsinized, counted, placed in the upper chamber of the
Transwell insert, and allowed to invade for the indicated time points. After
invasion, the Transwell inserts were removed from the plate and the quantity
of invading cells into the gel matrix was determined by F-actin staining.

Western blotting and immunoprecipitation

Cells were lysed in radio-immunoprecipitation assay buffer (25 mM Tris
HCl, pH 7.5, 150 mM NaCl, 1% IGEPAL, 1% sodium deoxycholate, and
0.1% SDS), sonicated, incubated at 95°C for 5 min, and loaded onto a
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10% or 12% SDS-PAGE gel. Proteins were blotted onto a nitrocellulose mem-
brane (Sigma-Aldrich), blocked with 5% bovine serum albumin, and probed
with primary antibody overnight. Membranes were then washed and incu-
bated with the corresponding secondary antibody, and signals were ac-
quired and quantified with the Odyssey system (L-FCOR Biosciences).

Biosensor assay and FRET analysis

Raichu-Cdc42 biosensor was used for FRET imaging to measure Cdc42
activity (Aoki and Matsuda, 2009). MDA-MB-231 cells transfected with the
biosensor were plated in p-Dish 35 mm, high glass bottom plates (Ibidi)
coated with type | collagen. 2 h later, living cells were imaged using an in-
verted microscope (TE Eclipse; Nikon) equipped with a motorized heated
and COy-regulated incubator. Images were taken using a Nikon 100x
Plan-Apochromat VC 1.4 oil objective lens and captured with an EM
charge-coupled device (CCD) camera (C9100-13, ImagEM; Hamamatsu
Photonics) controlled by the MetaMorph 7.0 software. A ratio image of
YPF/CFP was created to represent FRET efficiency, which correlated with
the activities of the G proteins. Pseudocolored ratio images were gener-
ated from images of CFP and FRET channels, as described previously
(Hodgson et al., 2006). For quantification, the frequency of colocalization
between active probe and collagen | fibrils was observed and presented
as the number of cells presenting active probe on collagen | fibrils per num-
ber of cells observed (two independent experiments).

Video microscopy

MDA-MB-231 cells stably expressing LifeactmRuby were transfected with
pTks5-GFP construction. The next day after transfection, cells were plated
on 14-mm glass-bottom dishes, No. 1.5 thickness (MatTek) before being
coated with 633 fluorescent collagen type I. Cells were imaged 2 h after
seeding, with or without PP2 in DMEM 4.5 g/liter glucose, Hepes, no phe-
nol red, and 10% fetal calf serum at 37°C without CO,. A picture was
taken every 4 min for 1 h with a confocal microscope (SP5; Leica).

Colocalization quantification

For colocalization quantification, we used Co-localization Finder Version
1.2 from C. Laummonerie and J. Mutterer (Institut de Biologie Moleculaire
des Plantes, Strasbourg, France) on Image] version 1.48. Results were pre-
sented as the mean of 10 fields quantified.

Statistical tests

Data were reported as the mean = SEM of at least three experiments. Sta-
tistical significance (P < 0.05 or less) was determined using a paired test
or analysis of variance (ANOVA) as appropriate and performed with
GraphPad Prism software (GraphPad Software).

Online supplemental material

Fig. S1 demonstrates the impact of type | collagen fibrils on cell degradation
activity and confirms the DDR1 localization with linear invadosomes. Fig. S2
reveals DDR1 involvement in linear invadosome formation in A549 cells
and shows a rescue experiment on cells depleted for DDR1 and infected
with DDR1-GFP. Fig. S3 describes the DDR1 role in classical invadosome
formation and activity. Figs. S4 and S5 demonstrate that the role of DDR1 in
collagen degradation and cell invasion is MMP dependent but Src indepen-
dent. Table S1 contains the list of siRNAs tested to screen for GEFs involved
in linear invadosome formation. Video 1 shows the dynamics of Tks5-GFP
and F-actin on MDA-MB-231 cells seeded on labeled type | collagen fibrils.
Image) macros 1 and 2 were used to defermine the number and the size of
linear invadosomes per cell and collagen degradation. Image) macro3 was
used to quantify SHG signal. Online supplemental material is available at
http://www.jcb.org/cgi/content/full /jcb.201404079/DC1.
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Figure S1. Collagen | promotes a matrix degradation increase and DDR1 localization at linear invadosomes. (A) Collagen | increases the degradation activ-
ity of cells. MDA-MB-231 cells were seeded for 24 h on gelatin or on a mixed gelatin/collagen | matrix. Shown are representative confocal images of gelatin
(gray) after degradation. The bar graph shows quantification of the gelatin degradation. Values are expressed as mean + SEM of three independent experi-
ments (n = 30 fields). ****, P < 0.0001. (B and C) DDR1 localizes at linear invadosomes. A549 (B) and MDA-MB-231 (C) cells were cultured for 4 h on
collagen |, fixed with MetOH, and processed for immunofluorescence staining. DDR1 (green; anti-DDR1, 1F10) colocalizes with B-actin (red). Right panels
show enlarged views of the boxed regions. Bars: (A) 50 pym; (B and C, left) 5 pm; (B and C, right) 2 pm.
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Figure S2. DDR1 is required for linear invadosome formation in A549 cells, and its rescue restores cell capacity to form linear invadosomes. (A) A549
cells were transfected with control siRNA (siCT) or two independent siRNAs targeted against DDR1 (siDDR1 #1 and siDDR1 #2). DDR1 depletion was ana-
lyzed by immunoblotting (anti-DDR1 [D1G6]; Cell Signaling Technology). Tubulin was used as a loading control. (B and C) Cells treated as in A were
seeded for 4 h on collagen |, fixed, and stained for Tks5 (green) and F-actin (red). The bar graph (B) represents the percentage of cells presenting linear in-
vadosomes. Data are mean + SEM (n > 500, three independent experiments). ***, P < 0.001 as compared with the control (siCT) condition. (C) Represen-
tative confocal images of A549 cells. DDR1 depletion severely impairs linear invadosome formation in A549 cells. (D and E) Rescue experiment.
MDA-MB-231 cells were transfected with control siRNA (siCT) or siDDR1 #3. 2 d after transfection, cells were infected with lentiviruses expressing DDR1-
GFP to rescue DDR1 activity. Cells were seeded for 4 h on collagen | and processed for immunofluorescence stainings. The bar graph represents the per-
centage of cells able to form linear invadosomes. Error bars represent the SEM (n = 900; three independent experiments; ***, P < 0.001 as compared
with the control [siCT] condition; ***, P < 0.001 as compared with the si DDR1 #3 + DDR1-GFP condition). Shown are confocal images of cells stained
for F-actin (red, top), Tks5 (green; top), DDR1-GFP (red, bottom), or Tks5 (green, bottom). Panels on the right show enlarged views of the boxed regions.
Bars: (C) 5 pm; (E, left) 10 pm; (E, magnified panels on the right) 3 pm.
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images of degraded gelatin area. The bar graph represents quantification of degradation area per nuclei (A.U., arbitrary units). Error bars represent the
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(C) Huh6 cells were transfected as in A, seeded for 24 h on fluorescent gelatin matrix, and processed for immunofluorescence staining (F-actin; red). The
bar graph on the right represents quantification of the percentage of Huh6 cells presenting invadopodia. Error bars represent the SEM (n = 900 cells, three
independent experiments; ***, P < 0.001 as compared with the control condition). (D) Huh6 cells were treated as in A and seeded for 24 h on fluorescent
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Figure S4. The impact of metalloprotease, DDR1 activity, and Src inhibitors on degradation of collagen I. (A) MDA-MB-231 cells were treated with 5 pM
GM6001, 1 pM nilotinib (1 h of pretreatment with this inhibitor), or 5 pM PP2 and seeded for 4 h on collagen I. Cells were fixed and stained with an anti—
collagen type | cleavage site (Col1 3/4 C) antibody. The bar graph represents the quantification of the degraded collagen area per cell (A.U., arbitrary
units). Error bars represent the SEM (n = 90 fields, three independent experiments; ***, P < 0.001 as compared with the control condition [DMSO treat-
ment]). (B) Shown are cells treated as in A with GM6001 (cleaved collagen, green; F-actin, gray). Bar, 20 pm.
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Figure S5. The effect of metalloprotease, Src, and DDR1 kinase activity inhibitors on cell invasion in a 3D collagen matrix. (A) MDA-MB-231 cells were
seeded on the top of a 3D collagen gel labeled with 546-succinimidyl-ester (red). Indicated drugs were added 1 h after seeding and cells were incubated
for 3 d, fixed, and processed for immunofluorescence staining (F-actin, green). Top panels, upper view of the gel; middle panels, inside view; bottom pan-
els, zcut. From left to right: DMSO+reated cells (control, vehicle), GM6001 5 pM, PP2 5 pM, and nilotinib 1 pM. (B) Quantification of the cell invasion
index of the experiment described in A. The bar graph represents the ratio of the number of MDA-MB-231 cells penetrating the collagen gel/number of
cells seeded. Data are expressed as mean = SEM (three independent experiments). ***, P < 0.001; *, P < 0.05 as compared with the control condition
(DMSQ). (C) MDA-MB-231 cells were seeded on a 3D collagen gel labeled with 546-succinimidyl-ester (red), as in A, treated with DMSO (control) or
GM6001 and processed for immunofluorescence staining (cleaved collagen, green). Shown are representative confocal images of the inside view (top)
and the z-cut (bottom). Note that in the control condition, the cleaved collagen staining shows the path generated by the cells inside the collagen gel (visible
on the z-cut), whereas no signal is found upon MMP inhibition. Bars, 50 pm.
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Table S1.  List of siRNA tested to screen for GEFs involved in linear invadosome formation
siRNA use  NCBI gene symbol Gene description siRNA target sequence 5'-3’ Origin
GEF screen ARHGEF37 Rho GEF 37 SI03205825 QIAGEN
ARHGEF38 Rho GEF 38 SI00396781 QIAGEN
ARHGEF4 Rho GEF 4 SI00110411 QIAGEN
ARHGEF9 Cdc42 GEF 9 SI04138498 QIAGEN
DNMBP #1 Dynamin binding protein (Tuba) S104220237 QIAGEN
DNMBP #2 Dynamin binding protein (Tuba) GAGCUUGAGGGAACAUACAAGAUUU  Eurofins MWG Operon, Inc.
FARP2 FERM, RhoGEF, and pleckstrin domain protein 2 S100384769 QIAGEN
FARP2 FERM, RhoGEF, and pleckstrin domain protein 2 S104332370 QIAGEN
FGD1 FYVE, RhoGEF, and PH domain containing 1 SI00386568 QIAGEN
FGD1 FYVE, RhoGEF, and PH domain containing 1 SI05044494 QIAGEN
FGD2 FYVE, RhoGEF, and PH domain containing 2 SI00386603 QIAGEN
FGD3 FYVE, RhoGEF, and PH domain containing 3 S104211130 QIAGEN
FGD4 FYVE, RhoGEF, and PH domain containing 4 SI00386652 QIAGEN
ITSN1 Intersectin 1 (SH3 domain protein) SI04161136 QIAGEN
ITSN1 Intersectin 1 (SH3 domain protein) SI05030865 QIAGEN
ITSN2 Intersectin 2 SI00086779 QIAGEN
PLEKHG2 Pleckstrin homology domain containing, family G S100686910 QIAGEN
(with RhoGef domain) member 2
SPATA13 Spermatogenesis associated 13 S104177103 QIAGEN
Others DDR1 #1 DDR1 GAAUGUCGCUUCCGGCGUGUU Eurofins MWG Operon, Inc.
DDR1 #2 DDR1 GAGCGUCUGUCUGCGGGUAUU Eurofins MWG Operon, Inc.
DDR1 #3 DDR1 SI05130706 QIAGEN
CDC42 #1 Cell division control protein 42 homologue AAGATAACTCACCACTGTCCA Eurofins MWG Operon, Inc.
CDC42 #2 Cell division control protein 42 homologue GAGATGACCCCTCTACTATTG Eurofins MWG Operon, Inc.
RACT #1 Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1 AAGTTCTTAATTTGCTTTTCC Eurofins MWG Operon, Inc.
RACT #2 Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1 AAGGAGATTGGTGCTGTAAAA Eurofins MWG Operon, Inc.
RHOA #1 Ras homolog gene family, member A AAGAAGTCAGCATTTCTGTC Eurofins MWG Operon, Inc.
RHOA #2 Ras homolog gene family, member A AGGTGGATGGAAAGCAGGTA Eurofins MWG Operon, Inc.
Gl2 Luciferase CGTACGCGGAATACTTCGA Eurofins MWG Operon, Inc.

Video 1.

Localization and dynamics of Tks5-GFP and F-actin on MDA-MB-231 cells seeded on labeled type | collagen fibrils.
MDA-MB-231 cells constitutively expressing plifeactmRuby (red) and transfected with Tks5-GFP (green) were seeded on type
| collagen fibrils labeled with 633-succinimidyl-ester (gray). Images were analyzed by time-lapse confocal microscopy using a
laser-scanning confocal microscope (SP5 confocal microscope; Leica). Frames were taken every 4 min for 2 h.

Imaged macros 1 and 2 were used to determine the humber and the size of linear invadosomes per cell

and collagen degradation.

Imaged macro 3 was used to quantify SHG signal.

All three files are available as a ZIP file.
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