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Le peptide NFL-TBS.40-63 

issu des neurofilaments : 

agent thérapeutique et outil de ciblage des cellules de 

glioblastome et des cellules souches neurales. 

 

 

Résumé 

 

Des travaux menés au laboratoire sur la biologie des neurofilaments et sur leurs interactions 

avec les autres constituants du cytosquelette ont montré, sur différents filaments 

intermédiaires, des sites de fixation de la tubuline libre TBS (« tubulin-binding site »). Parmi 

les peptides synthétisés correspondants à ces séquences, le peptide NFL-TBS.40-63 issu de la 

sous-unité légère des neurofilaments (NFL) a révélé in vitro et in vivo des propriétés de 

ciblage et une action anti-tumorale sur des cellules de glioblastome, tumeur cérébrale la plus 

fréquente et la plus agressive, pour laquelle l’efficacité des traitements actuels reste très 

limitée. δ’intérêt thérapeutique de ce peptide est renforcé par le fait qu’il entre peu et qu’il n’a 

pas d’effet cytotoxique dans des cellules saines (astrocytes, neurones).  

Les travaux présentés dans cette thèse décrivent les mécanismes d’entrée du peptide NFδ-

TBS.40-63 dans les cellules de glioblastome, pour mieux comprendre sa sélectivité. Sa 

spécificité d’action dans ces cellules a été complétée en analysant les effets du peptide sur 

l’organisation et la fonction des mitochondries. Enfin, nous montrons que le peptide cible des 

cellules souches neurales, qui pourraient être à l’origine du développement des glioblastomes, 

et qui pourraient  servir d’outil thérapeutique dans de nombreuses pathologies cérébrales, 

telles que des lésions traumatiques et des maladies neurodégénératives. 

Ces travaux indiquent que le peptide NFL-TBS.40-63 représente un outil prometteur dans 

la stratégie thérapeutique des glioblastomes. Il peut aussi permettre de cibler les cellules 

souches neurales pour développer de nouveaux traitements des pathologies cérébrales.  

 

 

Mots clés 

peptide pénétrant ; cytosquelette ; glioblastome ; cellules souches neurales ; ciblage 



 

4 

The neurofilament-derived 

peptide NFL-TBS.40-63 : 

therapeutic tool and targeting of glioblastoma cells 

and neural stem cells. 

 

 

Abstract 

 

In the laboratory, investigations on neurofilament biology and on their interactions with 

other cytoskeleton components showed tubulin-binding sites (TBS) on different intermediate 

filaments. Among the synthesized peptide corresponding to these sequences, the NFL-

TBS.40-63 peptide derived from the neurofilament light subunit (NFL), revealed in vitro and 

in vivo targeting properties and anti-tumour effect on glioblastoma cells, the most frequent 

and aggressive brain tumour, for which current treatments show very limited effects. The 

therapeutic value of this peptide is reinforced by its lower uptake and the lack of a major 

cytotoxic effect in healthy cells (astrocytes, neurons).  

Works in this thesis describe the uptake mechanisms of the NFL-TBS.40-63 peptide in 

glioblastoma cells, to better understand its selective internalization. Its specific action on 

glioblastoma cells has been completed by the analysis of the peptide effects on the 

mitochondrial organization and function. Finally, we show that the peptide targets neural stem 

cells, which could be at the origin of glioblastoma, and serve as a therapeutic tool in several 

brain diseases, such as traumatic injuries and neurodegenerative diseases. 

Altogether these works indicate that this NFL-TBS.40-63 peptide is a promising tool for 

therapeutic strategies of glioblastoma. It can also target neural stem cells in order to develop 

new treatments for various brain disorders. 
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ABREVIATIONS 
 

 

ADP :  adénosine di-phosphate 

Akt :  protéine kinase B 

AMS :  atrophie multisystématisée 

Ara-C :  cytosine-ȕ-D-arabinofuranoside 

ATP :  adénosine tri-phosphate 

BDNF :  “brain-derived neurotrophic factor” 

BMP :  “bone morphogenetic protein” 

CBTRUS :  “Central Brain Tumor Registry of the United States” 

CDK4/6 :  “cyclin-dependent kinase ζ/θ” 

CMT :  Charcot-Marie-Tooth 

CNTF :  “ciliary neurotrophic factor” 

COX4 :  cytochrome c oxydase 4 

CPP :  “cell-penetrating peptide” 

CSN :  cellule souche neurale 

CYCS :  “cytochrome c somatic”  

DCX :  doublecortine 

DG :  “dentate gyrus” 

DiD :  1,1’-dioctadecyl-γ,γ,γ’,γ’-tetramethylindodicarbocyanine 

EB1/3 :  “end-binding 1/γ” 

EGF(R) :  “epidermal growth factor (receptor)” 

ESC :  “embryonic stem cell” 

FCS :  fluide cérébrospinal 

FGF :  “fibroblast growth factor” 

FI :  filament intermédiaire 

FIS1 :  gène codant pour la protéine “mitochondrial fission 1” 

FITC :  “fluorescein isothiocyanate” 

Ȗ-TuRC :  “Ȗ-tubulin ring complex” 

GAN :  “giant axonal neuropathy” 

GDNF :  “glial cell line-derived neurotrophic factor” 

GFAP :  “glial fibrillary acidic protein” 
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GLP-1 :  “glucagon-like peptide-1” 

GPMV :  “giant plasma membrane vesicle” 

GTP :  guanosine tri-phosphate 

HGF :  “hepatocyte growth factor” 

Hsp27 :  “heat shock protein βι” 

HSPG :  héparane sulfate protéglycane 

IDH :  isocitrate déshydrogénase 

IFAP :  “intermediate filament-associated protein” 

IFN-Ȗ :  interferon-gamma 

iPS :  “induced pluripotent stem” 

IRM :  imagerie par résonance magnétique 

LIF :  “leukemia inhibitory factor” 

LIS1 :  “lissencephaly-1” 

LNC :  “lipidic nanocapsule” 

lncRNA :  “long non-coding RNA” 

LUV :  “ large unilamellar vesicle” 

MAP :  “microtubule-associated protein” 

MAPK :  “mitogen-activated protein kinase” 

MARK :  “microtubule affinity regulating kinase” 

MBD :  “methyl-CpG-binding domain” 

MDM2 :  “murine double minute β” 

MF :  microfilament 

MFN2 :  mytofusine 2 

MGMT :  “Oθ-methylguanine-DNA methyltransferase” 

miRNA :  microARN 

MT :  microtubule 

MTOC :  “microtubule-organizing factor” 

mTOR :  “mammalian target of rapamycin” 

NF :  neurofilament 

NFH :  “neurofilament heavy (high molecular weight neurofilament subunit)” 

NFL :  “neurofilament light (low molecular weight neurofilament subunit)” 

NFM :  “neurofilament medium (medium molecular weight neurofilament subunit)” 

NFT :  “neurofibrillary tangles” 

NGF :  “nerve growth factor” 

NIFID :  “neuronal intermediate filament inclusion disease” 
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NRF-1 :  “nuclear respiratory factor-1” 

PDGF(R) :  “platelet-derived growth factor (receptor)” 

PECAM :  “platelet endothelial cell adhesion molecule” 

PEDF :  “pigment epihelium-derived factor” 

PEG :  “polyethylene glycol” 

PIP2 / PIP3 :  phosphatidylinositol bi-phosphate / tri-phosphate 

PI3K :  phosphatidylinositol 3-kinase 

+TIP :  “plus-end-tracking proteins” 

pRB :  protéine du rétinoblastome 

PTEN :  “phosphatase and TENsin homolog” 

PSA-NCAM :  “polysialylated-neural cell adhesion molecule” 

PSP :  paralysie supranucléaire progressive 

RTK :  récepteur tyrosine kinase 

SDHB :  sous-unité B du complexe II succinate déshydrogénase 

shh :  “sonic hedgehog” 

siRNA :  “small interfering RNA” 

SLA :  sclérose latérale amytrophique 

SOD1 :  “superoxide dismutase 1” 

SVZ :  “sub-ventricular zone” 

TAT :  “trans-activator of transcription” 

TERT :  “telomerase reverse transcriptase” 

TBS :  “tubulin-binding site” 

TNF-α :  “tumor necrosis factor-alpha” 

VDAC :  canal ionique voltage-dépendant 

VEGF(R) :  “vascular endothelial growth factor (receptor)” 

VIH :  virus de l’immunodéficience humaine 
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Chapitre 1 : Le cytosquelette 

 

1.1. Généralités 

 

 Le cytosquelette est une structure intracellulaire organisée en un réseau filamenteux 

dense et dynamique. Il est constitué de trois composants interconnectés : les microfilaments 

(MF), les microtubules (MT) et les filaments intermédiaires (FI) (Figure 1). Les MF et les 

MT sont exprimés de façon ubiquitaires dans l'organisme, alors que les FI sont tissu-

spécifiques. 

 

 Le cytosquelette est impliqué dans de nombreuses fonctions, telles que le maintien de la 

forme de la cellule, les mouvements cellulaires, les déplacements des organites, ou encore la 

séparation des chromosomes lors de la division cellulaire. Dans les neurones, les éléments du 

cytosquelette sont plus abondants. Ils participent notamment au guidage axonal et au transport 

des organites dans les prolongements neuronaux (axone et dendrites). 

 

 

Figure 1 : Organisation et structure des différents constituants du cytosquelette. 

(http://www.yellowtang.org/images/three_protein_fi_be_c_la_784.jpg; 

Copyright © 2001 by Harcourt, Inc. All rights reserved.) 

http://www.yellowtang.org/images/three_protein_fi_be_c_la_784.jpg
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1.2. Microfilaments 

 

 Les MF sont les plus petits éléments du cytosquelette, avec un diamètre d'environ 6 nm, 

et se présentent sous la forme d'une double hélice. Ils sont constitués de monomères d'actine, 

une protéine très abondante dans l'ensemble des cellules, d'environ 43 kDa, qui existe sous 

trois isoformes (α, β et Ȗ). Alors que les actines β et Ȗ sont exprimées de façon ubiquitaire et 

en abondance dans le tissu nerveux, l’α-actine est spécifiquement exprimée dans les cellules 

musculaires. Une fois polymérisée sous forme de microfilaments, l'actine globulaire (actine 

G) prend le nom d'actine fibrillaire (actine F) (Korn, 1982 ; Carlier, 1991).  

 

1.2.1. Assemblage et dynamique des microfilaments 

 

 L'actine G possède un site de fixation de l'ATP (adénosine tri-phosphate) qui la rend 

active. La formation d'un microfilament débute par la nucléation d'actine G-ATP, puis par la 

polymérisation d'actine G-ATP via un mécanisme d'élongation. Progressivement, l'ATP est 

hydrolysée en ADP (adénosine di-phosphate) au sein des actines F qui sont libérées et rendues 

de nouveau disponibles dans le cytoplasme sous forme globulaire. Les microfilaments 

acquièrent un état stationnaire sous forme polarisée, avec une polymérisation de l'actine G 

plus rapide à l'extrémité positive et lente au niveau de l'extrémité négative, caractérisant une 

polymérisation par un phénomène de « tapis roulant » ou « treadmilling » (Figure 2) (Korn, 

1982 ; Carlier, 1991).  

 

 

Figure 2 : Formation des microfilaments par différentes étapes de polymérisation de l’actine (A) 

puis par le phénomène de « tapis roulant » ou « treadmilling » (B).  

(modifiée d’après la source : Université de Laval, Canada) 
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1.2.2. Fonctions des microfilaments 

 

Dans le système nerveux, les MF sont les principaux composants du cytosquelette 

membranaire, et sont notamment en abondance au niveau des terminaisons pré-synaptiques, 

des épines dendritiques, ou encore des cônes de croissance dans les neurones (Figure 3). Ils 

jouent de multiples fonctions, telles que la distribution des protéines membranaires, axonales 

ou dendritiques, ainsi que la morphologie, les mouvements et les déplacements des cellules. 

Les MF participent également à la formation des filopodes et des lamellipodes, essentiels à la 

migration cellulaire, à la motilité du cône de croissance et à la myélinisation (Sobue, 1993). 

 

 

 

 

 

 

(modifiée d’après la Figure 8-5de : Siegel GJ, Agranoff BW, Albers RW, et al., Basic Neurochemistry: 

εolecular, Cellular and εedical Aspects, Philadelphia, “Lippincott-Raven”, θth edition, 1999) 
 

 

1.2.3. Protéines et drogues associées aux microfilaments 

 

De nombreuses protéines associées aux MF ont été décrites dans le système nerveux. Ces 

protéines permettent de réguler la polymérisation des MF, et leur organisation en réseau dans 

la cellule, comme des protéines de fragmentation ADF/Cofilin, qui contrôlent l’assemblage 

des MF (Sarmiere et Bamburg, 2004). La fimbrine (ou plastine), est une protéine de 

réticulation des MF qui joue un rôle dans la différenciation neuronale et dans la motilité du 

cône de croissance (Shinomiya, β01β). δ’association de la « debrin » aux MF est impliquée 

dans la morphogenèse neuronale et dans la structure et le maintien des épines dendritiques 

(Shirao, 1995). Une protéine de réticulation, Arp2/3, contribue à la formation des filopodes 

dans les neurones (Korobova et Svitkina, 2008).  

 

Des drogues des MF, comme la cytochalasine D et la phalloïdine, capables de fixer l’actine 

et d’altérer sa dynamique, ont permis d’étudier le rôle des MF dans les processus biologiques 

et les mécanismes de la polymérisation de l’actine. δa cytochalasine D déstabilise les εF en 

bloquant la polymérisation, tandis que la phalloïdine bloque la dépolymérisation et stabilise 

les MF (Cooper, 1987). 

Figure 3 : Organisation 

des éléments du 

cytosquelette dans le 

cône de croissance. 

 

http://www.lww.com/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Shinomiya%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22262972
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1.3. Microtubules 

 

 Les MT sont les plus gros éléments du cytosquelette, avec un diamètre d'environ 25 nm, et 

se présentent sous la forme d'un tube creux polarisé et constitué de 13 protofilamens linéaires, 

eux-mêmes formés d'hétérodimères de tubulines α et ȕ, d’environ η0 kDa chacune. Après 

nucléation, les MT, qui sont des structures dynamiques, subissent un cycle de 

polymérisation/dépolymérisation. 

 

1.3.1. Assemblage et dynamique des microtubules 

 

 δ’assemblage des εT commence au niveau du centre organisateur des MT (MTOC) 

souvent localisé proche du noyau. Le MTOC est caractérisé par deux centrioles, composées 

de différentes sous-unités de tubulines (α, ȕ, Ȗ, į et İ), entourées d’un milieu péri-centriolaire, 

et sur lesquelles repose le centrosome. Le complexe protéique du centrosome, appelé « Ȗ-

TuRC » (« Ȗ-tubulin ring complex »), est essentiellement composé de Ȗ-tubuline, et sert de 

gabarit pour la formation des εT. Des dimères de tubulines α et ȕ libres s’ajoutent au niveau 

du centrosome pour former les protofilaments qui s’assemblent entre eux pour former un MT. 

Ce point d’ancrage constitue l’extrémité (-) du MT, alors que la polymérisation se fait au 

niveau de l’extrémité (+) (Figure 4A). 

 

 La dynamique des MT est caractérisée par des cycles rapides de 

polymérisation/dépolymérisation, qui est liée à l’activité GTPase (guanosine tri-phosphatase) 

de la ȕ-tubuline. Sur les εT, les hétérodimères αȕ sont toujours orientés avec la tubuline ȕ 

vers l’extrémité (+).  δa fixation de GTP (guanosine tri-phosphate) favorise la polymérisation 

des MT, qui portent alors une coiffe de GTP favorisant leur croissance. δ’hydrolyse du GTP 

se fait au cœur des εT. En revanche lorsque le GTP est hydrolysé à l’extrémité positive, les 

MT sont rendus instables et se dépolymérisent. Le passage de polymérisation à 

dépolymérisation est appelé « catastrophe », et, pour le phénomène inverse, « sauvetage » 

(Figure 4B) (Müller-Reichert et al., 1998 ; Conde et Cãceres, 2009). 
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Figure 4 : Dynamique des microtubules : (A) Assemblage des microtubules au niveau du MTOC. 

(B) Cycle de polymérisation et dépolymérisation des MT (Conde et Cãceres, 2009). 

(http://www.studyblue.com/notes/note/n/chapter-9-the-cytoskeleton-9a/deck/2301475) 

http://www.studyblue.com/notes/note/n/chapter-9-the-cytoskeleton-9a/deck/2301475
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1.3.2. Différents isotypes de tubulines 

 

δes tubulines α et ȕ qui constituent les εT appartiennent à une superfamille de 7 membres, 

aux fonctions et expressions différentes selon les cellules, qui regroupe les tubulines α, ȕ, Ȗ, į, 

İ, ȗ, Ș, ș et Ț. Contrairement aux tubulines α, ȕ et Ȗ, les autres tubulines ne sont pas retrouvées 

chez tous les eucaryotes. 

δes tubulines į, İ, et Ș sont impliquées dans l’organisation et la fonction des centrioles et 

des centrosomes. En revanche, la localisation et le rôle des tubulines ȗ, ș et Ț, seulement 

identifiées chez les protistes Trypanosoma brucei (ȗ-tubuline) et Paramesium tetraurelia (ș et 

Ț-tubulines), n’ont pas encore été étudiés (Dutcher, 2001 et 2003). 

Pour les sous-unités α, ȕ et Ȗ, il existe plusieurs isotypes qui diffèrent selon le domaine C-

terminal, et dont l’expression varie en fonction de la localisation tissulaire et cellulaire, et en 

fonction du développement (Tableau 1) (Khodiyar et al., 2007 ; Leandro-Garcίa et al., β010).  

 

Tableau 1 : Isotypes des tubulines α, ȕ et Ȗ, et gènes codant. 

Sous-unité Isotype Classe Gène 
Localisation 

chromosomique 
Gene ID 

Tubuline α 

alpha 1A Ia TUBA1A 12q13.12 7846 

alpha 1B Ib TUBA1B 12q13.12 10376 

alpha 1C Ic TUBA1C 12q13.12 84790 

alpha 3C IIIc TUBA3C 13q12.11 7278 

alpha 3D IIId TUBA3D 2q21.1 113457 

alpha 3E IIIe TUBA3E 2q21.1 112714 

alpha 4A IVa TUBA4A 2q35 7277 

alpha 8 VIII TUBA8 22q11.1 51807 

Tubuline ȕ 

beta I TUBB 6p21.33 203068 

beta 2A IIa TUBB2A 6p25 7280 

beta 2B IIb TUBB2B 6p25 347733 

beta 3 III  TUBB3 16q24.3 10381 

beta 4A IVa TUBB4A 19p13.3 10382 

beta 4B IVb TUBB4B 9q34 10383 

beta 6 V TUBB6 18p11.21 84617 

beta 1 VI TUBB1 20q13.32 81027 

beta 8 VIII TUBB8 10p15.3 347688 

Tubuline Ȗ 
gamma 1 I TUBG1 17q21 7283 

gamma 2 II TUBG2 17q21 27175 

 

 

L’expression des tubulines beta, beta-4B et beta-6 est ubiquitaire, alors que beta-1 est 

spécifique des cellules hématopoïétiques. Dans le tissu cérébral, les tubulines beta-2A/B, 

beta-3, beta-4A/B, alpha-1A/B/C, alpha-4A et alpha-8 sont fortement exprimées (Fukushima 

et al., 2009 ; Leandro-Garcίa et al., β010). δ’expression des différents isotypes de tubuline ȕ 

est souvent altérée dans la plupart des tissus tumoraux, avec une surexpression de TUBB3 

(III), et à l’inverse une sous-expression de TUBB6 (V) (Katsetos et al., 2003 ; Leandro-Garcίa 

et al., 2010).  



 

22 

1.3.3. Modifications post-translationnelles 

 

 Plusieurs modifications post-translationnelles ont été identifiées sur les dimères de 

tubulines α et ȕ, telles que la phosphorylation, l’ubiquitylation, la sumoylation, la 

palmitoylation, l’acétylation, la détyrosination, la polyglutamylation, ou encore la 

polyglycylation (Tableau 2). Ces modifications apparaissent après la polymérisation, et 

diversifient ainsi la surface externe et la surface luminale des MT. Les modifications post-

translationnelles génèrent ainsi un « code » qui peut être « lu » par des facteurs interagissant 

avec les MT, et qui régule les fonctions des MT. 

 

Tableau 2 : Modifications post-translationnelles de la tubuline 

(d’après Redeker, β010 ; Wloga et Gaertig, 2010). 

Modifications 

post-

translationnelles 

Structure Description 

Sous-

unité Sites 

 

Phosphorylation 

   

Ajout d’un groupement 
phosphate 

 

αȕ 
Ser444, Tyr437, Ser441, 

Ser172 

 
 

Acétylation 

 

 

 

Ajout d’un groupement 
acétyle sur l’α-tubuline 

en N-terminal 

 

α 
Lys40, Lys60, Lys112, 

Lys163, Lys164, Lys311, 

Lys326, Lys370, Lys394, 

Lys401, Lys 58 

 
Détyrosination 

  

Suppression d’une 
tyrosine en C-terminal 

 

α (en C-terminal) 

 

∆β 

 
  

Suppression de l’avant-
dernier glutamate de 

l’α-tubuline détyrosinée 

 

α 
(en C-terminal) 

 

(Poly) 
Glutamylation 

 

 
 

Ajout d’un ou plusieurs 
glutamates (jusqu’à 1β 

ou 20) formant des 

chaînes latérales  

 

 

αȕ 

Glu445, Glu443, 445, 

Glu441, Glu435, Glu438, 

Glu433 

 

(Poly) 
Glycylation 

 

 
 

Ajout d’une ou plusieurs 
glycines (jusqu’à γ0 ou 
40) formant des chaînes 

latérales 

 

 

αȕ Glu445, Glu437 

 

Palmitoylation 

  

Ajout de palmitate sur 

l’α-tubuline 

 

αȕ Cys376 

 

Sumoylation 
 

 

Protéine SUMO (« small 

ubiquitin-like modifier ») 

d’une centaine d’acides 
aminés 

Ajout de protéines 

SUMO sur une lysine 

 

α 
n.d. 

 

Ubiquitylation 

 

Protéine ubiquitine de 76 

acides aminés 
Ajout d’ubiquitines sur 

une lysine 

 

α n.d. 

n.d.: non défini 
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 Toutes ces modifications, à l’exception de l’acétylation, ont lieu sur les domaines C-

terminaux des sous-unités α et ȕ. La distribution et le rôle des modifications des MT par 

phosphorylation, ubiquitylation, sumoylation et palmitoylation sont peu connus. En revanche, 

les autres modifications post-translationnelles, qui sont schématisées sur la figure 5, sont 

mieux caractérisées, et sont impliquées dans la régulation de la dynamique et de la stabilité 

des MT, et dans l’interaction d’autres protéines avec les εT (Wloga et Gaertig, 2010 ; Janke 

et Bulinski, 2011).   

 

 Des aberrations dans la distribution des modifications post-translationnelles pourraient 

directement ou indirectement conduire à diverses pathologies. Dans le cas de cancers par 

exemple, il a été mis en évidence une augmentation du taux de tubulines détyrosinées et 

polyglutamylées (Mialhe et al., 2001 ; Soucek et al., 2006). Des taux élevés de modifications 

post-translationnelles de la ȕIII-tubuline, par phosphorylation et glycosylation, sont associés à 

la chimiorésistance de certaines cellules tumorales (Cicchillitti et al., 2008). 

 

 

 

Figure 5 : Modifications post-translationnelles des dimères de tubulines α et ȕ sur leur 

domaine C-terminal (à l’exception de l’acétylation de l’α-tubuline sur le domaine N-

terminal). Les modifications par polyglycylation et polyglutamylation peuvent concerner à la 

fois l’α-tubuline et la ȕ-tubuline (Janke et Bulinski, 2011). 
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1.3.4. Protéines associées aux microtubules 

 

 Les protéines associées aux MT, ou MAP (« Microtubule-Associated Proteins »), 

représentent une grande famille de protéines, exprimées dans la région péricentriolaire et dans 

le cytoplasme pour interagir avec les extrémités (+) ou (-), ou le long des MT. Ces protéines 

regroupent les MAP structurales et motrices, dont l’interaction et l’activité dépend de leur état 

de phosphorylation et des modifications post-translationnelles des MT (Janke et Bulinski, 

2011 ; Sirajuddin et al., 2014).  

 

 Les MAP structurales interagissent avec les MT pour stabiliser et faciliter leur assemblage. 

Elles regroupent les MAP1A, MAP1B, MAP2, MAP4 et tau. Les MAP sont exprimées de 

façon asymétrique dans les neurones matures, et la protéine tau est préférentiellement 

exprimée dans les axones pour réguler le transport axonal. δ’interaction des εAP avec les 

MT dépend de leur état de phosphorylation. δes kinases régulant l’affinité au εT (ou 

MARK) sont des kinases sérine/thréonine qui phosphorylent les MAP sur leur domaine de 

fixation à la tubuline. La phosphorylation des MAP réduit leur interaction avec les MT et 

augmente la dynamique de ces derniers. Une altération de la phosphorylation ou de 

l’expression des εAP peut être impliquée dans certaines pathologies. Par exemple, la 

protéine tau est hyperphosphorylée et retrouvée sous forme d’agrégats dans la maladie 

d’Alzheimer (Binder et al., 1985 ; Drewes et al., 1998 ; Halpain et Dehmelt, 2006 ; Conde et 

Cãceres, 2009).  

 

 Le transport de molécules le long des MT est assuré par deux types de MAP motrices, les 

kinésines et les dynéines, qui se déplacent le long des MT grâce à leur activité ATPase 

(adénosine tri-phosphatase). Couplées à l’ATP, ces protéines motrices se fixent fortement aux 

MT, alors que l’hydrolyse de l’ATP entraine leur détachement. Les kinésines permettent un 

transport vers l’extrémité (+) des εT (transport antérograde), et inversement les dynéines 

assurent un transport vers l’extrémité (-) des MT (transport rétrograde) (Kull et Endow, 2002 ; 

Roberts et al., 2013).   

 

 D’autres protéines s’associent aux εT pour réguler leur dynamique. Il a été identifié des 

protéines localisées à l’extrémité (+) des εT (ou protéines +TIP, pour « plus-end-tracking 

proteins »), comme les protéines EB1 et EB3 (« end-binding 1 et 3 »), LIS1  (« lissencephaly-

1 »), ou la doublecortine (DCX) qui jouent un rôle important dans la formation des axones. 
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Des protéines de dissociation (katanine, spastine) et des protéines de déstabilisation des MT 

(stathmine) ont également été mises en évidence (Conde et Cãceres, 2009). 

 

1.3.5. Fonctions des microtubules 

 

 Les MT sont impliqués dans plusieurs processus cellulaires, du fait de leur organisation 

étendue dans l’ensemble du cytoplasme et de leur instabilité dynamique. Les MT participent à 

la division, la migration, la forme et la polarité des cellules, ainsi qu’au transport et à la 

localisation des différents organites intracellulaires.   

 

  Lors de la migration cellulaire, le rôle des MT sur la polarité des cellules et la capacité de 

ces derniers à s’orienter dans le sens de migration, sont des propriétés importantes pour 

moduler la motilité cellulaire. Les MT ont également des rôles opposés dans la régulation des 

adhérences cellulaires, en jouant sur leur formation et leur désassemblage. Les intégrines 

transportées par les εT et l’activation de Rac dépendante des εT favorisent la formation de 

nouveaux contacts focaux. A l’inverse lorsque les MT transportent des protéases, comme les 

métalloprotéases, l’interaction des intégrines avec la matrice extracellulaire est altérée et 

réduit ainsi les contacts focaux (Etienne-Manneville, 2013). 

 

 Dans les neurones, les MT jouent un rôle important dans la croissance et le maintien des 

neurites, avec une organisation différente entre les dendrites et l’axone. Les dendrites 

reçoivent des informations d’autres cellules tandis que les axones permettent de transmettre 

un signal à une autre cellule. Ces différences expliquent l’organisation distincte des εT dans 

ces deux structures neuronales, notamment par l’orientation des εT qui est uniforme dans les 

axones avec l’extrémité (+) vers la pointe de l’axone, alors qu’elle est hétérogène dans les 

dendrites. La composition en MAP est également différente, avec une expression majoritaire 

de MAP2 dans les dendrites et de tau dans les axones. Enfin, certains organites retrouvés dans 

les dendrites, comme le réticulum endoplasmique, l’appareil de Golgi et des polyribosomes, 

sont absents dans les axones (Conde et Cãceres, 2009). 

 

 Lors de la division cellulaire, la réorganisation des MT est indispensable pour former le 

fuseau mitotique qui est composé des MT kinétochoriens, polaires et astraux, à partir des 

centrosomes situés de part et d’autre de la cellule. δes extrémités (+) des εT interagissent 

avec les kinétochores, la région centromérique de chaque chromatide (Figure 6). Cette 

réorganisation des εT permet d’assurer, grâce à des protéines motrices et des protéines 
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associées aux εT, l’alignement et la séparation des chromosomes durant respectivement les 

phases de métaphase et d’anaphase (Walczak et Heald, 2008 ; Meunier et Vernos, 2012). Le 

caractère hautement dynamique de cette structure indispensable à la mitose, fait des MT une 

cible majeure dans le développement de thérapies anti-cancéreuses. 

 

 

Figure 6 : Composants clés du fuseau mitotique (Walczak et Heald, 2008). 

 

 

1.3.6. Drogues des microtubules 

 

Essentiels à la division cellulaire, les εT sont la cible d’agents anti-cancéreux, capables de 

les stabiliser ou de les déstabiliser. Ces agents, aux propriétés antimitotiques, sont classés en 5 

groupes selon leur site de fixation sur la tubuline. Les agents déstabilisant les MT sont les 

vinca-alkaloïdes et la colchicine, alors que ceux stabilisant les MT regroupent les taxanes, les 

épothilones et la laulimalide (Tableau 3). Les agents déstabilisant les MT favorisent la 

dépolymérisation et empêchent la polymérisation des dimères de tubulines α/ȕ, alors que les 

agents stabilisant les εT ont l’effet inverse.  

 

Bien que ces agents soient des candidats prometteurs dans le traitement de divers cancers, 

des limites s’opposent à leur efficacité, comme leur faible solubilité, leur sévère toxicité, et 

leur pharmaco-résistance (Liu et al., 2014). 
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 Tableau 3 : Les principaux agents ciblant la tubuline (modifié d’après Liu et al., 2014). 
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1.4. Filaments intermédiaires 

 

Les filaments intermédiaires (FI) sont tissu-spécifiques et ont un diamètre intermédiaire 

entre les MF et les MT, d’environ 10 nm. Ceux sont les constituants majeurs du cytosquelette, 

qui contrairement aux deux autres structures polarisées du cytosquelette, ont une forme non-

polarisée, lisse et flexible. Les FI diffèrent également des MF et des MT par leurs structures 

primaires et leurs tailles variables (Szeverenyi et al., 2008). 

 

1.4.1. Différents types de filaments intermédiaires 

 

 Les FI représentent un groupe hétérogène de protéines codées par 70 gènes différents dans 

le génome humain, et sont classés en θ types selon leur séquence, et leur profil d’expression 

cellulaire. Les types I et II sont les kératines (dans les cellules épithéliales), le type III 

regroupe des FI mésodermiques (la desmine dans les cellules musculaires, la GFAP (« glial 

fibrillary acidic protein ») dans les cellules gliales, la périphérine dans des cellules 

neuronales, et la vimentine dans les cellules mésenchymateuses, endothéliales et 

hematopoïétiques). Les FI de type IV, tels que les neurofilaments (NF), la nestine, la 

synémine, et l’α-internexine, sont des protéines essentiellement exprimées dans les cellules 

nerveuses. Les FI spécifiques du cristallin, la filensine et la phakinine, appartiennent au type 

VI. Enfin, les laminines qui constituent le type V sont présentes dans toutes les cellules et sont 

exclusivement intranucléaire, contrairement aux autres FI cytoplasmiques qui sont tissu-

spécifiques (Szeverenyi et al., 2008). 

 

  Les FI sont exprimés différemment pendant le développement embryonnaire, en raison 

de voies de différenciation et de fonctions tissu-spécifiques bien distinctes (Herrmann et al., 

2009). Par exemple, la nestine et la vimentine sont exprimées tôt pendant le développement 

embryonnaire, alors que les neurofilaments apparaissent plus tard et sont associés à la 

différenciation neuronale (Cochard et Paulin, 1984 ; Lendahl et al., 1990 ; Nixon et Shea, 

1992). 

 

 Des altérations dans l’expression des FI, hautement tissu-spécifiques et essentiels aux 

fonctions cellulaires, sont responsables d’au moins ιβ pathologies humaines répertoriées par 

Szeverenyi et collaborateurs en 2008 dans une base de données, intitulée « Human 

Intermediate Filament Database » (HIFD) (Szeverenyi et al., 2008). 
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1.4.2. Structure et assemblage des filaments intermédiaires 

 

Contrairement aux MF et aux MT qui sont composés de protéines globulaires, les FI sont 

fibrillaires. Ils sont composés d’une région centrale α-hélicoïdale très conservée, constituée de 

quatre sous-domaines (1A, 1B, 2A et 2B) reliés par des « linkers » (L1, L12 et L2), et qui 

contient en général entre 300 et 330 acides aminés. Ce domaine central est entouré des 

domaines N et C-terminaux dont la taille est variable et plus flexible, selon les différents types 

de FI cytoplasmiques (Figure 7).   

 

 

Figure 7 : Structure des filaments intermédiaires (Snider et Omary, 2014). 

 

 

δ’assemblage des FI commence par l’association spiralée et parallèle de monomères via 

leur région centrale α-hélicoïdale, pour former des dimères qui s’associent de façon 

antiparallèle et décalée, constituant ainsi les tétramères. Ces derniers s’unissent en 

protofilaments pour former les FI (Figure 8). δ’assemblage des FI peut se faire in vitro de 

façon hiérarchique et en absence de source d’énergie (ATP ou GTP), contrairement aux autres 

structures du cytosquelette (MT et MF) (Herrmann et al., 2009).  

 

 

Figure 8 : Assemblage des filaments intermédiaires (modifiée d’après : Figure 1θ-16 de  Alberts B, 

Johnson A, Lewis J, et al., 2002. The Self-Assembly and Dynamic Structure of Cytoskeletal Filaments, 

Molecular Biology of the Cell. 4th edition. New York: Garland Science). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK26862/
http://www.garlandscience.com/textbooks/0815341059.asp
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1.4.3. Modifications post-traductionnelles 

 

 Les modifications post-traductionnelles qui touchent les FI, et qui incluent la 

phosphorylation, la glycosylation, la sumoylation, l’acétylation, ou encore la prénylation, 

jouent un rôle central en régulant les propriétés fonctionnelles des FI (Figure 9). 

 

 Le rôle principal de la phosphorylation des FI est de faciliter leur réorganisation et de 

favoriser leur solubilité, qui est essentielle pour le maintien de leur dynamique structurelle. 

Dans les neurones par exemple, la phosphorylation des neurofilaments permet d’augmenter la 

stabilité et le calibre des axones, et diminue la vitesse du transport axonal. δ’organisation et la 

solubilité des FI sont aussi régulées par la sumoylation. 

 

 δes interactions des FI cytoplasmiques avec d’autres protéines sont modulées par 

phosphorylation et glycosylation, alors que l’interaction des FI nucléaires (lamines) avec la 

membrane nucléaire est régulée par farnésylation. 

 

 En réponse à des changements métaboliques, les propriétés des FI peuvent être modulées 

par acétylation de résidus lysine, et par glycosylation (dont les cibles les plus connues sont les 

kératines, la vimentine et les neurofilaments). 

 

 Chez l’Homme, de nombreuses pathologies sont associées à des altérations des 

modifications post-traductionnelles des FI, comme par exemple l’hyper-phosphorylation des 

neurofilaments qui est impliquée dans plusieurs maladies neurodégénératives (Snider et 

Omary, 2014).  

 

 

 

Figure 9 : Modifications post-traductionnelles ciblant les différents domaines des filaments 

intermédiaires. AcLys : acétylation de la lysine ; C : caspase clivage ; F : farnésylation ; Gly : 

O-linked glycosylation ; P : phosphorylation; SUMO : sumoylation; T : transamidation; Ub : 

ubiquitylation  (Snider et Omary, 2014). 
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1.4.4. Fonctions des filaments intermédiaires  

 

 Les FI, dont l’organisation est hautement dynamique, jouent un rôle essentiel dans le 

maintien de l’intégrité mécanique et la morphologie des cellules, grâce à leur interaction avec 

les autres éléments du cytosquelette. Ils sont également impliqués dans la croissance cellulaire 

et la distribution des organites dans la cellule, notamment celle des mitochondries. Les FI 

participent à la régulation de la morphologie, de la fusion et du transport des mitochondries 

dans les cellules, en interagissant avec des molécules responsables de la plasticité du réseau 

mitochondrial (Nekrasova et al., 2011 ; Gentil et al., 2012).  

 

 Les FI sont aussi impliqués dans la réponse au stress. Les cellules sont en effet confrontées 

à divers types de stress (stress mécanique, métabolique, osmotique,…) auxquels les FI 

peuvent répondre différemment (inclusions, sur-expression ou réorganisation des FI). 

  

 En interagissant avec les desmosomes au niveau de la membrane plasmique, les FI 

participent à l’ancrage des cellules à la matrice extracellulaire et aux autres cellules. δes 

lamines, qui sont nucléaires, servent de maintien à l’enveloppe nucléaire. 

 

 δ’émergence de mutations des FI a également permis de mettre en évidence leurs fonctions 

physiologiques spécifiques d’un type cellulaire. δes symptômes des maladies 

épidermolytiques sont causés par des mutations de la kératine. Des mutations de la desmine et 

de la laminine sont responsables de dystrophies musculaires et de cardiomyopathies. 

(Herrmann et al., 2007 ; Chung et al., 2013 ; Snider et Omary, 2014). 

 

 Contrairement aux autres structures du cytosquelette, aucune drogue ne peut fixer 

spécifiquement les FI (Snider et Omary, 2014). 

 

1.4.5. Protéines associées aux filaments intermédiaires 

 

 δ’interaction des FI avec les deux autres structures du cytosquelette et avec les organites 

est coordonnée par des protéines associées aux FI, ou IFAP (« intermediate filament-

associated proteins »). Les IFAP regroupent des protéines d’ancrage et de liaison (Tableau 

4), des protéines chaperonnes, des enzymes, des récepteurs, ainsi que des protéines 

adaptatrices et motrices. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nekrasova%20OE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21562225


 

32 

 δ’interaction des lamines avec des IFAP est nécessaire à l’organisation des FI, mais est 

aussi impliquée dans la régulation de la transcription et de la prolifération cellulaire (Green et 

al., 2005). 

  

 

Tableau 4 : Principales protéines associées aux filaments intermédiaires (IFAP). 

 

 

 

Fonctions Protéine

Poids 

moléculaire 

(kDa)

Interaction 

avec les FI
Localisation cellulaire Références

Plectine 190

kératines, 

desmine, 

GFAP, 

périphérine, 

vimentine, NF

Desmosomes, 

hémidesmosomes, contacts 

focaux, costamères et 

disques Z

Wiche et al., 1983 ; Hermann 

et Wiche, 1987

Desmoplakines 

I et II

332 (I) et      

260 (II)

kératines, 

desmine, 

vimentine

Constituants majeurs des 

desmosomes et au niveau 

des jonctions endothéliales 

spécialisées.

Skerrow et Matoltsy, 1974; 

Schmelz et Franke, 1993

BPAG1-e 230

kératines, 

périphérine, 

NF

Hémidesmosomes Westgate et al., 1985

Envoplakine 210 kératines Desmosomes Ruhrberg et al., 1996

Periplakine 195
kératines, 

vimentine
Desmosomes

Ruhrberg et al., 1997; 

Kazerounian et al., 2002

Epiplakine 450
kératines, 

vimentine
Desmosomes

Fujiwara et al., 2001;         

Jang et al., 2005

Plakoglobine 83 kératines
Desmosomes et jonctions 

adhérentes

Knudsen et Wheelock, 1992; 

Smith et Fuchs, 1998 

Plakophilines    

1, 2 et 3
75, 100 et 87

kératines, 

vimentine, 

desmine

Desmosomes
Hofmann et al., 2000;         

Neuber et al., 2010 

Pinine 140 kératines Desmosomes Ouyang et Sugrue, 1996

Spectrine 260
desmine, 

vimentine, NF

Surface interne des 

membranes

Langley et Cohen, 1986 et 

1987

4.1R 80
α-internexine, 

NF

Membranes post-

synaptiques
Scott et al., 2001

Filaggrine 37 kératines
Grains de kératohyalines des 

kératinocytes (couche 

granuleuse)

Sandilands et al., 2009

Trichohyaline 248
kératines 

(cheveux)

 Gaine interne de la racine du 

follicule pileux
Lee et al., 1993

Calponine 33 desmine
Corps denses des cellules 

musculaires lisses
Mabuchi et al., 1997

Fimbrine       

(ou plastine)
68 vimentine

Podosomes, filopodes, fibres 

de stress (pour l'adhérence 

cellulaire

Correia et al., 1999

Nebuline 600-900 desmine Disques Z Bang et al., 2002

Alpha-actinine 100 synémine Disques Z Bellin et al., 1999

P
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 d
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n
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e
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1.4.6. Les filaments intermédiaires du système nerveux central 

 

 Dans les cellules du système nerveux central, plusieurs FI sont exprimés selon le 

développement et la localisation des cellules, tels que la GFAP et la vimentine (de type III), la 

nestine, l’α-internexine, la synémine, et les NF (de type IV). 

 

1.4.6.1. Les neurofilaments 

 

Dans les neurones adultes, les NF sont les FI les plus abondants. Ils sont composés de 

trois sous-unités, légère, moyenne et lourde (NFL (68 kDa), NFM (160 kDa) et NFH (205 

kDa), respectivement) (Figure 10). Chez l’Homme, les gènes codant pour NFδ et NFε 

(NEFL et NEFM) sont étroitement liés sur le chromosome 8 (8p21), alors que le gène codant 

pour NFH (NEFH) est localisé sur le chromosome ββ (ββq1β.β). δ’expression des trois sous-

unités des NF est régulée pendant le développement du système nerveux, et est 

spécifiquement associée à la différenciation neuronale. Après formation des axones, NFL est 

la première sous-unité à être exprimée, avec l’α-internexine et la périphérine, puis est 

rapidement suivie de l’expression de NFε. Après la synaptogenèse, l’expression de NFH est 

associée à une augmentation de l’expression de NFδ et NFε (Carden et al., 19κι ; Nixon et 

Shea, 1992). 

 

Après leur synthèse dans le corps cellulaire des neurones matures, l’assemblage des sous-

unités des NF débute par la dimérisation de NFL, avec NFM ou NFH, au niveau des domaines 

centraux. Puis la polymérisation des NF se poursuit par la formation de tétramères 

antiparallèles et de protofilaments qui s’unissent pour former un NF, comme présenté 

précédemment (Figure 8) (Czosnek et al., 1980 ; Heins et al., 1993). Les domaines C-

terminaux de NFM et NFH se projettent latéralement par rapport au NF, pour interagir avec 

d’autres éléments du cytosquelette, des organites ou des protéines, et ainsi permettre la 

stabilisation du réseau de NF (Figure 11) (Hirokawa et al., 1984). 

 

Comme tous les FI, les NF subissent des modifications post-traductionnelles, notamment 

par phosphorylation ou glycosylation (Figure 10). δ’état de phosphorylation des NF permet 

de réguler leur assemblage, leur interaction avec les MT et permet de contrôler la vitesse du 

transport axonal et le calibre des axones (Sihag et al., 2007). La glycosylation des NF régule 

leur stabilité, leur localisation cellulaire et les interactions protéiques (Slawson et Hart, 2003). 
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 Figure 10 : Représentation schématique des différentes sous-unités des neurofilaments (NFL, 

NFM et NFH), chez la souris, le rat et l’Homme (source : Perrot et al., 2008). 

 

 

 Figure 11 : Neurofilaments : (A) Assemblage des trois sous-unités des neurofilaments. (B) 

Réseau de neurofilaments axonaux et leurs ponts transversaux, observés en microscopie 

électronique (modifiées d’après les sources : Nixon et Sihag, 1991 ; Hirokawa et al., 1984). 
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Les NF sont les constituants majeurs des cellules du système nerveux et plus 

particulièrement des neurones dans lesquels ils jouent de multiples rôles. Les NF sont 

essentiels à la croissance et au maintien du calibre des axones. Chez un modèle de souris 

transgéniques NFH-LacZ, qui expriment une protéine de fusion NFH-ȕ-galactosidase, les NF 

sont sous forme d’agrégats dans le péricaryon, et induisent une réduction de η0% du calibre 

des axones (Eyer et Peterson, 1994).  En favorisant la croissance axonale, les NF régulent 

également la conduction axonale, en augmentant la vitesse de l’influx nerveux, et en 

contrôlant la longueur entre les nœuds de Ranvier (Perrot et al., β00ι).  

 

Des mutations et une accumulation anormale des NF, dans le corps cellulaire et ou les 

axones, sont associées à de multiples pathologies humaines neurodégénératives, dans 

lesquelles la dynamique du cytosquelette des axones et le transport axonal peuvent être 

affectés (Figure 12).  

 

 

Figure 12 : Agrégation de neurofilaments dans le corps cellulaire d’un neurone dans des 

conditions pathologiques, comparé à un neurone normal (Yuan et al., 2012). 

 

 

1.4.6.2.  La GFAP 

 

 La GFAP (50 kDa) est le principal FI des astrocytes, en plus de la vimentine, de la nestine 

et de la synémine. Elle est codée chez l’Homme par le gène GFAP localisé sur le chromosome 

17 (17q21). Le domaine central de la GFAP est plus court (environ 35 acides aminés) et 

contient moins d’acides aminés basiques (arginine) et acides (acide glutamique) que les autres 

FI de type III (Szeverenyi et al., 2008). 

 

 La GFAP est le FI majeur des astrocytes matures. Pendant le développement 

embryonnaire, l’expression initiale de la GFAP commence dans la glie radiaire au niveau de 

la zone ventriculaire, où sont aussi exprimées la vimentine et la nestine. Après formation de la 

zone sous-ventriculaire, les progéniteurs continuent d’exprimer la GFAP jusqu’à l’âge adulte, 

alors que dans la zone ventriculaire l’expression de la GFAP disparaît avant la naissance. Son 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18033728?ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum
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expression augmente pendant la maturation et la différenciation des progéniteurs tandis que 

celle de la vimentine et de la nestine diminue dans la plupart des astrocytes. Chez l’Homme, 

l’expression de la GFAP augmente progressivement avec l’âge. δ’expression augmente 

fortement lorsque les astrocytes s’élargissent, signes d’une réaction astrocytaire due à des 

lésions cérébrales et à une neurodégénérescence associées au vieillissement.  

 

 Comme tous les FI, la GFAP peut subir plusieurs modifications post-translationnelles. Il a 

été identifié 6 sites de phosphorylation (Thr7, Ser8, Ser13, Ser1 et Ser 34) sur le domaine 

central et un site de phosphorylation sur le domaine C-terminal, qui régulent l’assemblage de 

la GFAP et sa redistribution pendant le cycle cellulaire. La glycosylation a également été 

décrite comme pouvant influencer la structure et les propriétés de la GFAP. 

 

 Différentes sous-populations d’astrocytes ont été identifiées et classées selon leur 

expression spatio-temporelle et selon l’expression spécifique d’isotypes de GFAP, qui 

diffèrent par leur domaine C-terminal. Chez l’Homme, 8 isotypes ont été identifiés : GFAPα, 

GFAPį, GFAPț, GFAP∆1γη, GFAP∆1θζ et GFAP∆exonθ (Figure 13). 

 

 

Figure 13 : Structure des différents isotypes de GFAP 

(d’après εiddeldorp et Hol, β011). 

 

 A part la GFAPα, les autres isotypes sont incapables de s’auto-assembler. Les formes les 

plus étudiées sont la GFAPα, l’isotype prédominant, et la GFAPį qui est exprimée de façon 

spécifique par les astrocytes de la zone sous-ventriculaire, qui sont qualifiés de cellules 

souches neurales dans le cerveau adulte. Cet isotype est également exprimé au niveau du flux 

rostral migratoire et des bulbes olfactifs, deux régions qui font partir de la voie neurogénique 

mise en évidence dans le cerveau de rongeurs. Les gliomes, tumeurs cérébrales dérivant 

d’astrocytes et qui se développent souvent à proximité de régions neurogènes, expriment aussi 

la GFAPį. Dans une autre niche neurogène, au niveau du canal épendymaire de la moelle 
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épinière, les astrocytes bordant ce canal expriment la GFAPį, qui serait donc caractéristique 

de cellules souches ou progéniteurs. 

 

 δa GFAP comme d’autres FI jouent un rôle dans de multiples processus cellulaires au sein 

du système nerveux central, comme la motilité/migration, la prolifération, le trafic vésiculaire, 

l’autophagie, les interactions et les échanges entre astrocytes et neurones (croissance 

neuronale, plasticité synaptique, myélinisation, métabolisme glutamate-glutamine), l’intégrité 

de la barrière hémato-encéphalique, ou encore la neuroprotection (Middeldorp et Hol, 2011 ; 

Thomsen et al., 2013). 

 

1.4.6.3.  La nestine  

 

 La nestine (177 kDa) est codée par le gène NES identique chez la souris, le rat et l’Homme. 

Elle est caractérisée par un domaine N-terminal très court (8 acides aminés) et un domaine C-

terminal long (1308 acides aminés) qui est la cible de phosphorylation, notamment sur le 

résidu Thr316 (Figure 14) (Szeverenyi et al., 2008 ; Gilyarov, 2008). Le court domaine N-

terminal ne permet pas à la nestine seule de former des filaments. δ’assemblage de la nestine 

se fait avec d’autres FI, comme la vimentine et l’α-internexine. Sur le domaine C-terminal, un 

faible taux de phosphorylation est associé à l’assemblage des filaments, alors qu’un taux élevé 

est lié au désassemblage des filaments, comme pendant la mitose. Le domaine C-terminal 

participe également aux interactions de la nestine avec les autres constituants du 

cytosquelette, qui peuvent être altérées par phosphorylation sur des résidus sérine. La nestine 

stabilise ainsi la structure cellulaire et participe à la dynamique intracellulaire, notamment 

dans le cas de cellules en migration ou qui se divisent (Gilyarov, 2008). 

 

 

Figure 14 : Structure de la nestine (d’après Szeverenyi et al., 2008). 

 

 

 La nestine est un marqueur des cellules souches et des progéniteurs dans le système 

nerveux central. Pendant le développement embryonnaire, elle est exprimée par différents 

types cellulaires, puis son expression diminue pendant la période post-natale. Dans le cerveau 

adulte, la nestine est peu détectée puisqu’elle n’est exprimée que dans certaines régions, dites 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18033728?ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18033728?ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum
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neurogènes, comme la zone sous-ventriculaire et le gyrus denté de l’hippocampe, où sont 

logées les cellules souches neurales. Chez l’adulte, une augmentation de l’expression de la 

nestine a été observée dans différentes conditions pathologiques (épilepsie, inflammation, 

lésions cérébrales traumatiques, ischémies, tumeurs, …), notamment dans les astrocytes 

réactifs qui sont impliqués dans la neuroprotection (Gilyarov, 2008). 

 

 Récemment, Nes-S, la première isoforme de la nestine a été découverte chez le rat dans les 

neurones ganglionnaires de la racine dorsale, au stade post-natal et jusqu’à l’âge adulte. Cette 

isoforme s’assemble avec la périphérine et les NF, essentiellement dans les neurones 

sensoriels et moteurs (Su et al., 2013).  

 

1.4.6.4.  La vimentine 

 

 La vimentine (54 kDa) est codée par le gène VIM. Pendant le développement 

embryonnaire, la vimentine est exprimée dans toutes les cellules épithéliales puis, dans les 

neurones elle est progressivement remplacée par les NF. Chez l’adulte, les NF et la vimentine 

ne co-existent que dans les cellules horizontales de la rétine. Dans le cerveau adulte, la 

vimentine est exprimée dans les fibroblastes, les cellules endothéliales, les cellules 

épendymaires et les astrocytes (Schnitzer et al., 1981 ; Cochard et Paulin, 1984 ; Minin et 

Moldaver, 2008). 

 

 La partie N-terminale de la vimentine joue un rôle important dans l’assemblage et la 

stabilisation des filaments. Il a été montré que la vimentine, assemblée ou non, est capable de 

se déplacer dans le cytoplasme à la fois vers la membrane cellulaire et vers le noyau. Les 

mouvements de la vimentine se font le long des MT. Associée à la kinésine, la vimentine se 

déplace vers l’extrémité (+) des MT et vers la membrane cellulaire, alors que lorsqu’elle est 

associée à la dynéine et à la dynactine, la vimentine se déplace vers l’extrémité (-) des MT et 

vers le noyau. 

 

 Ses interactions avec les autres constituants du cytosquelette se font également par 

l’intermédiaire d’IFAP (« intermediate filament-associated proteins »), comme la plectine. La 

vimentine interagit également avec des organelles pour réguler leur distribution 

intracellulaire, comme l’appareil de Golgi ou les vésicules d’endosomes via la protéine 

adaptatrice AP-3.  

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Schnitzer%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7026573
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 Comme pour la plupart des FI, l’assemblage et la fonction de la vimentine sont régulés par 

phosphorylation. Pour la vimentine, un même acide aminé peut être phosphorylé par 

différentes protéines kinases. Pendant la division cellulaire, la phosphorylation de la 

vimentine par la protéine kinase cdc2 (« cyclin-dependent kinase2 ») induit le désassemblage 

des filaments. La séparation des deux cellules filles requière la phosphorylation de la 

vimentine sur les résidus Ser38 et Ser71 par la kinase Rho, et sur la Ser72 par la kinase 

Aurora B. De plus, la phosphorylation des résidus Ser38 et Ser72 par la protéine kinase A 

permet de maintenir l’équilibre entre les formes polymérisées et solubles de la vimentine 

(Minin et Moldaver, 2008). 
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Chapitre 2: Maladies neurodégénératives et tumeurs du système nerveux 

central 

 

2.1. Maladies neurodégénératives et autres altérations neurologiques 

 

Dans les systèmes nerveux central et périphérique, les composants du cytosquelette les 

plus abondants sont les filaments intermédiaires, notamment dans les axones myélinisés, 

puisqu’ils jouent un rôle important dans la physiologie et la dynamique axonales. Plusieurs  

maladies neurodégénératives humaines sont caractérisées par une altération du transport 

axonal et une accumulation anormale de ces filaments intermédiaires (Tableau 5). Ainsi, les 

altérations du métabolisme, de l’organisation et de l’expression des filaments intermédiaires 

sont fréquemment associées à des neuropathologies et à des cancers, de façon directe ou 

indirecte. En effet, les altérations des filaments intermédiaires pourraient représenter une 

conséquence pathologique du dysfonctionnement neuronal, mais pourraient aussi être la cause 

du processus de neurodégénérescence. Dans le but de mieux diagnostiquer les atteintes 

neurologiques, plusieurs études montrent que les altérations de l’expression ou de l’état de 

phosphorylation des filaments intermédiaires peuvent servir de biomarqueurs pour évaluer la 

progression des traumatismes neurologiques et identifier les cellules affectées.  

 

2.1.1. Maladies neurodégénératives et dégénérescence axonale 

 

2.1.1.1. εaladie d’Alzheimer 

 

δa maladie d’Alzheimer est la maladie neurodégénérative la plus commune, avec en 

France une prévalence d’environ 0.η% avant θη ans, β-4% entre 65 et 80 ans, et 15% après 80 

ans (Tableau 5). δa maladie d’Alzheimer représente la forme de démence la plus répandue, 

associée à une neurodégénérescence responsable d’une détérioration cognitive progressive et 

d’une perte excessive de la mémoire. 

 

Elle est caractérisée par la présence de plaques d’amyloïdes et d’enchevêtrements 

neurofibrillaires (« neurofibrillary tangles » NFT) dans le corps cellulaire des neurones 

(Hardy, 2006) (Figure 15). Ces NFT sont des agrégats intracellulaires de la protéine tau 

hyper-phosphorylée impliquée dans la stabilisation des MT, et des NF hyper-phosphorylés 

(Grundke-Iqbal et al., 1986 ; Wang et al., 2001 ; Rudrabhatla et al., 2010). La phosphorylation 

anormale des NF et leur accumulation pourraient être dues à une augmentation de la 
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phosphorylation des domaines KSP (lysine-sérine-proline) et à une diminution de la O-N-

acétylglucosaminylation de la sous-unité NFM. Ces phénomènes pourraient être liés à une 

déficience du métabolisme et de l’entrée du glucose dans le tissu cérébral (Deng et al., β00κ).  

 

 

 

De plus, dans les régions neurogéniques du cerveau, des changements dans l’expression de 

la nestine et d’autres marqueurs neurogéniques seraient associés à des stades tardifs de la 

maladie d’Alzheimer (Perry et al., β01β). Enfin, de récentes études ont montré une 

augmentation des isotypes de GFAP α et į dans les astrocytes proches des plaques 

d’amyloïdes, associée à la progression de la maladie (Kamphuis et al., 2014). 

 

2.1.1.2. Maladie de Parkinson 

 

La maladie de Parkinson est caractérisée par une neurodégénérescence des neurones 

dopaminergiques de la substance noire. Les trois principaux symptômes sont une akinésie, 

une hypertonie musculaire, et des tremblements au repos. La caractéristique pathologique est 

la formation de corps de δewy dans les neurones dégénérés. Ces agrégats sont composés d’α-

synucléine, de sous-unités des NF, d’ubiquitine et de sous-unités du protéasome (Tableau 5) 

(Galloway et al., 1992 ; Spillantini et al., 1998). Dans ces agrégats, les NF sont anormalement 

phosphorylés, comme dans la maladie d’Alzheimer, et sont associés à une diminution du taux 

d’ARNm et des protéines des sous-unités NFL et NFH (Bancher et al., 1989 ; Hill et al., 

1993 ; Basso et al., 2004). Des mutations du gène NEFM, codant pour la sous-unité NFM, ont 

été mises en évidence chez des patients franco-canadiens ayant développé la maladie très 

jeune (vers 16 ans) (Lavedan et al., β00β). Cependant, cette mutation n’affecte pas 

Figure 15 : Représentation des 

plaques d’amyloïdes et des NFT de 

neurones dans le cas de la maladie 

d’Alzheimer, comparé aux neurones 

dans un tissu sain. 
http://www.brightfocus.org/alzheimers 
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l’assemblage et la distribution des NF in vitro (Pérez-Ollé et al., 2004). De plus, dans des 

formes sporadiques et familiales de patients d’origine germanique et atteints de Parkinson, 

aucune mutation des gènes NEFM et NEFL n’a été identifiée (Kruger et al., 2003). Ainsi, les 

mutations des gènes codant pour les NF ne semblent pas être la première cause de la maladie. 

 

De plus, il a été démontré que la maladie de Parkinson ne touche pas seulement le système 

nerveux central mais aussi le système nerveux entérique, avec la présence de corps de Lewy 

dans les neurones entériques chez la plupart des patients atteints. De récents travaux ont 

montré une augmentation anormale de la GFAPț (principale isotype exprimé dans ces 

cellules), et une réduction de la phosphorylation sur le résidu Ser13 dans les cellules gliales 

entériques qui avoisinent les neurones. Ces résultats suggèrent une réactivité des cellules 

gliales entériques chez les patients souffrant de Parkinson, qui n’est pas observée dans 

d’autres syndromes parkinsoniens (paralysie supranucléaire progressive « PSP », atrophie 

multisystémique « AMS ») (Clairembault et al., 2014). 

 

2.1.1.3. Sclérose latérale amyotrophique 

 

La sclérose latérale amyotrophique (SLA) est la maladie des motoneurones la plus 

fréquente chez l’adulte, avec une prévalence de η.β pour 100 000 habitants, en Europe. Elle 

est caractérisée par une dégénérescence progressive des motoneurones centraux et 

périphériques, associée à un déficit moteur avec paralysie partielle ou totale, mais sans 

altération des fonctions cognitives (Tableau 5) (Strong et al., 1991 ; Corbo et Hays, 1992).  

La SLA est de forme sporadique dans 90% des cas, ou familiale. En l’absence de traitement, 

la mort survient 3 à 5 ans après le début des symptômes. 

 

La SLA est caractérisée par des agrégats de filaments intermédiaires, avec formation de 

sphéroïdes axonaux et accumulation périkaryale de périphérine et de NF hyper-phosphorylés 

(Manetto et al., 1988). Malgré la mise en évidence de mutations du gène NEFH et du gène 

codant pour la périphérine dans des formes de SδA, il semble que l’accumulation axonale des 

NF ne soit pas la cause directe de la dégénérescence des motoneurones (Figlewicz et al., 

1994 ; Eyer et al., 1998 ; Gros-Louis et al., 2004). Les agrégats de filaments intermédiaires 

pourraient être dus à leurs modifications post-translationnelles anormales, leur stœchiométrie 

altérée, ou à l’altération du transport axonal (Perrot et Eyer, β009). 
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2.1.1.4. εaladie d’Alexander 

 

δa maladie d’Alexander est un trouble neurologique caractérisé chez les nourrissons par 

des crises, un retard de développement psychomoteur et une macrocéphalie (type I), et chez 

l’adulte par une ataxie cérébelleuse, un syndrome bulbaire et une spasticité (type II). 

 

La caractéristique pathologique de cette maladie est la présence de fibres de Rosenthal 

dans les astrocytes, qui correspondent à des inclusions cytoplasmiques contenant la GFAP, la 

Hsp27 (« heat shock protein 27 »), et l’αȕ-crystalline (Tableau 5). A ce jour, environ 100 

mutations du gène codant pour GFAP ont été recensées chez des patients atteints de la 

maladie d’Alexander. Ces mutations sont responsables de l’altération de l’assemblage et de la 

solubilité des filaments, elles favorisent la formation des agrégats de GFAP, et dégradent la 

fonction des protéasomes dans les astrocytes et le métabolisme du glutamate entre les 

neurones et les astrocytes (Brenner et al., 2001 ; Chen et al., 2011 ; Yoshida et Nakagawa, 

2012). De récents travaux montrent les agrégats de GFAP dans des cellules dépourvues de 

filaments intermédiaires endogènes (SW13vim
-), après transfection d’une forme mutée de 

GFAP, alors qu’en absence de mutation, le réseau de GFAP est bien organisé (Figure 16) 

(Messing et al., 2012). Récemment des études ont mis en évidence la présence de synémine 

dans les fibres de Rosenthal ainsi que dans les astrocytes réactifs environnants (Pekny et al., 

2014). 

 

 

Figure 16 : Expression de la GFAP dans des cellules SW13vim- transfectées avec un vecteur 

exprimant la forme sauvage de la GFAP humaine (wild-type) ou une forme mutée de la GFAP 

(p.Asp417Ala) identifiée chez des patients atteints de la maladie d’Alexander 

(Messing et al., 2012). 
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2.1.1.5. Maladies de Charcot-Marie-Tooth 

 

Les maladies de Charcot-Marie-Tooth (CMT) regroupent un ensemble hétérogène de 

pathologies neurologiques génétiques, qui affectent à la fois les neurones moteurs et sensitifs. 

Elles sont caractérisées par une neuropathie chronique progressive, une faiblesse et une 

atrophie des muscles distaux, et une perte sensorielle légère (Tableau 5). 

 

Les maladies de CMT sont divisées en deux groupes selon des critères cliniques. Le 

groupe CMT1 représente une myélinopathie avec une diminution de la vitesse de conduction 

nerveuse motrice, alors que le groupe CMT2 correspond à une axonopathie avec une vitesse 

de conduction nerveuse normale (Züchner et Vance, 2006).  

 

Plusieurs mutations du gène NEFL, codant pour NFL, ont été identifiées chez des patients 

atteints. Une mutation perte de fonction de ce gène serait responsable de CMT de forme 

autosomale récessive, alors qu’une mutation gain de fonction serait associée à une forme 

autosomale dominante (Reilly, 2009). Les mutations du gène NEFL sont liées à une altération 

de l’assemblage et du transport des neurofilaments, qui s’accumulent anormalement dans le 

corps cellulaire des neurones, mais également à une altération du transport axonal des 

mitochondries (Brownlees et al., 2002 ; Pérez-Ollé et al., 2005 ; Gentil et al., 2012). 

 

2.1.1.6. Autres altérations neurologiques 

 

Des variations de l’expression des filaments intermédiaires peuvent aussi être associées à 

d’autres altérations neurologiques. 

 

Dans le cas de la neuropathie à axones géants (GAN), une accumulation anormale de 

filaments intermédiaires a été observée. Cette maladie neurodégénérative progressive très 

rare, qui affecte à la fois les nerfs périphériques et le système nerveux central, débute très 

jeune avec des déficits moteurs (amyotrophie et faiblesse musculaire), puis évolue à 

l’adolescence par des déficits intellectuels (trouble de la parole, retard mental, épilepsie). Elle 

est due à des mutations du gène GAN, qui code pour la gigaxonine, une protéine ubiquitaire 

du cytosquelette, de la famille des BTB/kelch (Tableau 5) (Bomont et al., 2000 ; Dequen et 

al., 2008 ;  Ganay et al., 2011 ; Mahammad et al., 2013).  
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De larges inclusions de filaments intermédiaires neuronaux de classe IV, et plus 

particulièrement l’α-internexine, ont été mises en évidence dans le corps cellulaire des 

neurones. Ces observations cytopathologiques sont caractéristiques de la maladie à inclusions 

neuronales de filaments intermédiaires (NIFID), définie par des changements du 

comportement et de la personnalité, une perte de mémoire, des troubles de la parole, une 

hyperréflexie, et une faiblesse motrice (Tableau 5) (Cairns et al., 2004 ; Uchikado et al., 

2005). 

 

Dans le cas d’une cataracte pulvérulente, caractérisée par une opacification du cristallin de 

l’œil, une augmentation anormale de l’expression de la vimentine a été observée chez certains 

patients (Joo et al., 1999). D’autres atteintes neurologiques, caractérisées par une 

dégénérescence axonale, ont été associées aux filaments intermédiaires. La polyneuropathie 

démyélinisante inflammatoire chronique, une maladie rare des nerfs périphériques, est 

associée à une accumulation périkaryale de NFH phosphorylée, et une diminution de la 

densité des NF (Nagamatsu et al., 1999 ; Fressinaud et Dubas, 2011). 

 

Une étude récente a montré que les NF favorisent la survie, la prolifération et la 

différenciation des oligodendrocytes. Ces résultats suggèrent que dans le cas de sclérose en 

plaques, les neurofilaments retrouvés dans le compartiment extracellulaire pourraient 

participer à la régulation du processus de remyélinisation (Fressinaud et Eyer, 2013).  
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Tableau 5 : Maladies neurodégénératives et filaments intermédiaires associés. 
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2.1.2. Filaments intermédiaires comme biomarqueurs d’altérations neurologiques  

 

Le diagnostic précoce des neuropathologies est souvent difficile (Hughes et al., 2002). En 

clinique, des études protéomiques du fluide cérébrospinal (FCS) ou appelé aussi liquide 

céphalo-rachidien, ont permis d’identifier de potentiels biomarqueurs de différentes 

altérations du système nerveux (inflammations, infections, processus de neurodégénérescence 

et de croissance tumorale). Le FCS est produit par les plexus choroïdes dans les ventricules 

cérébraux, et contient les protéines sécrétées par les cellules, potentielles sources de 

biomarqueurs. C’est aussi le liquide par lequel sont évacuées les molécules et les "déchets" 

provenant du cerveau (Zougman et al., β00κ). Spécifiques d’un type cellulaire, ces 

biomarqueurs peuvent être utilisés pour déterminer les différents stades des neuropathologies 

et le type de cellules affectées, en mesurant les taux de filaments intermédiaires dans le FCS 

et le sérum, représentatifs de lésions neuronales (Omary et al., 2004 ; Petzold et al., 2005). 

 

2.1.2.1. Les neurofilaments 

 

Plusieurs études montrent que les NF, et notamment leurs formes hyper-phosphorylées, 

sont des indicateurs de lésions axonales, de dégénérescence ou de perte neuronales (Petzold et 

al., 2005 ; Shaw et al., 2005). En effet, lors d’une dégénérescence axonale, le taux de NF 

libéré dans le FCS peut être quantifié, permettant ainsi d’évaluer le type et l’avancement de la 

neuropathologie impliquée (Petzold et al., 2003). Des taux élevés de NFL et NFH dans le FCS 

ont notamment été rapportés chez des patients atteints d’Alzheimer, de Parkinson, de sclérose 

latérale amyotrophique (SLA), ou de sclérose en plaque, comparés à des patients sains 

(Petzold et al., 2007 ; Brettschneider et al., 2006 ; Abdo et al., 2007 ; Tortelli et al., 2012 ; 

Boylan et al., 2013 ; Malmeström et al., 2003) (Tableau 6).  

 

La présence de NF dans le FCS permet également de différencier certains syndromes 

parkinsoniens atypiques avec la maladie de Parkinson classique. Par exemple, le taux de NFH 

dans le FCS est plus important chez des patients atteints de paralysie supranucléaire 

progressive (PSP, βικ0 ng/δ) ou d’atrophie multisystématisée (AMS, 3110 ng/L) que chez 

des patients parkinsoniens classiques (200 ng/L) (Brettschneider et al., 2006). Il en est de 

même pour le taux de NFδ qui est plus élevé dans le cas d’AεS comparé à la maladie de 

Parkinson (Abdo et al., 2007). Les taux de NFL dans le FCS sont également variables entre 

différentes atteintes neurologiques. En effet, les taux de NFL sont plus importants chez des 

patients atteints de SδA (avec environ η000 ng/δ), que chez des patients atteints d’autres 
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maladies neurodégénératives (avec environ 1ζ00 ng/δ), comme la maladie d’Alzheimer, la 

dégénérescence cortico-basale ou l’AMS (Tortelli et al., 2012) (Tableau 6). 

 

Même si les variations des taux de NF dans le FCS ne sont pas suffisamment spécifiques à 

une maladie, ils représentent des indicateurs utiles de la sévérité et de la progression des 

lésions. Les taux de NF, retrouvés dans le sérum, sont notamment en relation avec l’âge et la 

progression de la maladie de Parkinson (Su et al., 2012). Dans le cas de SLA, les taux de NFL 

dans le FCS sont plus importants dans des formes progressives rapides que dans des formes 

progressives lentes de la maladie (Tortelli et al., 2012). Des résultats similaires ont été 

rapportés pour NFH, et notamment pour sa forme hyperphosphorylée, dont les taux élevés 

sont associés à une progression plus rapide de la SLA (Boylan et al., 2013) (Tableau 6). 

 

La mesure des taux de NF dans le FCS peuvent également servir d’indicateurs intéressants 

lors d’un traitement chronique, par stimulations du noyau sous-thalamique, chez des patients 

atteints de Parkinson, dans le but de vérifier l’absence de lésions suite à de telles stimulations 

(Constantinescu et al., 2011). 

 

δ’ensemble de ces travaux suggèrent ainsi l’intérêt clinique et thérapeutique de ces 

biomarqueurs pour améliorer le diagnostic et les traitements de maladies neurodégénératives. 

 

2.1.2.2. Les gliofilaments 

 

Un autre biomarqueur, la GFAP, a été retrouvé en quantité plus importante dans le sérum 

de patients parkinsoniens comparé à un groupe de patients sains, sans corrélation avec l’âge 

ou la progression de la maladie (Su et al., 2012). En revanche, dans le cas de la sclérose en 

plaque, le taux de GFAP est un potentiel indicateur de la progression de la maladie, puisque 

son élévation est corrélée à l’âge et aux handicaps neurologiques qu’engendre cette maladie 

(Axelsson et al., 2011). La GFAP pourrait également représenter un marqueur potentiel du 

degré de sévérité de la maladie d’Alexander. Dans des modèles de souris de cette maladie 

(Gfap
R236H/+

, Gfap
R76H/+

, Gfap
Tg

), des taux élevés de GFAP dans le FCS ont été mesurés 

comparés à des animaux contrôles (Jany et al., 2013) (Tableau 6). 

 

 

 

 



 

49 

Tableau 6 : Neurofilaments et GFAP comme biomarqueurs de maladies neurodégénératives  

(modifié d’après revue : Lépinoux-Chambaud et Eyer, 2013). 
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2.2. Tumeurs du système nerveux central 

 

2.2.1. Quelques chiffres 

 

Selon l’Institut National du Cancer, les tumeurs du système nerveux central sont classées 

aux 13
ème

 et 14
ème

 rangs chez l’adulte, avec une incidence de 1.ζ % des nouveaux cas de 

cancers en France en β01β. Chez l’adulte, les cancers les plus fréquents sont les cancers de la 

prostate (βκ.ζ %) et du sein (γ1.η %), le cancer du poumon (1ζ.1 % chez l’homme et ι.γ % 

chez la femme), et le cancer du côlon/rectum (11.θ % chez l’homme et 1β.β % chez la 

femme). 

 

Chez les adolescents (15-19 ans), les tumeurs du système nerveux central représentent 8 % 

des cancers après les lymphomes hodgkiniens (22 %), les leucémies aiguës (12 %), et les 

cancers de la thyroïde (9 %). Cependant, dans cette tranche d’âge, elles font partie des 

tumeurs de plus mauvais pronostic avec les leucémies aiguës et les tumeurs osseuses. 

 

Les tumeurs du système nerveux central sont le type de cancer le 2
ème

 plus fréquent chez 

les enfants de moins de 15 ans (24 % des cas) après les leucémies (29 % des cas), et 

représentent le principal responsable de décès chez les enfants (38 % de décès), avant la 

leucémie (19 %) et les sarcomes des os et des tissus mous (12%) (INCa, ©Les cancers en 

France en 2013). 

 

2.2.2. Classification des tumeurs du système nerveux central 

 

La classification histologique de référence des tumeurs du système nerveux central est 

celle établie par l’Organisation εondiale de la Santé (OεS), dont la première édition date de 

1979-80, révisée depuis 2007 (Zülch, 1980 ; Louis et al., 2007). Cette classification 

internationale regroupe les tumeurs selon leur grade de malignité (de 0 à IV). Le grade 0 

correspond au tissu sain, le grade I à des tumeurs bénignes, le grade II à des tumeurs de bas 

grade ou pré-malignes, et les grades III et IV à des tumeurs anaplasiques malignes et très 

malignes, respectivement.  
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δ’ensemble des tumeurs du système nerveux central est également classé par l’OεS, en 

fonction de la localisation tumorale et des structures touchées. Les différentes catégories 

répertoriées sont les tumeurs neuroépithéliales, les tumeurs des nerfs crâniens et spinaux, les 

tumeurs des méninges, les lymphomes et tumeurs hématopoiétiques, les tumeurs des cellules 

germinales, les tumeurs de la région sellaire, et enfin les tumeurs métastasiques (Tableau 7 et 

Figure 17). La plupart des tumeurs du cerveau sont dites primaires car elles sont issues de 

cellules saines du système nerveux, qui se multiplient de façon anarchique, à l’exception des 

tumeurs métastasiques, dites secondaires, qui sont issues de métastases provenant d’un autre 

organe atteint. 

 

 

 

 

Figure 17 : Localisation des tumeurs du système nerveux central 

selon différentes régions cérébrales. 
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Tableau 7 : Classification histologique des tumeurs du système nerveux central selon l’OMS 
(complété et modifié d’après Louis et al., 2007).  

 

  

I II III IV 

  

Tumeurs du parenchyme pinéal 

I II III IV 

TUMEURS NEUROEPITHELIALES 

          Pinéalocytome •       

Tumeurs astrocytaires         Pinéalome parenchymateux de différenciation interm. •       

Astrocytome pilocytique •       Pinéaloblastome       • 

Astrocytome sous-épendymaire à cellules 

géantes 
•       

Tumeurs embryonnaires 
        

Xanthoastrocytome pléomorphe   •     Médulloblastomes       • 

Astrocytome diffus   •     Tumeurs neuroectodermiques primitives       • 

Astrocytome anaplasique     •   Tumeurs rhabdoïdes/tératoïdes atypiques        • 

Glioblastome       • TUMEURS DES NERFS CRANIENS ET 
SPINAUX 

        

Tumeurs oligodendrogliales 

                

        Schwannomes •       

Oligodendrogliome   •     Neurofibromes •       

Oligodendrogliome anaplasique     •   Périneuromes • • •   

Tumeurs oligoastrocytaires 

        Tumeurs malignes de la gaine des nerfs périphériques   • • • 

        

TUMEURS DES MENINGES 

        

Oligoastrocytome   •             

Oligoastrocytome anaplasique     •   Méningiomes • • •   

Tumeurs épendymaires 

        Tumeurs mésenchymateuses (lipomes, sarcomes, …) • • •   

        Lésions mélanocytaires primaires         

Sous-épendymomes •       Hémangioblastome •       

Ependymome myxopapillaire •       LYMPHOMES ET TUMEURS 
HEMATOPOIETIQUES 

        

Ependymomes   •             

Ependymome anaplasique     •   Lymphomes malins     •   

Tumeurs des plexus choroïdes 

        Plasmocytome     •   

        Sarcome granulocytique     •   

Papillomes •       TUMEURS DES CELLULES 
GERMINALES 

        

Papillomes atypiques   •             

Carcinome     •   Germinome     •   

Autres tumeurs neuroépithéliales 

        Carcinome embryonnaire     •   

        Tératomes • • •   

Gliome angiocentrique •       Tumeur du sac vitellin     •   

Gliome chordoïde du troisième ventricule   •     Choriocarcinome     •   

Astroblastome     •   Tumeur de cellules germinales mixtes     •   

Tumeurs mixtes glio-neuronales 

        

TUMEURS DE LA REGION SELLAIRE 

        

                

Tumeur neuroépithéliale dysembryoplasique •       Craniopharyngiomes •       

Gangliocytome, gangliogliome •       Tumeur à cellules granuleuses •       

Gangliogliome anaplasique   •     Pituicytome •       

Neurocytomes   •     
Oncocytome à cellules fusiformes de 

l'adénohypophyse 
•       
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2.2.3. Les gliomes 

 

Parmi les tumeurs du système nerveux central, les plus fréquentes sont les gliomes, 

puisqu’ils représentent plus de η0% des tumeurs primaires cérébrales chez l’adulte. δes 

gliomes sont issus du tissu de soutien et regroupent les tumeurs astrocytaires, 

oligodendrogliales, oligoastrocytaires, et épendymaires (Tableau 7). En opposition aux 

gliomes bénins, les gliomes de bas grade (II) ou malins (grades III et IV) sont infiltrants et 

siègent essentiellement dans les hémisphères cérébraux. Les facteurs de risque sont mal 

connus, mais plusieurs anomalies génétiques associées à des facteurs environnementaux (dont 

les ondes électromagnétiques) seraient responsables du développement de ces tumeurs. Les 

gliomes malins sont des tumeurs hétérogènes à la fois dans l’apparence et dans l’expression 

génique. δ’incidence annuelle chez les caucasiens et les asiatiques est d’environ θ pour 

100 000. Les gliomes sont plus fréquents chez les hommes que chez les femmes. 

 

La survie moyenne de gliomes de haut grade est de 35 % chez des enfants de moins de 15 

ans, celle des astrocytomes (le plus souvent pilocytiques) est de 87 %, et celle des 

médulloblastomes de 65 %. 

 

Selon CBTRUS (« Central brain tumor registry of the United States »),  la forme de gliome 

la plus fréquente est le glioblastome (grade IV) (Figure 18). C’est aussi la forme la plus 

agressive avec une médiane de survie entre 12 et 15 mois. Il est caractérisé par une activité 

mitotique importante, une vascularisation anormale et de la nécrose (Figarella-Branger et al., 

2008 ; Hofer et al., 2014 ; INCa, ©Les cancers en France en 2013). 

 

 

Figure 18 : Distribution des gliomes selon les données de CBTRUS entre 2005 et 2009 

(Dolecek et al., 2012). 
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2.2.3.1. Symptômes et diagnostics 

 

Les principaux symptômes qui permettent de suspecter le développement d’une tumeur 

cérébrale sont le plus souvent des maux de tête, dont la sévérité et la fréquence augmentent 

progressivement, qui peuvent réveiller les patients pendant leur sommeil, et dont la douleur 

est souvent unilatérale. Chez les personnes âgées, des troubles du comportement et des 

difficultés cognitives peuvent aussi survenir, et sont souvent associées à des troubles 

psychologiques ou à des démences. Le développement de la tumeur engendre également une 

augmentation de la pression intracrânienne qui est associée à un œdème papillaire, aux maux 

de tête, ainsi qu’à des convulsions, des nausées et des crises d’épilepsie dans certains cas. En 

général dans le cas de tumeurs volumineuses, une démarche déséquilibrée et des problèmes 

d’incontinence peuvent être présents. Enfin selon la localisation de la tumeur, des signes 

neurologiques focaux peuvent apparaître, tels que des troubles de la vision, de l’audition, de 

la parole, ou encore une hémiparésie. Cependant, ces signes annonciateurs seuls ne suffisent 

pas à différencier les gliomes, d’autres tumeurs cérébrales ou d’autres troubles neurologiques. 

Un examen des antécédents médicaux du patient doit également être pris en compte. 

 

Suite à l’examen clinique et neurologique complet, lorsque qu’une tumeur maligne est 

suspectée, le diagnostic se poursuit avec un examen par imagerie médicale, grâce à de 

l’imagerie par résonance magnétique (IRε) (Figure 19). Puis un prélèvement de la tumeur 

est réalisé après biopsie par stéréotaxie, ou après résection chirurgicale, dans le but de poser le 

diagnostic final grâce à des analyses histopathologiques du tissu tumoral (Omuro et 

DeAngelis, 2013). 

 

 

Figure 19 : Coupe axiale d’un patient atteint d’un glioblastome dans le lobe temporal droit, mis 

en évidence par IRM (Omuro et DeAngelis, 2013). 
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2.2.3.2. Les filaments intermédiaires comme biomarqueurs 

 

Le diagnostic et la classification des gliomes pourraient être complétés et améliorés en 

associant les diagnostics actuels avec l’évaluation des filaments intermédiaires, anormalement 

exprimés dans les gliomes. δa compréhension de l’expression de différents filaments 

intermédiaires et de leur fonction dans les gliomes est également cruciale pour améliorer et 

développer de nouvelles stratégies thérapeutiques. 

 

Un biomarqueur potentiel pour diagnostiquer les gliomes est l’expression de l’α-

internexine, qui diffère significativement selon la gravité des gliomes, et qui est associée à 

une altération génomique, la délétion 1p19q. Cette mutation est responsable d’un changement 

global de l’expression génique des cellules tumorales, qui acquièrent un statut pro-neural 

limitant leur migration et leur prolifération. δ’expression de l’α-internexine et la délétion 

1p19q sont également associées à une survie plus importante. Plusieurs études montrent une 

diminution de l’expression de l’α-internexine avec le degré de gravité des gliomes, jusqu’à 

une absence d’expression dans les gliomes de haut grade (grade IV) (Tableau 8) (Aldape et 

al., 2007 ; Giannini et al., 2008 ; Ducray et al., 2011 ; Durand et al., 2010 et 2011).    

 

Un autre filament intermédiaire neuronal, la synémine, est retrouvé fortement exprimé 

dans les glioblastomes comparé au tissu cérébral sain ou à d’autres types de tumeur. Dans les 

gliomes, la synémine augmente la motilité des cellules cancéreuses en modulant la dynamique 

du cytosquelette d’actine, et augmente la prolifération en inhibant la protéine phosphatase de 

type βA (PPβA) qui contrôle l’activité de la protéine Akt. Ainsi, dans les gliomes de haut 

grade, la surexpression de la synémine est associée à une sur-activation de la voie de 

signalisation Akt qui favorise l’activation du cycle cellulaire (Tableau 8) (Jing et al., 2005 ; 

Pan et al., 2008 ; Pitre et al., 2012). 

 

Récemment, il a été mis en évidence la présence de GFAP sérique chez 20% et 56% de 

patients porteurs de gliomes de grades II et III respectivement, alors que chez des patients 

sains le taux de GFAP dans le sérum n’est pas détectable. De plus, tous les patients porteurs 

d’un glioblastome (grade IV) ont une concentration sérique de GFAP très élevée (>100 ng/δ). 

Ce taux élevé de GFAP est associé au volume tumoral ainsi qu’au volume de nécrose 

tumorale. Cependant, aucune corrélation n’a été faite entre l’expression de la GFAP et le taux 

sérique de GFAP (Jung et al., 2007 ; Brommeland et al., 2007 ; Husain et al., 2012). 
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Afin d’améliorer le diagnostic et le traitement des tumeurs cérébrales malignes, il a 

également été proposé d’analyser les marqueurs cellulaires de surface des cellules souches 

cancéreuses, une sous-population cellulaire agressive responsable de l’invasion et de la 

récidive tumorales (Nakano et Kornblum, 2006 ; Johannessen et al., β00κ). δ’expression de la 

nestine augmente avec la gravité de la tumeur, à la fois dans les cellules souches tumorales et 

dans les cellules endothéliales, suggérant l’implication de la nestine dans l’angiogenèse et la 

prolifération tumorale (Hlobilkova et al., 2009 ; Hoffman, 2011 ; Jin et al., 2013). Des travaux 

ont récemment développé un peptide capable de cibler les cellules souches de glioblastome 

nestine-positives dans un tissu de glioblastome humain, suggérant l’utilité de la nestine 

comme possible agent de diagnostic des gliomes (Beck et al., 2011). 

 

 
Tableau 8 : Filaments intermédiaires comme biomarqueurs de gliomes  

(d’après revue : Lépinoux-Chambaud et Eyer, 2013). 

 

 

 A: astrocytome ; OG: oligodendrogliome ; OA: oligoastrocytome ; AA: astrocytome anaplastique; AG: gliome 

anaplastique; GBM: glioblastome multiforme.    
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2.2.3.3. Facteurs de risque 

 

δes causes de l’apparition d’une tumeur sont encore mal connues. Cependant les 

recherches mettent en cause de multiples altérations génétiques, et des facteurs de risque 

environnementaux, tels qu’une exposition à des rayonnements ionisants. De rares cas de 

syndromes héréditaires ont également été associés avec le risque accru de développer des 

gliomes, notamment les syndromes de Cowen, de Turcot, de Li-Fraumeni, les 

neurofibromatoses de types 1 et 2, ou encore la sclérose tubéreuse. 

 

Les recherches ont permis de déterminer les principales altérations moléculaires et 

génétiques responsables de la formation des tumeurs, qui représentent des cibles 

thérapeutiques potentielles pour  développer de nouveaux traitements (Omuro et DeAngelis, 

2013). 

 

2.2.3.3.1. Récepteurs et voies de signalisation 

 

Dans le cas des gliomes, les altérations les plus communes touchent des récepteurs 

membranaires et des molécules de voies de signalisation intracellulaire associées. Des 

récepteurs tyrosines kinases (RTK) activés par des facteurs de croissance sont impliqués dans 

la gliomagenèse, tels que les récepteurs à l’EGF, ou EGFR (« epidermal growth factor 

receptor »), au PDGF, ou PDGFR (« platelet-derived growth factor receptor »), au VEGF, ou 

VEGFR (« vascular endothelial growth factor receptor »), et au HGF (« hepatocyte growth 

factor »), ou c-Met. Les intégrines, des récepteurs d’adhérence cellulaire, activées par des 

protéines de la matrice extracellulaire, jouent également un rôle dans la progression tumorale. 

Ces récepteurs sont très souvent surexprimés dans les gliomes malins, en particulier dans les 

glioblastomes. Pour l’ensemble de ces récepteurs, leur activation, après fixation du ligand, 

active différentes voies de signalisation, telles que les voies PI3K/Akt/mTOR 

(« phosphatidylinositol 3-kinase/protein kinase B/  mammalian target of rapamycin ») et 

MAPK (« mitogen-activated protein kinase »), qui favorisent la prolifération, la migration, la 

survie cellulaire, ou encore l’angiogenèse (Hamza et Gilbert, 2014). 

 

Il existe également différentes altérations génétiques entre les glioblastomes primaires, ou 

de novo, et les glioblastomes secondaires, qui dérivent en général d’astrocytomes de bas-

grade. δa surexpression de l’EGFR est plus commune dans les glioblastomes primaires, 
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(>60%) que dans les glioblastomes secondaires (<10%). La mutation la plus fréquente de 

l’EGFR est celle du variant III, EGFRvIII, qui entraine l’activation constitutive du récepteur. 

 

Le gène PTEN (« Phosphatase and TENsin homolog »), un gène suppresseur de tumeur, est 

également plus fréquemment muté dans les glioblastomes primaires, comme l’amplification 

de MDM2 (« murine double minute 2 »), exclusivement présente dans les glioblastomes 

primaires (<10%). 

 

En revanche, dans les glioblastomes secondaires, des mutations de TP53, un gène 

suppresseur de tumeur, sont plus fréquemment retrouvées (Figure 20). 

 

De plus, des mutations des gènes codant pour les enzymes isocitrates déshydrogénases, 

IDH1 et IDH2, ont également été identifiées majoritairement dans les gliomes de bas-grade et 

dans les glioblastomes secondaires, mais sont largement absentes dans les primaires. Les 

profils typiques des glioblastomes primaires et secondaires sont respectivement IDH-1(-

)/EGFR(+)/p53(-) et IDH-1(+)/EGFR(-)/p53(+). 

 

Au contraire, le promoteur du gène codant pour la sous-unité protéique, à activité 

transcriptase inverse de la télomérase (TERT), est muté dans 74,2 % des glioblastomes, contre 

18.2 % dans les astrocytomes de grades II-III (Ohgaki et Kleihues, 2007 ; The Cancer 

Genome Atlas Research Network, 2008 ; Huse et Holland, 2010 ; Lee et al., 2013 ; Killela et 

al., 2014). 

 

Enfin, certaines altérations génétiques sont retrouvées dans les deux types de 

glioblastomes, primaires et secondaires. Dans la voie de signalisation PI3K/Akt/mTOR, la 

sous-unité catalytique de PIγK,  p110α, est altérée par mutation du gène PIK3CA. D’autres 

gènes sont altérés dans les gliomes, comme dans la voie p16
INK4a

/pRB, dans laquelle le gène 

codant pour la protéine du rétinoblastome (pRB), une protéine suppresseur de tumeur, est 

muté dans 20 % des gliomes malins. Des altérations de p16
INK4a

 et CDK4/6 (« cyclin-

dependent kinase 4/6 ») ont également été observées à la fois dans les glioblastomes primaires 

et secondaires. 

 

Dans la voie TP53/MDM2/p14
ARF

, 76 % des glioblastomes comportent une délétion ou 

une méthylation du promoteur du gène codant pour p14
ARF

, entrainant une diminution de son 
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expression et une altération de la fonction normale de TP53 (Figure 20) (Ohgaki et Kleihues, 

2007 ; The Cancer Genome Atlas Research Network, 2008 ; Cimini et Ippoliti, 2011). 

 

 
 

Figure 20 : Voies de signalisation majeures impliquées dans la genèse des glioblastomes. 

GBMp : glioblastomes primaires ; GBMs : glioblastomes secondaires 

(modifiée d’après Ohgaki et Kleihues, β00ι).
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2.2.3.3.2. Activité mitochondriale 

 

Dans les tumeurs malignes telles que les gliomes, le dysfonctionnement mitochondrial est 

lié à des anomalies dans le métabolisme énergétique mitochondrial qui favorise une 

production anormale d’énergie (ATP) via la glycolyse aérobie (effet Warburg), au détriment 

de la chaîne respiratoire des mitochondries (phosphorylation oxydative OXPHOS), et qui 

augmente la survie des cellules tumorales. Ce changement métabolique est également 

accompagné d’une hyperpolarisation des mitochondries, qui est un signe spécifique du 

changement métabolique dans les cellules de glioblastome (Figure 21) (Fulda et al., 2010 ; 

Boland et al., 2013 ; Katsetos et al., 2013). 

 

 

Figure 21 : Métabolisme mitochondrial entre une cellule cancéreuse et une cellule saine. 

G6P : Glucose-6-phosphate ; HK : hexokinase ; LDH : lactate déshydrogénase ; OXPHOS : 

phosphorylation oxydative ; VDAC : canal anionique voltage-dépendant (Fulda et al., 2010). 

 

 

La biogenèse et la dynamique des mitochondries dépendent de la régulation épigénétique, 

par des microRNA (miRNA), de gènes nucléaires et mitochondriaux, dont la dérégulation est 

associée au développement tumoral. Les miRNA régulent en effet directement ou 

indirectement différentes voies de signalisation ou facteurs de transcription impliqués dans le 

métabolisme mitochondrial, perturbé dans les cellules cancéreuses suite à la dérégulation de 

nombreux miRNA (Figure 22) (Hatziapostolou et al., 2013).  
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Figure 22 : Régulation par les miRNA des voies de signalisation impliquées dans le métabolisme 

mitochondrial. En rouge : surexpression ; en bleu : sous-expression (dans le cas de cancers). 

(Hatziapostolou et al., 2013) 

 

 

De nombreux facteurs transcriptionnels ont également leur importance dans la régulation 

de la biogenèse et de la dynamique des mitochondries, notamment les co-activateurs 

transcriptionnels de la famille PGC, tels que PGC1-α (« peroxisome proliferator-activated 

receptor gamma coactivator 1-alpha », codée par le gène PPARGC1A), PGC-1ȕ et PRC 

(« PGC-related coactivator »). Ces protéines régulatrices permettent notamment d’activer le 

facteur de transcription NRF-1 (« nuclear respiratory factor-1 »), qui module la transcription 

d’autres gènes impliqués dans la réplication du génome mitochondrial (comme Tfam 

« mitochondrial transcription factor A ») et dans la chaîne respiratoire (comme le cytochrome 

c, codé par le gène CYCS). Dans des cellules cancéreuses, il a été montré une surexpression 

de PRC, NRF-1 et Tfam, associée à une augmentation de la biogenèse mitochondriale 

(Savagner et al., 2003). 

Les gènes suppresseurs de tumeur, comme p53, et les oncogènes, comme c-Myc régulent 

la biogénèse et la fonction des mitochondries. Dans les glioblastomes, la mutation de p53 est 

associée à l’inhibition transcriptionnelle de la protéine PGC1-α. Dans des conditions 

normales, p53 limite la glycolyse aérobie en faveur de OXPHOS, et favorise la libération de 

cytochrome c, et l’apoptose. Dans les cellules cancéreuses, la survie des cellules est associée à 

la mutation de p53 mais aussi à la surexpression de Bcl2, une protéine anti-apoptotique 

associée à la membrane mitochondriale (Boland et al., 2013 ; Katsetos et al., 2013). Les gènes 

http://en.wikipedia.org/wiki/PPARGC1B
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et protéines de régulation transcriptionnelle qui régulent la biogenèse et la dynamique des 

mitochondries, représentent donc des cibles thérapeutiques potentielles dans le traitement des 

tumeurs. 

 

Le canal le plus abondant de la membrane externe des mitochondries, le canal anionique 

voltage-dépendant (VDAC) qui compose le pore de perméabilité mitochondriale, joue un rôle 

important dans le métabolisme mitochondrial (Figure 21). Le métabolisme des mitochondries 

représente également une nouvelle cible thérapeutique, par inhibition de la glycolyse ou de la 

lactate déshydrogénase, ou par inhibition de l’interaction de VDAC avec l’hexokinase, pour 

rétablir l’exportation d’ATP de la mitochondrie (Fulda et al., β010). 

 

Il a également été montré que la tubuline est un composant des membranes 

mitochondriales, qui est associé à VDAC pour réguler sa perméabilité (Figure 23). La 

membrane mitochondriale possède la particularité d'être enrichie en tubuline α acétylée et 

tyrosinée, et en tubuline ȕIII. Dans les cellules cancéreuses, il a été montré que des agents 

déstabilisant les microtubules (colchicine, nocodazole) augmentent la tubuline libre, qui 

inhibe ainsi VDAC et réduit le potentiel de membrane pour limiter le métabolisme 

mitochondrial lié à l’effet Warburg (Katsetos et al., 2013). 

 

 

Figure 23 : Représentation schématique du blocage de VDAC par la tubuline libre 

(Rostovtseva et Bezrukov, 2012). 

 

 
 

  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rostovtseva%20TK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22100746
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2.2.3.4. Traitements et enjeux thérapeutiques 

 

Actuellement, le traitement de référence pour lutter contre les gliomes associe la chirurgie, 

la radiothérapie et la chimiothérapie. 

 

δ’intervention chirurgicale consiste, après craniotomie, en une exérèse totale ou partielle 

de la tumeur selon sa localisation (Figure 24). Une résection complète est possible pour des 

tumeurs peu profondes, alors que les tumeurs infiltrant des zones sensibles, comme le corps 

calleux ou le tronc cérébral, rendent la chirurgie très difficile, voire impossible. De plus, il est 

rare de pouvoir retirer la totalité des cellules tumorales qui s’étendent dans le tissu sain, 

comme c’est le cas des glioblastomes. Cependant, la pratique chirurgicale est une première 

étape importante lors du traitement puisqu’elle permet d’augmenter la survie des patients 

porteurs de ce type de tumeurs. Mais en raison du caractère très invasif de ces tumeurs, la 

chirurgie seule ne suffit pas, et elle est souvent suivie par des séances de radiothérapie, 

associées à la chimiothérapie (Tutt, 2011 ; Omuro et DeAngelis, 2013). 

 

 

Figure 24 : IRM avant et après craniotomie et résection d’un glioblastome situé à proximité 

de régions motrices (zones colorées) (Tutt, 2011). 

 

La radiothérapie consiste en général en une dose totale de 60 grays (Gy) divisée en trente 

fractions, réparties sur plusieurs semaines consécutives. Une autre technique récemment mise 

en place, la radiothérapie stéréotaxique ou radiochirurgie, consiste à détruire la tumeur en 

l’encerclant grâce à un faisceau de rayons. Cette technique est réservée pour les tumeurs 

profondes de petite taille mais n’est pas adaptée pour les tumeurs étendues, infiltrantes et 

hypoxiques, comme les glioblastomes. Une exposition aux rayonnements peut également 
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provoquer des effets secondaires, comme de la fatigue, des nausées, une irritation de la peau 

du crâne et une perte de cheveux. 

 

Le traitement par radiothérapie est souvent couplé à une administration orale journalière de 

Témozolomide (Temodal®), la chimiothérapie de référence dans le cas des gliomes, suivie 

d’une administration mensuelle adjuvante. Cet agent alkylant provoque des cassures dans 

l'ADN et induit la mort des cellules tumorales (Stupp et al., 2005 et 2009 ; Tutt, 2011).  

 

Malgré ces traitements, une récidive tumorale est fréquente. Ces dernières années, le 

nombre d'essais cliniques a fortement augmenté pour pallier au manque de spécificité et 

d'efficacité des traitements actuels. D’autres agents anti-tumoraux sont utilisés en soutien au 

Témozolomide. Parmi ces molécules sont testés le Bévacizumab (un anticorps dirigé 

spécifiquement contre le VEGFR) qui bloque l’angiogenèse tumorale, l’Irinotecan 

(inhibiteurs des topo-isomérases), la Carmustine (BCNU) et le Lomustine (CCNU) qui sont 

des agents alkylants anti-néoplasiques. Cependant, l’ensemble de ces molécules sont des 

traitements lourds, fréquemment responsables de complications (nausées, vomissements, 

diarrhée, hypertension, hématotoxicité…) et dont l’efficacité reste limitée (Omuro et 

DeAngelis, 2013; Hamza et Gilbert, 2014). 

 

Un autre problème qui se pose est le phénomène de chimiorésistance des gliomes, comme 

la résistance aux agents alkylants. Ce mécanisme est lié au statut de l'enzyme O6-

méthylguanine-DNA méthyltransferase (MGMT). Les cellules tumorales possédant un 

promoteur MGMT méthylé sont plus sensibles aux agents alkylants. En revanche, les tumeurs 

avec un promoteur MGMT non-méthylé ont une forte expression de l'enzyme de réparation de 

l'ADN qui bloque l'action des agents alkylants. Le mécanisme de chimiorésistance est 

également lié à la dérégulation de gènes ou de protéines régulant l'apoptose (p53, Bcl2, 

EGFR) (Esteller et al., 2000; Sarkaria et al., 2008). 

 

Enfin, les phénomènes de récidive et de chimiorésistance des gliomes, et en particulier des 

glioblastomes, est également lié à l'existence d'une petite sous-population de cellules souches 

cancéreuses résistantes aux traitements actuels, et qui représentent de nouvelles cibles 

thérapeutiques pour lutter contre les gliomes malins (Lima et al., 2012).   
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Chapitre 3: Cellules souches neurales comme cibles thérapeutiques 

 

3.1.  Généralités sur les cellules souches 

 

Les cellules souches sont des candidats très prisés pour la recherche actuelle dans une 

perspective thérapeutique. Ces cellules sont dites souches, car elles sont non différenciées, et 

sont caractérisées par leur capacité de proliférer, de s’auto-renouveler, et de générer de 

nouveaux types cellulaires. Après la fécondation, au stade zygote, les cellules souches sont 

dites totipotentes, puisqu’elles sont capables de générer tous les types cellulaires de 

l’organisme. Puis au stade blastocyste, ces cellules sont appelées cellules souches 

embryonnaires (« embryonic stem cells », ou ESC) pluripotentes, qui peuvent générer tous les 

lignages de l’organisme. Chez l’adulte, les potentialités des cellules souches se restreignent 

aux tissus dans lesquelles elles résident. On parle alors de cellules souches adultes 

multipotentes, avec une capacité de différenciation plus limitée (Figure 25) (Hall et Wall, 

1989). Le principal rôle des cellules souches adultes est de remplacer des cellules matures 

perdues suite au renouvellement physiologique, ou des cellules endommagées après à une 

lésion tissulaire. 

 

Figure 25 : Cellules embryonnaires (ESC) pluripotentes et cellules souches neurales (CSN) 

multipotentes (modifiée d’après Olynik et Rastegar, β01β). 
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Les différents types de cellules souches les plus étudiées sont les ESC, les cellules souches 

hématopoïétiques, les cellules souches neurales (CSN), les cellules souches pluripotentes 

induites (« induced pluripotent stem (iPS) cells »), et les cellules souches mésenchymateuses, 

parmi lesquelles les cellules souches dentaires qui font l’objet de nombreuses études depuis 

leur découverte (Stuckey et Shah, 2014 ; Sonoyama et al., 2008 ; Vanacker et al., 2014).  

 

Les cellules souches neurales (CSN) adultes ont été mises en évidence dans le système 

nerveux central à partir des travaux d’Altman et son équipe. Ils ont montré la genèse de 

nouveaux neurones dans le cerveau adulte de rats au niveau de l’hippocampe et des bulbes 

olfactifs (Altman et Das, 1965 ; Altman, 1969). Dans le cerveau humain adulte, des régions 

neurogènes comparables ont été identifiées. Les CSN et la genèse de nouveaux neurones ont 

été mises en évidence dans l’hippocampe de patients atteints de cancer, qui avaient reçu une 

injection de bromodéoxyuridine, pour leur suivi thérapeutique (Eriksson et al., 1998). Ces 

cellules ont également été observées dans la zone sous-ventriculaire qui longe les ventricules 

latéraux, dans le cerveau humain adulte (Sanai et al., 2004). 

 

Des CSN humaines adultes, issues de la zone sous-ventriculaire, ont pu être isolées lors 

d’une chirurgie cérébrale de routine chez des patients atteints d’épilepsie, et ont généré des 

neurones et des astrocytes in vitro. Ces travaux ont permis de démontrer qu’il est possible 

d’isoler et de maintenir des CSN pour étudier leurs mécanismes biologiques, ou pour des 

applications thérapeutiques (Ayuso-Sacido et al., 2008).  

 

De nombreux travaux ont d’ailleurs mis en évidence l’intérêt thérapeutique de telles 

cellules dans la réparation tissulaire, par recrutement des cellules souches endogènes ou par 

transplantation de cellules souches. Dans le cas des maladies neurodégénératives liées à une 

perte de neurones et de cellules gliales, de nombreuses études développent des thérapies 

géniques ou cellulaires basées sur l’utilisation des CSN (Kim et al., 2013). 

 

δ’implication des cellules souches a également été discutée dans le cas de tumeurs 

cérébrales. Au sein des tumeurs, une petite population de cellules résistantes aux traitements 

actuels, possède des propriétés similaires aux CSN, et sont appelées cellules souches 

cancéreuses (Sanai et al., 2005). Développer de nouveaux traitements, basés sur l’utilisation 

ou le ciblage de ces cellules, permettrait de lutter plus efficacement contre des tumeurs 

cérébrales souvent très agressives. 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sonoyama%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18215674
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Vanacker%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25146023
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3.2. Cellules souches neurales adultes  

 

3.2.1. Localisation des cellules souches neurales 

 

 Dans le système nerveux, plusieurs zones neurogéniques ont été mises en évidence chez 

l’adulte. Une niche de CSN latentes est présente au niveau du canal épendymaire central de la 

moelle épinière (Hamilton et al., 2009).  Dans le cerveau, les deux niches neurogéniques se 

situent dans la zone sous-ventriculaire (« sub-ventricular zone » ou SVZ) qui bordent les 

ventricules latéraux, et dans le gyrus denté (« dentate gyrus » ou DG) de l’hippocampe 

(Figure 26). Chez l’adulte, les CSN du DG sont capables de générer des progéniteurs 

neuronaux et gliaux au niveau de la zone sous-granulaire, qui se différencient en neurones et 

cellules gliales dans la zone granulaire de l’hippocampe. Les CSN de la SVZ sont également 

capables de générer des nouveaux neurones et des cellules gliales. δes travaux d’Altman ont 

montré la formation de neuroblastes à partir de la SVZ, qui migrent en chaîne vers le bulbe 

olfactif, via le flux rostral migratoire, dans le cerveau post-natal de rats (Figure 26) (Altman 

et Das, 1965 ; Altman, 1969 ; Reynolds et Weiss, 1992 ; Taupin et Gage, 2002).  

 

 

Figure 26 : Régions neurogéniques de la moelle épinière et du cerveau de mammifère adulte. 

 (modifiée d’après Taupin et Gage, 2002 ; Hamilton et al., 2009) 

 

 En dehors de ces zones neurogènes, d’autres régions du système nerveux possèdent des 

cellules aux propriétés de progéniteurs, voire de cellules souches, au niveau de la rétine et de 

la substance noire (Tropepe et al., 2000 ; Lie et al., 2002). 

Des études récentes suggèrent l’existence d’une troisième niche neurogène stable dans le 

cerveau adulte, dans la zone sous-ventriculaire hypothalamique du troisième ventricule. La 

neurogenèse serait impliquée dans les mécanismes de régulation hypothalamique, notamment 

dans la régulation de la balance énergétique (Kokoeva et al., 2005 ; Rojczyk-Gołębiewska et 

al., 2014). 
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3.2.2. Caractéristiques des cellules souches neurales 

  

 La division cellulaire des CSN se fait de façon symétrique ou asymétrique, pour favoriser 

respectivement leur expansion clonale ou la neurogenèse. L’orientation et la localisation du 

fuseau mitotique définissent soit la division symétrique qui donne naissance à deux CSN, soit 

la division asymétrique qui donne naissance à une CSN et à une cellule différenciée (Figure 

27) (Knoblich, 2001).  

 

 

Figure 27 : Divisions symétriques et asymétriques des cellules souches neurales 

(d’après Knoblich, 2001). 

 

 In vitro, en présence d’EGF et de FGF (« fibroblast growth factor »), les CSN forment des 

neurosphères qui sont principalement constituées de cellules immatures exprimant la nestine. 

Une neurosphère, qui est formée par multiplication d’une seule CSN, peut former de 

nouvelles neurosphères après dissociation. Cette propriété des CSN leur permet de s’auto-

renouveler (Reynolds et Weiss, 1992 ; Coronas, 2009). Ces cellules sont également 

caractérisées par leur capacité à générer les trois types de cellules du système nerveux 

central : neurones, astrocytes et oligodendrocytes (Figure 28).   

 

 

Figure 28 : Caractéristiques des cellules souches neurales (d’après Coronas, β009). 
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3.2.3. Cellules souches neurales de la zone sous-ventriculaire 

 

 La zone sous-ventriculaire est la principale zone neurogène, qui s’étend le long des 

ventricules latéraux, et qui est composée d’une monocouche de cellules épendymaires, 

appelées cellules de type E, et d’une couche sous-épendymaire constituée de trois types 

cellulaires majeurs, appelées cellules de type A, B et C (Figure 29). Au sein de la SVZ, deux 

populations de CSN ont été décrites : les cellules de type B et les cellules épendymaires 

(Doetsch et al., 1997 et 1999a). En effet, après lésions de la SVZ, par infusion 

intraventriculaire de l’anti-mitotique Ara-C (cytosine-ȕ-D-arabinofuranoside), seules les 

cellules de type A et C ont été tuées, alors que les cellules de type B et les cellules 

épendymaires ont été épargnées et sont devenues actives pour proliférer et régénérer la SVZ 

(Doetsch et al., 1999b ; Coskun et al., 2008).  

 

 Dans la SVZ, les cellules de type A sont des neuroblastes organisés en chaîne, qui 

expriment des marqueurs spécifiques du lignage neuronal. Les neuroblastes sont entourés des 

cellules de type B, d’aspect plus clair, qui expriment la GFAP et ont un faible taux de 

prolifération. Les cellules de type B donnent naissance aux cellules de type C, d’aspect plus 

globuleux, qui n’expriment ni marqueur gliaux, ni marqueurs neuronaux. Ces cellules 

hautement prolifératives représentent des précurseurs immatures des cellules de type A 

(Doetsch et al., 1999b). 

 

 Les cellules épendymaires ciliées de la SVZ expriment le marqueur CD133/prominin-1, 

une glycoprotéine transmembranaire, qui est aussi retrouvée dans les cellules souches 

embryonnaires et les cellules de glioblastome (Pfenninger et al., 2007). Dans la SVZ, ce 

marqueur est exclusivement localisé au niveau de la couche épendymaire. Il a été montré que 

les cellules CD133+ de la SVZ, même si elles se divisent rarement in vivo, ont les mêmes 

propriétés que les CSN in vitro, et sont capables de générer de nouveaux neurones in vivo 

(Doetsch et al., 1999b ; Johansson et al., 1999 ; Coskun et al., 2008). En plus de leur caractère 

souche, les cellules épendymaires sont capables de réguler le potentiel neurogénique des 

cellules de type B (Lim et al., 2000).  
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Figure 29 : Composition et organisation cellulaire de la zone sous-ventriculaire de mammifère 

adulte. VL : ventricule latéral ; SVZ : zone sous-ventriculaire. 

 (Alvarez-Buylla et al., 2002 ; Coskun et al., 2008) 

 

 

 Pour distinguer les différentes cellules au sein de la SVZ, il existe plusieurs marqueurs 

spécifiques de chaque type cellulaire, alors que la nestine est exprimée par toutes les cellules 

de la SVZ. Pour exemple, les cellules épendymaires se distinguent par l’expression des 

protéines CD133 et vimentine. Dans la couche sous-épendymaire, les cellules de type B et les 

progéniteurs gliaux sont GFAP-positifs. δes progéniteurs d’oligodendrocytes expriment le 

facteur de transcription Olig2, alors que les progéniteurs neuronaux, les neuroblastes, 

expriment la molécule d’adhésion PSA-NCAM (« polysialylated-neural cell adhesion 

molecule »), DCX, et une fois différenciés Tuj1 (marqueur de la ȕIII-tubuline). Les cellules 

qui se divisent sont Ki-67-positives et sont souvent à proximité de vaisseaux sanguins, 

exprimant PECAM/CD31 (« platelet endothelial cell adhesion molecule/CD31 ») (Figure 30) 

(Hamilton et al., 2009 ; Beckervordersandforth et al., 2010). 

 



 

71 

 

Figure 30 : Marqueurs spécifiques des différents types de cellules de la zone sous-ventriculaire. 

(d’après Hamilton et al., 2009) 

 

 

3.2.4. Régulation des cellules souches neurales : La niche neurogène 

 

 δ’existence d’une activité neurogénique restreinte à certaines régions du cerveau suggère 

l’influence de différents mécanismes de contrôle interdépendants, qui regroupent des facteurs 

intrinsèques et des signaux provenant des cellules environnantes, de la matrice extracellulaire 

ou du liquide céphalo-rachidien.  

 

3.2.4.1. Facteurs intrinsèques 

 

 Plusieurs facteurs intrinsèques contrôlent l’activité des CSN, comme les facteurs de 

transcription, les ARN non-codants et la régulation épigénétique, qui régulent l’expression 

des gènes. Des altérations de l’ADN par méthylation, via les protéines MBD ou MeCP (pour 

« methyl-CpG-binding domain »), ou par modifications des histones influent sur 

l’accessibilité de l’ADN aux complexes transcriptionnels. Ces modifications de la structure 

chromatinienne jouent un rôle important dans la différenciation des CSN. δ’état de la 

chromatine est également régulé par des protéines de la famille Polycomb, qui agissent 

comme des répresseurs transcriptionnels, dont Bmi-1 qui est impliqué dans la prolifération et 

l’auto-renouvellement des CSN. Chez des souris invalidées pour le gène codant Bmi-1, la 

prolifération et la population de CSN ont été réduites (Zencak et al., 2005 ; Mohamed Ariff et 

al., 2012). 

 

 δa régulation de l’expression des gènes dans les CSN est aussi contrôlée par des ARN non-

codants, comme par exemple les « miRNA »  (pour « microRNA ») et les « lncRNA » (pour 

« long non-coding RNA »). Parmi les « miRNA », miR-184 et miR-124 régulent 



 

72 

respectivement la prolifération et la différenciation des CSN (Liu et al., 2010 ; Cheng et al., 

2009). Les « lncRNA » sont une nouvelle classe d’ARN non-codants, qui régulent la balance 

entre prolifération et différenciation. Par exemple, le « lncRNA » Dlx1AS est nécessaire pour 

induire l’expression des facteurs de transcription Dlx1 et Dlxβ, lors de la différenciation 

neuronale des CSN adultes de la SVZ (Gonzales-Roybal et Lim, 2013 ; Mohamed Ariff et al., 

2012). 

 

 Les facteurs de transcription jouent un rôle important dans la biologie des CSN. Parmi ces 

facteurs, HES1/5, CBF-1, SOX2, HMGA2, BMI-1, GLI-2/3, et TLX sont impliqués dans 

l’auto-renouvellement des CSN. La capacité de prolifération des CSN est sous le contrôle des 

facteurs OLIG2, ID2, GLI-1, BMI-1 et GLI-2/3. D’autres facteurs permettent de restreindre la 

différenciation des CSN, comme HES1/5, HESR1/2, ID4, SOXB1, REST, POU3F2/F3. La 

spécification du lignage des CSN est sous l’influence de PITXγ, NGNβ, GATAβ, PAXβ ou 

encore εASH1 pour le lignage neuronal. δa genèse d’astrocytes matures est contrôlée par 

PAX6, NF1A et STAT3, alors que celle des oligodendrocytes est régulée par SOX9, OLIG2 

et MyT1 (Figure 31) (Ahmed et al., 2009 ; Yun et al., 2010). 

 

 

Figure 31 : Facteurs de transcription impliqués dans l’auto-renouvellement, la prolifération et la 

différenciation des cellules souches neurales (d’après Ahmed et al., β009). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gonzales-Roybal%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24115953
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3.2.4.2. Facteurs extrinsèques 

 

 δ’ensemble des facteurs intrinsèques de régulation transcriptionnelle, associée à l’auto-

renouvellement et à la différenciation des CSN, est également étroitement lié à des facteurs 

extrinsèques. Ces derniers sont des signaux provenant de cellules environnantes (astrocytes, 

cellules épendymaires, cellules endothéliales), de la matrice extracellulaire et du liquide 

céphalo-rachidien. 

  

 Dans la niche neurogène, les interactions cellule-cellule et cellule-matrice extracellulaire se 

font via les molécules d’adhérence cellulaire (CAM), qui regroupent la famille des 

immunoglobulines CAM (L1-CAM, VCAM-1, PSA-NCAM, TAG-1, MAG, nectines), les 

cadhérines (E-cadherin, N-cadherin, P-cadherin) et protocadhérines (Pcdh), les intégrines, et 

les sélectines (E-selectin, L-selectin, P-selectin). Ces molécules permettent de transférer les 

informations provenant du microenvironnement et des cellules voisines au sein de la SVZ, et 

ainsi de déclencher diverses voies de signalisation pour réguler l’état des CSN. Ces molécules 

d’adhérence jouent des rôles essentiels sur la prolifération, la différenciation et la migration 

des CSN (figure 32) (Bian, 2013).  

 

 

Figure 32 : Rôles des molécules d’adhérence sur l’auto-renouvellement, la différenciation, la 

migration et la survie des cellules souches neurales (Bian, 2013). 
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 Les autres facteurs extrinsèques de régulation regroupent quatre voies de signalisation 

majeures interconnectées : les voies Wnt/ȕ-caténine, Notch, sonic hedgehog (shh) et les 

facteurs de croissance qui participent au contrôle de la biologie des CSN (Ahmed et al., 2009 ; 

Yun et al., 2010). La prolifération des progéniteurs est contrôlée par de multiples facteurs de 

croissance. EGF et bFGF (« basic FGF ») régulent la prolifération et la neurogenèse (Richards 

et al., 1992 ; Gritti et al., 1995). Les interactions cellule-cellule, entre les CSN et les 

progéniteurs, via le récepteur à l’EGF (EGFR) et la voie de signalisation Notch, sont cruciales 

pour maintenir la population de cellules au sein de la SVZ. Notch régule l’auto-

renouvellement, alors qu’EGFR joue sur la prolifération et la migration des cellules 

progénitrices (Aguirre et al., 2010). Les CSN de la SVZ sont aussi en contact avec les cellules 

épendymaires et les cellules endothéliales des vaisseaux sanguins, qui sécrètent le facteur de 

croissance PEDF (« pigment epihelium-derived factor ») qui favorise l’auto-renouvellement 

des CSN, en augmentant la signalisation de Notch. La Betacellulin, un membre de la famille 

EGF, exprimé par les cellules endothéliales et les cellules épithéliales des plexus choroïdes, 

favorise la prolifération au sein de la SVZ. Les cellules endothéliales sécrètent également 

BDNF (« brain-derived neurotrophic factor ») et VEGF qui stimulent la neurogenèse et la 

survie cellulaire (Gómez-Gaviro et al., 2012). 

 

 Les cellules GFAP+ sécrètent des cytokines BMP (« bone morphogenetic proteins »), qui 

inhibent la neurogenèse. La sécrétion de noggin, une molécule de signalisation, par les 

cellules épendymaires permet d’inactiver les BεP et ainsi de favoriser la différenciation des 

cellules de type B (Lim et al., 2000). 

 

 Au sein de la SVZ, il existe une autre population de cellules, proche des cellules de type B, 

les cellules de la microglie. Ces cellules immunitaires, lorsqu’elles sont activées suite à une 

inflammation par exemple, libèrent des cytokines telles que les interleukines, le TNF-α  

(« tumor necrosis factor-alpha »), l’IFN-Ȗ (interferon-gamma), le LIF (« leukemia inhibitory 

factor »), ou encore le CNTF (« ciliary neurotrophic factor »). La microglie peut ainsi 

moduler l’auto-renouvellement, la prolifération, la différenciation, la migration, l’adhérence, 

et la survie des CSN (Gonzalez-Perez et al., 2012). 
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3.2.5. Cellules souches neurales dans les pathologies cérébrales 

 

 Les cellules souches sont nécessaires au maintien des organes et à la réparation de lésions 

tissulaires. Leurs caractéristiques particulières en font des cibles et des outils thérapeutiques 

prometteurs dans le cas de médecine régénératrice et dans le cas de tumeurs cérébrales. 

Cependant, il existe encore de nombreuses limites à leur utilisation en thérapie cellulaire, qui 

nécessitent d’améliorer nos connaissances sur la biologie des cellules souches et de trouver 

des moyens efficaces pour mobiliser ces cellules. 

 

 De nombreux travaux se sont intéressés aux cellules souches embryonnaires, puisqu’elles 

sont pluripotentes et sont hautement prolifératives. Cependant ces cellules s’opposent à 

plusieurs problèmes, comme un risque élevé d’engendrer des tumeurs, un problème éthique 

puisqu’elles proviennent d’embryons avortés, et un risque de rejet de greffe. 

 Une alternative serait l’utilisation de cellules souches pluripotentes induites (iPS) obtenues 

par reprogrammation génétique de cellules adultes. Ces cellules ont des propriétés proches 

des cellules embryonnaires, qui en font des candidats innovants pour la thérapie cellulaire. 

Cependant, le pourcentage de cellules adultes converties avec succès en cellules iPS est 

généralement faible, et les cellules résultantes conservent souvent des traces de leur vie 

antérieure comme cellules spécialisées (Qin et al., 2014). 

 

 Enfin, les caractéristiques et la disponibilité endogène des CSN adultes en font un enjeu 

majeur de recherche actuelle en vue de thérapie cellulaire. Ces cellules ont également montré 

leurs limites, comme une capacité de différenciation plus restreinte que les cellules souches 

embryonnaires et les cellules iPS, et une faible accessibilité au sein des tissus. Cependant, 

même si leur capacité de prolifération est moins élevée que les cellules souches 

embryonnaires, elles ne posent aucun problème éthique et permettent de pallier les problèmes 

de rejets. De plus, ces cellules peuvent être récupérées après biopsies chez l’Homme, 

maintenues plus d’un an in vitro, et être cryoconservées sans perdre leurs propriétés 

(Westerlund et al., 2005 ; Ayuso-Sacido et al., 2008). 

 

 Plusieurs études ont montré le rôle et l’intérêt des CSN dans diverses pathologies 

cérébrales. Il existe un recrutement endogène des CSN suite à une atteinte cérébrale, mais les 

nouvelles cellules fournies au site lésionnel ne suffisent pas à réparer la lésion. Cette 

réparation nécessite une mobilisation plus importante et une orientation phénotypique des 

CSN.   
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3.2.5.1. Cellules souches neurales et lésions cérébrales 

 

Différents modèles expérimentaux de lésions corticales ont mis en évidence une 

augmentation de la prolifération cellulaire dans la SVZ, une migration ectopique de 

progéniteurs et la genèse de nouveaux neurones et d’astrocytes au niveau du site endommagé. 

Les neuroblastes qui migrent vers le site lésionnel dérivent de la SVZ et du flux rostral 

migratoire (Figure 33) (Saha et al., 2012 et 2013). 

 

 

Figure 33 : Migration de progéniteurs de la zone sous-ventriculaire vers le site lésionnel cortical. 

CC: corps calleux ; Cx: cortex ; L: lésion ; OB: bulbes olfactifs ; RMS: flux rostral migratoire ; SVZ: zone sous-

ventriculaire ; V: ventricule latéral (Saha et al., 2012). 

 

 

 La prolifération et la migration des neuroblastes vers un site lésionnel sont régulées par des 

facteurs chemoattractifs et chemorépulsifs, et par les cellules endothéliales. En effet, une 

augmentation de la vascularisation au niveau du site lésionnel facilite la migration des 

neuroblastes, qui longent les vaisseaux nouvellement formés (Saha et al., 2012 et 2013). 

 

Suite à une ischémie cérébrale, la prolifération des CSN est augmentée pour produire des 

neuroblastes qui migrent vers la région lésée (Jin et al., 2001). Une telle mobilisation 

endogène des CSN après une ischémie a également été observée sur des tissus post-mortem 

chez l’Homme (Greenberg et Jin, β00ι). δ’augmentation de la neurogenèse endogène après 

une lésion ischémique n’est cependant pas suffisante pour réparer les tissus endommagés. En 

effet, même si certaines CSN sont capables de proliférer, de migrer et de générer des neurones 

fonctionnels, la plupart de ces cellules meurent prématurément et seules quelques cellules 

fonctionnelles survivent (~0,2 %) (Tobin et al., 2014). 
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Dans le but d’améliorer la réparation tissulaire grâce aux cellules souches, des études ont 

développé des thérapies réparatrices basées sur l’utilisation des CSN, notamment par 

transplantation. Après une lésion ischémique qui provoque la perte de cellules neurales, la 

transplantation de CSN a démontré l’efficacité régénératrice de ces cellules. Même injectées 

en intraveineux, les CSN sont capables d’atteindre un cerveau hémorragique, de survivre, de 

migrer vers le site lésionnel, et de se différencier en neurones (10 %) et en astrocytes (75 %). 

 

 Les CSN peuvent aussi être modifiées génétiquement avant transplantation, afin de sur-

exprimer des facteurs de survie cellulaire, comme BDNF ou Akt, et ainsi augmenter leur 

efficacité régénératrice (Yi et al., 2013). La transplantation de CSN permet également de 

réduire l’apoptose des neurones et le volume de la région lésée, et de favoriser l’angiogenèse 

et la neurogenèse endogène, grâce à une action neuroprotectrice et neurorégénératrice. 

 

3.2.5.2.  Cellules souches neurales et maladies neurodégénératives 

 

Dans le cas des maladies neurodégénératives, la prolifération des CSN de la SVZ est soit 

augmentée, soit réduite selon les modèles, les espèces et les maladies étudiés (Coronas, 2009 ; 

Saha et al., 2012). Cette différence entre les modèles et les espèces peut s’expliquer par 

l’utilisation de modèles animaux qui ne sont pas suffisamment représentatifs de la maladie 

étudiée. La différence de recrutement des CSN endogènes entre les maladies 

neurodégénératives peut s’expliquer par le fait que certains neurotransmetteurs jouent un rôle 

sur la prolifération des CSN de la SVZ, comme la dopamine et la sérotonine qui favorisent la 

prolifération (Coronas, 2009). Développer une médecine régénératrice en augmentant la 

mobilisation des CSN est un enjeu majeur dans le cas de neurodégénérescence, afin 

d’améliorer ou d’activer le processus régénérateur des CSN endogènes ou de CSN 

transplantées. 

 

Le phénomène de régénération endogène a été observé sur des coupes de cerveau post-

mortem de patients atteints de sclérose en plaques, par une nette augmentation de la 

prolifération des cellules de la SVZ. Ces travaux ont montré la mobilisation péri-ventriculaire 

de progéniteurs gliaux vers les lésions striatales, qui pourraient donner naissance à des 

oligodendrocytes pour favoriser le processus de remyélinisation (Figure 34) (Nait-Oumesmar 

et al., 2007). 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nait-Oumesmar%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17360586
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Figure 34 : Illustration de l’activation de la zone sous-ventriculaire dans le cas de sclérose en 

plaques. LV: ventricule latéral ;  SVZ: zone sous-ventriculaire (Nait-Oumesmar et al., 2007). 

 

 

Dans la maladie de Huntington, une augmentation de l’activité mitotique des CSN 

endogènes a également été observée dans la SVZ de rats, ayant subi une lésion mimant cette 

maladie neurodégénérative, suite à l’injection d’acide quinolinique dans le striatum 

(Tattersfield et al., 2004). Cependant, ce processus endogène seul ne suffit pas à réparer les 

lésions. Des modèles de transplantation de CSN humaines, par injections stéréotaxiques ou 

intraveineuses, ont révélé une amélioration des performances motrices et une neuroprotection 

associée à la libération de BDNF par les CSN transplantées, dans des modèles animaux de la 

maladie de Huntington (Kim et al., 2013).  

 

 Chez des patients atteints de la maladie de Parkinson, la prolifération dans la SVZ est 

altérée alors que chez des modèles animaux, l’inverse se produit (Coronas et al., 2009). Dans 

des modèles animaux parkinsoniens, induits par injection stéréotaxique de 6-

hydroxydopamine (6-OHDA), des CSN « naïves » ou génétiquement modifiées sont capables 

de survivre après transplantation, et de se différencier en neurones dopaminergiques dans la 

région lésée pour atténuer les déficits anatomiques et fonctionnels (Yi et al., 2013).  

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nait-Oumesmar%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17360586
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Dans la maladie d’Alzheimer, la neurogenèse serait augmentée au niveau de l’hippocampe 

de cerveau adulte humain, alors que cet effet reste contradictoire dans des modèles animaux 

(Taupin, 2010). Plusieurs études ont décrit des modèles de transplantation de CSN humaines 

chez des animaux présentant des lésions caractéristiques de la maladie d’Alzheimer (pour 

revue Kim et al., 2013). Ces CSN sont capables de sécréter des facteurs neurotrophiques, 

comme NGF (« nerve growth factor ») et BDNF, ou de sur-exprimer par modification 

génétique le gène codant pour la choline acétyltransférase, qui permet la synthèse 

d’acétylcholine. δes patients souffrant de la maladie d’Alzheimer présentent en effet des 

dysfonctions du système cholinergique qui est une des causes des désordres cognitifs. La 

transplantation de ces CSN, chez des animaux atteints, a finalement permis une amélioration 

notoire des fonctions cognitives, d’apprentissage et de mémorisation, et ces cellules ont été 

capables de se différencier en neurones et astrocytes. 

 

Dans des modèles animaux de sclérose latérale amyotrophique, la transplantation de CSN 

humaines non modifiées n’a pas permis d’améliorer les symptômes et la progression de la 

maladie. En revanche, chez des animaux ayant reçu des CSN humaines modifiées avant 

transplantation pour sur-exprimer le VEGFR, il a été observé une amélioration des fonctions 

motrices, une augmentation de la survie, et un retard dans l’apparition des premiers 

symptômes. Les mêmes effets ont été observés après transplantation intrathécale de 

motoneurones générés à partir de CSN humaines chez des modèles animaux de SLA (Kim et 

al., 2013).  

 

3.2.5.3. Cellules souches neurales et tumeurs cérébrales 

 

Dans le cas des tumeurs cérébrales, l’implication des CSN reste controversée et se révèle 

complexe. Certaines études suggèrent un effet anti-tumorigénique des CSN, alors que d’autres 

études proposent que les CSN soient à l’origine du développement de certaines tumeurs, 

notamment dans le cas des gliomes. 

 

3.2.5.3.1. Cellules souches neurales à l’origine des gliomes 

 

Deux hypothèses ont été proposées pour expliquer l’origine des cellules cancéreuses. δa 

première est la dédifférenciation de cellules saines différenciées par de multiples altérations 

génétiques. La seconde propose que des CSN transformées puissent devenir tumorigènes. 
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Des observations par IRM sur 100 patients présentant un gliome ont montré que la plupart 

des tumeurs est intimement associée à la SVZ. Dans 93 % des cas le tissu tumoral est en 

contact avec au moins une région de la SVZ (Barami et al., 2009). Au sein des gliomes, il a 

été mis en évidence une petite sous-population de cellules qui ont les mêmes propriétés que 

les CSN, et qui expriment des molécules semblables. Ces cellules, appelées cellules souches 

cancéreuses, sont capables de migrer et de s’auto-renouveler, sont multipotentes, et sont 

hautement prolifératives. Elles partagent avec les CSN les mêmes mécanismes de régulation, 

les mêmes marqueurs et molécules de signalisation, qui lorsqu’ils sont génétiquement 

dérégulés sont responsables du caractère tumorigène (Sanai et al., 2005 ; Quiñones-Hinojosa 

et Chaichana, 2007 ; Goffart et al., 2013). 

 

Les autres cellules qui ont été mises en cause dans la formation tumorale, et notamment 

dans les glioblastomes, sont les progéniteurs oligodendrocytaires qui dérivent des CSN. Leur 

capacité proliférative importante dans le cerveau adulte, et leur distribution dans la substance 

blanche et dans la substance grise en font de potentiels responsables du développement 

tumoral. δe PDGFRα, qui contrôle la prolifération et la migration des progéniteurs 

oligodendrocytaires, est souvent altéré dans les glioblastomes. Enfin, une étude a montré que 

l’inhibition du récepteur Grp17, impliqué dans la différenciation des progéniteurs 

oligodendrocytaires, entraine une diminution du développement tumoral dans un modèle 

murin de glioblastome (Goffart et al., 2013). 

 

La transformation des CSN ou de leurs progéniteurs pourraient ainsi être à l’origine du 

développement tumoral. Dans le cas des glioblastomes, la transformation des CSN ou la 

dédifférenciation de progéniteurs, ou de cellules différenciées, pourraient engendrer des 

cellules souches de glioblastome responsables du développement tumoral. Ces cellules sont 

également chimiorésistantes et sont souvent responsables de la récidive tumorale. Pour lutter 

efficacement contre les glioblastomes, il est important de développer des thérapies ciblant à la 

fois les cellules cancéreuses et les cellules souches de glioblastome pour permettre une 

régression totale de la tumeur (Figure 35) (Sanai et al., 2005 ; Quiñones-Hinojosa et 

Chaichana, 2007 ; Goffart et al., 2013). 
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Figure 35 : Origine des cellules souches de glioblastome et thérapies des glioblastomes. 

 

 

3.2.5.3.2. Effet anti-tumorigénique endogène des cellules souches neurales 

 

Un phénomène de chimiotropisme des CSN a été mis en évidence dans le cas des tumeurs 

cérébrales, notamment dans le cas des gliomes. In vitro, les CSN sont capables de migrer vers 

les gliomes, et ce phénomène est 5 fois plus important  lorsque les cellules sont cultivées dans 

le milieu conditionné des gliomes. En effet, le microenvironnement des tumeurs joue un rôle 

déterminant dans l’attraction des CSN, tel que le HGF qui est le facteur de croissance le plus 

chemoattractant pour les CSN (Heese et al., 2005). Le tropisme et le recrutement des CSN 

vers les cellules tumorales sont favorisés par l’hypoxie, qui est caractéristique des tumeurs, 

via l’augmentation de la régulation de cytokines chimiotactiques et l’activation de différentes 

voies de signalisation (Zhang et al., 2012). 

 

In vivo, des études ont montré que les CSN de la SVZ possèdent des propriétés anti-

tumorigéniques en migrant vers le glioblastome pour réduire la croissance de la tumeur et 

améliorer la survie. De plus, il a été constaté que chez des souris adultes porteuses de 

glioblastome, la prolifération dans la SVZ est plus faible et la taille des tumeurs plus 

importante, que chez de jeunes souris (Glass et al., 2005 ; Walzlein et al., 2008).  

 

3.2.5.3.3. Cellules souches neurales comme outils thérapeutiques 

 

La capacité de migration endogène des CSN/précurseurs vers les gliomes, et leur capacité à 

traverser la barrière hémato-encépalique, en font des outils thérapeutiques prometteurs pour la 



 

82 

délivrance de molécules ou de gènes visant à détruire les cellules tumorales (Müller et al., 

2006). 

Une lignée de CSN humaines a été modifiée pour exprimer la cytosine deaminase, qui est 

capable d’activer une molécule anti-tumorale (la fluorouracil). Transplantées par stéréotaxie 

chez des animaux porteurs de gliome, ces CSN sont capables de migrer vers la tumeur, sans 

effet toxique sur le tissu sain, et de réduire de façon importante le volume tumoral (Aboody et 

al., 2013). 

 

Dans une autre étude récente, une lignée de CSN humaines a été modifiée pour exprimer 

les enzymes carboxylesterases, qui permettent d’activer l’irinotecan, une molécule anti-

tumorale utilisée pour traiter des tumeurs malignes du cerveau. Que ces CSN soient 

transplantées par stéréotaxie ou par voie intraveineuse, elles conservent leur propriété de 

tropisme et permettent d’augmenter la cytotoxicité du traitement anti-tumoral envers les 

cellules cancéreuses (Metz et al., 2013). 

 

Le volume tumoral de souris porteuses de glioblastome a été réduit de 77 %, et la survie 

des animaux augmentée de 75 %, après transplantation de CSN modifiées pour exprimer un 

gène suppresseur de tumeur codant pour la protéine Gas1, qui inhibe la croissance cellulaire. 

Ces CSN, injectées dans l’hémisphère controlatéral au glioblastome, sont capables de migrer 

vers le tissu tumoral par chimiotropisme (Figure 36) (López-Ornelas et al., 2014). 

 

 

Figure 36 : Tropisme des cellules souches neurales vers la tumeur (Müller et al., 2006). 

 

Enfin, une étude récente et originale a décrit une nouvelle technique d’administration de 

CSN par injection intranasale, qui est une technique alternative non invasive, contrairement 

aux injections intracérébrales. Cette technique s’est révélée très efficace puisque θ h après 

leur injection, les CSN ont rapidement ciblé le gliome (Reitz et al., 2012).  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Aboody%20KS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23658244
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Metz%20MZ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24167321
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=L%C3%B3pez-Ornelas%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24529556
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Reitz%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23283548
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Chapitre 4: Les peptides pénétrants comme nouveaux outils thérapeutiques 

prometteurs 

 

4.1. Les peptides pénétrants ou « Cell-Penetrating Peptides » (CPP) 

 

4.1.1. Présentation 

 

La capacité de pénétration cellulaire a été décrite pour la première fois par Frankel et 

Pabo en 1988, pour la protéine TAT (« trans-activator of transcription »), issue du virus de 

l’immunodéficience humaine (VIH), puis par Joliot et al. en 1991, pour l’homéodomaine 

Antennapedia de la Drosophile. Suite à ces travaux, le tout premier peptide de pénétration 

cellulaire (CPP pour « Cell-Penetrating Peptide ») à être décrit est la pénétratine, ou Antp, qui 

dérive de la troisième hélice de l’homéodomaine Antennapedia de la Drosophile. Par la suite, 

de nombreux CPP naturels ou synthétiques ont été développés. Ces peptides sont caractérisés 

par une courte séquence peptidique (5-30 acides aminés), une solubilité dans l’eau, et une 

charge nette positive à pH physiologique due à la présence de plusieurs résidus arginines et/ou 

lysines. Ils sont classés selon leur nombre de résidus et leur hydrophobicité. Deux grandes 

familles de CPP ont ainsi été décrites, les CPP amphipathiques, et les CPP non 

amphipathiques ou cationiques, avec une charge nette positive élevée, et formés de quelques 

acides aminés (Tableau 9) (Madani et al., 2011 ; Wang et al., 2014).  

 

La capacité de ces CPP à traverser la membrane plasmique de la majorité des cellules en 

font des candidats prometteurs pour la délivrance cellulaire. De nombreuses études utilisent 

les CPP pour véhiculer de façon non-invasive diverses molécules thérapeutiques. Les CPP 

sont considérés comme de nouveaux systèmes thérapeutiques pour la délivrance 

intracellulaire et/ou intranucléaire de différents composés, à la fois in vitro et in vivo, incluant 

des nanoparticules, d’autres peptides, des protéines, des acides nucléiques (oligonucléotides, 

ADNc, ARN, siRNA), ou encore des agents de contraste pour l’imagerie (Tableau 9) (Wang 

et al., 2014).  

 

4.1.2. εécanismes d’entrée 

 

De nombreuses études ont été menées sur les mécanismes moléculaires responsables de 

l’internalisation des CPP dans les cellules. Il existerait une balance entre la translocation 

directe à travers la membrane et le transport actif via l’endocytose. Plusieurs facteurs 
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influencent l’implication de l’une ou l’autre de ces voies, notamment la concentration 

extracellulaire en CPP, leur charge positive nette, leur hydrophobicité, leur conformation et 

leur taille, mais également le type cellulaire, et la présence et le type de « cargo » que 

transportent les CPP. Chargés positivement, les CPP interagissent avec des composants de la 

membrane chargés négativement, comme les glycosaminoglycans (héparanes et chondroïtines 

sulfates) et les phospholipides (Ziegler, 2008). Plusieurs études indiquent que pour de faibles 

concentrations en CPP la voie d’entrée majeure serait l’endocytose, alors que pour des 

concentrations élevées, la translocation directe serait majoritaire (Mueller et al., 2008 ; 

Madani et al., 2011 ; Jones et Sayers, 2012 ; Wang et al., 2014). 

 

4.1.2.1. Translocation directe 

 

 Le transport passif à travers la bicouche lipidique de la membrane plasmique, ou 

translocation directe, a été le premier mécanisme d’entrée énergie-indépendant mis en 

évidence pour les CPP.  Plusieurs modèles ont été décrits, comme la formation de micelles 

inversées, la formation de pores membranaires, les modèles de Barrel-Stave et de Carpet 

(Figure 37) (Derossi et al., 1994 et 1996 ; Yeaman et Yount, 2003 ; Herbig et al., 2005 ; 

Deshayes et al., 2006). 

 

 

Figure 37 : Modèles de translocation directe des CPP à travers la membrane plasmique: micelle 

inversée, pore membranaire transitoire, modèles de Barrel-Save et de Carpet. 

 

 

Différentes méthodes permettent de mettre en évidence le mécanisme de translocation 

directe, comme l’appauvrissement en ATP intracellulaire ou une faible température (4°C) 

(Richard et al., 2003 ; Madani et al., 2011). Ce phénomène de translocation passive par 

interaction peptide/phospholipides membranaires, a également été mis en évidence grâce à 

des modèles de vésicules larges unilamellaires (LUV, pour « large unilamellar vesicle ») ou 
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de vésicules géantes de membrane plasmique (GPMV, pour «  giant plasma membrane 

vesicle »). δ’avantage de ce type de vésicules réside dans le fait qu’elles sont dépourvues de 

cytosquelette et de mécanismes dépendant de l’énergie. δes GPMV représentent le modèle 

d’étude membranaire le plus naturel, puisque leur composition lipidique et leur contenu 

(cytoplasme) dérivent directement des cellules dont elles sont issues (Ziegler, 2008 ; Säälik et 

al., 2011 ; Amand et al., 2011). 

 

4.1.2.2. Endocytose 

 

δa pénétration des CPP à l’intérieur des cellules s’effectue également via un transport 

actif, appelé endocytose, qui permet par invagination de la membrane, d’internaliser des 

molécules extracellulaires dans des vésicules endosomales. δ’endocytose regroupe la 

phagocytose, et la pinocytose qui elle-même est composée de la macropinocytose et des 

endocytoses dépendantes et indépendantes de la clathrine et de la cavéoline (Figure 38). 

δ’implication de ce mécanisme d’internalisation température et énergie-dépendant a été 

montrée en traitant les cellules à 4°C ou en appauvrissant le milieu en ATP (Richard et al., 

2003). δa plupart des études menées sur l’entrée des CPP a montré l’implication de la 

pinocytose, via l’utilisation d’inhibiteurs et de marqueurs spécifiques de ces voies d’entrée, 

comme illustré sur la figure 38 (Richard et al., 2003 et 2005 ; Duchardt et al., 2007 ; Madani 

et al., 2011). 

 

 

Figure 38 : Voies d’endocytose impliquées dans l’entrée des CPP et les différents inhibiteurs et 

marqueurs spécifiques (modifié de Stewart et al., 2008). 
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δes mécanismes d’endocytose requièrent une machinerie cellulaire diverse (déformation, 

fission, trafic, amarrage, et fusion membranaires, protéines adaptatrices…), mise en place et 

régulée par différents composants cellulaires tels que les protéines kinases. δ’ensemble de ces 

kinases constitue de larges réseaux de signalisation cellulaire qui interagissent entre eux, et 

qui sont liés directement ou par des intermédiaires à la machinerie de l’endocytose (Liberali et 

al., 2008). Par exemple, la phosphorylation des phosphatidylinositol bi-phosphate et tri-

phosphate (PIP2 et PIP3), enrichis au niveau de la membrane plasmique, favorise le trafic 

membranaire, la maturation et la motilité des endosomes, ainsi que l’organisation du 

cytosquelette membranaire. Leur implication a notamment été mise en évidence dans la 

formation des vésicules recouvertes de clathrine, ainsi que dans l’organisation des 

microfilaments d’actine pendant la macropinocytose (Jost et al., 1998 ; Zhou et al., 1998 ; 

Haucke, 2005). Ces phosphatidylinositols sont phosphorylés par PI3K qui est activée par les 

RTK. δ’activation de ces récepteurs, notamment l’EGFR, entraîne des cascades de 

signalisation spécifique, comme la voie PI3K/Akt et la voie des MAPK au niveau de la 

membrane plasmique, qui favorisent les mécanismes d’endocytose (Figure 39) (Wilde et al., 

1999 ; McPherson et al., 2001).  

 

 

Figure 39 : Exemple de voies de signalisation régulant la machinerie de l’endocytose et sites 

d’action des inhibiteurs spécifiques de ces voies. 
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4.1.3. Les CPP comme systèmes de délivrance moléculaire intracellulaire 

 

La capacité de pénétration intracellulaire des CPP en fait des candidats intéressants de 

délivrance de molécules thérapeutiques dans divers domaines cliniques. Depuis une vingtaine 

d’années, des centaines d’études ont été réalisées, dont certaines sont en phases d’essais 

cliniques (Heitz et al., 2009). En effet, ces peptides sont capables de transporter des « cargos » 

qui naturellement ne peuvent pas accéder aux compartiments cellulaires, ni même à certaines 

régions de l’organisme, lorsqu’il s’agit par exemple de traverser la barrière hémato-

encéphalique. Les « cargos », couplés de façon covalente ou non, sont de nature très diverses 

puisqu’ils regroupent des oligonucléotides (ADNc (ADN complémentaire), ARN, siRNA 

(petits ARN interférents)), des fluorochromes, des nanoparticules, des agents de contraste 

pour l’imagerie à résonance magnétique, ou encore des drogues ou d’autres peptides 

(Tableau 9). Quelques exemples de couplage sont présentés par la suite pour illustrer les 

multiples utilisations des CPP comme système de délivrance. 

 

4.1.3.1. Couplage CPP-protéines/peptides 

 

La délivrance de protéines couplées aux CPP a été mise en évidence in vivo par Schwarze 

et al., en 1999 en montrant le transport de la ȕ-galactosidase couplée au peptide TAT, dans la 

plupart des tissus, et notamment dans le cerveau, après une injection intrapéritonéale chez la 

souris. En 2004, une équipe a identifié un peptide cyclique proapoptotique, appelé P15, qui 

couplé au CPP TAT, induit la mort des cellules tumorales et exerce des effets anti-tumoraux 

in vivo (Perea et al., 2004). Suite à une ischémie cérébrale, les lésions ont pu être réduites 

grâce au couplage TAT-GDNF (« glial cell line-derived neurotrophic factor »), une protéine 

favorisant la survie neuronale (Kilic et al., 2005). Une étude a également montré que le 

couplage à la pénétratine du « glucagon-like peptide-1 » (GLP-1) et de l’exendine-4, deux 

peptides utilisés dans le traitement du diabète de type 2, facilitent leur absorption nasale et 

intestinale (Khafagy et al., 2009) (Tableau 9).  

 

4.1.3.2. Couplage CPP-acides nucléiques 

 

Une application de siRNA couplés à la pénétratine a permis d’augmenter l’efficacité 

d’entrée des siRNA dans des neurones sympathiques et d’hippocampe, dans le but de 

réprimer l’expression de la SOD1 (« superoxide dismutase 1 ») et de la caspase-3 (Davidson 

et al., 2004). Une autre étude a montré l’efficacité de pénétration et les effets anti-tumoraux 
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de siRNA, dirigés contre la cycline B1 pour arrêter le cycle cellulaire, en les couplant au CPP 

MPG-8 (peptide dérivé de VIH-1 et de la séquence de localisation nucléaire de l’antigène T 

du virus SV40) (Crombez et al., 2009b).  Un complexe siRNA-R9 (peptide de synthèse 

polyarginine) permet également de réduire la croissance et la vascularisation tumorales, en 

bloquant l’expression de VEGF (Kim et al., 2006). D’autres travaux ont montré l’efficacité de 

la transfection d’un plasmide lorsqu’il est couplé à TAT-10H (conjugué à des résidus 

histidine) (Lo et Wang, 2008). De récentes études ont montré que la fusion d’un CPP 

polyarginine à un ADN codant pour un co-activateur de divers facteurs de transcription, a 

permis d’élever la différenciation potentielle de cellules souches mésenchymateuses humaines 

dans différents types cellulaires (Jo et al., 2012)  (Tableau 9). 

 

4.1.3.3. Couplage CPP-nanoparticules 

 

 Les nanoparticules sont très étudiées comme outil diagnostique et thérapeutique, mais 

leur capacité à traverser les membranes reste limitée. De plus en plus de nanoparticules sont 

de ce fait complexées à des CPP pour faciliter leur internalisation dans les cellules. Des CPP 

comme TAT, R9 ou encore la pénétratine ont permis de délivrer des micelles, des liposomes, 

des nanoparticules d’or, des quantums dots, ou encore des dendrimères pour des applications 

thérapeutiques et d’imagerie cellulaire (Torchilin, 2008). Des liposomes fonctionnalisés avec 

TAT, et remplis de paclitaxel, une drogue du cytosquelette inhibitrice de la mitose, ont révélé 

des effets anti-tumoraux prometteurs (Niu et al., 2011). Une étude a montré les aires de lésion 

aortique dans un modèle d’athérosclérose de souris, en marquant de différentes couleurs les 

monocytes/macrophages et les lymphocytes T, grâce à des quantums dots fonctionnalisés 

avec de la maurocalcine (Jayagopal et al., 2009) (Tableau 9). 
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Tableau 9 : Caractéristiques de quelques CPP utilisés comme système de délivrance. 
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4.2. Les peptides issus des filaments intermédiaires 

 

4.2.1. Leur découverte 

 

Au laboratoire, des études menées sur la biologie des différents éléments du cytosquelette 

ont permis de mettre en évidence des interactions entre les filaments intermédiaires (FI) et la 

tubuline. In vivo, la tubuline βIII a été mise en évidence au sein des agrégats de 

neurofilaments (NF) présents dans le corps cellulaire des neurones de souris transgéniques 

NFH-LacZ, tandis que dans les axones, les NF sont absents et le nombre de MT est nettement 

augmenté, comparé à des souris contrôles. Ce modèle suggère la capacité des NF à moduler 

l’assemblage des MT, en agissant comme des réservoirs de tubuline libre (Eyer et Peterson, 

1994). Il a récemment été montré que les NF, tout comme d’autres FI (vimentine, desmine, 

kératine, GFAP), possèdent des sites de fixation de la tubuline libre, appelés domaines TBS 

pour « Tubulin Binding Sites » (Bocquet et al., 2009).  

 

La technique de « peptide array » a permis de mettre en évidence les séquences en acides 

aminés, dans les domaines N- ou C-terminaux des FI, capables de fixer la tubuline non 

polymérisée (Figures 40 et 41).  

 

 

Figure 40 : Principe de la technique de « peptide array ». 
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Figure 41 : Localisation des sites de fixation de la tubuline libre (TBS) sur différents filaments 

intermédiaires, et de deux peptides correspondants, Vim-TBS.58-81 et NFL-TBS.40-63. 

(Longueur en acides aminés schématisée d’après Szeverenyi et al., 2008). 

 

 

Certains des peptides correspondant aux domaines TBS sont capables d’inhiber la 

polymérisation des MT. C’est notamment le cas du peptide NFL-TBS.40-63, issu de la sous-

unité légère des NF (NFL), et composé de 24 acides aminés. Ce peptide réduit de façon 

importante la polymérisation des MT, jusqu’à l’abolir totalement pour de fortes 

concentrations (Figure 42). Ces effets ont aussi été observés dans des cellules de 

glioblastome humain T98G, qui après internalisation du peptide, ont leur réseau de MT détruit 

(Bocquet et al., 2009). 

 

 

Figure 42 : Représentation schématique des effets du peptide NFL-TBS.40-63 sur la 

polymérisation des microtubules. 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18033728?ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum
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Un autre peptide issu de la vimentine, le peptide Vim-TBS.58-81 (Figure 41), est capable 

d’entrer dans les cellules T9κG, sans altérer le réseau de MT, et de se localiser dans le noyau 

des cellules (Balzeau et al., 2012). 

 

La capacité de pénétration cellulaire de ces peptides, semblable aux CPP, en font des 

candidats thérapeutiques innovants et prometteurs, notamment dans le domaine de la 

cancérologie. 

 

 

4.2.2. Le peptide Vim-TBS.58-81  

 

La séquence en acides aminés 58 à 81 correspond à un domaine de fixation de la tubuline 

libre sur la partie N-terminale de la protéine vimentine, exprimée dans les cellules 

mésenchymateuses et retrouvée dans les fibroblastes (Bocquet et al., 2009 ; Szeverenyi et al., 

2008). Le peptide correspondant à ce domaine TBS, appelé Vim-TBS.58-81, est capable 

d’entrer dans les cellules de glioblastome humain T98G, sans altérer le réseau de MT, 

contrairement au peptide NFL-TBS.40-63. δ’internalisation de ce peptide dans les cellules est 

dose-dépendante et se fait de façon massive, puisque dès 15 µmol/L la quasi-totalité des 

cellules analysées ont incorporé le peptide. Il a également été montré que l’entrée de Vim-

TBS.58-κ1 dans les cellules se fait via la voie d’endocytose dépendante de la cavéoline. De 

manière intéressante, le peptide Vim-TBS.58-81 est retrouvé dans le cytoplasme et le noyau 

des cellules T98G, et possède une structure secondaire stable en hélice α, tout comme un CPP 

bien connu, TAT.48-60 (Balzeau et al., 2012 ; Saini et al., 2013).  

 

La capacité de ciblage nucléaire de ces deux peptides a été étudiée et comparée en les 

couplant au peptide pro-apoptotique P10, qui est un fragment de la protéine p21/WAF1 

(protéine médiatrice de l’arrêt du cycle cellulaire en inhibant les complexes cyclines). Dans le 

noyau, le peptide P10 va inhiber la prolifération des cellules en bloquant la réplication de 

l’ADN (Warbrick et al., 199η). Alors que le peptide de fusion Vim-TBS.58-81-P10 est 

capable de se localiser essentiellement dans le noyau des cellules T98G, le peptide de fusion 

TAT.48-60-P10 n’est retrouvé qu’au niveau cytoplasmique. Seul Vim-TBS.58-81-P10 est 

capable de réduire la prolifération des cellules de glioblastome (Balzeau et al., 2012). Ces 

travaux montrent l’intérêt du peptide Vim-TBS.58-81 dans le ciblage et la délivrance de 

différentes molécules dans le noyau des cellules. 
 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18033728?ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18033728?ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum
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4.2.3. Le peptide anti-glioblastome NFL-TBS.40-63 

 

Il a été montré que le peptide NFL-TBS.40-63 entre de façon massive et dose-dépendante 

dans plusieurs lignées de cellules de gliome humain, de rat et de souris, via un mécanisme de 

transport actif, température et énergie-dépendant, caractéristique de l’endocytose. 

δ’incorporation du peptide dans les cellules de gliome détruit leur réseau de MT, bloquant 

ainsi la division cellulaire, la prolifération et la migration des cellules tumorales qui entrent 

alors en apoptose. Même si le peptide entre peu dans les cellules saines, de type neurones ou 

astrocytes, il n’a pas d’effet toxique sur ces cellules, dont le réseau de MT reste intact (Figure 

43). 

 

En revanche, le peptide a révélé des caractéristiques variables sur d’autres lignées 

cellulaires. Alors qu’il entre dans des cellules issues d’une lignée d’adénocarcinome épithélial 

humain (HeLa) et d’une lignée de fibroblates (NIH-3T3), sans altérer leur réseau de MT, il 

entre peu dans des cellules d’adénocarcinome prostatique (LNCap). En revanche, le peptide a 

un effet sur les MT de cellules issues de cancer du sein (MCF-7), de cancer colorectal 

(LS187) et de neuroblastome (NGP) (Bocquet et al., 2009 ; Bergès et al., 2012a). Ces travaux 

suggèrent une entrée sélective et un effet spécifique du peptide sur certains types de cellules. 

 

 

 

Figure 43 : Internalisation du peptide NFL-TBS.40-63 et effet sur le réseau de microtubules, 

dans des cellules de gliome F98 et des cellules saines de rat (tubuline en rouge ; peptide en vert ; 

noyaux en bleu) (Bergès et al., 2012a). 
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δes propriétés de pénétration et d’action du peptide NFδ-TBS.40-63 dépendent de sa 

composition et de l’ordre en acides aminés, ainsi que de son état de phosphorylation. En effet, 

l’internalisation d’un peptide « scramble », NFL-TBS.Scr (séquence en acides aminés 40 à 63 

dans le désordre) dans les cellules de glioblastome T98G est moins importante, et il n’y a pas 

d’effet sur le réseau de MT (Bergès et al., 2012a). De plus, la substitution séquentielle des 

acides aminés, par une alanine ou par des acides aminés phosphorylés, entrainent une 

diminution de l’internalisation et de l’effet du peptide sur les cellules T98G. Des travaux ont 

en effet montré que la substitution de chaque acide aminé par une alanine réduit l’altération 

des MT. De la même façon, tous les acides aminés, sauf les sérines en position 21 et 24, 

réduisent l’entrée du peptide dans les cellules. δ’importance de la structure primaire du 

peptide NFL-TBS.40-63 a permis de prédire deux structures secondaires différentes, une en 

feuillet ȕ antiparallèle et une en hélice α (Figure 44). δ’ensemble de ces travaux met en 

évidence des relations structure/fonction importantes pour le peptide NFL-TBS.40-63, et 

indique des repliements spécifiques qui pourraient être en lien avec l’entrée dans la cellule et 

l’interaction avec la tubuline (Bergès et al., β01βb). 

 

 

 

Figure 44 : Repliements suggérés du peptide NFL-TBS.40-63 (Bergès et al., 2012b). 
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Des études menées in vivo, chez des animaux porteurs de gliome, ont montré une 

réduction significative de la croissance tumorale d’environ ι0 % après injection intra-

tumorale du peptide NFL-TBS.40-63, comparé à des animaux contrôles non traités (Figure 

45). De plus, injecté chez des animaux sains, le peptide n’est pas retrouvé dans le tissu sain et 

n’a pas d’effet toxique sur le tissu cérébral (Bergès et al., 2012a). 

 

Il a également été montré que ce peptide peut être utilisé comme vecteur de 

nanoparticules, de type nanocapsules lipidiques (δNC), remplies d’un agent anti-cancéreux, le 

paclitaxel. Ces δNC ont été mises au point par l’équipe INSERε UεR 10θθ dirigée par le 

Pr. Jean-Pierre Benoît. Elles sont constituées d’un corps lipidique liquide composé de 

triglycérides, et d’une enveloppe lipidique solide composée de phospholipides et de chaînes 

longues de polyéthylène glycol (PEG) hydrophiles. Ces nanocapsules ont une taille comprise 

entre 20 et 100 nm, et peuvent incorporer dans leur cœur lipidique, différents composés 

lipophiles. Des travaux ont été réalisés avec des δNC remplies d’un fluorochrome proche 

infrarouge, le DiD (1,1’-dioctadecyl-γ,γ,γ’,γ’-tetramethylindo-dicarbocyanine), et du 

paclitaxel. Ces LNC couplées ou non avec le peptide ont été testées in vitro sur des cellules de 

gliome de souris GL261, et in vivo chez des animaux porteurs de ces gliomes. Les résultats 

ont montré que le peptide favorise la délivrance des LNC en ciblant les cellules tumorales. En 

effet, les LNC-paclitaxel fonctionnalisées avec le peptide réduisent de façon plus importante 

le volume tumoral d’environ 75%, que des LNC-paclitaxel non fonctionnalisées qui le 

réduisent d’environ 60 %, comparé à des animaux contrôles non traités (Figure 45) (Balzeau 

et al., 2013). 

 

δ’ensemble de ces travaux propose ainsi des applications thérapeutiques dans le domaine 

de la cancérologie, notamment pour lutter contre les glioblastomes. La capacité de ciblage des 

cellules de gliome par le peptide NFL-TBS.40-63, seul ou comme vecteur de nanoparticules, 

ainsi que son action spécifique sur ce type de cellules, font de ce peptide un agent 

thérapeutique prometteur dans le traitement des tumeurs cérébrales de haut grade (Figure 45). 
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Figure 45 : Etudes in vivo du peptide NFL-TBS.40-63, injecté seul ou couplé à des 

nanoparticules remplies d’un agent anti-cancéreux, chez des animaux porteurs de gliome. Les 

animaux traités avec le peptide, seul ou comme vecteur de nanoparticules remplies de paclitaxel, ont 

révélé une amélioration de leur état physique et une réduction significative du volume de la tumeur, 

comparés à des animaux non traités (Bergès et al., 2012a ; Balzeau et al., 2013). 

 

 

Une autre application du peptide NFL-TBS.40-63, développée récemment au laboratoire, 

a mis en évidence ses effets neuro-protecteurs lors de pathologies liées à la démyélinisation 

des axones, comme dans le cas de la sclérose en plaques. En effet, lors de démyélinisations 

axonales, les NF et la tubuline libérés dans l’espace extracellulaire pourraient réguler le 

processus de remyélinisation (Fressinaud et Eyer, 2013). In vitro, la destruction des cellules 

myélinisantes, comme les oligodendrocytes, est induite en traitant ces cellules avec la 

lysophosphatidyl choline (Fressinaud, 2005). Dans ces conditions, le peptide NFL-TBS.40-63 

favorise la différenciation et la maturation des oligodendrocytes, sans altérer l’état des 

astrocytes, et protège partiellement les cellules myélinisantes de la toxicité induite par la 

lysophosphatidyl choline (Fressinaud et Eyer, 2014). δes études menées jusqu’à présent sur le 

peptide NFL-TBS.40-63, notamment dans le domaine de neuropathologies liées à la 

démyélinisation axonale, permettent de mieux comprendre l’implication des neurofilaments 

dans ce type de pathologies.  
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Chapitre 5: Projets de recherche 

 

 

Le cytosquelette joue un rôle important dans la biologie des cellules, pour leur maintien, 

leur structure, leur prolifération, leur migration, ou encore le transport intracellulaire des 

organites. Les FI sont les composants du cytosquelette les plus abondants dans le système 

nerveux. Des perturbations dans leur expression et leur organisation sont associées à de 

multiples maladies neurodégénératives et à des tumeurs cérébrales, telles que les gliomes de 

haut grade. Ils représentent d’ailleurs de potentiels marqueurs utiles pour améliorer le 

diagnostic et développer de nouvelles stratégies thérapeutiques. Dans la revue ci-après, nous 

avons résumé différents résultats obtenus dans ce domaine (Article de revue : Lépinoux-

Chambaud et Eyer, Histochem Cell Biol 2013). 

 

  Dans des conditions physiologiques normales, les FI sont capables d’interagir avec les 

autres constituants du cytosquelette. Ainsi, dans le laboratoire, il a été montré que les FI 

contiennent des sites de fixation de la tubuline libre (sites TBS) sur leurs domaines N- et C-

terminaux (Bocquet et al., 2009). Parmi les peptides correspondant à ces sites TBS, le peptide 

NFL-TBS.40-63, issu de la sous-unité légère des NF (NFL), représente un potentiel agent 

thérapeutique pour lutter contre les glioblastomes. En effet, ce peptide est capable de détruire 

in vitro le réseau de εT de cellules de glioblastome, de réduire leur prolifération et d’induire 

leur mort par apoptose. Chez des animaux porteurs de gliome, le peptide permet de réduire de 

façon importante le volume tumoral. δ’intérêt de ce peptide réside dans sa sélectivité d’entrée 

dans les cellules de glioblastome (en effet il entre peu voire pas dans les cellules saines de 

type neurones ou astrocytes), et dans sa spécificité d’action sur ces cellules (in vitro et in vivo 

le peptide n’a pas d’effet cytotoxique détectable sur les cellules saines) (Bergès et al., 2012a). 

Les propriétés anti-glioblastomes et la sélectivité d’entrée du peptide en font un candidat 

thérapeutique prometteur pour traiter les glioblastomes, ces tumeurs cérébrales de haut grade 

les plus fréquentes et les plus agressives pour lesquelles les traitements actuels manquent 

d’efficacité et de spécificité.  

 

Le premier objectif de ma thèse a été de déterminer les mécanismes moléculaires 

responsables de l’entrée sélective et massive du peptide dans les cellules de glioblastome. Nos 

travaux se sont basés sur les mécanismes d'entrée connus des peptides de pénétration 

cellulaire (ou CPP), qui utilisent une balance entre l’endocytose par un transport actif, et la 

translocation directe à travers la membrane (Madani et al., 2011 ; Wang et al., 2014). 
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Différents signaux intracellulaires, via l’activation des récepteurs RTK et des voies de 

signalisation associés à la machinerie de l’endocytose, ont également été analysés pour mieux 

comprendre la sélectivité d’entrée du peptide dans les cellules de glioblastome (1
er

 article 

scientifique : Lépinoux-Chambaud et Eyer, Int J Pharm 2013). 

 

 

Dans un second temps, nous nous sommes interrogés sur les potentiels effets du peptide 

sur les mitochondries. En effet, il a été récemment montré que la sous-unité NFL interagit 

avec des molécules responsables de la dynamique mitochondriale (Gentil et al., 2012). Ainsi, 

nous avons mené des travaux pour analyser les effets du peptide sur la dynamique et la 

biogenèse mitochondriale des cellules de glioblastome, en analysant la phosphorylation 

oxydative, la balance fission-fusion, et les gènes et protéines de régulation transcriptionnelle 

mitochondriale qui pourraient être affectés (2
ème

 article scientifique : Rivalin et al., PLoS One 

2014). 

 

 

Enfin, le dernier axe de recherche a porté sur l’étude de l’entrée et des effets du peptide sur 

les cellules souches neurales (CSN). Ces cellules offrent en effet de nombreuses perspectives 

thérapeutiques. Elles ont un effet anti-tumorigénique et sont capables de migrer vers le tissu 

tumoral (Müller et al., 2006). Cette capacité réparatrice a également été observée sur d’autres 

lésions cérébrales, notamment dans le cas de maladies neurodégénératrices (Kim et al., 2013). 

Cibler ces cellules est un des enjeux actuels de thérapie cellulaire dans le cas de gliome et de 

neurodégénérescence, dans le but d’augmenter la mobilisation des CSN. Nos travaux ont 

permis dans un premier temps de mettre en évidence la capacité du peptide à cibler les CSN 

in vitro et in vivo, et à y pénétrer massivement selon un mécanisme de translocation directe. 

Dans un second temps, l’effet du peptide sur les caractéristiques propres aux CSN a été 

analysé, en particulier sur l’auto-renouvellement, la prolifération, la viabilité et l’adhérence 

des CSN (3
ème

 article scientifique : Lépinoux-Chambaud et Eyer, soumis à Biomaterials).  
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Article de revue 

 
 

Review on intermediate filaments of the nervous system and their pathological 

alterations. 

 

Lépinoux-Chambaud C., Eyer J. Histochem Cell Biol (2013) Jul;140(1):13-22. 

 

 

Le cytosquelette est composé de trois structures interconnectées qui sont les 

microfilaments d’actine, les microtubules et les filaments intermédiaires. Ces derniers, 

contrairement aux deux autres composants, sont tissu-spécifiques. Les FI du système nerveux 

regroupent les neurofilaments, l’α-internexine, la GFAP, la synémine, la nestine, la 

périphérine et la vimentine, qui sont exprimés différemment selon le développement et le type 

cellulaire.  

 

Dans plusieurs conditions pathologiques, des perturbations du métabolisme et de 

l’organisation des FI du système nerveux peuvent être associées à des maladies 

neurodégénératives ou à des tumeurs cérébrales. Une des caractéristiques communes des 

maladies neurodégénératives est l’accumulation anormale de FI dans le corps cellulaire et le 

long des axones, qui est souvent associée à une altération du transport axonal et à une 

dégénérescence neuronale. Dans cette revue sont présentées des perturbations des FI associés 

à différents types de maladies neurodégénératives, en particulier la maladie d’Alzheimer, la 

maladie de Parkinson, la sclérose latérale amyotrophique, les maladies de Charcot-Marie-

Tooth, et la maladie d’Alexander. δ’altération de l’expression des FI et leur libération dans le 

fluide cérébro-spinal, après la mort des neurones, peuvent servir de biomarqueurs dans le but 

d’améliorer le diagnostic clinique et d’évaluer la progression de la maladie. Cependant, le rôle 

de ces éléments dans le fluide cérébro-spinal reste peu exploré. 

 

De la même façon, cette revue présente l’expression anormale de différents FI du système 

nerveux dans le cas de gliomes. δ’évaluation de leur expression et de leurs concentrations 

sériques permettraient de compléter les analyses histologiques, dans le but d’améliorer la 

classification de ces tumeurs. De récentes études révèlent en effet l’intérêt de mieux 

comprendre les conséquences biologiques de l’expression anormale des FI, afin d’optimiser le 

diagnostic et les thérapies pour lutter contre les gliomes, en utilisant les FI comme 

biomarqueurs ou comme outils thérapeutiques.  
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Abstract Intermediate filaments (IFs) of the nervous sys-

tem, including neurofilaments, a-internexin, glial fibrillary

acidic protein, synemin, nestin, peripherin and vimentin, are

finely expressed following elaborated cell, tissue and devel-

opmental specific patterns. A common characteristic of sev-

eral neurodegenerative diseases is the abnormal accumulation

of neuronal IFs in cell bodies or along the axon, often asso-

ciated with impairment of the axonal transport and degener-

ation of neurons. In this review, we also present several

perturbations of IF metabolism and organization associated

with neurodegenerative disorders. Such modifications could

represent strong markers of neuronal damages. Moreover,

recent data suggest that IFs represent potential biomarkers to

determine the disease progression or the differential stages of

a neuronal disorder. Finally, recent investigations on IF

expression and function in cancer provide evidence that they

may be useful as markers, or targets of brain tumours, espe-

ciallyhigh-gradeglioma.Abetter knowledge of themolecular

mechanisms of IF alterations, combined to neuroimaging, is

essential to improve diagnosis and therapeutic strategies of

such neurodegenerative diseases and glioma.

Keywords Intermediate filaments � Neurodegenerative

disease � Glioma

Generalities

The intermediate filament (IF) network represents a com-

ponent of the cytoskeleton, together with microtubules

(MT) and microfilaments. IFs were defined by their

diameter (10 nm), which is intermediate between micro-

tubules (15 nm) and microfilaments (6 nm) (Ishikawa et al.

1968). They also differ from these two structures by the

various size and primary structure of their constitutive

proteins, their non-polar architecture and their relative

insolubility. The expression of IFs is finely tuned depend-

ing on the cell type and the development. In the nervous

system, nestin and vimentin are detected early in embry-

onic development, while the different subunits of neuro-

filaments appear later during the development and are

associated with neuronal differentiation (Cochard and

Paulin 1984; Lendahl et al. 1990; Nixon and Shea 1992).

Each IF protein is composed of a conserved a-helix

central region, called rod domain, flanked by non-a-helical

head (amino-terminal) and tail (carboxy-terminal)

domains. The rod domain contains between 300 and 330

amino acids, whereas the head and tail domains are of

variable size with a more flexible structure. The assembly

of IF proteins consists in two anti-parallel dimers, which

formed protofilaments. A filament is finally composed of

eight protofilaments (Omary et al. 2004; Szeverenyi et al.

2008).

Intermediate filaments are classified into 6 types

according to their sequence, gene structure and cell-type-

specific expression patterns. In this review, we focused on

IFs expressed in the nervous system, such as peripherin

(type III) in peripheral neurons, glial fibrillary acidic pro-

tein (GFAP: type III) in glial cells, vimentin (type III) in

mesenchyme, a-internexin (INA: type IV) in neurons,

neurofilaments (NFs: type IV) in mature neurons, that are

composed of three subunits, NFL, NFM and NFH (for low-

, medium- and high-molecular-weight NF), nestin (type IV)

in endothelial and stem cells, and synemin (type IV) in

neurons and immature astrocytes (Table 1).
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Multiple levels of IF regulation are achieved through

post-translational modifications, such as phosphorylation,

glycosylation and transglutamination. In the nervous sys-

tem, peripherin and neurofilaments were shown to interact

with MTs through kinesin and dynein that govern their

axonal transport (Yabe et al. 1999; Shah et al. 2000;

Helfand et al. 2003). In general, it has been shown that IFs

play an important role in the cell and tissue integrity.

Moreover, their functions are also specific to the tissue. For

instance, neurofilaments are involved in the axonal growth,

the axonal transport, the dendritic arborization and the

plasticity of the cytoskeleton (Eyer and Peterson 1994;

Kong et al. 1998; Walker et al. 2001; Zhang et al. 2002).

Several IFs expressed in the nervous system are altered

in neurodegenerative diseases, and therefore, they can be

used as biomarkers of neuropathologies and cancers. Per-

turbations of their metabolism and organization were found

to be frequently associated with several neurodegenerative

diseases, including Alzheimer disease, Parkinson disease

and Amyotrophic lateral sclerosis. Many human neurode-

generative disorders are also characterized by impairment

of the axonal transport and the abnormal accumulation of

IFs, which can be caused by their post-translational mod-

ifications (in particular hyper-phosphorylation), or by

mutations (e.g. mutations of GFAP in Alexander disease,

mutations of NFL in Charcot–Marie–Tooth disease,

mutations of NFH and peripherin in sporadic Amyotrophic

lateral sclerosis) (Figlewicz et al. 1994; Mersiyanova et al.

2000; Brenner et al. 2001; Gros-Louis et al. 2004; Perrot

and Eyer 2009) (Table 1).

Recently, clinical proteomic analysis of the cerebrospi-

nal fluid (CSF) identified potential biomarkers of nervous

system perturbations, such as inflammation, infection,

neurodegenerative processes and tumour growth. The CSF

is produced by plexus choroids in the brain ventricles and

contains cell shedding products, which can serve as a

potential source of biomarkers (Zougman et al. 2008). In

the early stage of a neuronal disorder, the diagnosis is often

difficult (Hughes et al. 2002). To improve the clinical

diagnosis of such disorders, different levels of cell-type-

specific biomarkers, in particular IFs, were used to deter-

mine the differential stages of a neuronal disorder and the

cells that are affected. Alterations of IF gene expression

and protein phosphorylation can serve as markers of tissue

injury (Omary et al. 2004). Several studies revealed that the

NFs, especially their hyper-phosphorylated forms, repre-

sent valuable biomarkers of axonal injury, degeneration

and neuronal loss (Petzold et al. 2005; Shaw et al. 2005).

During axonal degeneration, the rate of NFs released in the

interstitial fluid and into the CSF can be quantified. Thus,

this evaluation was proposed to differentiate neuronal

disorder or to evaluate the progression of a neuronal injury

(Petzold et al. 2003).

Alzheimer disease

Alzheimer disease (AD) is the most common form of

dementia, with neurodegeneration. AD is characterized by

the presence of amyloid plaques and neurofibrillary tangles

(NFTs) in brain tissue (Hardy 2006). The NFTs are com-

posed of microtubule-stabilizing tau proteins and exten-

sively phosphorylated NFs (Grundke-Iqbal et al. 1986;

Wang et al. 2001; Rudrabhatla et al. 2012). The abnormal

phosphorylation of NFs in AD brain might be caused by

the impairment of brain glucose uptake/metabolism via the

down-regulation of O-GlcNAcylation of NFM (Deng et al.

2008). Moreover, changes in neurogenesis have been

reported in AD, with especially higher immunoreactivity of

nestin in neurogenesis areas at late stages of the disease.

Changes in the expression of nestin and other neurogenesis

markers are related to the stage of AD pathology (Perry

et al. 2012).

The evaluation of NF levels in CSF as marker for axonal

damage was also described in AD. Increased amounts of

NFH protein were shown in the CSF samples of AD

patients compared to controls (Brettschneider et al. 2006b).

Another meta-analysis revealed that the NFH and NFL

levels are higher in the CSF of some patients with

dementias, such as AD (Petzold et al. 2007) (Table 2).

Recently, it was shown that AD patients have elevated

intrathecal anti-tau and anti-NFH antibodies, suggesting

that the autoimmune processes could be involved in AD,

and could offer additional tools for the diagnosis of this

neurodegenerative disease, especially in the early stages

(Bartos et al. 2012).

Parkinson disease

Parkinson disease (PD) is a progressive disorder of the

nervous system with degeneration of dopaminergic neurons

present in the substantia nigra. PD is characterized by the

formation of Lewy bodies formed in degenerating neurons

and composed of a-synuclein, NF subunits, ubiquitin and

proteasome subunits (Galloway et al. 1992; Spillantini

et al. 1998). Like for AD, the aggregated NFs are abnor-

mally phosphorylated (Bancher et al. 1989). This accu-

mulation of NFs in Lewy bodies is associated with

decreased levels of NFL and NFH mRNA, and decreased

protein amounts of NFM and NFL (Hill et al. 1993; Basso

et al. 2004).

Brettschneider et al. (2006a) showed that the presence of

NFH in the CSF is more important in atypical parkinsonian

disorders, such as the progressive supranuclear palsy (PSP,

with about 2,780 ng/L) and the multiple-system atrophy

(MSA with about 3,110 ng/L), than in classical PD (with

about 110 ng/L). Another study demonstrated that CSF
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levels of NFL and NFH were significantly increased in

MSA compared to PD, possibly reflecting increased axonal

degeneration in MSA than in PD (Abdo et al. 2007). The

analysis of NFL level alone could be sufficient to differ-

entiate PD from atypical parkinsonian disorders (Hall et al.

2012). Recently, it was shown that the serum levels of

GFAP and NFs were significantly increased in PD group

compared to healthy group. Moreover, the high level of

GFAP in PD group had no correlation with the patients’

ages or duration of the disease, whereas the increased level

of NFs correlates with the patients’ ages and duration of the

disease (Table 2). However, the results showed no signif-

icant difference between the PD group and a group with an

ischaemic stroke. These findings indicate that the NF serum

levels could be related to the severity of axonal injuries

even if as biomarkers of axonal injury, they have no dis-

ease specificity (Su et al. 2012). Another approach using

CSF NFs was proposed to evaluate the damage caused after

subthalamic nucleus stimulation, a treatment used in PD.

Using longitudinal CSF NFL measurements as an indicator

of neuronal damage, this study suggests the absence of any

neuronal damage in chronically treated patients with PD

(Constantinescu et al. 2011).

Amyotrophic lateral sclerosis

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is the most frequent

adult-onset motor neuron disease. This neurodegenerative

disorder is characterized by progressive degeneration of

motor neuron and loss of related muscle movements, with a

partial or total paralysis, and without affected cognitive

functions (Strong et al. 1991; Corbo and Hays 1992). In

motor neurons, axonal spheroids and perikaryal accumu-

lations of extensively phosphorylated NF and peripherin

were found in both sporadic and familial ALS (Manetto

et al. 1988). Mutations in the repeat domain of NEFH

(which encodes NFH) are associated with the ALS devel-

opment (Figlewicz et al. 1994). Mutations in peripherin

gene have also been reported to disrupt NF assembly in

sporadic ALS (Gros-Louis et al. 2004). The aggregations of

IF in ALS could result from their abnormal post-transla-

tional modifications (e.g. phosphorylation), their altered

stoichiometry, or an affected axonal transport via molec-

ular motors (dynein, dynamitin) (Perrot and Eyer 2009).

However, using transgenic models, it has been shown that

axonal NF accumulation is not the direct cause of motor

neuron degeneration (Eyer et al. 1998).

Several studies showed that the CSF NFL level is sig-

nificantly higher in ALS patients (approximately 5,000 ng/L)

than in patients with other neurodegenerative diseases

including AD, CBD or MSA (approximately 1,400 ng/L)

(Tortelli et al. 2012), confirming previously described

studies for NFL and NFH (Rosengren et al. 1996; Bret-

tschneider et al. 2006b). Moreover, the CSF NFL level is

significantly higher in rapidly progressive ALS than in

slowly progressive disease (Tortelli et al. 2012). Similar

results were found for levels of NFH in ALS patients.

Table 2 NFs and GFAP as biomarkers of nervous system diseases

Name of IFs Neuronal

disorders

IF as biomarkers of disease progression References

Neurofilament (NFL,

NFM, NFH)

Brain injury Axonal degeneration associated with

hyperphosphorylated forms of NF and

increased presence of NF in CSF

Petzold et al. (2003, 2005), Matsushige et al.

(2012), Rejdak et al. (2012)

Alzheimer disease Increase levels of NFL and NFH levels in the

CSF of dementias, such as AD

Petzold et al. (2007)

Parkinsonian

syndromes

CSF NFL and NFH levels higher in PSP and

MSA than in PD

Brettschneider et al. (2006a), Abdo et al.

(2007)

Increased levels of NF in serum correlated with

age and duration of the disease

Su et al. (2012)

Amyotrophic

lateral sclerosis

Increase of CSF NFL and NFH (higher in ALS

than in AD), associated with faster progression

of the disease

Tortelli et al. (2012), Boylan et al. (2013)

Multiple sclerosis Increase of CSF NFL levels associated with

acute relapses

Lycke et al. (1998), Semra et al. (2002),

Malmeström et al. (2003)

GFAP Parkinson disease Increase of serum GFAP levels, but not

correlated with age and duration

Su et al. (2012)

Alexander disease Increase of CSF GFAP levels, as indicator of

disease severity

Jany et al. (2013)

Multiple sclerosis Increase of CSF GFAP levels correlated with

age, neurological disability and disease

progression (indicator of astrocytic damage)

Axelsson et al. (2011), Misu et al. (2009)
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ELISA measures of phosphorylated NFH (p-NFH) con-

centration in CSF and plasma reveal higher p-NFH levels

in CSF associated with faster disease progression (Boylan

et al. 2013) (Table 2). Similar results were also found in

the well-established SOD1G93A mouse model of ALS in

which the plasma NFH levels correlate with the disease

progression and with the loss of muscle force, the decline

in motor unit survival, and especially with the extent of

motor neuron degeneration that occurs during later stages

of this disease (Lu et al. 2012).

Charcot–Marie–Tooth diseases

Charcot–Marie–Tooth (CMT) diseases are composed of a

group of genetic neurological disorders, affecting both

motor and sensory neurons, and characterized by a chronic

progressive neuropathy, with weakness and atrophy of

distal muscles and mild sensory loss. CMT diseases are

divided into two clinical subtypes. CMT1 is a myelinopa-

thy with markedly reduced motor nerve conduction

velocity, whereas CMT2 is an axonopathy with normal

nerve conduction velocity (Züchner and Vance 2006).

Numerous mutations have been reported and especially the

mutation in NEFL (which encodes NFL), which is associ-

ated with the axonal neuropathy CMT2 (Mersiyanova et al.

2000). A loss of function caused by non-sense NEFL

mutations may be responsible for autosomal recessive

CMT, whereas a gain of function by missense NEFL

mutations may cause autosomal dominant CMT (Reilly

2009). These NEFL mutants disrupt NF assembly and

transport, resulting in NF accumulations (Brownlees et al.

2002; Pérez-Ollé et al. 2005). NF mutations subsequently

impaired mitochondrial transport and movements along

axons (Gentil et al. 2012) (Table 1).

Alexander disease

The Alexander disease (AxD) is a fatal neurological dis-

order characterized in infants with seizures, psychomotor

developmental retardation and macrocephaly (type I), and

in adults with cerebellar ataxia, bulbar signs and spasticity

(type II). The pathological hallmark of AxD is the presence

in astrocytes of Rosenthal fibres, which are cytoplasmic

inclusions containing GFAP, heat shock protein 27 and

ab-crystallin. To date, approximately 100 mutations in the rod

and tail domains of GFAP have been reported in patients

with AxD. These mutations disrupt filament assembly, alter

GFAP solubility and promote GFAP aggregates. In AxD,

the GFAP mutation site and the age at onset are important

clinical predictors of this disease and its severity. It has

also been suggested that GFAP mutations impair

proteasome function in astrocytes and glutamate metabo-

lism, which takes place between astrocytes and neurons

(Brenner et al. 2001; Chen et al. 2011; Yoshida and Nak-

agawa 2012). Moreover, a recent study suggested the

participation of synemin in AxD, because of its abnormal

presence in Rosenthal fibres characterizing patients with

AxD (Pekny et al. 2013).

In different mouse models of the Alexander disease

(GfapR236H/?, GfapR76H/?, GFAPTg), abnormally increased

levels of GFAP have been measured in the CSF compared

to control animals (Gfap?/?), suggesting that GFAP could

be a potential indicator of disease severity (Jany et al.

2013) (Table 2).

Brain tumours

Glioma represents brain tumours derived from glial cells

(astrocytes, oligodendrocytes). Based on histological fea-

tures, these heterogeneous tumours are classified by the

World Health Organization (WHO) into four prognosis

grades. Glioblastoma multiforme (GBM) represents the

most frequent, invasive and aggressive tumours of the

nervous system (grade IV), with a median survival of only

12–15 months, despite surgical resection of the tumour,

radiotherapy and chemotherapy. Glioblastoma represents

approximately 60–70 % of malignant glioma, while ana-

plastic astrocytoma (grade III) for 10–15 % and anaplastic

oligoastrocytoma (grade III) approximately 10 % (Louis

et al. 2007; Wen and Kesari 2008). Understanding the

mechanism of abnormal neuronal IF expression and their

function in cancer is crucial for glioma prognosis and

defining new therapies.

The alpha internexin (INA) could be a potential bio-

marker for the prognostic of glioma, as its expression dif-

fers significantly according to the grade of glioma.

Analysis of INA in 409 glioma showed that 85 % of them

express INA with a genomic alteration, the 1p19q deletion.

Moreover, several studies indicate that while glioblastoma

(grade IV) showed no INA expression, oligoastrocytoma

(grade III) showed weak INA expression and oligoden-

droglioma (grade II) strongly expressed INA (Ikota et al.

2006; Shirahata et al. 2007; Ducray et al. 2011; Durand

et al. 2010, 2013). This 1p19q deletion results in global

changes in gene expression profile of tumour cells, which

acquire a pro-neural status limiting their migration and

proliferation. It appears that longer progression-free sur-

vival and longer overall survival were associated with INA

expression and 1p19q deletion in anaplastic glioma (grade

III) as compared to glioblastoma (Ducray et al. 2011).

Moreover, according to Durand et al. (2013), the INA

expression was not correlated to the age or sex of patients.

However, tumours without 1p19q deletion, such as
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glioblastoma, reveal the opposite characteristics relative to

their more aggressive behaviour (Ducray et al. 2008; Fer-

rer-Luna et al. 2009). Taken together, these results show

that INA expression and its 1p19q deletion represent a

strong prognosis factor in oligodendroglioma (Jenkins et al.

2006; Aldape et al. 2007; Giannini et al. 2008; Ducray

et al. 2009, 2011; Durand et al. 2013).

A high expression of synemin, another neuronal IF, was

found in glioblastoma tumours relative to normal brain and

other tumour types, indicating that synemin could enhance

glioblastoma cell proliferation (Jing et al. 2005; Noetzel

et al. 2010). The localization of synemin in several human

glioblastoma cell lines is associated with ruffled mem-

branes, suggesting a role in these cells (Jing et al. 2005).

Pan et al. (2008) showed that synemin influences the

malignant behaviour of astrocytoma cells, and RNAi

experiments revealed that synemin increases the prolifer-

ation and the motility of these tumour cells by modulating

the dynamics of the actin cytoskeleton. Synemin may

affect proliferation through the Akt signalling pathway, as

synemin inhibits protein phosphatase type 2A (PP2A)

activity, the major phosphatase controlling Akt phosphor-

ylation. Thus, active Akt, the major activator of the G1/S

transition, is maintained and overexpressed in glioblastoma

(Pitre et al. 2012).

A promising new biomarker could also be the serum

concentration of GFAP in patients with high-grade

glioma. Indeed, healthy patients have no detectable

serum GFAP level, whereas all patients with GBM

tumours have elevated serum concentration of GFAP

([100 ng/L). A total of 56 and 20 % of patients with,

respectively, glioma grades III and II have detectable

serum GFAP level. Moreover, the increased level of

GFAP in GBM patients significantly correlates with

tumour volume and tumour necrosis volume. However,

there is no correlation between GFAP expression and

serum GFAP levels (Jung et al. 2007; Brommeland

et al. 2007; Husain et al. 2012).

The efficiency of diagnosis and treatment of brain

tumour malignancies could also be ameliorated by deter-

mining cell surface markers of cancer stem cells (CSCs)

that represent an aggressive subpopulation in glioma,

responsible for tumour propagation and recurrence,

because of their resistance to chemo- and radio-therapies

(Nakano and Kornblum 2006; Johannessen et al. 2008).

The expression of nestin, in both tumour cells and endo-

thelial cells, is increased with tumour grade, suggesting its

role in tumour vascular development and proliferation

(Hlobilkova et al. 2009). Recent investigation on nestin as

a novel glioblastoma stem cell (GSC) marker indicated that

when compared to nestin-negative human GSCs, a larger

proportion of nestin-positive human GSCs was able to

generate tumour spheres. Thus, the expression of nestin on

GSC cell surface indicates a higher proliferation ability of

these stem cells (Jin et al. 2013). Several studies used

nestin as biomarker or target of GSC or tumour angio-

genesis. Transgenic mouse models expressing the nestin-

driven green fluorescent (ND-GFP) protein were used as an

imaging marker for nascent blood vessels. After implan-

tation of human glioblastoma cells in ND-GFP transgenic

nude mouse, the tumour cells growth is closely associated

with the ND-GFP blood vessels (Amoh et al. 2005; Hoff-

man 2011). Another group isolated a GSC-targeting pep-

tide able to bind nestin-positive GSCs in human

glioblastoma tissues (Beck et al. 2011). These studies

demonstrate the useful of nestin as a possible diagnostic

agent in glioma.

Taken together, these findings indicate that the classifi-

cation of glioma could be significantly increased when

histological examination is complemented with the evalu-

ation of the abnormal expression or serum concentration of

IFs (Table 3). Moreover, understanding the biological

consequences of the affected expression and presence of

these IFs is crucial to optimize the therapeutical strategies

of glioblastoma.

Other pathological situations of the nervous system

Zurek et al. (2011) suggested that the evaluation of the

presence of hyperphosphorylated NFH in the CSF is a good

indicator of mortality in children with traumatic brain

injury. Moreover, when compared to controls, children

with prolonged febrile seizure have higher NFH levels,

suggesting potential neurological damage (Matsushige

et al. 2012). A recent study showed that the NFH levels in

CSF increase significantly with the severity of seizure-

related brain injury (Rejdak et al. 2012) (Table 2). Clinical

analysis also revealed that patients with poor neurological

outcome after cardiac arrest have elevated serum NFL

compared to patients with good neurological outcome after

cardiac arrest (Rana et al. 2012).

High NFL levels in CSF are found in multiple sclerosis

(MS) with acute relapses (Lycke et al. 1998; Semra et al.

2002; Malmeström et al. 2003). Another potential bio-

marker for MS progression is GFAP level, with a signifi-

cant increase correlated with age, neurological disability

and disease progression (Axelsson et al. 2011). GFAP level

was also revealed as a useful clinical biomarker in neuro-

myelitis optica (NMO), reflecting astrocytic damage (Misu

et al. 2009) (Table 2).

Recently, a mutation in VIM, the gene encoding

vimentin, causes a dominant, pulverulent cataract, charac-

terized by an opacification of the eye lens. The severe

disruption of vimentin assembly caused by this mutation

also reflects an important functional role for vimentin in the

18 Histochem Cell Biol (2013) 140:13–22
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maintenance of lens integrity (Müller et al. 2009). Finally,

a low level of expression of vimentin is found in normal

lens epithelial cells, while the expression level of vimentin

is significantly increased in lens epithelial cells of cataract

patients (Joo et al. 1999) (Table 1).

Conclusion

Taken together, these findings show that many if not most

pathological situations of the nervous system are charac-

terized by abnormalities of the IF expression, organization

or metabolism. Therefore, measuring the levels of IF in

CSF represents a powerful biomarker of disease progres-

sion in the nervous system when combined to other histo-

pathological examinations. Moreover, a better knowledge

of the precise consequences of such alterations of IF is

crucial to understand the evolution of the disease and to

improve the therapeutical strategies.
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The NFL-TBS.40-63 anti-glioblastoma peptide enters selectively in glioma cells 

by endocytosis. 

 

Lépinoux-Chambaud C., Eyer J. Int J Pharm (2013) Oct 1;454(2):738-47. 

 

Les tumeurs du système nerveux les plus fréquentes et les plus agressives sont les 

glioblastomes multiformes, avec une médiane de survie de 14 à 18 mois malgré les 

traitements actuels qui associent la chirurgie, la radiothérapie et la chimiothérapie. 

 

De récents travaux ont montré que le peptide NFL-TBS.40-63, qui correspond au site de 

fixation de la tubuline libre présent sur la sous-unité légère des NF (NFL), est capable d'agir 

spécifiquement sur les cellules de glioblastome en altérant la polymérisation des 

microtubules, en inhibant leur prolifération et leur migration, et en réduisant le 

développement tumoral chez des animaux porteurs de glioblastome. La spécificité d'action 

anti-tumorale du peptide est associée à son entrée massive et sélective dans les cellules de 

glioblastome, alors qu'il entre peu voire pas dans des cellules saines, de type neurones ou 

astrocytes. Son internalisation dépend principalement d'un mécanisme énergie et température-

dépendant, caractéristique de l'endocytose (Bocquet et al., 2009 ; Bergès et al., 2012a). 

 

Dans cette étude, le but a été de mieux caractériser les mécanismes moléculaires 

responsables de l'entrée sélective du peptide NFL-TBS.40-63 dans les cellules de 

glioblastome. Nos travaux se sont basés sur les mécanismes d'entrée connus des peptides de 

pénétration cellulaire (ou CPP), qui utilisent une balance entre l’endocytose par un transport 

actif, et la translocation directe à travers la membrane (Madani et al., 2011 ; Wang et al., 

2014).  

 

Le transport passif du peptide par translocation directe a été testé sur un modèle 

membranaire de vésicules géantes de membrane plasmique (ou GPMV), issues d'une lignée 

de glioblastome humain U87-MG, et dépourvues de mécanisme énergétique (Fig. 1A). En 

présence des GPMV, le peptide NFL-TBS.40-63 couplé à la fluorescéine-isothiocyanate 

(FITC) est incapable de traverser la bicouche lipidique des GPMV, contrairement au CPP 

TAT-FITC qui est rapidement retrouvé à l'intérieur de ces vésicules (Fig. 1B).  
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L'implication des différentes voies d'endocytose (les voies clathrine et cavéoline-

dépendantes, et la macropinocytose) a été étudiée par microscopie confocale et cytométrie en 

flux. Lorsque les cellules U87-MG ont été pré-incubées avec des inhibiteurs de chacune des 

voies d'endocytose (cf. partie 4.1.2.2, Figure 38), l'entrée du peptide NFL-TBS.40-63 a été 

significativement réduite (Fig. 2A). Pour le CPP TAT, seul un inhibiteur de la voie de la 

macropinocytose réduit son internalisation dans les cellules, suggérant que ce CPP pénètre 

dans les cellules de glioblastome via la translocation passive et la macropinocytose 

(Supplementary fig. S1). Il a été montré par microscopie confocale qu'une partie du peptide 

NFL-TBS.40-63 co-localise avec des marqueurs spécifiques de chacune des voies 

d'endocytose (cf. partie 4.1.2.2, Figure 38) dans les cellules de glioblastome (Fig. 2B). 

L'implication des différentes voies d'endocytose a également été confirmée dans d'autres 

lignées. Alors que dans les cellules de glioblastomes humains (U87-MG et T98G), les trois 

principales voies d'endocytose jouent un rôle dans l'internalisation du peptide, dans les 

astrocytes humains, seule la macropinocytose est impliquée dans l’internalisation du peptide 

(Tableau 1). 

 

De plus, l'utilisation de chacune des voies d'endocytose dans les cellules de glioblastome 

humain U87-MG dépend aussi des concentrations extracellulaires en peptide. Pour de faibles 

concentrations en peptide, seule l'endocytose cavéoline-dépendante permet l'entrée du 

peptide, alors que pour des concentrations plus importantes, le peptide utilise la voie 

clathrine-dépendante et la macropinocytose (Fig. 3). 

 

Pour comprendre la sélectivité du peptide pour les cellules de glioblastome, l’implication 

de molécules de surface a été analysée, telles que les héparanes sulfates protéglycanes 

(HSPG) et les intégrines αVȕγ qui sont surexprimées dans les glioblastomes (Gladson et 

Cheresh, 1991 ; Steck et al., 1989; Sallinen et al., 2000). Les intégrines αVȕγ et les HSPG 

jouent un rôle dans la reconnaissance et l’entrée des peptides RGD (peptides composés 

d’arginine R, de glycine G et d’acide aspartique D) et des CPP respectivement (Alves et al., 

2010 ; Letoha et al., 2010 ; Shi et al., 2011). Cependant, ces deux types de récepteurs de 

surface ne sont pas impliqués dans l’entrée du peptide NFδ-TBS.40-63 dans les cellules de 

glioblastome (Fig. 4 et 5). Ces résultats ont été confirmés en analysant l’entrée du peptide par 

cytométrie en flux après ajout de bleu de trypan pour éteindre une éventuelle fluorescence du 

peptide à la surface des cellules, et ne mesurer que la fluorescence intracellulaire 

(Supplementary fig. S2). 
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δ’entrée des CPP dans les cellules dépend également d’autres propriétés cellulaires, 

comme le cycle cellulaire et les voies de signalisation qui régulent la machinerie de 

l’endocytose. δ’influence du cycle cellulaire a déjà été démontrée pour l’entrée de la 

crotamine, qui est favorisée pendant les phases G1/S du cycle cellulaire (Nascimento et al., 

2007). De la même façon, en forçant l’arrêt du cycle cellulaire, nos résultats ont montré que le 

peptide NFL-TBS.40-63 entre préférentiellement dans les cellules en phases G0/G1/S, comme 

pour le CPP TAT (Fig. 6). Il est intéressant de noter que lorsque la prolifération des cellules 

est réduite, en bloquant le cycle cellulaire ou en les privant de sérum pendant plus de 3 jours, 

l’entrée du peptide est significativement diminuée (Supplementary fig. S3).  

 

Enfin, les voies d’endocytose utilisées par le peptide sont régulées par différents signaux 

intracellulaires, via l’activation des récepteurs RTK et des voies de signalisation associées 

(PI3K/Akt et MAPK) (cf. partie 4.1.2.2, Figure 39). Alors que leur inhibition n’altère pas 

l’entrée de TAT, elle réduit de façon significative l’entrée du peptide dans les cellules de 

glioblastome. Parmi les RTK étudiés, seul l’EGFR est impliqué dans l’entrée du peptide, alors 

que les récepteurs VEGFR et PDGFR n’altère en rien son internalisation (Fig.7). 

 

 

Pour conclure, l’ensemble de ces résultats montrent que le peptide NFL-TBS.40-63 ne se 

comporte pas comme les autres CPP pour pénétrer dans les cellules. En effet, le peptide NFL-

TBS.40-63 entre dans les cellules de glioblastome uniquement via des mécanismes 

d’endocytose, quel que soit sa concentration extracellulaire et sans impliquer les HSPG. 

Cependant, comme pour TAT et la crotamine, il semble que l’entrée du peptide soit favorisée 

dans des cellules activement prolifératives, et préférentiellement en phase G1/S. Comme 

l’endocytose, la prolifération cellulaire est régulée par des récepteurs RTK, notamment 

l’EGFR, qui est le récepteur le plus fréquemment muté dans les cellules de glioblastome (The 

Cancer Genome Atlas Research Network, 2008 ; Hamza et Gilbert, 2014). δ’ensemble de ces 

données suggère que l’activité proliférative anormalement élevée des cellules de 

glioblastome, et la sur-activation de l’EGFR et des voies de signalisation associées dans ces 

cellules, favorisent l’entrée massive et sélective du peptide NFδ-TBS.40-θγ. A l’inverse, dans 

des cellules saines qui prolifèrent peu, comme les astrocytes, une faible quantité de peptide est 

internalisée. 
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Glioblastoma  are  the  most  frequent  and aggressive  tumour  of the  nervous  system despite  surgical

resection  associated  with  chemotherapy  and  radiotherapy.  Recently,  we  showed  that  the  NFL-TBS.40-63

peptide  corresponding to the  sequence of a  tubulin-binding  site of neurofilaments,  enters  selectively  in

glioblastoma  cells  where  it blocks  microtubule  polymerization,  inhibits  their  proliferation, and  reduces

tumour  development  in rats  bearing  glioblastoma  (Bocquet  et  al.,  2009;  Berges  et  al.,  2012a).  Here, we

characterized  the  molecular  mechanism responsible  for the  uptake of NFL-TBS.40-63  peptide by glioblas-

toma  cells.  Unlike  other  cell  penetrating peptides (CPPs), which  use a  balance between endocytosis  and

direct  translocation,  the  NFL-TBS.40-63  peptide  is unable  to  translocate  directly  through  the  membrane

when  incubated  with  giant plasma  membrane vesicles.  Then,  using a panel of markers  and inhibitors,

flow  cytometry  and confocal  microscopy  investigations  showed  that  the  uptake occurs  mainly  through

endocytosis.  Moreover,  glycosaminoglycans  and  �V�3 integrins  are  not involved  in the  NFL-TBS.40-63

peptide  recognition  and internalization  by  glioblastoma  cells. Finally,  the  signalling  of tyrosine  kinase

receptors  is involved in the  peptide  uptake, especially via  EGFR overexpressed  in tumour cells,  indicat-

ing  that  the  uptake of NFL-TBS.40-63 peptide  by  glioblastoma  cells  is  related  to their  abnormally  high

proliferative  activity.

© 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Intermediate filament proteins, like vimentin, keratin, desmin,
GFAP, and the three neurofilament subunits, are capable to bind free
unpolymerized tubulin on specific sites named tubulin-binding
sites (TBS), and thus can affect microtubule polymerization in  vitro

Abbreviations: Antp, antennapedia-homeodomain-derived antennapedia; ATP,

adenosine triphosphate; BSA, bovine serum albumin; chlorpr., chlorpromazine

hydrochloride;  CPP, cell penetrating peptide; cytoch. D, cytochalasin D; DAPI,

4′ ,6′-diamidino-2-phenylindole; DMA, 5-(N,N-dimethyl) amiloride hydrochloride;

DMEM,  Dubelcco’s modified Eagles medium; DTT, dithiothreitol; EGFR, epidermal

growth  factor receptor; FACS, fluorescence activated cell  sorting; FITC, fluores-

cein isothiocyanate; GPMV, giant plasma membrane vesicles; HSPGs, heparan

sulfate  proteoglycans; MAPK, mitogen-activated protein kinase; M�CD, methyl-

�-cyclodextrin;  NFL, neurofilament light subunit; NaClO3 , sodium chlorate; PBS,

phosphate buffered saline; PDGFR, platelet-derived growth factor receptor; PFA,

paraformaldehyde; PI, propidium iodide; PI3K, phosphoinositide 3-kinase; PMA,

phorbol 12-myristate 13-acetate; PTEN, phosphatase and TENsin homolog; RGD,

arginine–glycine–aspartic acid; RNase, ribonuclease; RTK, tyrosine kinase receptor;

Tat,  trans-activator of transcription; TP10, transportan 10; TBS, tubulin-binding site;

VEGFR, vascular endothelial growth factor receptor.
∗ Corresponding author. Tel.: +33  244 688 488; fax: +33 244 688 489.

E-mail  addresses: joel.eyer@univ-angers.fr, joel.eyer@inserm.fr (J. Eyer).

and in vivo (Bocquet et al., 2009). One of these peptides, derived
from the light neurofilament subunit (NFL-TBS.40-63), is able to
enter massively glioblastoma cells, and only poorly in  healthy cells
from the nervous system, like neurons and astrocytes. This pep-
tide is  internalized in  the cytoplasm of glioblastoma cells where it
disrupts microtubule network, and thus inhibits their cellular pro-
liferation and induces cell death by apoptosis. When the peptide is
injected in  rats bearing glioma, it is localized mainly in  and around
the tumour, and inhibits its development (Berges et al., 2012a). This
peptide can also improve the in vitro and in vivo targeted uptake
of lipid nanocapsules by glioblastoma cells (Balzeau et al., 2013).
These data indicate that  this NFL-TBS.40-63 peptide behaves like a
cell penetrating peptide and show a  selective entry in  glioblastoma
cells. Thus, it could represent a  promising therapeutic candidate to
selectively treat glioblastoma.

Glioblastoma  are brain tumours derived from glial cells, and
represent the most frequent (2500 new cases/year in  France) and
aggressive tumours of the nervous system (grade IV  according to
World Health Organization and with a  median survival around
one year). Despite surgical resection associated with chemother-
apy and radiotherapy, no specific treatment exists to eradicate
such tumours. The therapeutic drugs currently used, like alkylating
agents (Temozolomide) (Stupp et al., 2009), also affect healthy cells

0378-5173/$ – see front matter ©  2013 Elsevier B.V. All rights reserved.
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particularly in the nervous system. The lack of specificity of current
treatments and their side effects urgently needs the development
of new therapeutic strategies targeting tumour cells.

The  aim of this study is to elucidate the molecular mechanisms
involved in the internalization of the NFL-TBS.40-63 peptide by
glioblastoma cells. Previous work showed that  the NFL-TBS.40-63
peptide is internalized massively in  glioblastoma cells and poorly in
other cells from the nervous system, like astrocytes and neurons.
This entry is inhibited by low temperature (4 ◦C) and is energy-
dependent, characteristics of endocytosis (Berges et al., 2012a).
Here, we further investigate the entry mechanism, and compare
it to the known uptake mechanisms of cell penetrating peptides
(CPPs). According to their extracellular concentrations, the CPPs
(e.g. penetratin, Tat, or TP10) enter cells following a  balanced
equilibrium between direct translocation through the membrane
and endocytosis through intracellular vesicles (Alves et al., 2010;
Madani et al., 2011). A well-known CPP, the Tat.48-60 peptide,
derived from the trans-activator of transcription (Tat) of human
immunodeficiency virus, can translocate through the membrane
and accumulate in  the cell nucleus (Vives et al., 1997). Recently,
the Vim-TBS.58-81 peptide, derived from intermediate filament
protein vimentin, was described as a  novel CPP that enters glioblas-
toma cells via endocytosis pathways (Balzeau et al., 2012).

Here,  we show that unlike the other CPPs, the NFL-TBS.40-63
peptide is unable to  translocate across the plasma membrane of
giant plasma membrane vesicles (GPMVs) derived from glioblas-
toma cells, indicating that it cannot translocate directly in  cells.
Moreover, using flow cytometry with different inhibitors of endo-
cytosis and confocal imaging analysis with markers of the different
endocytic pathways, we  also show the involvement of this active
transport for the NFL-TBS.40-63 peptide uptake by  glioblastoma
cells. Finally, we analyzed the possible participation of different cell
surface molecules, like heparan sulfate proteoglycans (HSPGs) and
�V�3 integrins that are  both over-expressed in glioblastoma. The
�V�3 integrin was identified in glioblastoma tumours, but was  not
expressed in normal adult brain (Gladson and Cheresh, 1991). The
glioma cells also express increased quantities of heparan sulfate
compared to normal brain (Steck et al., 1989; Sallinen et al., 2000).
These two types of cell surface receptors were known to  participate
in the CPP and RGD peptide uptake respectively (Alves et al., 2010;
Letoha et al., 2010; Shi et al., 2011). However, glycosaminoglycans
and �V�3 integrins are not involved in  the NFL-TBS.40-63 peptide
recognition and internalization by glioblastoma cells.

Finally, as  several cellular properties can influence the uptake
efficacy of CPPs, we focused our study on cell cycle phase and
signalling pathways that can regulate internalization. It  is known
that the activation of tyrosine kinase receptors (RTKs) regu-
lates numerous components of the endocytic machinery, like
the phosphoinositides involved in several signal-transduction and
membrane-trafficking systems (Le Roy and Wrana, 2005; Doherty
and McMahon, 2009; Czech, 2000). Moreover, the tumour genesis
can be related to the overexpression or the up-activation of differ-
ent components of RTK signalling pathways, including EGFR, VEGFR
or PDGFR that are over-expressed in tumours compared to healthy
cells, especially in the U87-MG glioblastoma cell line (Sallinen et al.,
2000; Dimitropoulos et al., 2010). Here we show that the uptake of
the NFL-TBS.40-63 peptide in glioblastoma cells depends on the
cell cycle, and that the peptide penetrates selectively in  active pro-
liferative cells depending on signalling pathways over-expressed
in tumour cells.

Together,  these data indicate that the NFL-TBS.40-63 peptide
uptake occurs only by endocytic routes. The regulation of this active
transport by intracellular signalling pathways over-expressed in
glioblastoma cells promotes the massive uptake of NFL-TBS.40-63
peptide. The abnormally high proliferative activity of glioblastoma
cells facilitates the NFL-TBS.40-63 peptide uptake, while a  small

amount  of peptide is internalized in lower proliferative cells, like
human astrocytes.

2.  Materials and methods

2.1.  Cell culture and materials

Human  U87-MG and T98G glioblastoma cells, as well as rat 9L
and F98 glioma cells (obtained from ATCC, Manassas, VA, USA) were
cultured in T75 flasks at 37 ◦C under 5% CO2,  in DMEM with 1 g/L l-
glucose (Lonza, France), supplemented with 10% foetal calf serum,
5% l-glutamine, and 5% penicillin/streptomycin (Lonza, France) and
passaged every 2–3 days. Normal human astrocytes (obtained from
Lonza) were cultured in T75 flasks at 37 ◦C under 5% CO2 in AGMTM

Astrocyte Growth Medium (Lonza).
Peptides were synthesized by Millegen (Toulouse). NFL-TBS.40-

63 (YSSYSAPVSSSLSVRRSYSSSSGS) and Tat.48-60 (GRKKRRQR-
RRPPQ) peptides are biotinylated or coupled to carboxy-fluorescein
isothiocyanate (FITC), and dissolved in sterile water.

Methyl-�-cyclodextrin (M�CD, 10 mg/mL), chlorpromazine
hydrochloride (chlorpr., 50 �mol/L), nystatin (25 �g/mL), phor-
bol 12-myristate 13-acetate (PMA, 10 �g/mL), cytochalasin D
(cytoch. D, 4 �mol/L), 5-(N,N-dimethyl) amiloride hydrochloride
(DAM, 1 mmol/L), sodium chlorate (NaClO3, 60 mmol/L), wort-
maninn (100 nmol/L), ara-c (5 �g/mL), colchicine (1 �g/mL), U  0126
(40 �mol/L), PD 98059 (50 �mol/L), and sunitinib (1  �mol/L) were
obtained from Sigma. PI-103 (50 �mol/L), genistein (400 �mol/L),
H-7 (100 �mol/L) were obtained from Merck. Gefitinib (50 �mol/L)
was obtained from Santa Cruz Biotechnology. The anti-human
CD51/CD61 (�V�3 integrin) biotin was obtained from eBioscience.
The avidin–alexafluor 488 nm (avidin-AF488) and the transferrin
from human serum conjugated to alexafluor 568 nm (transfer-
rin AF568) were obtained from Molecular Probes. The cholera
toxin subunit B  conjugated to alexafluor 555 nm (cholera toxin
B-AF555) and dextran conjugated to alexafluor 568 nm (dextran-
AF568) were obtained from Invitrogen.

2.2. Flow cytometry

The  uptake of the FITC labelled NFL-TBS.40-63 peptide was  mea-
sured with a  FACSscan (Becton Dickinson). Cells were seeded in
6 well plates (4–5 × 105 cells/well) during 24 h,  and then treated
with the different inhibitors during 30 min  at 37 ◦C. To investi-
gate the role of heparan sulphates, cells were treated for 48 h
with 60 mmol/L NaClO3. The involvement of the �V�3 integrins
was analyzed using a biotinylated anti-human �V�3 integrin anti-
body (5 �g/mL anti-human CD51/CD61) during 1 h at 37 ◦C. Then
20 �mol/L FITC labelled peptides used at the indicated concentra-
tions were added to the cells for 30 min  at 37 ◦C.  Subsequently,
cells were washed twice with PBS-1× and then detached with
trypsin–EDTA-1× (Sigma) incubation during 5–10 min. After cen-
trifugation (5 min  at 2000 rpm), cells were washed twice with
PBS-1× and re-suspended in  50 �g/mL propidium iodide (PI,
Sigma). The fluorescent positive cells that incorporated the FITC
labelled peptides were analyzed by flow cytometry (FACSCalibur,
Becton Dickinson).

To  analyze the possible effect of the cell cycle on the NFL-
TBS.40-63 peptide uptake, cells were seeded in 6 well plates
(4–5 × 105 cells/well) and after 24 h  they were treated with ara-c
or colchicine during 24 h, or without serum during several days at
37 ◦C. To analyze the effect of the different treatments, following
trypsinization and centrifugation (5 min  at 2000 rpm), cells were
permeabilized with PBS-1×–Tween 0.5% and fixed with ethanol
70% before adding RNase 1 mg/mL  during 30 min  at 37 ◦C. The cell
suspension was  diluted in 1 �g/mL PI, before determination of the
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cell phase by flow cytometry. To measure the NFL-TBS.40-63 pep-
tide uptake, the cells were pretreated with ara-c, colchicine or
without serum, as mentioned previously. After these treatments,
cells were incubated with 20 �mol/L FITC-peptide and analyzed by
flow cytometry as previously described.

2.3. Confocal microscopy

To  study the molecular mechanism of the internalization of
NFL-TBS.40-63 peptide we used endocytosis markers, transferrin
AF-568 internalized in clathrin-coated pits, cholera toxin B-AF555
internalized by caveolin-coated endocytosis vesicles, and dextran-
AF568 to stain macropinocytosis vesicles. Cells were seeded in
24 well plates (3 × 104 cells/well) containing coverslips. After
48 h, cells were co-incubated with 25 �g/mL transferrin-AF568,
10 �g/mL cholera toxin B-AF555 or 10 mg/mL  dextran-AF568
and 20 �mol/L FITC labelled NFL-TBS.40-63 peptide during 1 h
at 37 ◦C. After washing with PBS-1×, cells were fixed in  2%
paraformaldehyde for 10 min. Cells were then washed three times
in PBS-1× before adding 3 �mol/L 4′,6′-diamidino-2-phenylindole
(DAPI,  Sigma) for 5 min. Finally, cells were washed twice in PBS-1×

and the coverslips were mounted with an anti-fading mount-
ing medium. Stained cells were observed with a LSM 700 Zeiss
confocal microscope, and images were analyzed with Zen 2009
software.

2.4. Preparation of giant plasma membrane vesicles (GPMVs)

treated  with FITC labelled peptides

To evaluate the passive transport of the NFL-TBS.40-63 pep-
tide in a natural membrane model without endocytosis processes,
we used a protocol previously described for the direct transloca-
tion of CPPs (Tat peptide, penetratin, TP10) (Amand et al., 2011;
Saalik et al., 2011). The preparation of the GPMVs was  performed
according to Bauer et al. (2009). Cells were cultured during 48 h
and washed twice with GPMV buffer (2  mmol/L CaCl2, 150 mmol/L,
NaCl, 10 mmol/L HEPES, pH 7.4). Then, they were incubated with
GPMV buffer supplemented with 25 mmol/L formaldehyde (FA,
Sigma) and 2 mmol/L dithiothreitol (DTT, Euromedex) for 4 h.  After
incubation, the supernatant containing the detached GPMVs was
collected and centrifuged at 19,000 rpm for 45 min  at 4 ◦C. The
pellet was dissociated in GPMV buffer. The GPMV suspension
was used the same day of their preparation. GPMVs were treated
with 20 �mol/L FITC labelled peptides during 1 h.  Then, 50 �L  of
GPMV suspension were deposited onto glass slides and covered
with a glass coverslip. Cells with GPMVs were imaged with a
Leica DMI6000 inverted microscope and analyzed with Metamorph
7.1.7.0 software. The GPMVs treated with the peptides were visual-
ized with a Leica fluorescent microscope and analyzed with Image
J 1.43 software.

2.5.  Statistical analysis

All  experiments were repeated at least three times. For FACS
analysis, twenty thousand events per sample were analyzed and
dead cells stained with PI were excluded (representing for each
samples less than 10% of dead cells excluded). Results were
presented as mean percentage of fluorescent cells that have incor-
porated the FITC labelled peptide and data were represented as
bar graphs with the standard error of the mean (SEM). Statisti-
cal analysis was performed with t of Student test by  using Prism
3.00 (GraphPad software, San Diego, CA). Asterisks indicate sig-
nificant level versus the control condition: *P <  0.05; **P < 0.01;
***P < 0.001.

Fig. 1. The uptake of NFL-TBS.40-63 and Tat.48-60 peptides in GPMVs  derived

from  U87-MG cells. (A) U87-MG cells treated with vesiculation chemicals produce

GPMVs.  (B) GPMVs were isolated and incubated with 20 �mol/L FITC labelled NFL-

TBS.40-63 and Tat.48-60 peptides during 60 min. The  images of the  fluorescent

signal  of FITC labelled peptides were obtained by fluorescent microscopy. Scale bar:

5 �m.

3.  Results

3.1. Unlike the CPPs  in general, the NFL-TBS.40-63 peptide is

unable  to translocate directly across the plasma membrane (Fig. 1)

The CPPs can translocate directly through the membrane and
they can use different endocytic pathways as well as nonendo-
cytic uptake routes (Duchardt et al., 2007). A balance between the
passive or  active entry of such peptides depends on their concen-
tration (Alves et al., 2010; Jiao et al., 2009). Here, to determine if the
NFL-TBS.40-63 peptide can passively translocate through the mem-
brane, we used giant plasma membrane vesicles (GPMVs) obtained
following the treatment of U87-MG cells with GPMV buffer sup-
plemented with formaldehyde and DTT (Fig. 1A). These GPMVs
were then incubated during 60 min  with 20 �mol/L NFL-TBS.40-63
and Tat.48-60 peptides labelled with FITC. The peptide penetra-
tion was analyzed by fluorescent microscopy. We observed a  strong
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accumulation of fluorescently labelled Tat.48-60 peptide in GPMVs,
confirming the direct and passive translocation of this CPP (Fig. 1B).
On the opposite, when the GPMVs were incubated with the FITC
labelled NFL-TBS.40-63 peptide, the fluorescence was  observed
outside the vesicles but no vesicle was labelled (Fig. 1B). Similar
results were also obtained when GPMVs were treated with lower
concentration of peptides (5 �mol/L), at 4 ◦C, or following different
times of incubation (10 min  and 30 min) (data not shown). Taken
together, these results demonstrate that the NFL-TBS.40-63 peptide
cannot penetrate in GPMVs through a  passive direct translocation,
like other CPPs.

3.2.  Several endocytosis pathways are involved in the uptake of

the  NFL-TBS.40-63 peptide (Fig. 2)

Previous work showed that the internalization of the NFL-
TBS.40-63 peptide is temperature and energy-dependent. Follow-
ing depletion of adenosine triphosphate (ATP) or incubation at 4 ◦C,
the peptide uptake was strongly reduced in U87-MG cells (Berges
et al., 2012a). Such inhibition of the uptake indicates that an endo-
cytosis process is  involved. To further confirm this possibility and to
define whether a  particular pathway (clathrin and caveolin-coated
pits, and macropinocytosis) could be used by  the peptide to pene-
trate in glioblastoma cells, we  used different inhibitors and markers
of the three major endocytosis pathways.

Flow cytometry analysis reveals that the presence of M�CD
significantly inhibits the peptide uptake by 41.55 ±  3.668%. This
inhibitor disrupts plasma membrane lipid  rafts and perturbs the
formation of both clathrin-coated pits and caveolin-coated endo-
cytic vesicles (Rodal et al., 1999; Duchardt et al., 2007).

To  further confirm this result and distinguish between these
two endocytic pathways, we used a  panel of inhibitors for
each pathway. Chlorpromazine and potassium depletion inhibit
clathrin-dependent endocytosis (Larkin et al., 1983; Duchardt
et al., 2007). Nystatin and PMA  inhibit caveolin-dependent endo-
cytosis (Anderson et al., 1996). When human glioblastoma cells
were treated with these inhibitors, the NFL-TBS.40-63 peptide
uptake was affected. Fig. 2A indicates that 29.45 ± 2.806% and
38.50 ± 3.492% of peptide uptake occurs via respectively clathrin
and caveolin-dependent endocytosis. Inhibitors of macropinocy-
tosis were also tested. Cytochalasin D  is known to inhibit F-actin
polymerization and DAM inhibits Na+/H+ exchanger (Nakase et al.,
2004; Koivusalo et al., 2010). Here we show that the macropinocy-
tosis is also involved, with approximately 31.58 ±  6.562% of peptide
uptake through this pathway (Fig. 2A).

Finally, we used confocal microscopy to  determine whether the
NFL-TBS.40-63 peptide is  co-localized with endocytosis markers.
Transferrin, cholera toxin B and dextran were used to stain respec-
tively clathrin-coated endosomes, caveolin-coated endosomes, and
vesicles of macropinocytosis. The majority of internalized peptide
was observed as endosome-like punctate signals (Fig. 2B). As a
part of the internalized peptide co-localizes with each endocyto-
sis marker, it indicates that the peptide uses these three endocytic
pathways to enter cells.

3.3.  Involvement of endocytosis pathways in the NFL-TBS.40-63

peptide uptake depends on the cell line and on extracellular

peptide concentration (Table 1  and Fig. 3)

The involvement of endocytosis was also evaluated in other
glioma cell lines, originating from two different species, and in a
human astrocyte cell line. The results presented in  Table 1 con-
firm that the peptide preferentially penetrates in glioma cells when
compared to healthy cells, as previously demonstrated (Berges
et al., 2012a).

We also investigated the endocytosis mechanism in these differ-
ent cell lines by pre-treating cells with endocytosis inhibitors, and
then incubating them with the FITC labelled peptide. The results
and the statistical analysis showed that the three major endo-
cytic pathways were used by the peptide to  penetrate the human
glioblastoma cells (U87-MG and T98G) whereas in the rat  glioma
cells (F98 and 9L) the peptide uptake occurred by  the clathrin-
dependent endocytosis and the macropinocytosis. Moreover, lower
proportions of the peptide internalized in  human astrocytes were
achieved only through macropinocytosis (Table 1).

It  has been shown that endocytosis plays an important role
for the internalization of CPPs (Richard et al., 2003). In U87-MG
cells, we showed that the Tat.48-60 peptide can translocate pas-
sively through the membrane as previously reported (Fig. 1). The
uptake of Tat.48-60 peptide by U87-MG cells is  not inhibited
by cytochalasin D, but is inhibited by DAM, suggesting a  par-
tial internalization through macropinocytosis (Supplementary Fig.
S1). This endocytic pathway was  also described for the Tat.48-60
peptide uptake (Wadia et al., 2004; Gump et al., 2010; Yukawa
et al., 2010). The Antennapedia-homeodomain-derived antennape-
dia (Antp), Tat  and R9 peptides use the three endocytic pathways
(macropinocytosis, clathrin and caveolae-mediated endocytosis),
and the mechanism of their uptake depends on peptide concen-
tration (Duchardt et al., 2007). Therefore, we also analyzed the
involvement of these endocytic pathways in the NFL-TBS.40-63
peptide uptake, depending on the extracellular peptide concentra-
tion. At low concentrations the peptide uptake is only sensitive to
PMA, strongly indicative of an internalization through caveolae-
dependent endocytosis. However, at higher concentrations, the
uptake decreases in  the presence of chlopromazin, PMA  or DAM,
which indicates that the peptide uptake occurs through these three
endocytic pathways (Fig. 3).

Supplementary data associated with this article can
be found, in the online version, at http://dx.doi.org/
10.1016/j.ijpharm.2013.04.004.

3.4.  No classical cell surface recognition of the NFL-TBS.40-63

peptide by glioblastoma cells is required for its internalization

(Figs. 4  and 5)

Several  studies indicated the importance of heparan sulfate pro-
teoglycan (HSPG) receptors for the accumulation and uptake of Tat
peptide in CHO cells (Richard et al., 2005), as well as penetratin
and Tat peptides in K562 cells (Letoha et al., 2010), and R9 peptide
in HeLa cells (Duchardt et al., 2007). Moreover, a  marked decrease
of CPP uptake occurs following undersulfation of heparan sulfate
(Letoha et al., 2010).

We  analyzed the role of HSPGs on the uptake of the NFL-TBS.40-
63 peptide in U87-MG cells, by pre-treating these cells with sodium
chlorate (NaClO3), an agent known to reduce the sulfation of HSPGs
(Safaiyan et al., 1999). At a  low peptide concentration, the sodium
chlorate treatment had no effect. But at higher peptide concen-
tration, different effects on the peptide uptake were observed. At
20 �mol/L of peptide, the decreased sulfation of HSPGs affected the
uptake of Tat peptide but had no effect on the uptake of  the NFL-
TBS.40-63 peptide (Fig. 4). However, the HSPG receptors do not
seem to be the major or only way for Tat internalization, and con-
troversies still exist in  the literature concerning the involvement of
this uptake mechanism of Tat peptide (Subrizi et al., 2011).

We  also analyzed the involvement of the �V�3  integrins, known
to be involved in  the cell surface recognition of RGD  peptides.
Moreover, RGD peptides were used for imaging the expression
of �V�3 integrin in tumours (Dijkgraaf et al., 2011). This  binding
affinity of RGD conjugates for �V�3 integrins has been shown in
U87-MG cells (Shi et al., 2011). Another group demonstrated that
peptide derived from �3 chain of type IV collagen interacts with
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Fig. 2. The NFL-TBS.40-63 peptide internalization in U87MG cells. (A) Cells were pre-treated with 10 mg/mL  methyl-�-cyclodextrin (M�CD), 50 �mol/L chlorpromazine

(chlorpr.),  25 �g/mL nystatin, 10 �g/mL PMA, 4 �mol/L cytochalasin D (cytoch. D) and 1 mmol/L DAM, during 30 min. Then they were incubated with 20 �mol/L FITC labelled

NFL-TBS.40-63 peptide during 30 min. Cellular uptake was assessed by FACS analysis and the percentage of fluorescent cells was determined comparatively with untreated

sample (control). n.s.: not significant; **P <  0.01; ***P <  0.001. (B) Human U87-MG cells were grown with 25  �g/mL transferrin-AF568, 10 �g/mL cholera toxin B-AF555, or

1  mg/mL  dextran-AF568 in the presence of 20 �mol/L FITC labelled NFL-TBS.40-63 peptide during 1 h. Nuclei were labelled with DAPI (blue). Fluorescent labelling was

analyzed by confocal microscopy. Multiple regions show co-localization of the peptide with the endocytosis markers fas revealed by yellow punctate signals. Scale bar:

10  �m. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is  referred to  the web  version of the article.)
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Table  1

The  NFL-TBS.40-63 peptide uptake and the involvement of the three endocytosis pathways depend on cell lines. The uptake of NFL-TBS.40-63 peptide was compared in

human cell lines (U87-MG and T98G), in rat glioma cell lines (F98 and 9L) and in  human astrocytes. The cells were pre-treated during 30 min  with the inhibitors of the

endocytic pathways used in Fig. 1A, and then incubated with 20 �mol/L FITC  labelled NFL-TBS.40-63 peptide during 30 min. Cellular uptake was assessed by  FACS analysis

and the percentage of fluorescent cells was  determined. Significant results versus control are  presented as mean  ± SEM.

Cell line NFL-TBS.40-63 uptake (%)

Total uptake Clathrin-dependent endocytosis Caveolin-dependent endocytosis Macro-pinocytosis

Human GBM cell lines U87-MG 95.17 ± 0.628 29.45 ± 2.806 38.5 ± 3.492 31.58 ±  6.562

T98G 85.47 ± 0.983 16.48 ± 3.363 6.38 ± 2.981 16.19 ±  3.714

Rat  glioma cell lines F98  89.48 ± 1.586 19.37 ± 2.589 – 29.98 ±  3.730

9L  89.59 ± 0.692 12.38 ± 2.789 – 22.99 ±  3.279

Human  astrocytes h. astro 47.13 ± 2.645 – – 29.58 ±  6.582

Fig. 3. The involvement of the three endocytosis pathways depends on the extracel-

lular  NFL-TBS.40-63 peptide concentration. Human U87-MG cells were pre-treated

with 50  �mol/L chlorpromazine (chlorpr.), 10 �g/mL PMA  or 1 mmol/L DAM, dur-

ing  30 min  and then incubated with 20 �mol/L FITC labelled NFL-TBS.40-63 peptide

during  30 min. Cellular uptake was evaluated by  FACS analysis and the percentage of

fluorescent cells was determined comparatively with untreated samples (control).

*P  < 0.05; **P < 0.01; ***P <  0.001.
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Fig. 4. Evaluation of glycosaminoglycans on the uptake of NFL-TBS.40-63 and

Tat.48-60  peptides in U87-MG cells. Cells were pre-treated with 60 mmol/L NaClO3

during 48 h. Then cells were incubated with 20 �mol/L FITC labelled peptides during

30 min. Cellular uptake was assessed by FACS analysis and the percentage of fluo-

rescent cells was determined comparatively with untreated samples (control). n.s.:

not significant; *P  <  0.05.

�V�3 integrins (Fawzi et al., 2000; Thevenard et al., 2006). These
studies and the over-expression of these integrins in glioblastoma
(Gladson and Cheresh, 1991) led us to analyze possible involvement
of the integrin binding, by blocking integrins with an anti-�V�3
integrin antibody. Staining of cells with biotinylated anti-human
�V�3 integrin followed by avidin-AF488 confirms the presence of
these integrins in U87-MG cells. The mean percentage of fluores-
cent positive cells was 93.41 ±  2.914% compared to 12.47 ± 1.655%
of fluorescent positive cells only treated with avidin-AF488. When
cells were  pre-incubated with the anti-�V�3 integrin antibody the
uptake of NFL-TBS.40-63 peptide was  not altered. More than 95%
of cells incorporated the peptide in  the presence or absence of this
antibody (Fig. 5). Taken together these data indicate that the NFL-
TBS.40-63 peptide is  not recognized at the cell surface by the HSPGs
or the �V�3 integrins.

To  confirm these results, we also analyzed the NFL-TBS.40-63
peptide uptake by quenching the surface-bound fluorescence of the
peptide by adding 0.4% trypan blue (Sigma) before FACS analysis to
measure only the intracellular fluorescence. Results confirm that
there is no classical cell surface recognition of the NFL-TBS.40-63
peptide by the glioblastoma cells as there is no  difference with or
without quenching (Supplementary Fig. S2).
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Fig. 5. Evaluation of �V�3 integrins on  the uptake of NFL-TBS.40-63 peptide in U87-

MG cells. Cells were treated with 20 �mol/L FITC labelled NFL-TBS.40-63 peptide or

Avidin-AF488 (at 1/200) during 30 min  before FACS analysis. Cells were also pre-

treated with 5 �g/mL biotinylated anti-�V�3 integrin antibody during 1 h and then

incubated  with avidin-AF488 or 20 �mol/L FITC labelled NFL-TBS.40-63 peptide

during  30 min. Cellular uptake was assessed by FACS analysis.
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Fig. 6. The uptake of NFL-TBS.40-63 and Tat.48-60 peptides is  more active during the G1 and S  phases. (A) U87-MG cells were not  synchronized (control), arrested at G0/G1

phase  (without FBS), S phase (with 5  �g/mL ara-c), and G2/M phase (with 1 �g/mL colchicine). (B) Then 20 �mol/L FITC labelled NFL-TBS.40-63 and Tat.48-60 peptides were

added to the U87-MG cells during 30 min. Cellular uptake was assessed by  FACS analysis and the percentage of fluorescent cells was  determined comparatively with untreated

samples (control). ***P <  0.001.

Supplementary data associated with this article can be
found, in the online version, at http://dx.doi.org/10.1016/
j.ijpharm.2013.04.004.

3.5.  The NFL-TBS.40-63 peptide is selectively internalized in

active  proliferative cells (Figs. 6  and 7)

Previous studies indicated the selective uptake of the NFL-
TBS.40-63 peptide in  glioblastoma cells, whereas its uptake is
limited in normal healthy cells (astrocytes and neurons) (Berges
et al., 2012a). To investigate whether the uptake of Tat.48-60 and
NFL-TBS.40-63 peptides might be related to  a  special cell cycle
phase, we cultured cells under conventional asynchronous condi-
tions or arrested them at specific stages of their cell cycle. The cell
cycle was arrested at G0/G1 phase by  serum deprivation, at S  phase
by ara-c treatment (equivalent to thymidine), and at G2/M phases
by colchicine treatment (equivalent to  nocodazole) (Radis-Baptista
et al., 2012) (Fig. 6A).

The  uptake of Tat.48-60 peptide occurred mostly during the
G1/S phase of U87-MG cell cycle (Fig.  6B), as previously described
for crotamine in CHO cells (Nascimento et al., 2007). Similarly, the
NFL-TBS.40-63 peptide was selectively internalized during the G1
and S phases of U87-MG cell cycle. A  slight but  systematic increased
uptake of the peptide was found following ara-c treatment (when

compared  to un-arrested cells), indicating that the peptide enters in
U87-MG preferently during the S phase. It  is  important to note that
when incubation in serum deprivation condition was prolonged
(after 3 days), the peptide uptake was  significantly decreased in
U87-MG cells (Supplementary Fig.  S3).  FACS analysis showed that
more than 65% of cells survived despite the 11 days incubation
without serum.

Supplementary data associated with this article can be
found, in  the online version, at http://dx.doi.org/10.1016/
j.ijpharm.2013.04.004.

To  further elucidate the molecular mechanisms involved in  the
uptake of the NFL-TBS.40-63 peptide, we investigated the cellu-
lar signals required for activating different endocytic pathways,
in particular the role of RTKs and signalling pathways associ-
ated to PI3K/Akt and MAPK (Fan and Weiss, 2010; Nikiforova
and Hamilton, 2011; Seger and Krebs, 1995). Fig. 7B shows no
major effect for the Tat.48-60 peptide uptake, while inhibition
of RTKs with genistein decreased markedly the internalization of
NFL-TBS.40-63 peptide, and inhibition of serine–threonine recep-
tors with H-7 had no effect. Moreover, the inhibitors of PI3K
(wortmannin and PI-103) and MAPK (PD 98059 and U 0126) respec-
tively inhibit approximately 28% and 26% of the peptide uptake.
Interestingly, only the inhibition of EGFR by gefitinib altered the
uptake of NFL-TBS.40-63 peptide decreasing to 53.38 ± 2.301% the



C. Lépinoux-Chambaud, J. Eyer /  International Journal of Pharmaceutics 454 (2013) 738– 747 745

Fig. 7. The NFL-TBS.40-63 peptide internalization in  U87-MG cells pre-treated

with  inhibitors of RTK signalling pathways. U87-MG cells were pre-treated dur-

ing 30 min  with inhibitors of PI3K/Akt signalling pathway (100 nmol/L Wortmaninn

and  �mol/L PI-103), with inhibitors of MAPK signalling pathway (40 �mol/L U 0126

and 50 �mol/L PD 98059), with inhibitors of RTK (400 �mol/L genistein, 1  �mol/L

sunitinib  and 50 �mol/L gefitinib), and with inhibitor of serine–threonine receptor

(100  �mol/L H-7). Then, 20 �mol/L FITC  labelled NFL-TBS.40-63 (A) and Tat.48-60

(B)  peptides were added to the cells during 30 min. Cellular uptake was assessed by

FACS analysis and the percentage of fluorescent cells was determined comparatively

with  untreated samples (control). n.s.: not significant, **P < 0.01; ***P < 0.001.

peptide incorporation in  U87-MG. In contrast, the peptide uptake
was slightly increased when VEGFR and PDGFR were inhibited by
sunitinib. These results indicate the importance of the signalling
cascade including EGFR, PI3K/Akt and MAPK in the endocytic inter-
nalization of the NFL-TBS.40-63 peptide (Fig. 7A).

4.  Discussion

In  this study, we investigated the molecular mechanism
involved in the selective uptake of the NFL-TBS.40-63 peptide by
glioblastoma cells. This peptide corresponds to the sequence of the
tubulin-binding site located on the intermediate filament protein

neurofilament  light subunit (Bocquet et al., 2009). In glioma cells,
but not in healthy cells, this peptide inhibits microtubule formation
and leads to a  decreased cell viability, proliferation and migration.
This peptide shows a dose-dependent uptake by both glioblastoma
cells and astrocytes, with a  limited internalization in healthy cells.
The uptake was  shown to be temperature and energy-dependent,
which suggests an endocytosis uptake (Berges et al., 2012a).

Here  we confirmed that the NFL-TBS.40-63 peptide is incorpo-
rated through clathrin-dependent endocytosis and macropinocy-
tosis in rat glioma cell lines. In human glioma cells, the peptide
penetrates cells through these two mechanisms and also by
caveolin-dependent endocytosis, whereas only macropinocytosis
is responsible for the peptide uptake in human astrocytes. Confocal
microscopy analysis confirms these results in  U87-MG cells where
the NFL-TBS.40-63 peptide appears as punctate signals, character-
istic of endosomes, and co-localized with markers of these  uptake
processes. A similar energy-dependent uptake was  described for
Vim-TBS.58-81, another TBS peptide derived from the intermedi-
ate filament vimentin, which enters glioblastoma cells through the
caveolar endocytic pathway (Balzeau et al., 2012). However, it is
important to note that the involvement of the different endocytic
pathways depend on the extracellular peptide concentration.

To  elucidate the NFL-TBS.40-63 peptide internalization, and as
the NFL-TBS.40-63 peptide shares some common characteristics
with the CPPs, we comparatively analyzed the molecular mecha-
nisms involved in CPP uptake, in  particular the Tat.48-60 peptide.
These peptides are defined as short and water-soluble, with pos-
itive charges at physiological pH, and they can be internalized in
different cell types (Madani et al., 2011; Lindgren et al., 2000;
Mueller et al., 2008). Here, we  show that the Tat.48-60 peptide
uptake in U87-MG cells occurs through macropinocytosis, whereas
the NFL-TBS.40-63 peptide uses the three endocytosis pathways.
Importantly, CPPs are also able to directly translocate through the
membrane, by an energy-independent process (Richard et al., 2003;
Duchardt et al., 2007), as shown here for Tat.48-60 translocation.
However, the NFL-TBS.40-63 peptide is  unable to  directly translo-
cate in giant plasma membrane vesicles derived from U87-MG
cells. Thus, unlike the CPPs uptake that occurs following a balance
between direct translocation and endocytosis (Alves et al., 2010;
Madani et al., 2011), the NFL-TBS.40-63 peptide uptake occurs only
through endocytic pathways.

Another important difference shown between the uptake of
the NFL-TBS.40-63 peptide and CPPs is  the involvement of HSPGs
expressed at the cell surface that play key roles in  the accumula-
tion and internalization of CPPs (Richard et al., 2005; Letoha et al.,
2010). Inhibition of heparan sulfates in  U87-MG cells does not
alter the uptake of NFL-TBS.40-63 peptide, even if HSPGs are over-
expressed in  these cells (Steck et al., 1989; Sallinen et al., 2000).
As these results alone cannot explain the selectivity of the peptide
for glioblastoma cells, we also investigated the role of  other over-
expressed receptors, like �V�3 integrins (Gladson and Cheresh,
1991; Shi et al., 2011), but  these integrins do  not affect the NFL-
TBS.40-63 peptide uptake. Together, these data  clearly indicate that
the selective entry of the NFL-TBS.40-63 peptide does not involve
the recognition of the peptide by these cell surface molecules.

Interestingly, we  observed that NFL-TBS.40-63 uptake is more
active during the G1 and S  phases of cell cycle, as demonstrated for
Tat.48-60 in U87-MG cells and for crotamine peptide in CHO cells.
It seems that this selective uptake occurs in  active proliferative
cells, as already described for crotamine uptake (Nascimento et al.,
2007). Moreover, several studies showed that the positive charge
of NFL-TBS.40-63 and CPPs sequence alone is  not sufficient for their
internalization but that the amino acid sequence is important for
peptide uptake (Futaki et al., 2001; Berges et al., 2012b).

Finally, we showed that  signalling pathways involved in
endocytic mechanism play a key role for the internalization of
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NFL-TBS.40-63 peptide in  glioblastoma cells. Our results provide
evidence that activation of EGFR and signalling pathways associ-
ated, PI3K/Akt and MAPK, is  crucial to allow NFL-TBS.40-63 peptide
uptake in cells. It is known that the activation of tyrosine kinase
receptors (RTKs) regulates numerous components of the endocytic
machinery, like the phosphoinositides. For  example, PdtIns(4,5)P2
is distributed at the plasma membrane and has a  role in endocyto-
sis. PdtIns3P is activated by PI3K and is  enriched in  early endosomes
(Le Roy and Wrana, 2005; Doherty and McMahon, 2009; Czech,
2000; Raiborg et al., 2013). The involvement of specific cellu-
lar signals has already been described for the endocytosis of the
human papillomavirus type 16 (HPV-16) (Schelhaas et al., 2012).
In many human cancers, including glioblastoma, various mutations
are found in signalling molecules, as gain-of-function mutations in
PI3K catalytic subunit or loss of PTEN (an oncogene that down-
regulate the PI3K/Akt pathway in normal condition) (Cheng et al.,
2009). The Cancer Genome Atlas (TCGA) provides a  network view
of the pathways altered in  GBM tumours. TCGA pinpoints deregu-
lation of RTK/PI3K pathways in most of these tumours. In  human
glioblastoma, TCGA reports that EGFR is the RTK the most fre-
quently mutated and/or amplified (TCGA, 2008). For these reasons,
one possibility is  that the selective uptake of NFL-TBS.40-63 pep-
tide in glioblastoma cells is related to the over-activation of EGFR
and deregulation of signalling molecules involved in  the endocytic
mechanism. Eierhoff et al. (2010) demonstrated that variation of
expression or activity of RTKs, especially EGFR, altered the uptake
of influenza A viruses (IAV) into cells. Recent studies showed that
less than 10% of NFL-TBS.40-63 peptide can penetrate the human
prostate carcinoma cells (LNCaP) that expressed low levels of EGFR
(Berges et al., 2012a; Bonaccorsi et al., 2007). Finally, our data
suggest that the abnormally high proliferative activity and EGFR
up-activation in glioblastoma cells promote NFL-TBS.40-63 pep-
tide uptake, while a  small amount of peptide is internalized in  lower
proliferative cells, like human astrocytes. These results indicate that
the  NFL-TBS.40-63 peptide selectivity and specific effect on glioma
cells (Berges et al., 2012a) could offer new therapeutic strategies of
targeted delivery, improving efficacy and reducing side effects.
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Supplementary Fig. S1.  

The Tat.48-60 peptide internalization in U87MG cells. Cells were pre-treated with 50 μmol/L 

CHLORPROMAZINE (chlorpr.), 25 μg/mL nystatin, 10 μg/mL PMA, 4 μmol/L cytochalasin 

D (cytoch. D) and 1 mmol/L DAM, during 30 min. Then they were incubated with 20 μmol/L 

FITC labelled Tat.48-60 peptide during 30 min. Cellular uptake was assessed by FACS 

analysis and the percentage of fluorescent cells was determined comparatively with untreated 

sample (control). n.s.: not significant, ***P < 0.001. 

 

 

Supplementary Fig. S2.  

The quenching of extracellular signal of NFL-TBS.40-63 peptide. U87-MG cells were treated 

with 20 μmol/L FITC labelled NFL-TBS.40-63 peptide during 30 min. Before FACS analysis 

0.4% trypan blue was added to quench the extracellular fluorescence. Then the percentage of 

fluorescent positive cells was determined by FACS analysis. n.s.: not significant. 

 

 

Supplementary Fig. S3.  

The uptake of NFL-TBS.40-63 peptide is efficient in high proliferative cells. U87-MG cells 

were cultured in serum-free medium during 3, 7 or 11 days (without FBS 3D, 7D or 11D). 

Then 20 μmol/L FITC labelled NFL-TBS.40-63 peptide were added to the U87-MG cells 

during 30 min. Cellular uptake was assessed by FACS analysis and the percentage of 

fluorescent cells was determined comparatively with untreated sample (control). n.s.: not 

significant. ***P < 0.001. 
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The NFL-TBS.40-63 anti-glioblastoma peptide disrupts microtubule and 

mitochondrial networks in the T98G glioma cell line. 

 

Rivalin R., Lépinoux-Chambaud C., Eyer J., Savagner F. PLoS One. 2014 Jun 4;9(6):e98473. 

doi: 10.1371/journal.pone.0098473. eCollection 2014. 

 

De récentes études ont montré le potentiel thérapeutique du peptide NFL-TBS.40-63 pour 

le traitement du glioblastome, le cancer le plus agressif et le plus fréquent du système nerveux 

central. Ce peptide a en effet révélé des propriétés anti-tumorales spécifiques, in vitro et in 

vivo, sur des cellules de glioblastome, alors qu’il n’a pas d’effet cytotoxique détectable sur 

des cellules saines (Bergès et al., 2012a). 

 

Ce peptide est issu de la sous-unité légère des neurofilaments (NFL) et correspond à un des 

sites de fixation de la tubuline libre sur NFL. Des travaux ont en effet montré que les 

filaments intermédiaires, et notamment les neurofilaments, peuvent interagir avec la tubuline 

libre pour réguler la dynamique des MT (Bocquet et al., 2009). La sous-unité NFL est 

également capable d’interagir avec des molécules responsables de la dynamique 

mitochondriale (Gentil et al., 2012), et il a été montré que la tubuline régule le métabolisme 

mitochondrial en modulant le potentiel de membrane des mitochondries (Katsetos et al., 

2013).  

 

 δe but de ces travaux a été d’étudier les effets possibles du peptide NFL-TBS.40-63 sur la 

dynamique et la biogenèse mitochondriales des cellules de glioblastome humain T98G. Les 

travaux ont porté sur l’analyse des principales fonctions et des acteurs majeurs de la 

dynamique mitochondriale, tels que la phosphorylation oxydative, la balance fission-fusion, et 

les gènes et protéines de régulation transcriptionnelle.  

 

Les travaux précédents avaient montré la destruction du réseau de MT de cellules de 

glioblastome humain T98G après 6 h de traitement avec 10 µmol/L de peptide (Bocquet et al., 

2009). Des analyses de la respiration mitochondriale ont donc été réalisées en mesurant la 

consommation d’oxygène par une technique d’oxymétrie, sur les cellules T98G et NIH3T3. 

Ces résultats montrent que pour des faibles concentrations (2 et 5 µmol/L), le peptide altère la 
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respiration résiduelle ou passive (Fig.1A). Cependant, à 10 µmol/L le peptide réduit de façon 

significative la respiration mitochondriale globale des cellules T98G (à la fois la forme 

résiduelle ou passive, et la forme majoritaire qui dépend de la phosphorylation oxydative et de 

la pompe ATPase), et il détruit le réseau de MT (Fig.1A) (Bocquet et al., 2009). En revanche, 

le peptide ne révèle aucun effet mesurable sur la respiration mitochondriale globale des 

cellules NIH3T3, ni sur leur réseau de MT (Fig. 1A) (Bergès et al., 2012a).  

 

La réduction de la respiration mitochondriale des cellules T98G traitées avec 10 µmol/L de 

peptide est associée à une diminution de l’expression de protéines constituant les complexes 

de la chaine respiratoire des mitochondries. δ’expression de la sous-unité B du complexe II 

succinate déshydrogénase (SDHB) est réduite de 30 %, et celle du cytochrome c oxydase 4 

(COX4) du complexe IV est réduite de 20 %, dans les cellules T98G, alors que l’expression 

de ces protéines reste inchangée dans les cellules NIH3T3 traitées avec le peptide (Fig. 1B). 

 

Considérant les effets du peptide sur l’expression de protéines impliquées dans la 

respiration mitochondriale, des travaux ont été menés pour étudier l’impact du peptide sur 

l’expression de gènes et protéines contrôlant la biogenèse et la fonction des mitochondries. 

Les résultats, obtenus par analyse PCR quantitative et Western Blot, montrent que le peptide 

altère l’expression du facteur de transcription NRF-1 (« nuclear respiratory factor-1 ») et du 

gène qu’il cible, codant pour un composant de la chaine respiratoire, le CYCS (« cytochrome 

c somatic ») (Fig. 2). Le peptide influe donc sur la régulation transcriptionnelle de la 

biogenèse des mitochondries. 

 

De la même façon que le peptide perturbe le réseau de MT dans les cellules T98G, il est 

également associé à une réduction de la densité des mitochondries (Fig. 3A-B et 

Supplementary fig. S1) et à une diminution de la motilité mitochondriale (Supplementary 

fig. S2). Ces résultats d’imagerie confocale confirment aussi que le peptide à 10 µmol/L 

limite la formation des filopodes (Fig. 3C et Supplementary fig. S1) et la migration des 

cellules (Supplementary fig. S3), conformément aux précédents résultats qui avaient montré 

une réduction de la migration des cellules T98G en présence de faibles concentrations de 

peptide (Bergès et al., 2012a). En plus de co-localiser avec le réseau de MT, le peptide co-

localise avec certaines mitochondries, indépendamment des MT, et semble ainsi capable de 

modifier l’architecture du réseau mitochondrial, contrairement à des cellules non traitées (Fig. 

4 et Supplementary fig. S4).  
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Par la suite, il a été intéressant d’analyser l’effet du peptide sur la balance fission-fusion, 

qui joue un rôle important dans la dynamique et la morphologie des mitochondries, et qui 

modifie ainsi les propriétés bioénergétiques et la distribution des mitochondries (Cagalinec et 

al., 2013). δ’expression génique de deux acteurs principaux de cette balance fission-fusion a 

été quantifiée : le gène MFN2 (codant pour la protéine mytofusine 2) qui est responsable de la 

multiplication mitochondriale, et le gène FIS1 (codant pour la protéine « mitochondrial 

fission 1 ») qui est impliqué dans le phénomène de fission. Il apparaît qu’en présence du 

peptide, l’expression de ces deux gènes est significativement diminuée, suggérant une 

dérégulation des phénomènes de fission-fusion (Fig.5A). 

 

Enfin, il a été montré l’importance de l’expression de certains miRNA dans la progression 

tumorale, dans la résistance aux traitements et dans la fonction mitochondriale (Barrey et al., 

2011 ; Tomasetti et al., 2014). Parmi les miRNA analysés, seule l’expression de miR-96, 

miR-218, miR-21 et miR-221 a été réduite dans les cellules T98G traitées 6 h avec 10 µmol/L 

de peptide (Fig. 5B). Alors que la surexpression dans les gliomes de miR-96, miR21 et miR-

221 est associée à la progression tumorale, la sous-expression de miR-218 favorise la 

migration tumorale (Karsy et al., 2012 ; Yan et al., 2014). δ’effet du peptide sur l’expression 

de miR-21 et miR-221 a été vérifié en mesurant l’expression de leurs gènes cibles (PTEN et 

NAIP). En effet, dans les cancers, miR-β1 inhibe l’expression du gène suppresseur de tumeur 

PTEN, et miR-ββ1 est associée à une réduction de l’expression du gène NAIP (qui code pour 

une protéine inhibitrice de l’apoptose) (Karsy et al., 2012 ; Zhang et al., 2010 ; Lukiw et al., 

2009). δ’effet du peptide sur l’expression de miR-21 et miR-221 a été confirmé en observant 

une augmentation de l’expression de PTEN et NAIP dans les cellules T98G traitées 6 h avec 

10 µmol/L de peptide (Fig. 5C). 

 

 

δ’ensemble de cette étude montre que le peptide est capable, non seulement de perturber le 

réseau de MT, comme il a déjà été démontré dans des études précédentes (Bocquet et al., 

2009 ; Bergès et al., 2012a), mais aussi d’altérer la biogenèse et la fonction des mitochondries 

des cellules de glioblastome humain. Il est à noter que ces effets s’effectuent à des doses 

inférieures à celles provoquant une mort massive des cellules de glioblastome. 

 

Le peptide engendre également une réduction directe de la respiration mitochondriale et 

une diminution de l’expression de protéines constituants la chaine respiratoire des 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cagalinec%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23525002
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mitochondries. En perturbant la distribution mitochondriale et le processus de 

phosphorylation oxydative, le peptide altère aussi le phénomène de fission-fusion. 

 

δ’ensemble de ces perturbations induites par le peptide s’explique également par une 

altération de la régulation transcriptionnelle des mitochondries, comme le facteur de 

transcription NRF-1 et des miRNA associés au développement des glioblastomes.  

 

Une hypothèse serait que le peptide se fixe sur un site crucial et indispensable pour 

l’interaction des mitochondries avec les MT.  
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Abstract

Despite aggressive therapies, including combinations of surgery, radiotherapy and chemotherapy, glioblastoma remains a
highly aggressive brain cancer with the worst prognosis of any central nervous system disease. We have previously
identified a neurofilament-derived cell-penetrating peptide, NFL-TBS.40-63, that specifically enters by endocytosis in
glioblastoma cells, where it induces microtubule destruction and inhibits cell proliferation. Here, we explore the impact of
NFL-TBS.40-63 peptide on the mitochondrial network and its functions by using global cell respiration, quantitative PCR
analysis of the main actors directing mitochondrial biogenesis, western blot analysis of the oxidative phosphorylation
(OXPHOS) subunits and confocal microscopy. We show that the internalized peptide disturbs mitochondrial and
microtubule networks, interferes with mitochondrial dynamics and induces a rapid depletion of global cell respiration. This
effect may be related to reduced expression of the NRF-1 transcription factor and of specific miRNAs, which may impact
mitochondrial biogenesis, in regard to default mitochondrial mobility.
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Introduction

Glioblastoma is a highly aggressive brain cancer that has been

designated as grade IV, according to the World Health

Organization [1]. It represents an extremely invasive form of

glioma and has the worst prognosis of any central nervous system

disease. Despite aggressive therapies that include combinations of

surgery, radiotherapy and chemotherapy, the median post-

diagnostic survival period is approximately one year [2]. Many

aspects of glioblastoma contribute to its poor prognosis, including

the invasive nature of these abnormal cells [3] and the extreme

heterogeneity of this cancer [4]. The lack of specificity for the

current treatments and their side effects imply the need to develop

new therapeutic strategies that target tumor cells [5].

Microtubule-targeting agents (MTAs) represent an important

class of drugs used in the treatment of cancers. Microtubules are

ubiquitous cellular polymers composed of heterodimers of a- and

b-tubulin subunits [6]. They play major roles in several cellular

functions, including intracellular transport, maintenance of cell

architecture, cell signaling and mitosis. MTAs exert their anti-

tumoral activity by altering microtubule polymerization and

dynamics, which causes growth arrest in mitosis and subsequent

cell death by apoptosis [7]. Proteins that compose the intermediate

filaments are able to bind free unpolymerized tubulin onto specific

sites named tubulin-binding sites (TBS) and thus can affect

microtubule polymerization in vitro and in vivo [8]. A peptide

derived from the light neurofilament subunit (NFL) that corre-

sponds to the sequence of TBS (NFL-TBS.40-63) can enter

specifically into glioblastoma cells by endocytosis [9], where it

disrupts the microtubule network and induces cell death by

apoptosis [10].

Recent studies have confirmed that interactions between

intermediate filaments, notably NFL or Vimentin, and key

molecules responsible for the plasticity of the mitochondrial

network, including Mitofusin-1 and -2 (MFN1 and 2, respectively)

or Dynamin, are necessary to maintain organelle integrity and to

allow mitochondrial motility [11–13]. The fission process ensures

mitochondrial structural quality by removing damaged mitochon-

dria through mitophagy and facilitating apoptosis in conditions of

cellular stress [14,15]. The fusion process could be divided into

transient and complete fusion [16]. Contrary to complete fusion,

the transient process is essential for promoting mitochondrial

metabolism and motility by interplaying with the cytoskeletal

anchorage.

A close relationship has been demonstrated between the

oxidative phosphorylation (OXPHOS) process and mitochondrial

network organization, which is controlled by the balance between

fusion and fission events [17]. The failure of mitochondrial fusion–

fission dynamics has been involved in the pathogenesis of several

neurodegenerative diseases and cancers [18,19]. Mitochondrial

biogenesis is dependant of transcription factors such as nuclear

respiratory factors and estrogen-related receptors that coordinate
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the synthesis of OXPHOS complex subunits encoded by the

nuclear and mitochondrial genomes. The transcriptional efficiency

of these factors is controlled by coactivators from the peroxisome

proliferator-activated receptor c coactivator-1 (PGC-1) family, i.e.,

PGC-1a, PGC-1b and the PGC-1-related coactivator (PRC), that

integrates mitochondrial biogenesis and function to various

environmental signals [20]. We previously showed that the

ubiquitous PRC member was able to control mitochondrial fission

by modulating the Fission-1 (FIS1) expression level in cancer cells,

in addition to its effect on mitochondrial biogenesis [21].

Numerous studies have highlighted selected miRNAs related to

glioma pathogenesis [22]. Some of them have potential applica-

tions as novel diagnostic and prognostic indicators. Thus, the re-

expression of miR-34a encoded at Chr1p36.22, a region deleted in

many glioblastomas, could be associated with reduced tumor

proliferation, cell migration and invasion [23]. Conversely, miR-

21 has been identified as an anti-apoptotic factor and presents a

significant up-regulation in glioblastoma, while its inhibition

induced apoptosis in glioblastoma cells in vitro and in vivo [24,25].

This miRNA is involved in the down regulation of the tumor

suppressor gene PTEN, in caspase 3/7 activation and confers a

drug resistance to cancer cells [26]. Moreover, an over-expression

of miR-221 has been linked with increased cellular proliferation

and an over-expression of the c-KIT gene [27,28]. These miRNAs

have also recently been related to a pool of miRNAs called

mitomiRs, which are associated with the mitochondrial compart-

ment [29]. Their role in the control of mitochondrial functions

and cell redox status is now established [30,31].

In this study, we focused on the role for MTAs in the OXPHOS

process and the dynamics of mitochondrial networks. For this

purpose, we used the T98G cellular model of human glioblastoma,

in which we have previously demonstrated the incorporation and

cytoskeleton effect for 10 mM NFL-TBS.40-63 peptide [8–10,32].

Materials and Methods

Cell lines and peptide design
Human T98G glioblastoma cells and mouse NIH-3T3 embry-

onic fibroblast cells were obtained from ATCC (Manassas, VA,

USA). They were grown in T75 flasks at 37 uC under 5% CO2, in

Dulbecco’s modified Eagle’s medium with 1 g/l glucose, which

was supplemented with 5% L-glutamine, 10% fetal calf serum

(both from Lonza, Walkersville, MD, USA) and 5% (penicillin/

streptomycin (Sigma, Saint-Quentin Fallavier, France). A biotiny-

lated peptide corresponding to NFL (NFL-TBS.40-63: YSSY-

SAPVSSSLSVRRSYSSSSGS) and a similarly labeled scrambled

peptide (NFL-SCR: SLGSPSSSVRASYSSSRSYVYSSS) were

synthesized (with more than 95% purity) by MilleGen (Toulouse,

France) and dissolved in water at 1 mM concentration. They were

used at final concentrations of 2, 5 and 10 mM for 6 h at 37 uC to

evaluate their cellular effects.

Quantitative mRNA and miRNA analyses
T98G cells were tested for peptide effects on independent

triplicate cell cultures. Cells were harvested following a trypsin-

EDTA 16 (Sigma) treatment for 5–10 min and centrifugation.

Total RNA was extracted from cells pellets using the RNeasyH

Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA, USA) according to the

manufacturer’s recommendations. Reverse transcription was

performed on 1 mg of total RNA with the Advantage RT-for-

PCR kit (Clontech, Palo Alto, CA, USA), following the

manufacturer’s recommendations. Real-time quantification was

performed on a 96-well plate using the Power SYBRH Green

Master mix and the ABI 7900 apparatus (Applied Biosystems by

Life technologies, Grand Island, NY, USA). Ten genes were tested

for quantitative expression: MFN2 and FIS1 for the mitochondrial

fusion and fission process, PRC/PPRC1, PGC-1a/PPARGCA1,

NRF-1, CYCS (Cytochrome c) and TFAM (Mitochondrial

transcription factor A) for mitochondrial biogenesis and its

functions, PTEN, NAIP and FGFR3 as genes directly targeted

by miR-21, 221 and 100, respectively [33,34]. The data were

normalized to b-globin, and the relative expression level of specific

mRNA was calculated with the usual 2–DDCt method. The

sequences of primers used in this study are referenced in Table 1.

For miRNA analyses, cDNA was first produced using the VILO

miRNA cDNA Synthesis Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)

according to the manufacturer’s protocol. Using Express SYBR

GreenER qPCR SuperMix (Invitrogen), real-time PCR was

carried out on a ABI 7900 apparatus (Applied Biosystems by Life

technologies) using a universal primer and forward primers specific

to each miRNA, according to the NCode miRNA Database

(Table 1). For each sample, three independent reverse transcrip-

tion reactions were performed, and each reaction was assayed in

duplicate by real-time PCR. MiRNA levels were normalized to U5

snRNA, a snoRNA (small nucleolar RNA), which has been

established as the most stably expressed reference gene [35].

Western blot analyses
T98G and NIH-3T3 cells were incubated with 10 mM of NFL-

TBS.40-63 or NFL-SCR. After 6 hours of treatment, the cells

were rinsed in phosphate-buffered saline 1X (PBS 1X; Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO, USA), trypsinized and collected in

centrifuge tubes. The cells were lyzed and the protein concentra-

tions were measured using a protein assay (Thermo Scientific,

Waltham, MA, USA). 20 mg of the proteins were separated by

SDS-PAGE, transferred to poly (vinylidene difluoride) membranes

(Hybond-P, Amersham, Buckinghamshire, UK) and incubated

either with dilutions of the following monoclonal antibodies: 1/

10000 anti-a2tubulin (Abcam, Cambridge, UK), 1/2000 anti-

complex-IV, subunit IV (COX4, MS408, Mitosciences, Eugene,

OR, USA) and 1/2000 anti-complex-II, subunit Ip (SDHB,

MS203, Mitosciences), or with dilutions of the following polyclonal

antibodies (All from Abcam): 1/1000 anti b-actin (Ab-8229), 1/

5000 anti NRF-1 (Ab-86516) and 1/2000 anti-PGC-1a (Ab-

54481). After several washes in TBS-Tween (with 0.1% Tween-

20), the membranes were incubated with an appropriate

chemiluminescent-labeled, horseradish peroxidase-conjugated sec-

ondary antibody (Jackson ImmunoResearch, WestGrove, PA,

USA). The blots were developed using the enhanced chemilumi-

nescence method (ECLplus, Amersham). Signal quantification was

performed via non-saturating picture scanning using a Gel Doc

1000 Molecular Analyst apparatus (Biorad, Hercules, CA, USA).

Mitochondrial oxygen consumption analyses
NIH-3T3 and T98G cells were seeded in Seahorse XF-24 plates

(from Seahorse Bioscience, North Billerica, MA, USA). The cells

were tested with 2, 5, or 10 mM of NFL-TBS and compared to

10 mM NFL-SCR. After 6 h of treatment, the cells were changed

to an unbuffered DMEM (DMEM base medium supplemented

with 17.5 mM glucose, 1 mM sodium pyruvate, 31 mM NaCl and

2 mM Glutamine, pH 7.4) and incubated at 37 uC in a non-CO2

incubator for 1 h. Three baseline measurements of oxygen

consumption rate were collected on the XF 24 Seahorse apparatus

using the XF cell Mito Stress kit (#101706 from Seahorse

Bioscience). After the Seahorse analysis, the cells were lyzed, and

the protein concentration was measured using a protein assay

(Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). The oxygen consump-
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tion of each well was normalized according to the total protein

amount (pmol/min/mg).

Confocal microscopy
To study the molecular impact of the NFL-TBS.40-63 peptide

on T98G cells, we first used mitochondria (Mitotracker Red CMX

ROS) and microtubule markers (Alexa647-labeled anti-tubulin

antibody, both from Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) on

fixed cells. The cells were seeded in 24 well plates (26104 cells/

well) containing coverslips. After 48 h, the cells were incubated in

10 mM biotinylated peptides (NFL-TBS.40-63 or NFL-SCR) for

6 h at 37uC. After washing with the media, the cells were

incubated for 15 min at 37 uC with 100 nM mitotracker Red

CMX ROS diluted in the media. After washing with PBS, the cells

were fixed in 4% paraformaldehyde in PBS for 10 min. Following

three washes in PBS, the cells were incubated for 10 min in a

permeabilization solution (Pipes 0.1 M, EGTA 1 mM, MgCl2

0.1 M, 4% PEG 8000, 0.5% triton X-100, in PBS, pH 7.4). They

were washed three times in PBS before incubation in a blocking

solution (5% bovine serum albumin) for 15 min. Permeabilized

cells were incubated overnight with a mouse anti-a tubulin

antibody (Sigma) at 1/500. Then, tubulin and biotinylated

peptides were localized using Alexa 647 nm anti-mouse antibody

and streptavidin Alexa 488 nm (Life Technologies) respectively, at

1/200 for 1 h. After washing by PBS, cell nuclei were stained by

3 mM 4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI, Sigma) for 5 min.

Finally, coverslips were mounted with an anti-fading mounting

medium (Prolong, Life Technologies) and observed with a

confocal Nikon A1RSI instrument. The images were analyzed

using Nikon NIS-element software.

To study dynamics of the mitochondrial network, we have

realized live cell imaging after 15 hours of cell treatment by 10 mM

FITC-NFL-TBS.40-63 or FITC-scrambled peptide in Labtek

four-chambered coverglasses (Nalge Nunc International), followed

by 10 mM mitotracker Red CMX Ros treatment during 15

minutes. After washing in PBS, cells were rapidly placed in culture

media according to recommended protocol [36]. Mitochondrial

imaging was acquired within 3 minutes with 5 seconds intervals

using confocal Nikon A1RSI instrument. Minimum laser power

was used to minimize photo bleaching. Image analysis was done

using the tracking suite of Metamorph software application

module (Molecular Devices, Sunnylade, CA, USA).

To determine the migration ability of T98G cells treated by

NFL-TBS 40-63 peptide or scramble, we have used a transwell

migration assay as previously described [10].

Statistical analyses
All experiments were repeated at least three times. The data are

represented as mean values 6 standard deviation (SD), with N

representing the number of experiments. The statistical signifi-

cance of the variations observed was assessed using the Mann-

Whitney test. The differences were considered significant at P,

0.05. All analyses were performed using Prism3.00 (GraphPad

software, San Diego, CA).

Results

The NFL-TBS.40-63 peptide regulates the number of
mitochondria and their function in human glioblastoma
T98G cell line
We investigated the impact of a 6 hours-incubation in various

NFL-TBS.40-63 peptide concentrations (2 to 10 mM) on mito-

chondrial respiratory function and biogenesis from T98G cells and

NIH3T3 control cells [8,9]. A mitostress test was performed to

investigate the main parameters of the OXPHOS process,

including basal respiration rate, ATP turnover, proton leak and

maximal oxygen consumption rate. Mitochondrial respiration is

divided into two fractions. The oligomycin insensitive fraction

Table 1. Primers used for mRNA and miRNA quantification.

PRC/PPRC1 For: 59-CACTGGTTGACCCTGTTCCT-39 Rev: 59-
GTGTTTCAGGGCTTCTCTGC-39

miR-125a-
3p

59-GGTGAGGTTCTTGGGAGCC-3’

CYCS For: 59-CCAGTGCCACACCGTTGAA-39 Rev: 59-
TCCCCAGATGATGCCTTTGTT-39

miR-181b 59-ATTCATTGTTGTCGGTGGGT-3’

PGC1a/PPARGCA1 For: 5’-ACTCAAGTGGTGCAGTGACC-3’ Rev: 5’-
CTGGGTACTGAGACCACTGC-3’

miR-107 59-GTCGTGAGCAGCATTGTACAG-3’

NRF-1 For: 5’-GGAGTGATGTCCGCACAGAA-3’ Rev: 5’-
CGCTGTTAAGCGCCATAGTG-3’

miR-30a 59-TGTAAACATCCTCGACTGGAAG-3’

TFAM For: 5’-CCGAGGTGGTTTTCATCTGT-3’ Rev: 5’-
CAGGAAGTTCCCTCCAACGC -3’

miR-146b 59-TGAGAACTGAATTCCATAGGCT-3’

FIS1 For: 5’- GGAGGAACAGCGGGATTACGT-3’ Rev: 5’-
CTTCATGGCCTTGTCAATGAGC-3’

miR-96 59-TTTGGCACTAGCACATTTTTGCT-3’

MFN2 For: 5’- GAAGAACAGGTTCTGGACGTC-3’ Rev: 5’-
CCTCATGGCCATCTGTGCCC-3’

miR-221 59-ACCTGGCATACAATGTAGATT-3’

PTEN For:59- CGGCAGCATCAAATGTTTCAG-39 Rev: 59-
AACTGGCAGGTAGAAGGCAAC-39

miR-885 59-AGGCAGCGGGGTGTAGTGGATA-3’

NAIP For: 59-TAGACTTGCGTCCTTCAGGAA-39 Rev: 59-
CTGCAACTCCCACAGCTGATT-39

miR-218 59-CGTTGTGCTTGATCTAACCATGT-3’

FGFR3 For: 59-ACCTTCAAGCAGCTGGTGGA-39 Rev: 59-
CTAGGGACCCCTCACATTGT-39

miR-100 59-GCCCAAGCTTGTATCTATAGGTAT-3’

b-Globin For: 59-CAACTTCATCCACGTTCACC-39 Rev: 59-
ACACAACTGTGTTCACTAG-39

miR-31 59-AGGCAAGATGCTGGCATAGCT-3’

U5snRNA 59-AAATTGGAACGATACAGAGAAG-39 miR-21 59-CGGTAGCTTATCAGACTGATGTTG-3’

doi:10.1371/journal.pone.0098473.t001
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corresponds to non-phosphorylating respiration and is recorded

after the inhibition of ATP synthase with 1 mM oligomycin. The

oligomycin-sensitive fraction represents the phosphorylating res-

piration and is the fraction used for ATP synthesis, which is

calculated by subtracting the nonphosphorylating respiration rate

from the basal respiration rate. The NFL-TBS.40-63 peptide

significantly affected both oligomycin-sensitive and insensitive

fractions at 10 mM (Figure 1A). The global oxygen consumption

rate was reduced at all concentrations, with specific and significant

decreases in the oligomycin-insensitive fractions of approximately

20% at the 2 mM and 5 mM concentrations. However, no defect in

the fraction used for ATP synthesis (oligomycin-sensitive fraction)

could be noticed at these lowest concentrations, contrary to that

observed for 10 mM peptide. Conversely, for the NIH-3T3 cells,

none of the two oligomycin fractions seemed to be significantly

affected by the peptide even if a tendency to decrease could be

noticed at 10 mM peptide for the oligomycin-sensitive fraction. To

explore the impact of 10 mM NFL-TBS.40-63 treatment on

mitochondrial biogenesis, we have investigated the protein

expression level of mitochondrial complex subunits using Western

blot analysis (Figure 1B). Our results show a significant reduction

in SDHB (complex II subunit) by 30% and of COX4 (complex IV

Figure 1. Action of the NFL-TBS.40-63 peptide on mitochondrial number and functions in T98G cells and NIH 3T3 control cells. 1A:
The relative oxygen consumption was measured using a mitostress kit and a Seahorse XF-24 apparatus (from Seahorse Bioscience, North Billerica, MA,
USA). The oligomycin-insensitive fraction represents non-phosphorylating respiration, which was recorded after the inhibition of ATP synthase with
oligomycin. The oligomycin-sensitive fraction represents the phosphorylating respiration, i.e., the fraction used for ATP synthesis. Results are
expressed relative to oxygen consumption of scramble treated cells used as control (pmol/min/mg protein). 1B: The protein expression of
mitochondrial subunit IV of complex IV (COX4, MS408, Mitosciences) and subunit Ip of complex II (SDHB, MS203, Mitosciences) were measured by
Western blot analysis after a 6-hour exposure to 10 mM NFL-TBS.40-63 peptide and normalized to the a-tubulin level (65 KDa; Abcam, Cambridge,
UK). The protein expression for the peptide-treated samples was expressed relative to that of the scramble-treated samples. S: Scramble; P: NFL-
TBS.40-63 peptide. Results are expressed relative to protein expression ratio of scramble treated cells used as control. The values represent the
average 6 SD for three separate determinations (N= 3). *: P,0.05 versus control.
doi:10.1371/journal.pone.0098473.g001
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subunit) by 20%, respectively, in T98G cells, when compared to

the scrambled peptide. In NIH-3T3 cells, no such reduction was

observed, in accordance with our previous results for non-

permeant NIH-3T3 cells for this peptide [8]. These results

indicate a primary impact of the peptide on mitochondrial

functions at low concentrations (2 and 5 mM), which had no

detectable effect on the microtubule network. However, at 10 mM

of peptide, both networks were affected [8].

The NFL-TBS.40-63 peptide rapidly affects the regulatory
factors of the mitochondrial biogenesis in the T98G cell
line
The expression of five essential genes that control mitochondrial

biogenesis and function -PRC (PPRC1) and PGC-1a

(PPARGC1A) coactivators, NRF-1 transcription factor, mitochon-

drial transcription factor TFAM and a component of the

respiratory chain (CYCS) - were investigated in T98G cells. We

observed that reduced mitochondrial oxygen consumption at

10 mM NFL-TBS.40-63 peptide was associated with a significantly

reduced expression of NRF-1 and its target gene CYCS by 20%

and 50%, respectively (Figure 2A). However, no significant

changes in the expression levels of PRC, PGC-1a or TFAM

could be observed after 6 hours of NFL-TBS.40-63 treatment.

These results indicate that NFL-TBS.40-63 peptide has a rapid

impact on the transcriptional machinery regulating the mitochon-

drial biogenesis. This regulation is independent of the expression

level for PRC and PGC-1a and could be related to the post-

transcriptional regulation of NRF-1 expression.

Figure 2. Expression analysis of the genes involved in the control of mitochondrial biogenesis in T98G cells treated by 10 mM of
NFL-TBS.40-63 peptide. 2A: Quantitative PCR analysis: PRC (PPRC1) and PGC-1a (PPARGC1A) coactivators, NRF-1 transcription factor,
mitochondrial transcription factor TFAM and a component of the respiratory chain, Cytochrome c (CYCS), were measured. The data are expressed in
relative units (mRNA expression of a specific gene normalized to b-globin mRNA expression) and expressed relative to the control, which was
assigned a unit value. The values are the average 6 SD for three separate determinations (N= 3). *: P,0.05 versus control. 2B: Western blot analysis:
The protein expression of PGC-1a (105KDa, Ab- 54481, Abcam) and NRF-1 (54 KDa, Ab-86516, Abcam) were measured by Western blot analysis after a
6-hours exposure to 10 mM NFL-TBS.40-63 peptide and normalized to the b-actin level (45 KDa; Abcam). Results are expressed relative to protein
expression ratio of scramble treated cells which was assigned a unit value. The values are the average 6 SD (N= 3). *: P,0.05 versus control.
doi:10.1371/journal.pone.0098473.g002
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We confirmed, at the protein level, the decrease in NRF-1

expression compared to PGC-1a following the 10 mM peptide

treatment (Figure 2B).

The NFL-TBS.40-63 peptide alters microtubules and
mitochondrial organization at 10 mM Concentration
Previously, we have shown that T98G human glioblastoma cells

internalized the NFL-TBS.40-63 peptide at a 10 mM concentra-

tion, which induces the disruption of their microtubule network

[8]. Consequently, tubulin is aggregated around the nucleus, while

cells lose their extensions and become spherical. Using markers of

both mitochondrial and microtubule networks, in association with

a marked peptide, confocal microscopy showed that the peptide

entered in T98G and accumulated in a polarized manner

(Figure 3A and Figure S1 in File S1 for unmerged images). This

was related with a reduction in microtubule and mitochondrial

density where the peptide accumulated. It was also convincing for

dividing cells where the basis of the midbody was enriched with

peptide and mitochondria but completely devoid of microtubule

(Figure 3B). The NFL-TBS.40-63 peptide was also able to

surround microtubule tips and should limit filipodia formation

(Figure 3C), in accordance with our previous results showing the

reduction of cell motility at a low peptide concentration [10]. We

observed that the peptide was able to co-localize with both the

microtubules and the mitochondria to modify the architecture of

their networks contrary to that observed in untreated cells (Figure 4

and Figure S4 in File S1). We also observed that mitochondria

could be structured independently of the microtubule network

with co-localized mitochondrial network and long chains of NFL-

TBS.40-63 peptide sequences (Figure 4, yellow arrows).

The NFL-TBS.40-63 peptide reduces mitochondrial
dynamics
We explored the impact of NFL-TBS.40-63 on the mitochon-

drial fission–fusion balance using the master regulator of

mitochondrial dynamics, MFN2, which is responsible for mito-

chondrial multiplication and FIS1, which is involved in mito-

chondrial fission (Figure 5A). Here, we showed that, even if both

factors presented a significant decrease in expression level, the

FIS1/MFN2 ratio, which refers to the balance between dynamic

events, was conserved. Rather, this conserved modeling balance

involved differences mainly in mitochondrial motility resulting

from abnormal cytoskeletal anchorage. Thus, we have observed a

decrease in mitochondrial motility (mean speed motility 7-times

slower) using mitochondrial network imaging as well as decrease in

cell motility (53% mean decrease in cell migration) using the

transwell assay, in peptide-treated cells compared to scramble-

treated (Figures S2 and S3 in File S1, respectively).

The NFL-TBS.40-63 peptide induces post-transcriptional
regulation
We have analyzed the expression of relevant miRNAs

associated with mitochondria, drug resistance, or both and found

that a 6-hours treatment with 10 mM of NFL-TBS.40-63 peptide

induced a significant change in expression for four miRNA: miR-

96, miR-218, miR-21 and miR-221 (Figure 5B). Two of these

miRNA (miR-21 and miR-221) were found to be overexpressed in

many cancer cells, including glioblastoma, as they had anti-

apoptotic and anti-mitophagic effects. We have confirmed the

effect of miR-21 and miR-221 by measuring up regulation of

PTEN and NAIP genes, directly targeted by these miRNA,

compared to unchanged expression level for FGFR3 gene targeted

by miR-100 (Figure 5C).

Discussion

A close interaction between mitochondria and the cytoskeleton

is essential to ensure the proper distribution of mitochondria

within a cell. Recent studies have highlighted interactions between

intermediate filaments, notably NFL or Vimentin and the key

molecules necessary for the maintenance of organelle integrity and

Figure 3. Effects of 10 mM of NFL-TBS.40-63 peptide on
mitochondrial and microtubule networks in human T98G
glioblastoma cells. 3A: NFL peptide accumulates within the cell in
a polarized manner, limiting the density of the microtubules and
mitochondrial networks. 3B: NFL peptide accumulates at the basis of
the midbody and excludes the microtubule network. 3C: The peptide
surrounds the microtubules’ tips and limits filopodia formation.
Microtubules were detected using an Alexa647-labeled, anti-a-tubulin
antibody (purple); biotinylated NFL-TBS.40-63 peptide was labeled with
streptavidin Alexa488 (green), the nuclei with diamidino phénylindole
(DAPI; blue) and mitochondria with a mitotracker (RedCMX ROS). The
cells were examined with a Nikon A1RSI confocal microscope and the
images were analyzed with Nikon NIS-element software. The red bars

are the measuring scale.
doi:10.1371/journal.pone.0098473.g003
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Figure 4. The NFL-TBS.40-63 peptide reorganizes mitochondrial networks in human T98G glioblastoma cells.The white arrow
indicates a mitochondrial network (bottom left) superposed with a microtubule network (bottom right). The yellow arrow indicates a mitochondrial
network (bottom left) superposed with long peptide sequences (top right). The microtubules were detected using an Alexa647-labeled, anti-a-
tubulin antibody (purple); biotinylated NFL-TBS.40-63 peptide was labeled with streptavidin Alexa488 (green), the nuclei with diamidino
phÕnylindole (DAPI; blue) and the mitochondria with a mitotracker Red CMX ROS). The cells were examined with a Nikon A1RSI confocal microscope
and the images were analyzed with Nikon NIS-element software. The red bars are the measuring scale.
doi:10.1371/journal.pone.0098473.g004
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Figure 5. Quantitative PCR analysis of mitochondrial fission/fusion actors and relevant differentially-expressed miRNA-mRNA
complexes in human T98G glioblastoma cells. 5A: Quantitative PCR analysis of mitochondrial fission/fusion actors (FIS1 and MFN2) in T98G
cells. The data are expressed in units (mRNA expression of a specific gene normalized to b-globin mRNA expression) that are relative to the control,
which was assigned a unit value. 5B: Quantitative PCR analysis of relevant differentially expressed miRNA in T98G cells. The data are expressed in units
(miRNA expression relative to U5 snRNA) that are relative to the control, which was assigned a unit value. 5C: Quantitative PCR analysis of PTEN and
NAIP mRNA, directly targeted by miR-21 and miR-221, respectively. FGFR3 expression was used as negative control of miR-100, which expression level
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mitochondrial motility [11–13]. The NFL-TBS.40-63 peptide is

able to alter microtubule formation when it is internalized by

T98G glioblastoma cells and inhibits their proliferation [8]. In this

study, we have evaluated the effect of NFL-TBS.40-63 peptide

internalization on mitochondrial biogenesis and function.

Our observations revealed a negative impact on T98G cell

respiration after 6 hours of NFL-TBS.40-63 peptide treatment (2

to 10 mM). This action on mitochondrial function, at lower

concentrations than those necessary to disturb the cytoskeleton

(10 mM), could be related to a primary modification of the

mitochondrial motility. It has been shown that peptides derived

from the N-terminal domain of intermediate filaments, like

desmin, vimentin and keratin, can interact with the unpolymerized

tubulin [8]. A recent study demonstrated that the N-terminal

domain of vimentin (residues 41–94) can also directly bind

mitochondria and serve as an adaptor between actin microfila-

ments and mitochondria [13]. We suggest that the primary action

of NFL-TBS.40-63 leads to sequential organization of the peptide,

which disturbs the cytoskeleton and reorganizes the mitochondrial

network. This should be related to the conserved FIS1/MFN2

ratio we observed at higher peptide concentrations. At a 10 mM

peptide treatment, we also revealed a colocalization of NFL-

TBS.40-63 with mitochondria and a specific accumulation at the

microtubules’ extremities, which may limit membrane ruffling, as

previously reported [37,38].

This study revealed that the NFL-TBS.40-63 peptide provokes a

redistribution of mitochondria throughout the cytoplasm. Mito-

chondria were able to reorganize along the peptide from end to

end, in order to form a polarized but less dense network and

reduce cell respiration. Mitochondria and autophagy are linked to

homeostatic elements that act in response to changes in the cellular

environment, such as energy, nutrients and stress. Thus, defects in

plasticity could simultaneously impair autophagy, which may

result in increased risk for various human diseases [39,40]. The

peptide treatment induces an inhibition of FIS1 and MFN2 gene

expression. As has been shown, deregulation of mitochondrial

fusion or fission is associated with alterations in the organization of

the mitochondrial network and with the inhibition of energy

metabolism [41]. Alterations in energetic metabolism cause defects

in respiratory chain subunits and may lead to mitochondrial

network fragmentation [42]. Western blotting analyses indicated

that decreases in the OXPHOS process were also related to a

decrease in mitochondrial biogenesis when using 10 mM of

NFLTBS.40-63 peptide, regarding protein levels for two subunits

of the respiratory chain complexes (SDHB and COX4) and for

transcription factor NRF-1. This rapid reduction of mitochondria

after 6 hours of peptide treatment may be related to the induction

of mitophagy. Thus, the PGC-1a/PRC pathway, which is related

to the transcriptional regulation of mitochondrial biogenesis, was

not affected after 6 hours of treatment, while NRF-1 and CYCS

were repressed; this suggests a lack of extra-cellular signal

regulation or a delayed PGC-adaptive response to energy

depletion. Moreover, this could suggest a rapid regulation of

mitophagy/biogenesis balance through post-transcriptional path-

ways, as recently reported [43,44].

We found that the expression of two relevant miRNAs-miR-21

and miR-221-was altered by a 6-hours treatment with the NFL-

TBS.40-63 peptide, compared to the scrambled control. These

miRNAs are referred to as oncomirs, as they have anti-apoptotic

and proliferative effects [25,26,28,45]. In human tumors, miR-21

down-regulates the expression of PTEN, which is involved in

mitophagy through its negative regulation of PINK1 (PTEN-

induced kinase 1) [34]. Up-regulation of miR-221 has also been

correlated with down-regulation of one of its targets, NAIP (NLR-

family, apoptosis inhibitory protein), which is involved in

neurodegeneration and apoptosis regulation [33]. On the

contrary, over-expression of miR-218 and miR-96 were associated

with apoptosis induction through targeting the PINK1/NF-KB

pathway and FOXO1, respectively [46,47]. The inverse functions

of these miRNAs on apoptosis or mitophagy should be considered,

depending on their half-time. Thus, miR-21 is considered to be

one of the most long-lived miRNAs [48].

In conclusion, we showed that a 6-hours treatment with 10 mM

of NFL-TBS.40-63 peptide induces a direct reduction in the global

respiration of cells that have internalized the peptide. This effect

can be related to a reduction of the main transcription factor

involved in mitochondrial biogenesis and in the OXPHOS

process. The treatment is efficient in reducing the expression of

miRNAs that are involved in glioblastoma pathogenesis and MTA

resistance. To our knowledge, this is the first report showing the

role played by this peptide in the regulation of global respiration

for glioblastoma cells. Our results show that disrupting a

microtubule network affects the mitochondrial network distribu-

tion, thus confirming the close relationship between these two

networks.
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Figure S1 : Unmerged images from Fig. 3 

Microtubules were detected using an Alexa647-labeled, anti-α-tubulin antibody (purple); biotinylated 

NFL-TBS.40-63 peptide was labeled with streptavidin Alexa488 (green), the nuclei with diamidino 

phénylindole (DAPI; blue) and mitochondria with a mitotracker (RedCMX ROS). The red bars are the 

measuring scale. 
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Figure S2 :  In vitro effect on mitochondrial motility of  15 hours exposure with 10 µM NFL-

TBS.40-63 peptide compared to scramble, using live confocal microscopy and Metamorph 

software (N=6). Time duration 3 minutes, image every 5 seconds. T30 and T60 in seconds 
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Figure S3 :  In vitro effect on T98G cell migration of  15 hours 

exposure with 10 µM NFL-TBS.40-63 peptide, using Transwell 

migration assay . (* P< 0.05) 
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Figure S4: Confocal imaging of untreated T98G cells 

Microtubules were detected using an Alexa647-labeled, anti-α-tubulin antibody (purple); 

biotinylated NFL-TBS.40-63 peptide was labeled with streptavidin Alexa488 (green), the nuclei 

with diamidino phénylindole (DAPI; blue) and mitochondria with a mitotracker (RedCMX ROS). 

The red bars are the measuring scale. 
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3
ème

 article scientifique 

 

 

The neurofilament-derived peptide NFL-TBS.40-63 targets neural stem cells 

and increases their attachment. 

 

Lépinoux-Chambaud C., Eyer J. Soumis à Biomaterials 

 

 

Dans le but de lutter efficacement contre les tumeurs cérébrales de haut grade et contre la 

neurodégénérescence, de nouvelles stratégies thérapeutiques innovantes basées sur 

l’utilisation de cellules souches neurales (CSN) ont été abordées. Ces cellules, présentes dans 

le système nerveux adulte dans des régions neurogènes, ont en effet des capacités réparatrices 

et anti-tumorigéniques endogènes intéressantes mais limitées (Saha et al., 2012 et 2013 ; 

Zhang et al., 2012). Ainsi, la possibilité de pouvoir cibler ces cellules représente un enjeu 

majeur pour développer de nouvelles stratégies thérapeutiques pour la médecine régénératrice 

et pour traiter les tumeurs cérébrales. 

 

Le peptide NFL-TBS.40-63 qui présente des effets anti-tumoraux, est capable de cibler de 

façon sélective les cellules de glioblastome hautement prolifératives, alors qu’il rentre peu ou 

pas dans des cellules à faible taux de prolifération (Bergès et al., 2012a). Dans cette étude, le 

but a été d’analyser l’entrée du peptide dans les CSN, et les effets possibles sur leur capacité 

de proliférer, de s’auto-renouveler, de former des neurosphères in vitro, et de générer des 

neurones, des astrocytes et des oligodendrocytes. 

 

Nos travaux ont été menés sur des CSN issues de la zone sous-ventriculaire (SVZ) de rats 

nouveau-nés et de rats adultes. Après prélèvement par microdissection, les fragments de SVZ 

sont dissociés et les cellules individualisées sont incubées en présence d’EGF. Des 

neurosphères flottantes sont formées après 5 à 7 jours et peuvent devenir adhérentes après 10 

à 12 jours en culture (Figure 46). 
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Figure 46 : Mise en culture des cellules souches neurales de la zone sous-ventriculaire. 

 

 

δ’entrée du peptide NFL-TBS.40-63 dans les CSN a été analysée par cytométrie en flux 

(FACS) et par microscopie confocale. Les résultats de FACS montrent que le peptide entre de 

façon massive et dose-dépendante dans les CSN issues de rats nouveau-nés et adultes, jusqu’à 

un plateau après 20 µmol/L de peptide (Fig. 1A et 2A). δ’internalisation du peptide dans les 

CSN a été vérifiée en ajoutant du bleu de trypan avant la lecture par cytométrie en flux, afin 

d’éteindre une éventuelle fluorescence à la surface des cellules (Fig. 1A). δ’entrée du peptide 

a ensuite été confirmée par microscopie confocale in vitro et in vivo. In vitro, l’entrée du 

peptide-FITC a été observée dans des CSN individualisées et au sein des neurosphères (Fig. 

1B et 1C). In vivo, après injection du peptide-FITC par stéréotaxie dans le ventricule latéral 

de rats adultes, des marquages immuno-histochimiques, réalisés 1h après la fin de l’injection, 

ont permis de localiser le peptide au sein de la SVZ. La SVZ est séparée des ventricules 

latéraux par une couche de cellules épendymaires, exprimant la nestine et la vimentine. Dans 

la zone sous-épendymaire les cellules sont nestine- et GFAP-positives (cf. partie 3.2.3, figure 

30). Sur les coupes de cerveau observées au microscope confocal, le peptide est 

majoritairement localisé au niveau des cellules épendymaires, et une partie du peptide se 

trouve au niveau de cellules GFAP-positives sous-épendymaires (Fig. 2B). Ces résultats 

suggèrent que le peptide est capable de cibler la SVZ et qu’une partie du peptide peut 

traverser la couche épendymaire in vivo. 

 

δ’entrée dose-dépendante du peptide dans les CSN est semblable à celle observée dans les 

cellules de glioblastome (Bergès et al., 2012a). Il a donc été intéressant de caractériser les 

mécanismes impliqués dans l’internalisation du peptide dans les CSN. Après incubation des 

cellules à ζ°C ou après déplétion en ATP, l’entrée du peptide dans les cellules n’a pas été 
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altérée, suggérant un mécanisme d’entrée passif qui ne nécessite pas d’énergie (Fig. 3A). 

Dans le but de confirmer ces résultats, des inhibiteurs des différentes voies d’endocytose ont 

été testés (cf. partie 4.1.2.2, Figure 38) ainsi que des inhibiteurs des différents acteurs de la 

machinerie de l’endocytose, déjà utilisés précédemment (1
er

 article scientifique : Lépinoux-

Chambaud et Eyer, 2013). En présence de ces différents inhibiteurs, l’entrée du peptide dans 

les CSN n’est pas altérée (Fig. 3B), ce qui exclue donc un mécanisme d’entrée actif par 

endocytose. 

 

 

Après avoir démontré les capacités du peptide à cibler les CSN in vitro et in vivo, nos 

travaux se sont orientés sur les effets potentiels du peptide sur ces cellules. Des études 

précédentes avaient mis en évidence les propriétés anti-tumorales du peptide sur les cellules 

de glioblastome, par l’altération de leur réseau de MT, l’arrêt du cycle cellulaire en phase G1, 

l’inhibition de leur prolifération et l’induction de l’apoptose (Bocquet et al., 2009 ; Bergès et 

al., 2012a).  

 

Contrairement aux cellules de glioblastome, les CSN traitées pendant 6h avec le peptide 

conservent un réseau de MT bien structuré. En revanche, en présence de colchicine le réseau 

de MT des CSN est complètement détruit (Fig. 4B). Alors que le peptide réduit la viabilité et 

induit l’arrêt du cycle cellulaire des cellules de glioblastome en phase G1, il n’a pas d’effet 

sur le cycle cellulaire des CSN quelle que soit sa concentration, et il ne réduit pas la viabilité 

des cellules, à part pour de fortes concentrations (100 µmol/L) (Fig. 4A et 4C). 

 

En culture, les CSN sont capables de former des neurosphères non-adhérentes. En présence 

de peptide cette capacité des CSN n’est pas altérée, sauf pour de fortes concentrations (100 

µmol/L) et en présence de colchicine (Fig. 5A). Il apparaît également une augmentation du 

nombre de neurosphères adhérentes pour des concentrations en peptide supérieures à 40 

µmol/L (Fig. 5B-C). Cette augmentation de l’adhérence des CSN est associée à une légère 

diminution de l’expression de PSA-NCAM et à une diminution de la prolifération des CSN 

(Fig. 5D-E). Dans des conditions contrôles, après dissociation des neurosphères primaires, les 

CSN sont capables de reformer des neurosphères, dites neurosphères secondaires. Le nombre 

de neurosphères secondaires dépend alors du nombre de CSN dans les neurosphères 

primaires. Cette capacité d’auto-renouvellement des CSN est altérée lorsque ces cellules sont 

cultivées en présence de peptide (Fig. 5F). δ’ensemble de ces résultats montrent que le 

peptide ne perturbe pas la formation des neurosphères primaires (excepté pour de fortes 
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concentrations), mais altère la capacité d’auto-renouvellement des CSN, ce qui suggère que le 

peptide réduit le nombre de CSN. Ce phénomène ne semble pas être associé à une 

augmentation de la mortalité des cellules (Fig. 4C), mais est associé à une réduction de la 

prolifération et à une augmentation de l’adhérence des cellules (Fig. 5E et 5B-C).  

 

Pour conclure, l’ensemble de ces travaux montrent que le peptide NFL-TBS.40-63 est 

capable de cibler les CSN in vitro et in vivo, sans effet cytotoxique majeur, excepté à de fortes 

concentrations (100 µmol/L). δ’augmentation de l’adhérence des neurosphères, la diminution 

de la prolifération des cellules et la diminution de l’expression de PSA-NCAM suggèrent 

également que le peptide pourrait favoriser la différenciation des CSN (Fig. 6). Cette étude 

indique que le peptide NFL-TBS.40-63 peut représenter un outil thérapeutique prometteur 

pour cibler les CSN et augmenter leur mobilisation. Dans une telle perspective, il serait 

intéressant d’utiliser des nanoparticules fonctionnalisées avec ce peptide pour cibler leur 

entrée dans les CSN. 

 

Cette étude a fait l’objet d’un brevet européen (provisoirement, European Patent N° 

14305981.4 – 1408) qui sera prochainement consultable en ligne. La gestion de ce brevet 

s’effectue via la SAT “Ouest-Valorisation“. 
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The neurofilament-derived peptide NFL-TBS.40-63 targets in vitro and in vivo neural 

stem cells and increases their attachment. 

 

Lépinoux-Chambaud C. and Eyer J.* 

 

Laboratoire Neurobiologie & Transgenese, LUNAM, UPRES EA-γ1ζγ, Université d’Angers, 

Centre Hospitalier Universitaire, Bâtiment IBS-IRIS, 49033 Angers, France. 

 

 

ABSTRACT 

Targeting neural stem cells has promising potential for the development of new regenerative 

strategies because these cells are present in the adult brain and they are able to proliferate, 

self-renew and differentiate into new neurons, astrocytes and oligodendrocytes. In this study 

we investigate whether the NFL-TBS.40-63 peptide, corresponding to the tubulin-binding site 

located on the low molecular weight subunit of neurofilaments, can target neural stem cells. 

We show that this peptide is able to translocate passively in neural stem cells in vitro that 

were isolated from new born or adult rats. When injected in the cerebrospinal fluid of adult 

rats, the peptide targets adult neural stem cells in vivo without causing detectable cytotoxicity. 

Moreover, the in vitro formation of neurospheres was not altered by the peptide at low 

concentration, whereas at high concentrations the self-renewal capacity of these cells was 

reduced and associated with an increase of adherent cells and a decrease of NSC proliferation. 

These results indicate that the NFL-TBS.40-63 peptide represents a new molecular tool to 

target neural stem cells in order to develop new strategies for regenerative medicine and 

treatment of brain tumours. 
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INTRODUCTION 

 

Neural stem cells (NSC) are located in neurogenic regions in the adult brain (sub-

ventricular zone (SVZ), dentate gyrus of the hippocampus), and along the spinal cord [1-7]. 

These cells are characterized by their capacity to self-renew, to form neurospheres in culture, 

to proliferate, and to generate neurons, astrocytes and oligodendrocytes [8-10]. The use of 

normal or genetically modified NSC has already been described for the treatment of 

neurodegenerative disorders (Parkinson, Huntington and Alzheimer’s diseases, Amyotrophic 

Lateral Sclerosis), spinal cord lesions, and for the treatment of malignant glioma [11, 12]. 

Therefore, the possibility to target and manipulate NSC without taking them out of the brain 

represents a promising avenue for regenerative based therapies in order to increase their 

mobilization and stimulate neurogenesis. 

 

A potential candidate to target the NSC is the NFL-TBS.40-63 peptide that corresponds to 

the sequence of the tubulin-binding site located on the neurofilament light subunit [13]. This 

peptide alone or linked to nanoparticles, is able to target glioblastoma cells in vitro and in 

vivo. Injection of this peptide in animal bearing glioma allows a significant reduction of the 

tumour volume and a general improvement in the health status of treated animals [14, 15]. 

The selective and massive uptake of this peptide by glioblastoma cells occurs through 

endocytic pathways and is related to their high proliferative state. However, a small amount of 

peptide is internalized in low proliferative healthy cells, such as astrocytes, oligodendrocytes 

or neurons. Moreover, while the peptide is able to disrupt the microtubule network of 

glioblastoma cells, it has no major effect on healthy cells [14,16]. Finally, this peptide 

enhances the differentiation and maturation of oligodendrocytes in vitro, and partially 

prevents them from lysophosphatidyl choline toxicity, a well-known demyelinating 

compound [17,18]. 

 

In this study, we investigated the targeting capacity and the potential effects of this peptide 

on NSC. We showed that the peptide is able to target in vitro new-born or adult NSC, as well 

as in vivo following its injection in the lateral ventricle of rats. Contrary to an ATP-dependent 

active endocytosis in glioblastoma, the uptake of the peptide by NSC occurs through a passive 

transport. While the peptide showed cytotoxic activities against glioblastoma cells, it has no 

major effect on the formation of neurospheres, the NSC viability, the cell cycle, and on the 

microtubule network. However, at high concentration the peptide reduced the self-renewal of 

NSC, which is related to an increased adhesion and a decreased proliferation of these cells. 
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Together, these results indicate that the NFL-TBS.40-63 peptide represents an adequate 

carrier for the targeted delivery of biologically active proteins into NSC. 

 

 

MATERIALS AND METHODS 

 

Cell culture and materials 

Primary cultures of NSC are derived from the SVZ of new-born (1-5 days) or adults (< 4 

months) Wistar rats as previously described [19]. The dissociated cells were grown in MEM 

alpha (Gibco) supplemented with 25 mmol/L D-glucose (Sigma), 1 mmol/L Na Pyruvate, 15 

mmol/L HEPES, 5% penicillin/streptomycin (PAA) and 1% B27 (Gibco), and containing 20 

ng/mL EGF (Promega). After 5-7 days, stem cells formed floating neurospheres. 

 

The peptide was synthesized by Millegen (Toulouse, France), Eurogentec (Angers, France) 

and Genecust (Dudelange, Luxembourg). The peptides from these three companies show 

similar results. The NFL-TBS.40-63 peptide (YSSYSAPVSSSLSVRRSYSSSSGS) is 

biotinylated or coupled to carboxy-fluorescein isothiocyanate (FITC), and dissolved in sterile 

water. 

 

Chlorpromazine hydrochloride (50 µmol/L), phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA, 10 

g/mL), 5-(N,N-dimethyl) amiloride hydrochloride (DAM, 1 mmol/L), wortmaninn (100 

nmol/L), U 0126 (40 µmol/L), sunitinib (1 µmol/L), and colchicine (1 µg/mL) were obtained 

from Sigma. Genistein (400 µmol/L) was obtained from Merck. Gefitinib (50 µmol/L) was 

obtained from Santa Cruz Biotechnology. 

 

Neurosphere forming and self-renewal analysis 

To investigate neurosphere forming properties we used a previously described protocol 

[20]. Briefly, 5.10
3
 SVZ cells were seeded per well in a 24 wells plate in media containing 20 

ng/mL EGF. Cells were incubated in the absence or presence of increasing concentrations of 

biotinylated peptide, or with 1 µg/mL colchicine. Following 5-7 days, the total number of 

primary neurospheres and the percent of adherent primary neurospheres were determined in 

each condition by microscopy analysis, and pictures were taken on an inverted microscope 

(Leica DMI6000) equipped with a CoolSNAP-HQ2 camera and analysed with the Metamorph 

7.1.7.0 software. Then for self-renewal assay, primary neurospheres were collected in each 

condition, dissociated as single cells, and seeded in media containing 20 ng/mL EGF. After 5 
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days, the total number of secondary neurospheres was counted in each condition by 

microscopy analysis. 

 

Flow cytometry  

To evaluate the internalization of the peptide, neurospheres were seeded in 35-mm dishes 

and cultured for 30 minutes at 37°C in media containing FITC labelled peptide at increasing 

concentrations. To quench the extracellular signal of the FITC labelled peptide, 0.4 % trypan 

blue (Sigma) was added before analysis. To investigate the uptake molecular mechanism, 

neurospheres were pre-incubated at 4°C during 30 minutes or with 10 mmol/L sodium azide 

in the presence of 6 mmol/L 2-deoxy-D-glucose, to deplete cellular ATP, or with different 

inhibitors during 30 minutes at 37°C. Then 20 µmol/L FITC labelled peptide was added to the 

cells for 30 minutes at 37C°. Subsequently, after centrifugation (5 minutes at 700 rpm), cells 

were dissociated mechanically and washed twice with PBS, and then re-suspended in 50 

µg/mL propidium iodide (PI, Sigma). The fluorescent positive cells that incorporated the 

FITC labelled peptide were analysed by flow cytometry (FACSCalibur, Becton Dickinson). 

 

To quantify the PSA-NCAM (polysialylated-neural cell adhesion molecule) expression on 

NSC, neurospheres were seeded in 35-mm dishes and cultured for 7 days at 37°C in media 

containing biotinylated peptide at increasing concentrations, or containing 1% new-born calf 

serum (NBCS). After dissociation, cells were incubated with the anti-PSA-NCAM antibody 

conjugated to R-phycoerythrin (PE) for 10 minutes at 4°C (Miltenyi), washed and then re-

suspended in 50 µg/mL PI. The fluorescent positive cells that expressed PSA-NCAM were 

analysed by flow cytometry. 

 

To investigate the possible effects of the peptide on the cell cycle, neurospheres were 

seeded in 35-mm dishes and then treated with increased concentrations of biotinylated NFL-

TBS.40-63 peptide or with 1 µmol/L colchicine during 48 hours at 37°C. Neurospheres were 

then collected in a microcentrifuge tube. After centrifugation (5 minutes at 700 rpm), cells 

were dissociated mechanically and permeabilized with PBS-Tween 0,5%, and fixed with 

ethanol 70% before adding 1 mg/mL RNase (Invitrogen) during 30 minutes at 37°C. The cell 

suspension was diluted in 10 µg/mL PI before DNA content analysis by flow cytometry. 

 

To analyse the cell viability in the presence of the peptide, neurospheres were seeded in 

35-mm dishes and then treated with increased concentrations of biotinylated peptide or with 1 

µmol/L colchicine during 3 or 5 days at 37°C. Neurospheres were then collected in a 

http://www.biomedcentral.com/1471-2202/9/108
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microcentrifuge tube. After centrifugation (5 minutes at 700 rpm), cells were dissociated 

mechanically and stained with annexin-V FITC (Annexin-V FITC Kit, Miltenyi Biotec) 

during 15 minutes at room temperature. Finally, cells were counterstained with 1 µg/mL PI 

solution prior to analysis by flow cytometry. 

 

CyQUANT cell proliferation assay 

To analyse the peptide effect on the NSC proliferation, primary neurospheres were 

dissociated and 5.10
3
 cells per well were plated on BD Cell-Tak (3.5 µg/cm

2
 and 1.4 mg/mL) 

(BD Biosciences) on 96 well microplate. Cells were treated with increased concentrations of 

biotinylated peptide or with 1 µmol/L colchicine, during 72 hours at 37°C. After 3 washes 

with PBS, cells were frozen at -80°C. Finally, the DNA concentration was analysed using the 

CyQUANT cell proliferation assay kit (Molecular Probes). 

 

Immunocytochemistry 

To visualize the peptide uptake in NSC, dissociated cells were incubated with the FITC-

peptide for 30 minutes and then plated on BD Cell-Tak coverslips during 1 hour. Following 

PBS washing, they were fixed with 4 % paraformaldehyde for 15 minutes and washed three 

times in PBS, before mounting coverslips with a ProLong Gold antifade solution (Life 

Technologies). 

To visualize the peptide uptake in NSC and possible effects on the microtubule network, 

neurospheres were plated on BD Cell-Tak coverslips during 24 hours. Then, they were 

incubated with 20 µmol/L FITC labelled peptide for 30 minutes or 6 hours. Following PBS 

washing, they were fixed with 4 % paraformaldehyde for 15 minutes and washed three times 

in PBS. They were then incubated in a 0.5 % triton X-100 permeabilization solution for 30 

minutes and washed three times in PBS before incubation in a blocking solution (1 % bovine 

serum albumin in 0.1 % triton X-100) for 1 hour. Neurospheres were then incubated overnight 

at 4°C with mouse anti-α-tubulin antibody (Sigma) 1/1000. After three washes in PBS, 

tubulin was localized using an Alexa 568 nm anti-mouse antibody (Life Technologies) 1/200 

for 2 hours. Neurospheres were washed three times with PBS before adding γ µmol/δ ζ’θ-

diaminido-2-phenylindole (DAPI, Sigma) during 5 minutes. Following PBS washing, 

coverslips were mounted with a ProLong Gold antifade solution. 

 

Stained dissociated cells and neurospheres were observed with an inverted fluorescent 

microscope Leica (DMI6000) equipped with a CoolSNAP-HQ2 camera and analysed with the 

Metamorph 7.1.7.0 software, or with a confocal microscope Leica (TCS SP8). 
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Intra-ventricular injection of the NFL-TBS.40-63 peptide and immunohistochemistry 

All experimental procedures and animal care were achieved in conformity with the 

guidelines of the French Government and following the approval by the Local Committee for 

Ethics on Animal Experiments (Comité d’Ethique en Expérimentation Animale des Pays-de-

la-Loire). 

 

Adult Wistar female rats were anesthetized by intraperitoneal injection of a mixture of 

ketamine 10 % (80 mg/kg) and xylazine 2 % (10 mg/kg). Animals were then placed on a 

stereotaxic apparatus (David Kopf instruments, Tujunga, CA), and a sagittal incision was 

made through the skin to expose the cranium in which a small hole was made using a dental 

drill, at the appropriate coordinates (-0.8 mm anterior and 1.6 mm lateral to the bregma). A 

volume of 20 µL of the FITC-peptide 1 mmol/L was injected, using a 10-µL Hamilton 

syringe (Hamilton glass syringe 70 RN) with a 32-G needle (Hamilton, VWR), at a depth of 

4.3 mm from the outer border of the cranium into the right lateral ventricle, and connected 

through a cannula to a 100-µL Hamilton 22-G syringe (Hamilton glass syringe 810 RN) 

containing the peptide. A slow infusion was performed by convection-enhanced delivery with 

an osmotic pump (Harvard Apparatus) at a flow rate of 0.5 µL/minute. After injection and 

slow withdrawal of the needle (0.5 mm/minute), the head skin was sutured. Animals were 

sacrificed 1 hour after the injection, and brains were removed and frozen, before sectioning 

them using a Leica cryostat. 

 

For immunohistochemistry, the brain sections (12 µm thick) were fixed with cold methanol 

during 10 minutes, washed three times in PBS, and blocked with PBS containing 5 % bovine 

serum albumin at room temperature for 1 hour. The sections were then incubated overnight 

with mouse anti-GFAP, mouse anti-vimentin (Sigma) and mouse anti-nestin (R&D) 

antibodies diluted 1/200, 1/200 and 1/500 respectively in PBS 5 % bovine serum albumin. 

After washing three times in PBS, primary antibodies were revealed using an anti-mouse 

antibody Alexa 568 nm (Life Technologies) 1/200 in PBS 5 % bovine serum albumin, and 

incubated during 90 minutes at room temperature, followed by washing in PBS. The brain 

sections were then counterstained with γ µmol/δ ζ’θ-diaminido-2-phenylindole (DAPI, 

Sigma) for 5 minutes and rinsed twice with PBS. Finally, slides were mounted with a 

ProLong Gold antifade reagent and observed with a confocal microscope Leica (TCS SP8). 
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Statistical analysis 

All experiments were repeated at least three times. For FACS analysis, 20.000 events per 

sample were analysed. Results were presented as mean percentage of fluorescent cells and 

data were represented as bar graphs with the standard error of the mean (SEM). Statistical 

analysis was performed with t of Student test by using Prism 3.00 (GraphPad software, San 

Diego, CA). Asterisks indicate significant level versus the control condition: * P<0.05; ** 

P<0.01; *** P<0.001. 

 

 

RESULTS 

 

We first investigated the internalization of the NFL-TBS.40-63 peptide in NSC from new-

born and adult rats in vitro and in vivo, and then characterized the uptake molecular 

mechanism. We also analysed the possible molecular and cellular effects of the peptide on the 

microtubule network, the cell cycle and viability of NSC. Finally, we evaluated the 

consequences of the peptide uptake on the fundamental properties of the NSC, including the 

neurosphere formation, self-renewal, and proliferation.  

 

The NFL-TBS.40-63 peptide penetrates in neural stem cells of new-born and adult rats 

in vitro and in vivo  

The NSC were incubated with increased concentrations of FITC-peptide for 30 minutes 

and then peptide incorporation was evaluated using the sensitive FACS technique. Figure 1A 

shows a dose-dependent uptake of the peptide in the NSC of new-born rats. At 5 µmol/L of 

FITC-peptide, 38.72 ± 9.08 % of NSC internalized the peptide, and at 40 µmol/L most NSC 

internalized the peptide (91.07 ± 5.13 %). To assess whether the obtained signal corresponds 

to the internalized FITC-peptide, we added 0.4 % trypan blue before the FACS reading, to 

quench the surface-bound fluorescence of the FITC-peptide. Results showed a dose-

dependent uptake of the peptide similar to that without quenching, confirming the 

intracellular fluorescence of the peptide (Fig.1A). These results were further investigated by 

confocal microscopy of dissociated NSC or neurospheres treated during 30 minutes with the 

FITC-peptide on coated coverslips (Fig.1B-C). Confocal observations confirmed the 

internalization of the peptide in NSC present in the neurosphere and these observations 

indicate that the peptide was only internalized in NSC located in the center of neurospheres 

but not in the periphery (Fig.1C). 
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We also analysed the peptide uptake in adult NSC in vitro by flow cytometry and in vivo 

by injecting the peptide in the lateral ventricle of adult rats followed by 

immunohistochemistry. The NSC were isolated from the SVZ of adult rats and incubated with 

increasing concentrations of FITC-peptide during 30 minutes. The incorporation evaluated by 

the sensitive FACS technique showed a dose-dependent uptake of the peptide in these cells, 

with a maximum threshold of 92.74 ± 2.51 % reached at 40 µmol/L, similar to the uptake 

observed in the NSC of new-born rats (Fig.2A). To test the possible targeted uptake of the 

peptide in vivo by adult NSC, we injected the FITC-peptide in the right lateral ventricle of 

adult rats and examined the samples 1 hour after the injection. The SVZ is separated from the 

lateral ventricles by a layer of ciliated ependymal cells that express vimentin, and there are 

GFAP-expressing cells in the sub-ependymal zone [7]. NSC were also recognized with anti-

nestin, which is the intermediate filament expressed specifically by these cells. The brain 

section revealed that the peptide is localized in the lateral ventricle, and in the SVZ in the 

ependymal cells and a part in the sub-ependymal zone (Fig.2B). These confocal analyses 

indicate that the peptide is internalized in ependymal cells and can cross the ependymal 

barrier to penetrate in the sub-ependymal zone, where NSC and progenitors were found, 

without causing detectable cytotoxicity. 

 

The uptake of the NFL-TBS.40-63 peptide by neural stem cells occurs through a passive 

transport 

We investigated the molecular mechanism involved for the peptide uptake, in particular the 

endocytosis and the direct translocation, two well-known and major pathways for the 

internalization of cell-penetrating peptides [21]. The passive or active transports were first 

evaluated by incubating cells at 4°C or in an ATP-depleted buffer during 30 minutes prior to 

add the peptide, and they were further incubated in the same conditions during 30 minutes. 

The peptide uptake was not affected by 4°C or ATP-depletion, indicating that its 

internalization in NSC occurs through a passive mechanism (Fig.3A). To further exclude the 

use of an active transport we also tested a panel of inhibitors for each well-known endocytic 

pathways, as well as inhibitors of signalling pathways involved in the endocytic mechanism 

(PI3K, MAPK, growth factor receptors). These products did not induce a major toxicity to 

cells. The figure 3B shows that in the presence of these inhibitors, the peptide uptake was not 

dramatically affected, thus confirming that it was not internalized in NSC through 

endocytosis.  
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The NFL-TBS.40-63 peptide has no detectable cytotoxic effect on neural stem cells  

To investigate the possible peptide effects on NSC, we analysed by FACS the cell cycle of 

NSC in the presence of increased concentrations of the peptide during 48 hours. With or 

without peptide, the cell cycle of NSC remained unchanged with approximately 60-65 % of 

cells in G1-phase, 10 % in S-phase and 7 % in G2/M-phases. The cell cycle of NSC was only 

affected in the presence of 1 µg/mL colchicine, used as a positive control to disrupt the 

microtubule network (Fig. 4A). These results show that to the opposite of glioblastoma cells, 

the peptide has no major effect on the cell cycle of NSC [14]. Moreover, confocal microscopy 

shows that following 6 hours of incubation with the peptide, the cell shape and the 

microtubule network of NSC were not affected, whereas colchicine induces profound 

alterations (Fig. 4B). We also showed that the peptide has no major effect on the NSC 

viability. Cells were treated three days with increased concentrations of the peptide or with 

colchicine, stained with Annexin V-FITC and PI, and then analysed by flow cytometry. The 

number of viable cells was strongly reduced when treated with colchicine and 100 µmol/L of 

peptide, but the cell viability was not modified in the presence of the peptide up to 40 µmol/L 

(Fig.4C). 

 

The NFL-TBS.40-63 peptide has no effect on the neurosphere formation but reduces the 

self-renewal of neural stem cells by increasing their adhesion and decreasing their 

proliferation 

When NSC were exposed to increased concentrations of the peptide during 5 days, the 

number of primary neurospheres did not change when compared to untreated control NSC 

cultures, except at 100 µmol/L concentration (Fig.5A). Moreover, most of primary 

neurospheres were adherent at 40 µmol/L peptide, and at higher peptide concentrations, no 

floating neurospheres were observed (Fig.5B). Images of these neurospheres show that with 

high peptide concentrations their spherical shape is modified into a more flattened shape 

surrounded by increased adherent cells (Fig. 5C). 

 

The increased attachment of the NSC at high peptide concentrations is related to a weak 

decrease of the PSA-NCAM expression. This is also seen when NSC were incubated with 1% 

NBCS (Fig.5D). A significant decrease of the NSC proliferation was also observed when cells 

were incubated with high peptide concentrations (Fig. 5E). Colchicine also decreased 

significantly the NSC proliferation (Fig. 5E), but unlike the peptide this effect was associated 

with cell cycle alteration and microtubule disruption (Fig. 4A-B). 
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To investigate the self-renewal capacity of NSC, the primary neurospheres cultured with or 

without peptide were dissociated and replaced during 5 days only in culture medium. The 

dissociated cells, from primary neurospheres previously cultured with peptide, generated a 

significantly lower number of secondary neurospheres, when compared to control condition 

(Fig.5F). In these experiments we also used a positive control by exposing NSC to 1 µg/mL 

colchicine that blocks cell proliferation. Together, these results showed that the peptide has no 

effect on the neurosphere formation (except at high concentrations), but it affects the self-

renewal of NSC with an increased cell attachment and a decreased cell proliferation.  

 

 

DISCUSSION 

In this study we demonstrate that the NFL-TBS.40-63 peptide can translocate massively in 

NSC derived from new-born and adult rats, through a dose-dependent uptake. As previously 

suggested, the high proliferative activity of glioblastoma cells could account for their massive 

internalization of the peptide, but interestingly the uptake mechanism in NSC is 

fundamentally different from glioblastoma cells. In glioblastoma cells the peptide was only 

internalized by endocytosis [16], while in NSC it can translocate directly through the 

membrane by a passive transport, which is temperature and energy-independent. This was 

also confirmed using a complete panel of inhibitors of endocytosis which did not affect the 

peptide uptake. Interestingly, it indicates that the peptide use a unique entry pathway that is 

different from other cell-penetrating peptides, like R8 and Tat, which transduce in induced 

pluripotent stem cells (iPS cells) through macropinocytosis, an endocytic pathway [22]. One 

possibility could be due to a particular composition of these cells for lipids or phospho-lipids, 

which may modulate the translocation of the peptide [23-24]. Moreover, when injected in the 

lateral ventricle of adult rat, the NFL-TBS.40-63 peptide was located in the ependymal layer 

and a part of it in the sub-ependymal area, showing that the peptide could also enter in vivo in 

the SVZ to target NSC. It is important to note that the ependymal cells of the SVZ express 

CD133, a stem cell marker, and could also represent a population of NSC in the SVZ [25]. To 

our knowledge, it is the first time that a peptide has been shown to enter so specifically and 

massively in vivo in neural stem cells.  

 

Interestingly, the specific effect of the peptide on glioblastoma cells to disrupt their 

microtubule network and consequently block their cell cycle was not observed on NSC. 

Tubulin immunostaining in NSC revealed a normally organized microtubule network 

following peptide incubation. Longer treatment with the peptide did not affect the cell cycle 
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and the viability of NSC. This suggests that the peptide interacts with a tubulin strongly 

expressed in glioblastoma cells that is absent or at low concentration in healthy cells [13,14]. 

High levels of ȕIII-tubulin was found in glioblastoma, while NSC express mainly the ȕII-

tubulin [25,26]. 

 

Finally, we investigated the possible effects of the peptide on neurosphere formation, self-

renewal and proliferation. Incubated in free-serum medium and EGF, NSC proliferate and 

form typical neurospheres. After dissociation, secondary spheres were formed from NSC. Our 

results showed that the peptide has no major effect on primary neurosphere formation, except 

at high concentrations. The toxic effects at concentrations higher than 40 – 60 µmol/L, could 

be due to a decreased expression of PSA-NCAM together with an increased attachment of 

cells. These alterations could disturb the self-renewal capacity of NSC, decreasing the number 

of secondary neurospheres compared with untreated cells.  This protein characterizes the NSC 

growing, by limiting the cell-cell interactions and the cell interactions with the extracellular 

matrix, and by abolishing cell adhesion [27]. Increased NSC adhesion was also reported when 

cells were cultured on phospholipid bilayers functionalized with different RGD-containing 

peptides, probably due to increased peptide interactions with receptors on NSC surface [28]. 

Unlike these RGD peptides, the NFL-TBS.40-63 peptide was internalized in NSC to promote 

adhesion. Moreover, recent works showed that this peptide promotes the differentiation and 

maturation of oligodendrocytes from glial cell cultures derived from new-born rats. But the 

specific signalling pathway responsible for these effects is unknown [17, 18]. 

 

Taken together our data show that the NFL-TBS.40-63 peptide at low concentrations can 

target NSC in vitro and in vivo without major cytotoxic effect. At high concentrations, the 

peptide increases the NSC adhesion and affects their proliferation and self-renewal (Fig. 6). 

Further investigations are necessary to analyse the NSC differentiation in the presence of the 

peptide using specific markers including ȕIII-tubulin, GFAP and Olig2 to stain neurons, 

astrocytes and oligodendrocytes respectively.  

Complexes of plasmid DNA and nanoparticles functionalized with cell-penetrating Tat 

peptide were proposed to genetically modify glioblastoma and NSC cell lines, and transgene 

expression was shown in spinal cord [29]. But to our knowledge, the Tat peptide does not 

show such an in vitro and in vivo NSC targeting capacity as the NFL-TBS.40-63 peptide. 
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CONCLUSION 

Therefore, the NFL-TBS.40-63 peptide can be used to target in vitro and in vivo NSC and 

modulate their properties, as previously shown with the Tat and RGD peptides for 

mesenchymal stem cells [30-32], or can be used to functionalize lipid nanoparticles to target 

NSC, as previously demonstrated for glioblastoma cells [15]. Such a NSC selective delivery 

system could represent a new potential application for stem cell-based therapeutic strategies 

in several pathological conditions such as tumour brain and neurodegenerative disorders, 

which avoids manipulations of NSC outside from the brain. 
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Figure 4: 
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Figure 5: 

 

 
 

 



 

168 

Figure 6: 
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FIGURE CAPTIONS 

 

 

Figure 1 : The dose-dependent uptake of the NFL-TBS.40-63 peptide in neural stem cells of new-

born rats. (A) Neurospheres were incubated during 30 minutes with increased concentrations of 

FITC labelled peptide, and then dissociated before FACS analysis of the peptide uptake in NSC with 

(dark curve) or without (dotted curve) 0.4% trypan blue. Results represent the percentage of 

fluorescent cells containing the peptide and compared to cells incubated without the peptide (control). 

(B) Confocal microscopy of the NSC treated with or without 20 µmol/L FITC labelled peptide (green) 

during 30 minutes, and then fixed on coated coverslips. Scale : 10 µm. (C) Confocal microscopy of 

neurospheres incubated on coated coverslips with 20 µmol/L FITC labelled peptide (green) during 30 

minutes, and immunocytochemistry was performed to reveal the microtubule network with an anti-α-

tubulin (red). The nuclei were stained with DAPI (blue). Scales: 20 µm (x63) and 5 µm (x100). 

 

Figure 2 : The NFL-TBS.40-63 peptide uptake in neural stem cells of adult rats. (A) 

Neurospheres obtained from adult rats were incubated with increased concentrations of FITC labelled 

peptide during 30 minutes, and then dissociated before FACS analysis. Results represent the 

percentage of fluorescent cells. (B) Immunohistochemistry of the SVZ of adult rat after in vivo peptide 

injection. Adult rats received 1 mmol/L FITC labelled peptide (green) in the lateral ventricle and they 

were sacrificed 1 hour later. Intermediated filaments expressed in the SVZ were stained with anti-

vimentin, anti-GFAP or anti-nestin (red), and nuclei with DAPI (blue), and images were taken by 

confocal microscopy. Scale: 10 µm.  

 

 Figure 3 : The passive transport of the NFL-TBS.40-63 peptide in neural stem cells of new-born 

rats. Neurospheres were cultured during 30 minutes in normal condition (black column), in an ATP 

depleted buffer, at 4°C (A), with 50 µmol/L chlorpromazine, 10 µg/mL PMA, 1 mmol/L DAM, 100 

nmol/L wortmaninn, 40 µmol/L U0126, 400 µmol/L genistein, 1 µmol/L sunitinib, or 50 µmol/L 

gefitinib (B). Cells were then incubated in the same conditions with 20 µmol/L FITC labelled peptide 

during 30 minutes, and then dissociated before FACS analysis. Results represent the percentage of 

fluorescent cells when compared to the normal (control) condition. 

 

Figure 4 : The NFL-TBS.40-63 peptide has no detectable effect on the cell cycle and the viability 

of neural stem cells. (A) Neurospheres were treated during 48 hours with increased concentrations of 

the peptide, or with 1 µg/mL colchicine. After dissociation, cell cycle analysis was performed by PI 

incorporation and FACS reading. The percentage of cells in each phase of the cell cycle was 

determined comparatively with untreated cells (control). *P<0.05; ***P<0.001. (B) 

Immunocytochemistry of NSC cultured on coated coverslips and incubated with 20 µmol/L FITC 

labelled peptide (green), was performed to reveal the microtubule network with an anti-α-tubulin 
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(red). The nuclei were stained with DAPI (blue) and images were taken with an inverted fluorescent 

microscope Leica (DMI6000) with the Metamorph 7.1.7.0 software. Scale bar: 20 µm. (C) 

Neurospheres were treated for 72 hours with increased concentrations of the NFL-TBS.40-63 peptide, 

or with 1 µg/mL colchicine. After dissociation, cell viability analysis was performed by AnnexinV/PI 

staining and FACS reading. The percentage of viable cells was determined comparatively with 

untreated cells (control).  ***P<0.001. 

 

Figure 5 : The NFL-TBS.40-63 peptide effects on neural stem cell properties. To analyse the 

formation of neurospheres, NSC were incubated during 5-7 days with or without increased 

concentrations of the peptide or with 1 µg/mL colchicine. The total number of primary neurospheres 

(A) and the number of adherent primary neurospheres (B) were counted in each condition by 

microscopy analysis, comparatively to the control condition. (C) Images of the representative 

morphology of primary neurospheres in each condition were taken with an inverted microscope Leica 

(DMI6000) and the Metamorph 7.1.7.0 software. Scale bar: 30 µm. (D) To quantify the PSA-NCAM 

expression on NSC, neurospheres were treated with or without increased concentrations of the 

peptide, or with 1% new born calf serum (serum) during 7 days, and the dissociated cells were 

analysed by FACS after PSA-NCAM labelling. Results represent the percentage of fluorescent cells 

expressing PSA-NCAM compared to the control condition. (E) To analyse the NSC proliferation, cells 

were treated with or without increased concentrations of the peptide, or with 1 µg/mL colchicine 

during 72 hours. Then DNA concentration (ng/mL) was quantified using the CyQUANT cell 

proliferation assay. Results represent the percentage of DNA concentration compared to the control 

condition. * P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001. (F) To analyse the NSC self-renewal, the treated 

primary neurospheres were dissociated, and the number of secondary neurospheres was counted after 

5 days in each condition by microscopy analysis, comparatively to the control condition. *P<0.05; 

***P<0.001. 

 

Figure 6: Hypothetic effect of the NFL-TBS.40-63 peptide on the neural stem cells. In the 

presence of the peptide the neurosphere formation was not affected whereas the self-renewal capacity 

was reduced, with increased stem cell attachment and probably increased number of progenitors or 

differentiated cells.  
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δes travaux menés au laboratoire portent sur l’étude du cytosquelette, et plus précisément 

sur la biologie des neurofilaments et sur leurs interactions avec les microtubules, dans des 

conditions physiologiques normales et pathologiques. 

 

Dans le but d’étudier la biologie des NF, un modèle de souris transgéniques NFH-LacZ a 

été développé par les Dr. Eyer et Peterson en 1994, par fusion d’une forme tronquée du gène 

codant pour NFH avec le gène rapporteur Lac-Z, pour donner une protéine de fusion NFH-ß- 

galactosidase. Chez ces souris une accumulation anormale des NF a été observée dans le 

corps cellulaire des neurones, associée à une absence de MT, alors que dans les axones les NF 

sont absents et le nombre de MT est fortement augmenté. La quantité de tubuline entre les 

souris contrôles et les souris transgéniques étant inchangée, ces travaux ont suggéré le rôle 

des NF dans la formation des MT (Eyer et Peterson, 1994). Ces souris transgéniques NFH-

LacZ représentent un bon modèle d’étude de la biologie et du rôle des NF dans un contexte 

comparable à une situation pathologique. 

 

Des études ultérieures ont permis de mettre en évidence l’interaction de la tubuline libre 

non polymérisée avec chaque sous-unité des NF, ainsi qu’avec d’autres filaments 

intermédiaires. La tubuline est en effet capable de se fixer sur des sites de fixation localisés 

sur les extrémités N et C-terminales des FI, appelés domaines TBS pour « Tubulin-Binding 

Sites ». Ceci a été mis en évidence grâce à une technique de « peptide array » (Bocquet et al., 

2009). Ces travaux indiquent que les NF sont de véritables réservoirs de tubuline non 

polymérisée, et permettent ainsi de réguler la formation des MT. 

 

Parmi les peptides correspondants aux domaines TBS qui ont été analysés, le peptide NFL-

TBS.40-63, issu de la sous-unité NFL, a révélé des propriétés de pénétration cellulaire et des 

effets anti-tumoraux intéressants. Ce peptide est en effet capable d’entrer dans différentes 

lignées de cellules de gliomes de rat et de souris, et de glioblastomes humains, dans lesquelles 

il détruit le réseau de MT, inhibe la prolifération et la migration, et induit la mort des cellules 

par apoptose. En revanche, le peptide entre peu dans les cellules saines de type neurones et 

astrocytes, et n’a pas d’effet cytotoxique majeur sur ces cellules. De plus, injecté chez des 

animaux porteurs de gliome le peptide induit une diminution importante du volume tumoral, 

sans effet cytotoxique notable sur le tissu sain (Bergès et al., 2012a). Le peptide NFL-

TBS.40-63 représente ainsi un candidat thérapeutique prometteur pour lutter contre les 

gliomes, et notamment les glioblastomes qui sont les tumeurs cérébrales les plus fréquentes et 
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les plus agressives, avec une médiane de survie de 14 à 18 mois, et pour lesquelles les 

traitements actuels manquent d’efficacité et de spécificité. 

 

Les travaux menés par la suite ont permis de mieux caractériser les mécanismes 

moléculaires responsables de l’entrée du peptide, de mettre en évidence ses effets sur les 

mitochondries des cellules de glioblastome, et enfin de valoriser l’utilisation du peptide 

comme agent de ciblage des cellules souches neurales, qui représentent de nouveaux outils 

thérapeutiques prometteurs pour la médecine réparatrice et pour le traitement des gliomes. 

 

 

1. Entrée sélective du peptide NFL-TBS.40-63 

 

 Des études précédemment réalisées au laboratoire ont montré l’entrée massive du peptide 

dans les cellules de glioblastome, et une entrée plus faible dans des cellules saines comme les 

astrocytes et les neurones. In vivo, le peptide n’est d’ailleurs retrouvé qu’au sein des cellules 

tumorales, et non dans le tissu sain d’animaux porteurs de gliome. In vitro, l’internalisation se 

fait de manière dose-dépendante dans les cellules via un mécanisme énergie et température-

dépendant, caractéristique de l’endocytose (Bergès et al., β01βa). 

 

 Nos travaux ont par la suite permis de clarifier les mécanismes moléculaires responsables 

de l’entrée sélective du peptide dans les cellules de glioblastome, en se basant sur les 

mécanismes d’entrée connus d’autres peptides pénétrant, les CPP. Contrairement à ces 

derniers dont l’entrée dépend d’une balance entre translocation directe et endocytose, l’entrée 

du peptide NFL-TBS.40-63 dans les cellules de glioblastome est principalement associée aux 

voies d’endocytose (clathrine et cavéoline-dépendantes, et la macropinocytose). Alors que ces 

trois voies sont impliquées dans l’entrée du peptide dans les cellules de glioblastome humain, 

seules l’endocytose dépendante de la clathrine et la macropinocytose permettent l’entrée du 

peptide dans les cellules de gliomes de rat, et enfin seule la macropinocytose est responsable 

de l’entrée du peptide dans les astrocytes (1
er

 article). De la même façon, il a été montré que le 

peptide Vim-TBS.58-81, correspondant à un domaine TBS issu de la vimentine, pénètre dans 

les cellules de glioblastome humain via l’endocytose dépendante de la cavéoline (Balzeau et 

al., 2012). Un autre peptide, aux effets similaires, a été décrit récemment. Ce peptide de 36 

acides aminés, dérivé du venin de scorpion, est connu sous le nom de chlorotoxine ou TM601. 

Ce peptide a en effet révélé des propriétés anti-tumorales, notamment pour le traitement de 

glioblastome, mais également des capacités de ciblage sélectif. La chorotoxine cible 
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préférentiellement les cellules tumorales, comme les cellules de gliome, plutôt que des 

cellules saines de type neurones, astrocytes ou fibroblastes. Si la macropinocytose est le 

mécanisme de transport principal dans les astrocytes et les fibroblastes, la voie d’endocytose 

clathrine-dépendante est la principale voie d’entrée de la chlorotoxine dans les cellules de 

gliome (Wiranowska et al., 2011). Il a également été montré que la chlorotoxine se fixe à 

l’annexine Aβ dans de multiples lignées tumorales (Kesavan et al., 2010). Ces travaux 

suggèrent que l’entrée du peptide chlorotoxine dans les cellules de gliome dépend d’un 

mécanisme de transport associé à un récepteur, contrairement à son entrée dans les cellules 

saines (Wiranowska et al., 2011). Cependant, l’identité de ce récepteur n’est pas encore 

connue. 

 

 En outre, l’entrée du peptide NFL-TBS.40-63 dans les cellules de glioblastome nécessite 

l’activation de différentes voies de signalisation impliquées dans la machinerie de 

l’endocytose, comme les voies PIγK/Akt et εAPK activées par les récepteurs RTK, 

notamment par l’EGFR (1er
 article). δ’activation des RTK permet en effet de réguler divers 

composants de la machinerie de l’endocytose, comme les phosphoinositides tels que PIPβ et 

PIP3 (Le Roy et Wrana, 2005; Doherty et McMahon, 2009; Czech, 2000; Raiborg et al., 

2013). Dans la plupart des cancers humains de multiples mutations de molécules de 

signalisation ont été décrites, comme pour l’EGFR qui est le récepteur le plus fréquemment 

surexprimé dans les glioblastomes (The Cancer Genome Atlas Research Network, 2008). Des 

variations de l’expression ou de l’activité des RTK comme l’EGFR altèrent par exemple 

l’entrée du virus influenza A dans les cellules hôtes (Eierhoff et al., β010). De récentes études 

ont montré que moins de 10 % du peptide NFL-TBS.40-63 entre dans les cellules humaines 

du cancer de la prostate (LNCaP), qui expriment un faible taux d’EGFR (Bergès et al., 

2012a ; Bonaccorsi et al., 2007). Au contraire, le peptide entre massivement dans les cellules 

cancéreuses cervicales Heδa qui expriment un taux élevé d’EGFR (Bergès et al., β01βa ; 

Nicholson et al., 2001). 

 

 Suite à ces résultats, et à la mise en évidence de mécanismes d’entrée du peptide NFδ-

TBS.40-63 similaires à ceux de la chlorotoxine, des études en cours au laboratoire visent à 

identifier un récepteur ou une molécule de surface responsable de l’entrée sélective du peptide 

dans les cellules de gliome, notamment par des analyses de résonance plasmonique de surface 

(BIACORE) et de spectrométrie de masse. 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wiranowska%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21838899
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kesavan%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20018898
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wiranowska%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21838899
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 En plus de cibler les cellules de glioblastome, le peptide NFL-TBS.40-63 est capable de 

cibler les CSN in vitro et in vivo. Injecté dans le ventricule latéral de rat adulte, le peptide 

cible la SVZ, en pénétrant essentiellement dans la couche épendymaire et une partie dans la 

couche sous-épendymaire. Des traces du peptide ont également été observées au niveau de la 

couche épendymaire du 3
ème

 ventricule, qui correspondrait à la troisième niche neurogène 

stable dans le cerveau adulte. Cette zone neurogène sous-ventriculaire hypothalamique du 

troisième ventricule serait en effet impliquée dans les mécanismes de régulation 

hypothalamique (Kokoeva et al., 2005 ; Rojczyk-Gołębiewska et al., β01ζ). In vitro, le 

peptide entre dans les CSN selon un profil similaire aux cellules de glioblastome, de manière 

dose-dépendante, mais via des mécanismes moléculaires différents. En effet l’internalisation 

du peptide dans les CSN ne dépend pas d’un transport actif, mais s’effectue de façon passive 

à travers la membrane plasmique des cellules (3
ème

 article). 

 

 δ’ensemble de ces résultats montre que l’entrée du peptide NFδ-TBS.40-63 varie selon le 

type cellulaire. Dans des cellules tumorales hautement prolifératives sur-exprimant l’EGFR, 

le peptide entre de façon massive et uniquement par endocytose, alors que dans des cellules 

qui prolifèrent peu comme les astrocytes, l’entrée du peptide par endocytose est plus faible. 

En revanche, dans les CSN l’internalisation du peptide ne nécessite pas d’énergie, mais un 

transport passif à travers la membrane. Il est possible que le peptide interagisse avec des 

composants membranaires qui diffèrent entre les cellules de glioblastome et les CSN. Une 

autre piste pour expliquer l’entrée sélective du peptide serait la composition physico-chimique 

particulière des membranes (phospholipides, sphingolipides, …), qui serait différente entre 

ces différentes cellules. Des analyses par résonance plasmonique de surface et par 

spectrométrie de masse seront entreprises au laboratoire, afin d’identifier les protéines et/ou 

les lipides membranaires issus des CSN et des cellules de glioblastome qui ont une affinité 

avec le peptide. Le phénomène de translocation des CPP comme la pénétratine, TAT ou Pep-

1, a été décrit grâce à l’utilisation de modèles membranaires (vésicules lipidiques), qui ont 

permis de révéler que ce transport passif dépend essentiellement de la composition lipidique 

des membranes, mais aussi de la présence d’un potentiel transmembranaire négatif (Terrone et 

al., 2003 ; Henriques et Castanho, 2008). En ajoutant un ionophore dépolarisant (la 

valinomycine) qui engendre un potentiel transmembranaire négatif, Pep-1 peut traverser la 

membrane vésiculaire, alors qu’un potentiel transmembranaire positif l’empêche (Henriques 

et Castanho, 2008). 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Henriques%20ST%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18181239
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Les capacités de ciblage du peptide en font un candidat thérapeutique prometteur, 

notamment dans le cas de thérapies utilisant des nanoparticules. En effet, des études menées 

au laboratoire ont montré que le peptide NFL-TBS.40-63, greffé à la surface de nanocapsules 

lipidiques (LNC), permet d’augmenter d’environ η0 % l’internalisation des δNC dans les 

cellules de glioblastome, comparé à des LNC non fonctionnalisées avec le peptide. Lorsque 

ces LNC contenant du paclitaxel sont testées sur des cellules de glioblastome, la viabilité des 

cellules tumorales est diminuée in vitro, et in vivo sur un modèle de souris porteuses de 

gliome, avec un volume tumoral réduit respectivement de 60 % et 75 %, pour les LNC non 

fonctionnalisées et les LNC fonctionnalisées avec le peptide (Balzeau et al., 2013). De la 

même façon, des travaux ont montré les effets anti-tumoraux prometteurs de liposomes 

fonctionnalisés avec TAT et remplis de paclitaxel (Niu et al., 2011). Comme pour les CPP, le 

peptide NFL-TBS.40-θγ est capable d’améliorer la délivrance de nanovecteurs dans les 

cellules. Des études en cours au laboratoire s’intéressent à la capacité de ciblage des CSN par 

des nanoparticules fonctionnalisées avec le peptide. Ce peptide, comme les CPP, représente 

donc un nouveau système pour délivrer de façon plus efficace et ciblée diverses molécules 

thérapeutiques. De plus, la capacité du peptide NFL-TBS.40-63 à cibler les CSN in vitro et in 

vivo en fait un candidat prometteur pour délivrer des molécules thérapeutiques dans ces 

cellules, et développer de nouvelles stratégies, visant à augmenter la mobilisation des CSN 

dans le cas de médecine régénératrice du système nerveux, et de traitements anti-tumoraux de 

gliome malins. 

 

 

2. Spécificité d’action du peptide NFL-TBS.40-63 

 

 Des études menées au laboratoire ont montré la capacité du peptide NFL-TBS.40-63 à 

détruire le réseau de MT de cellules de glioblastome, et ainsi à réduire la prolifération et la 

viabilité de ces cellules. Injecté chez des animaux porteurs de gliome, le peptide permet de 

réduire considérablement le volume de la tumeur sans affecter le tissu sain (Bergès et al., 

2012a). 

 

 Contrairement aux effets observés sur les cellules de glioblastome, les travaux menés sur 

les CSN ont révélé que le peptide ne perturbe ni le réseau de MT, ni le cycle cellulaire, ni la 

viabilité de ces cellules (3
ème

 article ; Bocquet et al., 2009 ; Bergès et al., 2012a). Les mêmes 

observations ont été faites sur les cellules cancéreuses cervicales HeLa, les cellules 

cancéreuses du cortex surrénal SW13, les fibroblastes NIH3T3, et les astrocytes, dans 
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lesquelles le peptide n’a pas d’effet sur le réseau de εT (Bergès et al., β01βa ; Bergès et al., 

β01βb). En revanche, le peptide est capable d’altérer le réseau de εT d’autres lignées de 

cellules cancéreuses, comme les cellules MCF-7 du cancer du sein, les cellules LNCaP du 

cancer de la prostate, les cellules NGP de neuroblastome, et les cellules LS187 du cancer 

colorectal (Bocquet et al., 2009 ; Bergès et al., 2012a). 

 

 δ’ensemble de ces résultats suggère que le peptide agit sur un isotype de tubuline 

spécifique ou surexprimé dans certains types cellulaires. δ’une des cibles potentielles est la 

ȕIII-tubuline, qui est principalement exprimée par les neurones, et qui est surexprimée de 

façon ectopique dans différents types de cellules tumorales, comme les cellules de 

glioblastome, les cellules du cancer du sein et les cellules de neuroblastomes, dans lesquelles 

le peptide a un effet (Bocquet et al., 2009 ; Bergès et al., 2012a ; Katsetos et al., 2003 ; 

Leandro-Garcia et al., 2010). En revanche, dans les cellules SW13, les astrocytes et les CSN, 

la ȕIII-tubuline n’est pas exprimée et le peptide n’a pas d’effet (γème
 article ; Bergès et al., 

2012a ; Bergès et al., 2012b ; Rieske et al., 2005 ; Nakamura et al., 2003). De plus, des taux 

élevés de modifications post-translationnelles de la ȕIII-tubuline, par phosphorylation et 

glycosylation, sont associés à la chimiorésistance de certaines cellules tumorales (Cicchillitti 

et al., 2008). Ceci pourrait expliquer la spécificité d’action du peptide pour certains types de 

cellules cancéreuses. 

 

 Dans cette même optique, l’estramustine, une molécule anti-tumorale dérivée de 

l’oestradiol et utilisée en traitement de seconde intention pour les cancers prostatiques, 

possède des propriétés semblables au peptide en ciblant préférentiellement les cellules de 

glioblastomes et en altérant leur MT. Son action antiproliférative n’a pas été observée sur les 

astrocytes (Piepmeier et al., 1996). Le site de fixation de l’estramustine sur la tubuline est 

distinct de ceux de la colchicine et de la vinblastine, alors qu’il est semblable à celui du 

paclitaxel. Cette même étude a montré que la ȕIII-tubuline a une plus faible affinité pour 

l’estramustine comparé aux autres isotypes de tubuline ȕ (Laing et al., 1997).  

 

 En vue de ces différents résultats, des études sont en cours au laboratoire pour mettre en 

évidence l’isotype de tubuline qui a le plus d’affinité pour le peptide, par des techniques de 

résonance plasmonique de surface et de protéomique par électrophorèse bidimensionnelle. De 

la même façon, le site de fixation du peptide sur la tubuline sera déterminé par analyse 

compétitive avec d’autres drogues du cytosquelette dont le site de fixation est connu 

(colchicine, vinblastine, paclitaxel, épothilone, laulimalide) (Liu et al., 2014). 
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 Le peptide NFL-TBS.40-63 dérive de la sous-unité NFL des NF qui, de façon endogène, 

servent de réservoir de tubuline libre non polymérisée pour réguler la dynamique des MT 

(Bocquet et al., 2009). Or la sous-unité NFL est également capable d’interagir avec des 

molécules responsables de la dynamique mitochondriale (Gentil et al., 2012). De plus, il a été 

montré que la tubuline régule le métabolisme mitochondrial en modulant le potentiel de 

membrane des mitochondries (Katsetos et al., 2013). Il a donc été évident d’étudier les 

éventuels effets du peptide sur la biologie et la dynamique des mitochondries de cellules de 

glioblastome. Les résultats obtenus montrent la capacité du peptide à altérer la biogenèse et la 

fonction des mitochondries des cellules de glioblastome humain. Il engendre en effet une 

réduction directe de la respiration mitochondriale. Pour de faibles concentrations (< 10 

µmol/L), le peptide est capable d’altérer la respiration résiduelle des mitochondries. 

Cependant, au dessus de 10 µmol/L le peptide perturbe la respiration mitochondriale globale 

(forme résiduelle et forme majoritaire) et détruit le réseau de MT (2
ème

 article ; Bocquet et al., 

2009 ; Bergès et al., 2012a). Des travaux récents ont montré que les NF régulent la motilité 

mitochondriale. Dans des motoneurones de souris transgéniques NEFL -/- (n’exprimant pas 

de NF), la motilité des mitochondries est augmentée (Gentil et al., 2012). D’autres FI peuvent 

interagir directement avec les mitochondries, comme la vimentine, pour réguler la motilité des 

mitochondries. Cette interaction se fait directement via un site situé sur le domaine N-terminal 

de la vimentine. Le peptide correspondant à cette séquence, et situé entre les acides aminés 41 

à 94, est capable de s’associer aux mitochondries dans des cellules qui n’expriment pas de 

vimentine (Nekrasova et al., 2011). De la même façon, nous avons montré que le peptide 

NFL-TBS.40-63, également issu du domaine N-terminal des NF, réduit la motilité 

mitochondriale (2
ème

 article). δ’ensemble de ces travaux suggèrent que le peptide interagit de 

façon directe ou indirecte avec les mitochondries pour moduler leur dynamique. Une 

hypothèse serait que le peptide interagisse avec la tubuline exprimée au niveau de la 

membrane des mitochondries qui régule la perméabilité membranaire (Katsetos et al., 2013). 

 

 Le peptide NFL-TBS.40-63 entraine également une diminution de l’expression de 

protéines constituants la chaine respiratoire des mitochondries, et une altération de la 

régulation transcriptionnelle des mitochondries, comme le facteur de transcription NRF-1 et 

des miRNA associés au développement des glioblastomes (2
ème

 article).  

 Les miRNA qui régulent négativement l’expression de gènes sont souvent altérés dans les 

tumeurs. Une sous-expression de miRNA suppresseurs de tumeurs ou une surexpression de 

miRNA oncogènes favorisent le développement tumoral en augmentant notamment la 

prolifération, la migration et la survie des cellules tumorales (Esquela-Kerscher et Slack, 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nekrasova%20OE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21562225
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Esquela-Kerscher%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16557279
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2006).  Dans le cas des glioblastomes, l’expression de nombreux miRNA est altérée, telle que 

celle de miR-21, miR-96, miR-221, miR-100, miR-125a, miR-146b, miR-181b et miR-218 

(Karsy et al., 2012 ; Yan et al., 2014 ; Alrfaei  et al., 2013 ; Shi et al., 2008). De manière 

intéressante, l’effet du peptide sur les cellules de glioblastome entraine une réduction 

significative de l’expression des oncogènes miR-21, miR-96 et miR-221, permettant ainsi de 

rétablir l’expression de leurs gènes cibles, comme PTEN et NAIP contrôlés respectivement 

par miR-21 et miR-221. De façon surprenante, l’expression de miR-218, un miRNA 

suppresseur de tumeur, est également diminuée en présence du peptide (2ème article ; Zhang 

et al., 2010 ; Lukiw et al., 2009). 

 Des études ont mis en avant le rôle des MT dans la dynamique de compartiments 

cellulaires cytoplasmiques contenant les miRNA, et appelés « P-bodies » (« processing-

bodies »). Ces « P-bodies » s’associent notamment avec les mitochondries via un réseau intact 

de MT, pour faciliter l’échange de miRNA. D’après ces résultats, il est possible que la 

destruction des MT et l’altération des mitochondries par le peptide, dans les cellules de 

glioblastome, perturbe le transfert des miRNA et par conséquent leurs gènes cibles (Huang et 

al., 2011 ; Bandiera et al., 2013). 

 

 

 Le peptide NFL-TBS.40-63, qui ne perturbe pas le réseau de MT des CSN, a néanmoins 

des effets sur les propriétés cellulaires spécifiques aux CSN. La capacité de ces cellules à 

former des neurosphères n’est pas altérée en présence de peptide, cependant celui-ci réduit de 

façon significative leur auto-renouvellement, suggérant une diminution du nombre de CSN. 

Cet effet du peptide est associé à un accroissement de l’adhérence des neurosphères et à une 

diminution de la prolifération et de l’expression de PSA-NCAM. Cette molécule caractérise 

en effet la croissance des CSN en limitant leur adhérence (Johnson et al., 2005). PSA-NCAM 

module l’adhérence cellulaire induite notamment par les cadhérines et les intégrines 

(Fujimoto et al., 2001). Une étude récente a également montré une augmentation de 

l’adhérence de cellules souches mésenchymateuses lors de l’activation de la protéine kinase 

C, et via l’expression de la « focal adhesion kinase », de différentes protéines associées au 

cytosquelette et des intégrines (Song et al., 2013). De la même façon, il serait intéressant 

d’analyser l’expression de ces différentes protéines dans les CSN traitées avec le peptide. 

  

 δ’ensemble de ces résultats suggère également qu’en présence de peptide les CSN se 

différencient en progéniteurs ou cellules différenciées adhérentes, qui perdent les 

caractéristiques propres aux CSN (auto-renouvellement, prolifération) (3
ème

 article). Pour 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Alrfaei%20BM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24244722
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Fujimoto%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11425861
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confirmer cette hypothèse, l’expression de marqueurs spécifiques aux progéniteurs/cellules 

différenciées peut être analysée, comme l’expression de la ȕIII-tubuline, de la GFAP et de 

Olig2 qui sont exprimés par les neurones, les astrocytes et les oligodendrocytes 

respectivement (Hamilton et al., 2009).  

 

 

 δ’ensemble de ces travaux indique que le peptide NFL-TBS.40-63 est un agent 

thérapeutique prometteur, capable de cibler de façon sélective et d’agir de façon spécifique 

sur certains types cellulaires, comme les CSN et les cellules de glioblastome. Dans la 

continuité de ce travail, des études sont en cours au laboratoire pour étudier l’entrée et les 

effets de ce peptide sur des cellules souches de glioblastome, dans le but de lutter 

efficacement contre les glioblastomes et d’éviter la récidive tumorale. 

 

 

3. Conclusion générale : Le peptide NFL-TBS.40-63 comme agent thérapeutique et outil 

de ciblage des cellules de glioblastome et des cellules souches neurales. 

 

 Les travaux effectués dans le cadre de cette thèse montrent que le peptide NFL-TBS.40-63 

est un candidat thérapeutique prometteur, capable de cibler sélectivement, seul ou couplé à 

des nanoparticules, différents types cellulaires cibles, comme les cellules de glioblastome et 

les CSN, alors qu’il entre peu voire pas dans des cellules saines de type neurones ou 

astrocytes. 

 

 Couplé à des nanoparticules, le peptide favorise leur délivrance intracellulaire et ainsi 

augmente indirectement l’effet thérapeutique de l’agent contenu dans les nanoparticules.   

 

 Utilisé seul, le peptide a des effets spécifiques sur différents types de cancers, comme les 

glioblastomes, et sur les CSN qui offrent de nouvelles stratégies thérapeutiques innovantes. 

 

 Ce peptide serait une alternative aux traitements actuels qui manquent d’efficacité et de 

spécificité pour lutter contre les glioblastomes, et permettrait d’augmenter la réparation 

tissulaire après neurodégénérescence ou lésion cérébrale, en favorisant la mobilisation des 

CSN.  
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" De toutes les sciences que 

l’Homme peut et doit savoir, 
la principale, c’est la science 

de vivre de manière 

à faire le moins de mal 

et le plus de bien possible." 

Léon Tolstoï 
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Annexe 1 : Liste des figures 
 

Figure 1, p.16 : Organisation et structure des différents constituants du cytosquelette. 

Figure 2, p.17 : Formation des microfilaments par différentes étapes de polymérisation de 

l’actine (A) puis par le phénomène de « tapis roulant » ou « treadmilling » (B). 

Figure 3, p.18 : Organisation des éléments du cytosquelette dans le cône de croissance. 

Figure 4, p.20 : Dynamique des microtubules. 

Figure 5, p.23 : Modifications post-translationnelles des dimères de tubulines α et ȕ sur leur 
domaine C-terminal (à l’exception de l’acétylation de l’α-tubuline sur le 

domaine N-terminal). 

Figure 6, p.26 : Composants clés du fuseau mitotique. 

Figure 7, p.29 : Structure des filaments intermédiaires. 

Figure 8, p.29 : Assemblage des filaments intermédiaires. 

Figure 9, p.30 : Modifications post-traductionnelles ciblant les différents domaines des 

filaments intermédiaires. 

Figure 10, p.34 : Représentation schématique des différentes sous-unités des neurofilaments 

(NFδ, NFε et NFH), chez la souris, le rat et l’Homme. 
Figure 11, p.34 : Neurofilaments. 

Figure 12, p.35 : Agrégation de neurofilaments dans le corps cellulaire d’un neurone dans des 
conditions pathologiques, comparé à un neurone normal. 

Figure 13, p.36 : Structure des différents isotypes de GFAP. 

Figure 14, p.37 : Structure de la nestine. 

Figure 15, p.41 : Représentation des plaques d’amyloïdes et des NFT de neurones dans le cas de 
la maladie d’Alzheimer, comparé aux neurones dans un tissu sain. 

Figure 16, p.43 : Expression de la GFAP dans des cellules SW13vim- transfectées avec un 

vecteur exprimant la forme sauvage de la GFAP humain (wild-type) ou une 

forme mutée de la GFAP (p.Asp417Ala) identifiée chez des patients atteints de 

la maladie d’Alexander. 
Figure 17, p.51 : Localisation des tumeurs du système nerveux central selon différentes régions 

cérébrales. 

Figure 18, p.53 : Distribution des gliomes selon les données de CBTRUS entre 2005 et 2009. 

Figure 19, p.54 : Coupe axiale d’un patient atteint d’un glioblastome dans le lobe temporal droit, 
mis en évidence par IRM. 

Figure 20, p.59 : Voies de signalisation majeures impliquées dans la genèse des glioblastomes. 

Figure 21, p.60 : Métabolisme mitochondrial entre une cellule cancéreuse et une cellule saine. 

Figure 22, p.61 : Régulation par les miRNA des voies de signalisation impliquées dans le 

métabolisme mitochondrial. 

Figure 23, p.62 : Représentation schématique du blocage de VDAC par la tubuline libre. 

Figure 24, p.63 : IRε avant et après craniotomie et résection d’un glioblastome situé à proximité 
de régions motrices (zones colorées). 

Figure 25, p.65: Cellules embryonnaires (ESC) pluripotentes et cellules souches neurales (CSN) 

multipotentes. 

Figure 26, p.67 : Régions neurogéniques de la moelle épinière et du cerveau de mammifère 

adulte. 

Figure 27, p.68 : Divisions symétriques et asymétriques des cellules souches neurales. 

Figure 28, p.68 : Caractéristiques des cellules souches neurales. 

Figure 29, p.70 : Composition et organisation cellulaire de la zone sous-ventriculaire de 

mammifère adulte. 
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Figure 30, p.71 : Marqueurs spécifiques des différents types de cellules de la zone sous-

ventriculaire. 

Figure 31, p.72 : Facteurs de transcription impliqués dans l’auto-renouvellement, la prolifération 

et la différenciation des cellules souches neurales. 

Figure 32, p.73 : Rôles des molécules d’adhérence sur l’auto-renouvellement, la différenciation, 

la migration et la survie des cellules souches neurales. 

Figure 33, p.76 : Migration de progéniteurs de la zone sous-ventriculaire vers le site lésionnel 

cortical. 

Figure 34, p.78 : Illustration de l’activation de la zone sous-ventriculaire dans le cas de sclérose 

en plaques. 

Figure 35, p.81 : Origine des cellules souches de glioblastome et thérapies des glioblastomes. 

Figure 36, p.82 : Tropisme des cellules souches neurales vers la tumeur. 

Figure 37, p.84 : Modèles de translocation directe des CPP à travers la membrane plasmique: 

micelle inversée, pore membranaire transitoire, modèles de Barrel-Save et de 

Carpet. 

Figure 38, p.85 : Voies d’endocytose impliquées dans l’entrée des CPP et les différents 

inhibiteurs et marqueurs spécifiques. 

Figure 39, p.86 : Exemple de voies de signalisation régulant la machinerie de l’endocytose et 
sites d’action des inhibiteurs spécifiques de ces voies. 

Figure 40, p.90 : Principe de la technique de « peptide array ». 

Figure 41, p.91 : Localisation des sites de fixation de la tubuline libre (TBS) sur différents 

filaments intermédiaires, et de deux peptides correspondants, Vim-TBS.58-81 

et NFL-TBS.40-63. 

Figure 42, p.91 : Représentation schématique des effets du peptide NFL-TBS.40-63 sur la 

polymérisation des microtubules. 

Figure 43, p.93 : Internalisation du peptide NFL-TBS.40-63 et effet sur le réseau de 

microtubules, dans des cellules de gliome F98 et des cellules saines de rat. 

Figure 44, p.94 : Repliements suggérés du peptide NFL-TBS.40-63. 

Figure 45, p.96 : Etudes in vivo du peptide NFL-TBS.40-63 injecté seul ou couplé à des 

nanoparticules remplies d’un agent anti-cancéreux chez des animaux porteurs 

de gliome. 

Figure 46, p.145 : Mise en culture des cellules souches neurales de la zone sous-ventriculaire. 

 

 

 

 

Annexe 2 : Liste des tableaux 
 

Tableau 1, p.21 : Isotypes des tubulines α, ȕ et Ȗ, et gènes codant. 
Tableau 2, p.22 : Modifications post-translationnelles de la tubuline. 

Tableau 3, p.27 : Les principaux agents ciblant la tubuline. 

Tableau 4, p.32 : Principales protéines associées aux filaments intermédiaires (IFAP). 

Tableau 5, p.46 : Maladies neurodégénératives et filaments intermédiaires associés. 

Tableau 6, p.49 : Neurofilaments et GFAP comme biomarqueurs de maladies 

neurodégénératives. 

Tableau 7, p.52 : Classification histologique des tumeurs du système nerveux central selon 

l’OεS. 
Tableau 8, p.56 : Filaments intermédiaires comme biomarqueurs de gliomes. 

Tableau 9, p.89 : Caractéristiques de quelques CPP utilisés comme système de délivrance. 
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The neurofilament-derived peptide NFL-TBS.40-63 : therapeutic tool and targeting 
of glioblastoma cells and neural stem cells. 

Résumé 
 

Des travaux menés au laboratoire sur la biologie des 
neurofilaments et sur leurs interactions avec les autres 
constituants du cytosquelette ont montré, sur différents 
filaments intermédiaires, des sites de fixation de la 
tubuline libre TBS (« tubulin-binding site »). Parmi les 
peptides synthétisés correspondants à ces séquences, 
le peptide NFL-TBS.40-63 issu de la sous-unité légère 
des neurofilaments (NFL) a révélé in vitro et in vivo des 
propriétés de ciblage et une action anti-tumorale sur des 
cellules de glioblastome, tumeur cérébrale la plus 
fréquente et la plus agressive, pour laquelle l’efficacité 
des traitements actuels reste très limitée. L’intérêt 
thérapeutique de ce peptide est renforcé par le fait qu’il 
entre peu et qu’il n’a pas d’effet cytotoxique dans des 
cellules saines (astrocytes, neurones).  

Les travaux présentés dans cette thèse décrivent les 
mécanismes d’entrée du peptide NFL-TBS.40-63 dans 
les cellules de glioblastome, pour mieux comprendre sa 
sélectivité. Sa spécificité d’action dans ces cellules a été 
complétée en analysant les effets du peptide sur 
l’organisation et la fonction des mitochondries. Enfin, 
nous montrons que le peptide cible des cellules 
souches neurales, qui pourraient être à l’origine du 
développement des glioblastomes, et qui pourraient 
servir d’outil thérapeutique dans de nombreuses 
pathologies cérébrales, telles que des lésions 
traumatiques et des maladies neurodégénératives. 

Ces travaux indiquent que le peptide NFL-TBS.40-63 
représente un outil prometteur dans la stratégie 
thérapeutique des glioblastomes. Il peut aussi permettre 
de cibler les cellules souches neurales pour développer 
de nouveaux traitements des pathologies cérébrales.  
 

Mots clés 
peptide pénétrant ; cytosquelette ; glioblastome ; cellules 
souches neurales ; ciblage 

 

Abstract 
 

In the laboratory, investigations on neurofilament 
biology and on their interactions with other cytoskeleton 
components showed tubulin-binding sites (TBS) on 
different intermediate filaments. Among the synthesized 
peptide corresponding to these sequences, the NFL-
TBS.40-63 peptide derived from the neurofilament light 
subunit (NFL), revealed in vitro and in vivo targeting 
properties and anti-tumour effect on glioblastoma cells, 
the most frequent and aggressive brain tumour, for 
which current treatments show very limited effects. The 
therapeutic value of this peptide is reinforced by its 
lower uptake and the lack of a major cytotoxic effect in 
healthy cells (astrocytes, neurons).  

Works in this thesis describe the uptake mechanisms 
of the NFL-TBS.40-63 peptide in glioblastoma cells, to 
better understand its selective internalization. Its specific 
action on glioblastoma cells has been completed by the 
analysis of the peptide effects on the mitochondrial 
organization and function. Finally, we show that the 
peptide targets neural stem cells, which could be at the 
origin of glioblastoma, and serve as a therapeutic tool in 
several brain diseases, such as traumatic injuries and 
neurodegenerative diseases. 

Altogether these works indicate that this NFL-TBS.40-
63 peptide is a promising tool for therapeutic strategies 
of glioblastoma. It can also target neural stem cells in 
order to develop new treatments for various brain 
disorders. 
 

Key Words 
penetrating peptide ; cytoskeleton ; glioblastoma ;neural stem 
cells ; targeting 
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