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   ANDRIQUE Caroline-Thèse de Doctorat-2017 

Titre : La calpaïne-6 identifie et maintient la population de cellules souche des 
sarcomes osseux en contrôlant les processus d’autophagie et de sénescence. 

Résumé : Les cellules souche cancéreuses contribuent au développement des sarcomes, 

mais le manque de marqueurs spécifiques empêche leur caractérisation et la possibilité de 
cibler ce type de cellules. Nous avons utilisé la séquence régulatrice de la calpaïne-6 dans 
des systèmes rapporteurs pour identifier les cellules exprimant la calpaïne-6. Ces cellules 
étaient des cellules initiatrices de tumeurs et se comportaient comme des cellules souche, 
au sommet de la hiérarchie cellulaire. L'expression de la calpaïne-6 dépend d’un programme 
génique de cellules souche qui implique Oct4, Nanog et Sox2 et est activée par l'hypoxie. 
L’inhibition de la calpaïne-6 a bloqué le développement tumoral et a induit la diminution du 
nombre de cellules souche cancéreuses dans les sarcomes osseux. L’expression de la 
calpaïne-6 était inversement corrélée à l'expression de marqueurs de sénescence mais était 
associé à un flux autophagique dynamique. L’inhibition de la calpaïne-6 a induit l'entrée des 
cellules en sénescence et a supprimé le flux autophagique. Nos résultats révèlent que le 
calpaïne-6 identifie les cellules souche des sarcomes et joue un rôle important dans le 
maintien des cellules souche cancéreuses en contrôlant les processus d’autophagie et de 
sénescence. La calpaïne-6 semble être une cible thérapeutique prometteuse pour éradiquer 
les cellules souche dans les sarcomes. 

Mots Clefs : Calpaïne-6, Sarcomes osseux, Cellules souche cancéreuses, autophagie, 

sénescence 

 

Title: Calpain-6 controls the fate of sarcoma stem cells by promoting autophagy 
and preventing senescence. 

Abstract: Cancer stem cells contribute to sarcoma development, but lack of specific 

markers prevents their characterization and the possibility of targeting. We used the 
regulatory sequence of calpain-6 in reporter constructions to identify calpain-6–expressing 
cells. These cells were tumor-initiating cells and behaved like stem cells at the apex of the 
cellular hierarchy. Calpain-6 expression depended on the stem-cell transcription network 
that involves Oct4, Nanog, and Sox2 and was activated by hypoxia. Calpain-6 knockdown 
blocked tumor development and induced depletion of sarcoma stem cells. Calpain-6 was 
inversely associated with expression of senescence markers but was associated with a 
dynamic autophagy flux. Calpain-6 knockdown induced cell entry into senescence and 
suppressed autophagy flux. Our results reveal that calpain-6 identifies sarcoma stem-cell and 
plays an important role as a regulator of cancer cell fate driving a switch between autophagy 
and senescence. Calpain-6 may be a promising therapeutic target to eradicate sarcoma stem 
cells.  

Keywords:  Calpain-6, Bone sarcoma, Cancer stem cells, autophagy, senescence 
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« Choisissez un travail que vous aimez et vous n’aurez pas à travailler un seul 

jour de votre vie » 

Confucius 
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I. Introduction 

I.1. Les sarcomes osseux 

I.1.1. Définition  

Les sarcomes sont des tumeurs rares qui sont d’origine mésenchymateuse et qui 

affectent les tissus conjonctifs. Au niveau mondial, les sarcomes représentent seulement 1% 

de tous les types de cancer, mais 10 à 12% des cancers chez l’enfant et l’adolescent. (Figure 

1) Ces tumeurs se déclinent en plus de 50 histotypes différents et 150 sous-types 

moléculaires et le diagnostic ne peut s’établir qu’après une consultation pluridisciplinaire de 

l’ensemble des données cliniques, radiologiques et anatomo-pathologiques parfois 

accompagnées de données de biologie moléculaires. (www.infosarcomes.org) 

 

Figure 1 : Infographie, les sarcomes 

Les sarcomes représentent 1% des cancers totaux au niveau mondial. Ce sont 10 à 12% des cancers 
diagnostiqués chez l’enfant et l’adolescent. Les deux grands types de sarcomes se répartissent en 
sarcomes osseux (12-15%) et sarcomes des tissus mous (85-88%). Les sarcomes se développent dans 
n’importe quelle partie du corps et à n’importe quel âge. Il existe selon l’organisation mondiale de la 
santé plus de 50 sous-types de sarcomes. D’après www.infosarcomes.org 

La classification actuelle des sarcomes est une classification de l’organisation 

mondiale de la santé datant de 2013. Celle-ci prend en compte les considérations 

histologiques et moléculaires des différents types de sarcomes et distingue deux grands 

types : les sarcomes des tissus mous et les sarcomes osseux. Nous nous intéresserons plus 

particulièrement à ce dernier type de sarcome qui  est lui-même divisé en 9 sous types 

distincts (tableau 1), (www.infosarcomes.org) (Taran et al., 2017). Une étude du National 
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Cancer Institute’s Surveillance, Epidemiology, and End Results (SEER, USA) portant sur 3482 

cas de sarcomes osseux diagnostiqués entre 1973 et 2004, donne une vue assez détaillée de 

l’incidence de ces tumeurs. Elle montre notamment que dans la tranche d’âge la plus jeune 

(0-24 ans), l’ostéosarcome est la tumeur osseuse la plus fréquente (55%), suivi par le 

sarcome d’Ewing (36%). Les chondrosarcomes sont les deuxièmes sarcomes osseux les plus 

fréquents mais ils surviennent plus tard chez des patients entre 30 et 50 ans.   

Aspects histologiques des 

cellules et de la matrice 

tumorale 

Tumeur Localisation Fréquence d'apparition 

Formation de substance osseuse 
par les cellules tumorales 

Ostéosarcomes 
Métaphyse des 
os longs, pelvis 

35% 

Formation de cartilage et sans 
formation primitive de 

substance osseuse 
Chondrosarcomes 

Pelvis, 
extrémités 

proximales des 
os longs 

26% 

Petites cellules rondes Sarcome d'Ewing Os longs 16% 

Chorde embryonnaire Chordome Vertèbres 8% 

Les cellules tumorales forment 
des fibres  

Histiocytofibrome malin 

Genou, fémur 
distale, tibia 

proximal, os du 
tronc et du 

pelvis 
6% 

Fibrosarcome 
Métaphyse des 

os longs 

Cellules monocluéées et cellules 
géantes de types 

ostéoclastiques uniformément 
réparties 

Sarcome à cellules 
géantes 

Sacrum, 
extrémités des 

os longs 
5% 

Cellules fusiformes dérivées d'os 
qui s'organisent comme un 

muscle lisse  
Léïomyosarcome des os 

Autour du 
genou 

4% 

Cellules d'aspect endothélial 

Hémangiome 
Vertèbres, os 

du crâne et de 
la face, os longs 

2% 

Angiosarcome Tous les os 

Type histologique non défini 
Kyste aneurismale osseux 

Os longs et 
vertèbres 

1% 

Tableau 1 : les différents types de tumeurs osseuses 

Ce tableau reprend les 9 différents types de tumeurs osseuses selon la classification de l’organisation 
mondiale de la santé datant de 2002 et mis à jour en 2013. Les différents types de tumeurs sont 
déterminés selon le type histologique des cellules et de la matrice qui les compose. D’après Fletcher 
et al., 2002 
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I.1.2.  Les Ostéosarcomes 

Les ostéosarcomes sont définis comme étant des tumeurs primaires intra médullaires 

de haut grade, contenant des cellules qui produisent une matrice ostéoïde. (Fletcher et al., 

2002) . Les ostéosarcomes se développent préférentiellement dans les os longs, tels que le 

tibia, le fémur ou l’humérus. Il existe quelques cas de développement dans le crâne, le pelvis 

et la mâchoire. Les cellules des ostéosarcomes peuvent être fusiformes, ovoïdes, rondes, 

mono ou multi nucléées, petites ou géantes. Les tumeurs sont souvent très hétérogènes et 

contiennent deux ou trois formes de cellules. Les ostéosarcomes sont caractérisés par la 

production d’une matrice extracellulaire qui apparait dense et colorée en rose par la 

coloration hématoxyline/éosine ce qui indique qu’elle est composée principalement de 

collagène.  Le type d’ostéosarcome est déterminé selon la composition protéique de la 

matrice on distingue trois types d’ostéosarcome selon les protéines dominantes, les 

ostéosarcomes ostéoblastiques, les ostéosarcomes chondroblastiques et les ostéosarcomes 

fibroblastiques. (Fletcher et al., 2002) (Figure 2)  

 

Figure 2 : Coloration Hématoxyline/éosine des trois types d’ostéosarcomes 

(A) Ostéosarcome ostéoblastique,  
(B) Ostéosarcome chondroblastiques,  
(C) Ostéosarcome fibroblastique. D’après photos de l’association française des internes et 

assistants de pathologies 

L’incidence des ostéosarcomes est de 4,4 cas pour 1 million de personnes âgées de 0-24 

ans au niveau mondial. L’ostéosarcome se développent plus chez les garçons que chez les 

filles (ratio garçon/fille=1,34). Cependant le développement semble plus précoce chez les 

filles (12ans) que chez les garçons (16ans). (Figure 3) 
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Figure 3 : Incidence des ostéosarcomes selon l’âge et le sexe des patients 

Ces courbes représentent l’incidence de l’ostéosarcome entre 1975 et 2004 au niveau mondial. 
D’après Mirabello L et coll. 2009 

Au diagnostic 15-20% des patients présentent des métastases pulmonaires et 40% en 

développent à des stades plus tardifs de la maladie. (Taran et al., 2017) Les poumons sont les 

sites les plus fréquents d’apparition des métastases qui restent la principale cause de 

mortalité chez les patients. Un an après le diagnostic, le taux de survie des patients avec une 

maladie localisée est de 90% et ce taux est fortement diminué (70%) lorsque les patients 

développent des métastases. Après 5 ans le taux de survie est de 60% dans le cas d’une 

tumeur localisée et de 20% en présence de métastases. (Figure 4) 
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Figure 4 : Taux de survie sur 5 ans de patients atteints d’un ostéosarcome  
Ces courbes représentent le taux de patients entre 0 et 24 ans survivant au cours des 60 mois suivant 
le diagnostic selon le type de tumeur (localisée, métastatique).  D’après Mirabello L et coll. 2009 

I.1.3. Les chondrosarcomes 

Les chondrosarcomes se définissent comme étant des tumeurs du cartilage hyalin 

dans lesquels la matrice a un aspect myxoïde et dans lesquels peut survenir des ossifications 

ou des calcifications. Le terme chondrosarcome est utilisé pour désigner des tumeurs 

malignes hétérogènes au niveau histologique. On peut définir deux sous types de 

chondrosarcomes, les chondrosarcomes primaires et les chondrosarcomes périostiques. 

(Fletcher et al., 2002) La majorité de ces tumeurs prolifère lentement et forme rarement de 

métastases. (Jamil et al., 2010) Elles sont le plus fréquemment retrouvées dans le pelvis, la 

partie proximale du fémur et de l’humérus ou dans la partie distale du fémur, ainsi que dans 

les côtes. On distingue trois niveaux de malignité dans les chondrosarcomes, définis par les 

changements histologiques dus à l’évolution de la tumeur. Le grade I, est caractérisé par une 

cellularité faible avec des cellules ressemblant à des chondrocytes avec des noyaux 

hyperchromatiques et de rares fois binucléées. Le grade II, est caractérisé par une cellularité 

plus abondante, des noyaux toujours hyperchromatiques et plus gros. Le grade III est lui 

caractérisé de la même façon que le grade II, mais des mitoses sont facilement détectables. 

Des tumeurs des trois grades peuvent générer des nodules cartilagineux dans la moelle 

osseuse, et les tumeurs peuvent s’infiltrer dans l’os et englober des travées osseuses saines.  

(Figure 5) 
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Figure 5 : Coloration Hématoxyline/éosine des trois différents grades de chondrosarcome 

(A) Chondrosarcome de grade I, peu de cellules, matrice ayant un aspect de cartilagineux, 
(B) Chondrosarcome de grade II, cellularité abondante, matrice avec un aspect cartilagineux, 
(C) Chondrosarcome de grade III, cellularité abondante, noyaux hyperchromatiques. D’après 

Fletcher et coll., 2002 

Les chondrosarcomes représentent la deuxième tumeur osseuse la plus fréquente (20-

27% de toutes les tumeurs osseuses primaires et malignes). Les patients ont le plus souvent 

entre 30 et 60 ans. (Gelderblom et al., 2016) 

Aux Etats Unis, le taux de survie à 5 ans des patients atteints de chondrosarcomes de 

stade II ou III est de 53%, et il existe un fort taux de récidives. Ces récidives sont la plupart du 

temps d’un stade plus élevé que la tumeur primaire. (Fletcher et al., 2002) 

I.1.4. Le sarcome d’Ewing 

Le sarcome d’Ewing est défini comme étant une tumeur à petites cellules rondes 

montrant différents degrés de différenciation. Ces cellules sont prises dans un stroma épars. 

Sur le plan histologique, les cellules sont de petite taille, avec de petits noyaux. Le 

cytoplasme des cellules peut contenir des agrégats de glycogène. (Fletcher et al., 2002) 

(Figure 6) Tout comme l’ostéosarcome, cette tumeur est plus fréquente chez les garçons et il 

se développe essentiellement dans la diaphyse des os longs mais aussi au niveau du pelvis. 

Environ 15% des sarcomes apparentés à des sarcomes d’Ewing se développent dans des sites 

extra osseux. (Balamuth et al., 2010; Riggi & Stamenkovic, 2007) 
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 Figure 6 : Coloration Hématoxyline/éosine de sarcome d’Ewing 

Ces deux colorations hématoxyline/éosine mettent en évidence la forme ronde et petite des cellules 
composant les sarcomes d’Ewing et le stroma peut présent. D’après Fletcher et coll., 2002 

Entre 1973 et 2004 l’incidence était de 2,93 cas pour un million de personnes aux 

Etats Unis. Cette incidence est estimée à 3,260 cas pour un million en 2017 d’après 

l’American National Cancer Institute.  

Toujours d’après l’American National Cancer Institute, la chance de survie à 5 ans des 

patients présentant une tumeur localisée est de 67,7% en 2017. Mais tout comme 

l’ostéosarcome, ce taux chute aux alentours de 20-25% lorsque les patients présentent des 

métastases. (Taran et al., 2017) Le sarcome d’Ewing, tout comme l’ostéosarcome, métastase 

le plus souvent dans les poumons.  

I.1.5 Les traitements 

I.1.5.1 Chimiothérapies conventionnelles 

Les sarcomes osseux sont traités par une chimiothérapie néo adjuvante qui a pour 

but de réduire la taille de la tumeur avant la résection chirurgicale. Les patients reçoivent 

ensuite une seconde chimiothérapie selon la réponse au premier traitement.  Actuellement, 

les principaux agents de chimiothérapie sont la doxorubicine et l’ifosmamide, le 

métothrexate et la cisplatine, en mono thérapie ou en thérapie combinée.  

La doxorubicine permet une inhibition de l’ADN polymérase et de la topoisomérase II, 

et peut également induire des dommages à l’ADN en générant des radicaux libres. (Borst et 

al., 2000) L’ifosfamide quant à lui se lie directement à l’ADN, entrainant une inhibition de la 

transcription et de la réplication de l’ADN, ce qui conduit à l’apoptose. D’autres traitements 

tels que la cisplatine et le métothrexate sont également utilisés. La cisplatine agit comme 

l’ifosfamide en se fixant à l’ADN et en inhibant sa réplication et sa transcription, le 

20 

 



   ANDRIQUE Caroline-Thèse de Doctorat-2017 

métothrexate quant à lui inhibe la synthèse des folates impliqués eux-mêmes dans la 

synthèse d’ADN. (Borst et al., 2000; Ifergan et al., 2003) 

I.1.5.2. Radiothérapie 

Les ostéosarcomes et les chondrosarcomes sont considérés comme des tumeurs 

radiorésistantes, il y a donc très peu d’études concernant la radiothérapie et ses effets. 

Cependant, certaines études ont montré que la radiothérapie pouvait être bénéfique dans 

des cas de tumeurs résiduelles après résection. (Kager et al., 2010)  Mais les doses utilisées 

doivent être élevées (80Grays) ce qui n’est pas possible pour l’ensemble des tumeurs qui se 

trouvent trop proches d’axes vasculo-nerveux ne pouvant pas être exposés à des doses si 

fortes et selon le guide des procédures de radiothérapies externe français de 2007, il existe 

un risque de fracture osseuse au-dessus de 50 grays. Il existe également une radiothérapie 

ciblée utilisant le Samarium-153-éthylènediamine tétra méthylène phosphonate, cependant, 

à la suite de cette thérapie, il est souvent nécessaire d’effectuer une greffe de moelle 

osseuse étant donnée la toxicité élevée de cet isotope radioactif. (Markiewicz et al., 2011) 

Les sarcomes d’Ewing sont radiosensibles, et la radiothérapie est utilisée en complément de 

la chimiothérapie. Une étude récente comparant des patients ayant été opérés et traités par 

radiothérapie ou des patients ayant reçu uniquement un traitement par radiothérapie 

montre que la radiothérapie combinée à la résection augmente la survie sans récidives, mais 

que la radiothérapie seule n’est pas suffisante. (Miller et al., 2017) 

  I.1.5.3. Nouvelles thérapies 

Ces dernières années des stratégies innovantes de traitement ont été testées. 

(Kansara et al., 2014) L’étude OS2006 visait à étudier l’impact du zolédronate, un 

bisphosphonate, associé à la chimiothérapie et à la chirurgie. L’idée était de cibler les 

interactions entre les cellules tumorales et le tissu osseux sain. Cette étude française, 

réalisée par le groupe « sarcome français » n’a pas montré d’amélioration de la survie à trois 

ans sans rechute, ni de la survie globale des patients traités avec le zolédronate et la 

chimiothérapie, comparés aux patients traités uniquement avec la chimiothérapie. (Piperno-

Neumann et al., 2016) 

EURAMOS (groupe d’étude Américain et Européen sur l’ostéosarcome) a tenté de 

déterminer si l’addition d’interféron IFN-±-2b à une thérapie postopératoire avec de la 
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Doxorubicine, du Cisplatine et du métothrexate améliorait la survie des patients comparée à 

une chimiothérapie cisplatine seule. Aucun bénéfice en termes de survie sans récidive ou de 

survie globale après 6 ans n’a été démontré. (Bielack et al., 2015) 

Des études pré- cliniques ont par ailleurs ciblé le Programmed Cell Death Ligand 1 

(PDL1) qui est un facteur impliqué dans la suppression des effets cytotoxiques des 

lymphocytes CD8. Jacson K. Shen et coll, ont montré une faible association entre le niveau 

d’expression de PDL1 dans les tumeurs et la survie globale des patients, notamment, la 

survie des patients ayant une tumeur n’exprimant pas ou peu PDL1 semble être plus 

importante. (Shen et al., 2015) Une étude clinique est actuellement en cours utilisant un 

anti-PDL1 en France, c’est le protocole PEMBROSARC. Une seconde étude clinique Espagnole 

et Italienne combinant le Nivolumab, un autre anti-PDL1 et le Sunitinib un inhibiteur de 

tyrosine-kinase vient d’être mise en place.   

Malgré les progrès de la chirurgie et la mise en place de ces programmes de 

chimiothérapies très agressives, le taux de survie et le nombre de patients développant des 

métastases n’évoluent plus depuis des décennies. Il est donc crucial de continuer à explorer 

la biologie des tumeurs osseuses pour envisager de nouveaux traitements.  

I.1.6. Origine cellulaire 

Pour comprendre les phases précoces de leur développement il serait notamment 

important de déterminer quelle est l’origine cellulaire des différents sarcomes osseux. Si 

l’origine la plus probable semble être les cellules souche mésenchymateuses parce que ces 

cellules peuvent donner tous les types cellulaires composant le squelette, les ostéoblastes, 

les chondrocytes et les adipocytes, de nombreuses données contredisent cette théorie.  

I.1.6.1. Origine des ostéosarcomes  

Il est établi que la lignée ostéoblastique est issue de la différentiation des cellules 

souche mésenchymateuses (Figure 7). Les différents facteurs impliqués et les promoteurs 

contrôlant l’expression de ces facteurs au cours de ce processus ont été identifiés et cela a 

permis d’établir différents modèles de souris dans lesquelles des mutations transformantes 

ont été réalisées dans des populations cellulaires particulières. Notamment, les gènes p53 

et/ou Rb ont été modifiés soit dans des cellules souche mésenchymateuses soit dans des 
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cellules plus différenciées.  Des études in vivo de xénogreffe ont montré que 60% des souris 

chez lesquelles on a induit une mutation perte de fonction de p53 dans des cellules souche 

mésenchymateuses grâce en les croisant avec des souris prx1-CRE ont développé des 

tumeurs osseuses avec un phénotype très indifférencié (Lin et al., 2009). En utilisant des 

doubles mutations p53 et Rb (souris Prx1-CRE – p53
fl/fl et pRb

fl/fl) l’apparition de tumeurs 

osseuses chute à 29%. Rubio et coll. ont utilisé des cellules souche mésenchymateuses 

dérivées de la moelle osseuse induite dans la voie de différenciation ostéoblastique et 

mutées pour p53 ou pRb et ont montré que ces cellules donnaient des tumeurs proches de 

l’ostéosarcome (Rubio et al., 2013). Cela suggère que les cellules à l’origine de 

l’ostéosarcome sont des cellules plus différenciées du type pré-ostéoblaste. Le modèle de 

genèse de l’ostéosarcome est donc qu’une cellule pré-ostéoblastique avec perte de fonction 

de p53 et pRb entraine le développement d’une tumeur de type ostéosarcomateuse. 

(Mutsaers & Walkley, 2014) (Figure 7) 

 

Figure 7 : Modèle de développement de l’ostéosarcome  

Ce modèle propose que les cellules de type pré-ostéoblastes acquièrent des mutations telles que p53 
ou pRb, ce qui entraine le développement d’une tumeur de type ostéosarcomateuse. D’après 

Mutsaers, A et coll, 2014 
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I.1.6.2. Origine des chondrosarcomes 

L’origine cellulaire des chondrosarcomes résulte d’une transformation maligne des 

cellules cartilagineuses pendant l’ossification endochondrale, mais les mécanismes 

moléculaires menant à la tumeur sont étudiés depuis peu de temps.   

  Récemment, il a été mis en évidence que les chondrosarcomes primaires résultent de 

la transformation de cellules chondrocytaires suite à une mutation du gène Hedgehog, ce qui 

conduit à une tumeur bénigne chez l’enfant, puis à l’accumulation d’autres mutations telles 

que p53 au cours des années. Cette accumulation de mutation aboutie a une tumeur 

maligne chez l’adulte. (Figure 8)   Moins de 15% des chondrosarcomes conventionnels se 

développent à la surface de l’os, résultant pour la plupart du temps, d’une transformation 

maligne à l’intérieur de la coiffe du cartilage, d’un ostéochondrome préexistant, on parle 

donc de chondrosarcomes secondaires périphériques.  Les chondrosarcomes secondaires 

sont caractérisés par une forte perte d’hétérozygotie de la région 9p 12-22. Une très faible 

minorité de chondrosarcomes (moins de 1%) se développent à la surface de l’os, peuvent 

être d’origine périostale. On parle de chondrosarcome périostal. (Gelderblom et al., 2016) 

Mais dans tous les cas, il s’agit de cellules chondrocytaires malignes. 

 

Figure 8 : Développement d’un chondrosarcome central 

Transformation de cellules chondrocytaires suite à une mutation du gène Hedgehog et/ou une perte 
d’hétérozygotie du gène CDKN2A (p16), ce qui conduit à une tumeur bénigne chez l’enfant, puis à 
l’accumulation d’autres mutations telles que p53 au cours des années. Cette accumulation de 
mutation aboutie a une tumeur maligne chez l’adulte. D’après Bovée et coll., 2010 

I.1.6.3. Origine des sarcomes d’Ewing  

L’aspect histologique des sarcomes d’Ewing a amené James Ewing à penser que les 

cellules avaient une origine endothéliale. (Ewing, 1921). Depuis plusieurs autres hypothèses 

ont été avancées, notamment les travaux de Lawlor et coll., (Lawlor et al., 1998) qui mettent 
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en évidence l’expression de GRP dans des lignées cellulaires ou des tumeurs primaires 

exprimant la protéine chimère EWS-FLI1. Ce gène est exprimé dans les cellules du cerveau, 

les cellules neuroendocrines du pancréas et pas dans d’autres cancers pédiatriques à petites 

cellules rondes. Cela suggère que les cellules des tumeurs d’Ewing pourraient être  issues de 

la crête neurale. Cette hypothèse est appuyée par les travaux de Cavazzana et coll., qui 

montrent que des cellules d’Ewing forment des structures semblables à des neurites quand 

elles sont cultivées en présence de NGF (Nerve Growth Factor) qui induit la différenciation 

neurale. (Cavazzana et al., 1987) Une autre hypothèse basée sur l’expression par les cellules 

d’Ewing de protéines de jonctions serrées évoque une origine épithéliale. (Schuetz et al., 

2005) Mais plus récemment des articles montrent l’implication des cellules souche 

mésenchymateuses dans le développement du sarcome d’Ewing. Castillero-Trejo et coll., ont 

montré que des cellules dérivées d’os murin infectées avec un rétro-virus codant pour EWS-

FLI1 étaient capables d’induire des tumeurs chez la souris. (Castillero-Trejo et al., 2005). 

Riggi et coll, ont également montré que des cellules souche mésenchymateuses murines 

immortalisées et exprimant la protéine de fusion EWS-FLI1 sont capables d’initier une 

tumeur semblable à un sarcome d’Ewing quand elles sont transplantées chez des souris. 

(Riggi et al., 2005) Ces auteurs ont également mis en évidence un programme génique 

commun entre des cellules souche mésenchymateuses humaines exprimant EWS-FLI1, et 

des cellules de  sarcome d’Ewing. (Riggi et al., 2008) Cependant, les conclusions de Riggi et 

coll. ont été contestés par Kovar et coll., qui ont argumenté que dans cette étude l’inhibition 

de EWS-FLI1 n’a pas permis de restaurer un phénotype de cellules souche 

mésenchymateuses. (Kovar & Bernard, 2006) Cependant, Tirode et coll. ont montré que 

l’inhibition de la protéine de fusion EWS-FLI1 dans des cellules de sarcome d’Ewing permet 

de restaurer les caractéristiques des cellules à l’origine du sarcome d’Ewing et une réponse 

aux différents programmes de différenciation  (Tirode et al., 2007). Ils ont montré que les 

lignées cellulaires de sarcome d’Ewing dans lesquels l’expression d’EWS-FLI1 a été inhibée, 

présentent un profil génétique de cellule souche mésenchymateuse et expriment les 

marqueurs CD44, CD54, CD59 et CD73. (Tirode et al., 2007) De plus les cellules d’Ewing 

modifiées sont capables de se différencier en adipocyte, chondrocyte et ostéoblastes. Ce 

dernier article conforte donc l’hypothèse selon laquelle des cellules souche 

mésenchymateuses sont à l’origine du développement du sarcome d’Ewing.  

25 

 



   ANDRIQUE Caroline-Thèse de Doctorat-2017 

L’ensemble de ces données suggèrent que la transformation de différents types de cellules 

pourrait aboutir à la formation de tumeurs osseuses et ainsi contribuer à la diversité 

génétique de ces tumeurs. (Sheffield et al., 2017) 

I.1.7. Etiologie 

Un autre obstacle empêche de bien comprendre comment les tumeurs osseuses se 

développent. Dans la majorité des cas l’étiologie de la maladie n’est pas connue. Les seuls 

facteurs de risque environnementaux connus sont les radiations ionisantes qui causent 3% 

des ostéosarcomes et peuvent apparaitre 30 ans après l’exposition. Cette exposition 

explique donc plus probablement le développement des ostéosarcomes chez les adultes que 

chez les enfants. Certaines maladies héréditaires peuvent prédisposer au développement 

des ostéosarcomes, c’est le cas des rétinoblastomes, des syndromes de Rothmund–

Thomson, de Li Fraumeni et du syndrome de Werner, ce qui suggère que les mutations 

géniques associées à ces maladies telles que RB1, RECQL4, TP53, WRN, peuvent jouer un rôle 

dans l’apparition des tumeurs osseuses primaires. (Kansara et al., 2014) Des efforts 

importants ont été consacrés ces dernières années pour déchiffrer les altérations géniques 

des sarcomes osseux.  

I.1.8. Altérations géniques 

Le développement du sarcome d’Ewing est plus simple à décrire sur le plan 

génétique. En effet, il est caractérisé par une seule et unique mutation génétique, une 

translocation qui aboutit à une fusion de gènes. Dans 85% des cas, il s’agit ici d’une fusion 

EWSR1-FLI1. (Figure 9) Dans 10 à 15% des cas, cette translocation mène à une fusion EWSR1-

ERG. (Mutsaers & Walkley, 2014). La conséquence sur le développement tumoral de EWSR1-

FLI1 est difficile à étudier, en effet de par la toxicité de la fusion, il n’existe pas de modèle de 

souris reproduisant la maladie. Cependant, l’expression de la fusion dans une lignée 

cellulaire murine, entraine une indépendance des cellules vis-à-vis du support de culture et 

une accélération de la croissance tumorale dans des souris immunodéprimées. (Riggi & 

Stamenkovic, 2007) 
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Figure 9 : Translocation EWS-FLI1 dans le sarcome d’Ewing 

EWS se situe sur le chromosome 22 et FLII sur le chromosome 11. Lors de la translocation, les exons 
5-9 ou 6-9 de FLI1 peuvent être inclus sur le chromosome 22. Ce qui aboutit à une protéine de fusion 
EWS-FLI1. D’après Riggi et coll, 2007 

EWSR1-FLI1 est un activateur du proto-oncogène c-myc (Antonescu et al., 1998), il est 

également impliqué dans la sur activation de la voie Notch. (Ida K, 1995) De même EWSR1-

FLI1 semble être impliqué dans le contrôle du récepteur II du Transforming growth factor 

beta (TβR-II), un potentiel gène suppresseur de tumeur. On observe également la présence 

d’une altération de p53 dans 11% des cas de sarcome d’Ewing. (Alava et al., 2000) 

Un modèle de développement des chondrosarcomes propose qu’il existe des 

changements génétiques précoces et tardifs. Les changements précoces interviennent dans 

des gènes impliqués dans les processus de prolifération et de différenciation du chondrocyte 

alors que les changements tardifs affectent des gènes impliqués dans le développement et la 

progression tumorale menant à une transformation maligne. (Samuel et al.,2014) Environ 

50% des chondrosarcomes sont associés à une mutation gain de fonction dans le gène de 

l’isocitrate déshydrogénase 1 ou 2 (IDH1 ou IDH2), pendant la phase de changements 

précoces. (Amary et al., 2011)   L’amplification des proto-oncogènes c-myc, c-fos et c-jun a 

été rapportée ainsi que la mutation des gènes suppresseurs de tumeur p53 et pRb lors des 

changements tardifs. (Castresana et al., 1998) 

Les ostéosarcomes sont plus complexes sur le plan génétique, en effet les caryotypes 

analysés montrent de très nombreuses altérations géniques et chromosomiques. Il est donc 

difficile de savoir si une de ces altérations est à l’origine de son développement ou une 

conséquence d’une déstabilisation du génome. Par exemple, des mutations de p53 et/ou du 

gène MDM2 sont fréquemment observées. (Onda et al., 1996) Des altérations de c-fos, c-

myc, pRb et p16
INK4A sont également rapportées dans de nombreux cas d’ostéosarcomes. 
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(Letson & Muro-Cacho, 2001)  Une analyse par microarray comparant des patients ayant un 

ostéosarcome mais ne présentant pas de métastases comparées à des patients présentant 

des métastases au moment de l’analyse ou en ayant développés après montre une 

association entre le développement de métastases et un panel de gènes impliqués dans 

l’activation des cellules T et B, ainsi que des récepteurs à chimiokines impliquées dans la 

migration cellulaire telle que CXCR4. (Namløs et al., 2012) Deux articles plus récents 

montrent l’implication d’ERK1 et STAT3 et la voie YAP/TAZ-intégrine β-1 dans la résistance 

aux chimiothérapies. (Bouvier et al., 2016; Salas et al., 2014) Cependant aucune de ces 

altérations géniques ne suffit à expliquer à elle seule le développement des ostéosarcomes. 

Il est a noté que beaucoup des altérations géniques mises en évidence dans les 

sarcomes osseux ne sont pas spécifiques et sont présentes dans de nombreuses tumeurs. La 

localisation privilégiée dans certaines zones osseuses avec un remodelage intense et la 

survenue plus importante chez des patients jeunes en croissance suggèrent que le 

microenvironnement osseux joue un rôle particulier dans le développement des tumeurs 

osseuses. 

I.1.9. Rôle de l’environnement tumoral 

La théorie du « seed and soil » de Paget en 1889 a fixé les bases d’un rôle majeur de 

l’environnement dans le développement tumoral. Même si cette théorie a été développée 

pour expliquer le mode de dissémination des cellules du cancer du sein, elle est applicable à 

l’environnement osseux et en particulier à la niche hématopoïétique qui représente un sol 

fertile (« soil ») pour les cellules tumorales (« seeds »). Les travaux de Bissel en 1982 ont 

montré que l’environnement est aussi important que les altérations géniques dans le 

développement des cancers. La niche hématopoïétique est d’autant plus favorable qu’elle 

représente un réservoir de cellules immunitaires, vasculaires, et de cellules souches 

mésenchymateuses qui produisent des protéines matricielles et des facteurs solubles 

(facteurs de croissance, chimiokines, cytokines, enzymes) nécessaires à la croissance 

tumorale. (Liao et al., 2015)(Figure 10) 
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Figure 10 : Contribution du microenvironnement tumorale dans la croissance tumorale et 

l’invasion  

Les fibroblastes associés à la tumeur ainsi que les cellules du système immunitaire induisent la 
production de facteurs pro-angiogéniques (tels que EGF, TGFβ, des chimiokines), notamment en 
réponse à l’hypoxie. Le microenvironnement tumoral permet des interactions spécifiques avec les 
récepteurs à la surface des cellules tumorales (intégrines, cadhérines) qui participent au processus 
invasif. MEC : matrice extracellulaire D’après Allen et coll., 2011  

Un autre aspect du tissu osseux est la capacité des cellules tumorales à modifier et à 

détourner les mécanismes qui régulent le remodelage osseux pour induire une 

augmentation de la lyse de l’os sain et/ou adopter un phénotype ostéogénique (Allen & 

Jones, 2011). Ce processus est un cercle vicieux qui met en jeu de multiples facteurs 

présents dans le tissu osseux et qui sont libérés lors de la résorption osseuse et stimulent la 

croissance tumorale. (Figure 11) Ces facteurs induisent non seulement la prolifération des 

cellules tumorales mais également leur survie en activant des voies de signalisation 

impliquant PI3K, des MAP kinases et NFκB. (Brown et al., 2007; Lamoureux et al., 2010)  
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Figure 11 : Représentation du cercle vicieux qui s’établi entre les cellules tumorales et le tissu 

osseux  

La différenciation et l’activité des ostéoclastes dépendent de l’équilibre entre le RANKL et l’OPG qui 
sont produits par les cellules ostéoblastiques et les cellules stromales. Les cellules tumorales 
expriment des facteurs activant les ostéoclastes tels que PTHrP, IL-6, IL-11 et TNF-α. Ces facteurs 
induisent la résorption osseuse et la libération de facteurs de croissance tels que TGF-β, BMPs, IGF-1 
qui à leur tour stimulent la croissance tumorale. D’après Lamoureux et coll., 2010 

Ainsi, les cellules tumorales produisent des facteurs « ostéolytiques » dont la PTHrP 

(ParaThyroid Hormone-Related Protein), l’IL-6, l’IL-11 et des TNF± et ²  et /ou des facteurs 

qui activent les cellules ostéoblastiques comme le VEGF (Vascular endothelial growth factor), 

PDGF (Platelet-Derived Growth Factor) et l’endothéline 1. La stimulation des cellules 

ostéoblastiques induit également la sécrétion d’une grande quantité d’IL-6. Ces différents 

facteurs modifient l’équilibre RANKL/ Ostéoprotégérine (OPG) à la faveur du RANKL qui est 

produit par les cellules ostéoblastiques et aussi par les cellules tumorales. RANKL est un des 

facteurs majeurs supportant la différenciation et l’activité des ostéoclastes (Fizazi et al., 

2003). La lyse osseuse augmentée permet la libération des facteurs de croissance piégés 

dans la matrice comme le TGF² . Certains, médiateurs de la signalisation Wnt comme DKK1 

(DicKKopf 1) participent à cet enchainement d’évènements en inhibant la différenciation des 

cellules ostéoblastiques et en contribuant à perturber la formation osseuse normale.  
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Malgré le développement de ce type de tumeurs chez des sujets jeunes, chez 

lesquels le remodelage osseux actif dû à la croissance favorise la présence de facteurs de 

croissance permettant la différenciation des cellules souche mésenchymateuses, les 

conditions initiales déterminant le développement tumoral ne sont pas connues.  

Certains aspects du développement des sarcomes osseux ne sont expliqués par les 

altérations géniques communes à toutes les cellules tumorales ou les interactions avec le 

tissu osseux sain. Notamment, il existe une hétérogénéité génétique ou épigénétique intra-

tumorale à laquelle s’ajoutent de fortes variations de réponse au traitement. Des récidives 

locales ou métastatiques peuvent se développer longtemps après la résection même chez de 

bons répondeurs. Cela conduit à envisager une progression tumorale qui pourrait impliquer 

des cellules souche cancéreuses (CSC). 

I.2. Cellules souche cancéreuses 

I.2.1. Concept de cellule souche cancéreuse 

L’hétérogénéité tumorale et ses implications importantes dans le développement des 

cancers ont été décrites il y a presque un siècle par les pathologistes Par exemple, bien que 

de nombreuses cellules soient capables d’échapper à la tumeur, seulement peu d’entre elles 

sont capables de former des métastases (Mehlen & Puisieux, 2006). Deux modèles ont été 

proposés pour expliquer le potentiel hétérogène des cellules tumorales : le modèle 

stochastique qui prédit qu’une population particulière de cellules cancéreuses subit un 

ensemble de mutations pour acquérir un caractère malin notamment la capacité de former 

des métastases. Le modèle hiérarchique met en jeu des cellules rares qui ont des propriétés 

de cellule souche et qui sont à l’origine de la tumeur primaire et des métastases. (Figure 12) 

(Lacerda et al., 2010; Schulenburg et al., 2010; Tannishtha et al., 2001)  
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Figure 12 : Modèles théoriques des cellules souches cancéreuses 

Les tumeurs sont composées de différents types cellulaires. Les deux théories divergent sur l’origine 
de ces différents types cellulaires. Selon le modèle stochastique, toutes les cellules sont équivalentes 
mais leur devenir est influencé par des facteurs intrinsèques et extrinsèques. Ainsi toutes les cellules 
peuvent potentiellement devenir des cellules souches cancéreuses. Au contraire, selon le modèle 
hiérarchique, les cellules sont toutes différentes et seulement une population donnée est capable 
d’initier la croissance tumorale. Ce sont donc des cellules identifiables et isolables grâce à des 
marqueurs spécifiques. D’après Tannishtha et al., 2001 

Ce modèle introduit donc le concept de cellule souche cancéreuse (CSC) qui est basé 

sur les connaissances accumulées sur le rôle des cellules souche au cours de l’embryogenèse 

ou dans le renouvellement du système hématopoïétique et d’autres tissus adultes. Ce 

concept implique que la tumeur se développe comme les organes sains à partir de cellules 

capables de s’auto renouveler et avec des capacités de différenciation multiples. 

Valent et coll, (Valent et al., 2012) ont récemment proposé un modèle actualisé du 

développement tumoral à partir des CSC. Ce groupe de travail a proposé, qu’un évènement 

initial, tel qu’une mutation dans une cellule souche normale, ou une cellule progénitrice 

entraine une prolifération anormale de cellules dites pré-malignes. Cela correspond au stage 

d’hyperplasie des tumeurs mammaires Il peut survenir dans un deuxième temps des 

évènements transformant (modification de l’environnement, nouvelles mutations, 

modifications épigénétiques…) qui vont induire un nouveau comportement de certaines 

cellules pré-malignes qui est lié à l’acquisition de caractéristiques de cellules souche. La 

présence de ce type de cellules conférerait le caractère malin à la tumeur. (Figure 13) Ce 

modèle montre que les deux modèles historiques ne sont pas forcément exclusifs et que le 

concept de cellule souche doit être pris comme un ensemble de variations 

environnementales, métaboliques, géniques et épigénétiques conduisant une cellule 
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précancéreuse à acquérir un phénotype de cellule souche. Cette cellule souche cancéreuse 

sera la cellule initiatrice de tumeur et participera à la création d’une hiérarchie au sein de la 

tumeur, favorisant l’hétérogénéité tumorale. 

 

Figure 13 : Modèle de développement hiérarchique d’une tumeur 

Dans ce modèle actualisé du développement tumoral, un évènement initial dans une cellule saine lui 
confère un avantage prolifératif et un caractère pré-malin. Cette phase peut correspondre à une la 
phase d’hyperplasie dans les tumeurs mammaires. Mais c’est l’accumulation d’autres évènements 
transformant qui confère des caractéristiques souches à certaines cellules pré-malignes. C’est la 
présence de cellules « souche » qui confère le caractère malin à la tumeur. D’après Valent et al., 

2012 

I.2.2. Caractéristiques des cellules souche cancéreuses  

Une cellule souche est une cellule indifférenciée capable de s’auto renouveler et 

donner naissance à un ou plusieurs types de cellules différenciées. Les capacités des cellules 

souche sont dues à une activité télomérase accrue, l’activation de voies de signalisation anti-

apoptotiques, l’augmentation de l’activité des transporteurs membranaires, de meilleures 

capacités de migration cellulaire, de survie en l’absence d’adhésion à un substrat, et de 

résistance à l’hypoxie (Lapidot et al., 1994). On comprend comment l’acquisition de telles 

propriétés par une cellule cancéreuse peut contribuer à l’induction d’une malignité accrue 
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c’est à dire au développement de métastases et à l’augmentation de la résistance aux 

traitements. 

De plus, les CSC partagent les défauts géniques des autres cellules de la tumeur et 

présentent donc aussi des caractéristiques propres qui les distinguent des cellules souche 

normales.  Les CSC diffèrent ainsi par des critères inhérents à la transformation cancéreuse 

comme la prolifération anarchique ainsi qu’une capacité de différenciation souvent réduite. 

De plus, l’activité télomérase, bien que présente, peut-être modifiée. (Virmani AK et al., 

2001)  En fait, les CSC possèdent au moins quatre des sept traits suivants qui sont 

nécessaires à la transformation tumorale (Hanahan & Weinberg, 2011) : 

1. L’autosuffisance en facteurs de croissance, 

2. L’insensibilité aux facteurs inhibiteurs de croissance, 

3. L’échappement à l’apoptose, 

4. Le potentiel de réplication illimité, 

5. Le maintien de l’angiogenèse, 

6. L’invasion tissulaire et métastase, 

7. L’instabilité du génome 

Liste à laquelle il faut ajouter des capacités de réparation de l’acide désoxyribonucléique 

(ADN) accrues, l’influence du microenvironnement et des modifications épigénétiques.  

Cependant, un point reste à éclaircir qui est la fréquence des CSC dans la tumeur. Est-

ce que, comme les cellules souche normales, les CSC constituent une fraction très 

minoritaire du tissu (Lapidot et al., 1994). Cela pourrait être dépendant du type de tumeur, 

de l’origine cellulaire et des altérations géniques ? La rareté potentielle de ces cellules 

constitue une vraie difficulté pour les caractériser et trouver des moyens spécifiques pour les 

cibler. Plusieurs études ont cherché à déterminer des marqueurs membranaires ou 

métaboliques spécifiques des CSC. 
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I.2.2.1. Marqueurs Membranaires 

Les premières recherches concernant l’isolation de CSC par des marqueurs 

membranaires ont été réalisées dans les leucémies. Dick et coll., ont alors montré que 

certaines cellules de leucémie myéloïde aigüe exprimaient à leur surface l’antigène CD34 

tout comme les cellules souche mésenchymateuses normales, mais perdaient l’expression 

du CD38. Ils ont également montré que les cellules CD34+/CD38- étaient à la tête de la 

hiérarchie cellulaire et étaient responsable du développement des leucémies myéloïdes 

aigües. (Dick JE, 1997) Dans le cas des tumeurs solides, c’est dans les cancers du sein que les 

marqueurs de surfaces ont été étudié en premier, Al-Hajj et coll., ont montré que des 

cellules présentant un phénotype CD44+/CD24- étaient à l’origine du développement 

tumoral dans des souris NOD/SCID. (Al-Hajj et al., 2003) Dans le cancer du côlon, il a été 

montré que seules les cellules exprimant l’antigène CD133 sont capables de former des 

tumeurs chez la souris.  Plus récemment certains auteurs ont montré que le CD44 pouvait 

également être utilisé pour identifier des CSC dans le cancer du côlon. (O’Brien et al., 2007; 

Ricci-Vitiani et al., 2007) Depuis ces mêmes marqueurs ont été identifiés dans d’autres types 

de tumeurs tels que dans les cancers de la prostate, du pancréas, du foie, et il a également 

été montré qu’il est nécessaire d’associer ces marqueurs entre eux pour pouvoir identifier 

plus facilement les CSC. (Figure 14)  
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Figure 14 : Les principaux marqueurs de surfaces décrivent dans cancers fréquents 

Les différents marqueurs utilisés sont souvent identiques dans toutes les tumeurs, mais associés 
différemment selon le type de tumeur.  D’après Murar & Vaidya, 2015 

Il est a noté que ces marqueurs ne sont absolument pas spécifiques des CSC et ne 

peuvent donc pas servir à cibler ses dernières par une chimiothérapie. C’est pourquoi 

d’autres études se sont intéressées aux marqueurs métaboliques des cellules souche 

cancéreuse.  

I.2.2.2. Marqueurs métaboliques 

Le premier à avoir émis l’hypothèse que les cellules cancéreuses sont caractérisées 

par un métabolisme particulier est Warburg en 1920, l'effet Warburg correspond à 

l'observation selon laquelle la plupart des cellules cancéreuses produisent de l'énergie grâce 

à un fort taux de glycolyse suivie d'une fermentation d'acide lactique dans le cytosol, plutôt 

que grâce à la respiration mitochondriale comme cela se passe dans la majorité des cellules 

normales (Warburg Otto, 1925). De plus, de nombreux travaux ont montré que des CSC de 

gliomes, de cancers du sein et de cancers du côlon, n’utilisent pas les mêmes voies 

métaboliques que les autres cellules cancéreuses. Cela leur confère une plus grande 

adaptabilité à l’environnement et une plus grande résistance aux traitements. (Wong et al., 

2017) 
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I.2.2.2.1. ALDH1 

Les Aldéhyde Déshydrogénases (ALDH) forment une famille d’isoenzymes 

cytosoliques responsables de la détoxification des aldéhydes intracellulaires en acides 

carboxyliques, et de l’oxydation du rétinol en acide rétinoïque. Ces enzymes jouent 

notamment un rôle critique dans la différenciation des cellules souche hématopoïétiques, en 

effet l’acide rétinoïque agit comme facteur de transcription, contrôlant des processus 

biologiques tels que la prolifération, la différenciation, l’arrêt du cycle cellulaire et 

l’apoptose. (Balicki, 2007; Douville et al., 2009; Marcato et al., 2011) 

Dans le cancer du sein, il a été mis en évidence que des cellules cancéreuses de sein 

exprimant l’aldéhyde déshydrogénase 1 (ALDH1), étaient capables d’initier et de maintenir 

des xénogreffes chez la souris. Les tumeurs issues de ces xénogreffes montrent une 

organisation hiérarchique, avec à leur sommet les cellules exprimant ALDH1. (Charafe-

Jauffret et al., 2013) Ce qui fait d’ALDH1 un marqueur robuste de cellules souche 

cancéreuses dans le cancer du sein. Ce marqueur a été utilisé pour isoler des CSC dans de 

nombreux types de cancer comme par exemple le cancer de la prostate. (Al-Hajj et al., 2003) 

Cependant, l’utilisation de l’activité ALDH comme marqueur de CSC comporte 

également des limites et est controversée. (Neumeister & Rimm, 2010) En effet, l’analyse de 

l’activité ALDH sur coupes fixées est impossible, certaines des études cliniques sont donc 

réalisées en analysant la présence de la protéine ALDH. Bien qu’il ait été montré que 

l’expression d’ALDH1 est un facteur de mauvais pronostic dans le cancer du sein (Charafe-

jauffret et al., 2010), l’étude de Resetkova et coll., indique une absence de corrélation entre 

l’expression d’ALDH1 et la survie globale des patients ayant un cancer du sein, après une 

thérapie adjuvante. (Resetkova et al., 2010) Enfin, il semble qu’une distinction entre les 

différents isoformes d’ALDH soit nécessaire, les isoformes responsables de l’activité ALDH 

semblant dépendre du type tumoral et du tissu étudié. (Marcato et al., 2011) 

I.2.2.2.2. Cycle de Krebs 

Les modifications du métabolisme du glucose dans les cellules cancéreuses sont 

utilisées depuis longtemps notamment pour imager les tumeurs. (Lee et al., 2016) De plus, 

Le détournement du cycle de Krebs, pourrait permettre aux cellules cancéreuses de 

maintenir leurs propriétés souche. Ainsi, des mutations gains de fonction de l’isocitrate 
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déshydrogénase I ou 2 trouvées dans les gliomes favorisent la production d’hydroxyglutarate 

à la place de l’alpha cétoglutarate. L’hydroxyglutarate se lie aux membres de la famille des 5-

méthylcytosine hydroxylases et permet l’hyperméthylation de l’ADN et la répression de 

certains gènes impliqués dans la différenciation cellulaire. (Ward et al., 2010;  Xu et al., 

2011) Par ailleurs, Il a été montré que des mutations perte de fonction de la succinate 

déshydrogénase et de la fumarate déshydrogénase favorisent l’accumulation du succinate et 

du fumarate, qui permettent également l’hyperméthylation et l’inhibition de gènes 

impliqués dans la différenciation cellulaire et la transition épithélio-mésenchymateuse. 

(Letouzé et al., 2013) La production de ces oncométabolites favorise donc un phénotype 

indifférencié et augmente la population type CSC. (Lee et al., 2016) 

De plus, l’accumulation d’hydroxyglutarate, de succinate, et de fumarate stabilise les 

facteurs HIF (hypoxia inducible factor). Ces facteurs sont connus pour favoriser l’expression 

de gènes impliqués dans le maintien de cellules souche tels qu’Oct4, Sox,2 Nanog, Snail et 

Twist (Figure 15) 

 

Figure 15 : Détournement du cycle de Krebs par les cellules souche cancéreuses 

Dans les cellules souche cancéreuses, notamment dans les gliomes, des mutations de l’isocitrate 
déshydrogénase (IDH), de la fumarate hydrogénase (FH) et de la succinate déshydrogénase (SDH) 
permettent l’accumulation d’hydroxyglutarate (2-HG), de fumarate et de de succinate et bloque le 
cycle de Krebs.  Le 2-HG, le fumarate et le succinate bloquent les facteurs de transcription 
permettant la transcription de gènes de différentiation cellulaire. Le fumarate et le succinate 
permettent également de stabiliser les facteurs HIF1α. HIF1α peut alors être transloqué au noyau et 
servir de facteur de transcription pour des gènes impliqués dans le maintien du phénotype de cellule 
souche indifférenciée et l’auto-renouvellement. D’après NLee et al., 2016 
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I.2.2.2.3. Détoxification  

Il a été montré que les CSC peuvent avoir une capacité accrue à exclure les agents de 

chimiothérapies. Elles expriment de grandes quantités de transporteurs ABC (Adenosine tri-

phosphate binding cassette) tels qu’ABCB1, ABCG2, ABCB5. (Moitra et al., 2011) Les 

transporteurs ABC permettent de faire passer des substrats à travers la membrane 

plasmique via l’hydrolyse de l’ATP. Il a été démontré que des souris KO pour les 

transporteurs ABCB1 ou ABCG2 étaient plus sensibles aux agents toxiques, ce qui suggérait 

que les transporteurs ABC pouvaient jouer un rôle dans la protection des cellules souche 

contre les agents toxiques. (Schinkel et al., 1994) Le rôle important des transporteurs ABC 

dans les CSC est illustré par le fait que des cellules tumorales de thyroïde, des poumons ou 

du sein qui sont présentes dans la « side population » ont des caractéristiques de CSC.  

(Chiba et al., 2006; Haraguchi et al., 2006; Ho et al., 2007; Kondo et al., 2004; Mitsutake et 

al., 2007; Szotek et al., 2006; Wang et al., 2007; Wu et al., 2007) La « side population » est 

composée de cellules capables d’exclure des marqueurs fluorescents comme Hoechst ou la 

rhodamine. Cette exclusion dépend des transporteurs ABC (ABCG2 pour le Hoechst et ABCB1 

pour la rhodamine) (Figure 16). (Hirschmann-Jax et al., 2004)  

 

Figure 16 : Mise en évidence de la « side population » par l’inhibition des transporteurs de type 

« ABC » 

Les cellules cancéreuses sont incubées avec le marqueur fluorescent Hoechst et en présence ou en 
absence d’un inhibiteur des transporteurs de type « ABC », le vérapamil. En comparant les deux « dot 
plot », on peut observer une population cellulaire spécifique (la « side population » ayant la capacité 
à exclure le Hoechst, cette population n’apparaissant plus lorsque l’on inhibe les transporteurs 
« ABC »   D’après Hirschmann-Jax et al., 2004 
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I.2.2.2.4. Hypoxie 

Dans une tumeur, il a été montré que toutes les cellules n’ont pas le même apport en 

O2, en effet, certaines zones tumorales sont largement hypoxiques. Il est établi que 

l’hypoxie influence le comportement des cellules souche saines et cancéreuses. Par exemple, 

inhiber HIF-1± ou HIF-2± conduit à un défaut de production des cellules souche 

hématopoïétiques. (Adelman et al., 1999) De plus, comme évoqué avant, l’activation des 

facteurs HIF favorise l’expression des gènes impliqués dans les programmes spécifiques des 

CS tels qu’Oct4, Klf4 et Sox2 dans des cellules de cancer des poumons. (Iida et al., 2012) Il a 

été également montré que dans les gliomes, l’hypoxie via HIF1± augmente le nombre de 

cellules CD133+. (Soeda et al., 2009) Dans le cancer du sein, il a été mis en évidence que 

l’hypoxie permet l’augmentation du nombre de cellules ayant la capacité de former des 

sphères, mais également le nombre de cellules ayant une activité ALDH1 élevée. (Iriondo et 

al., 2015) 

D’autre part, les CSC possèdent des caractéristiques qui leur permettent de répondre 

différemment au manque d’O2. Ainsi, la réponse UPR (Unfolded Protein Response) est 

inhibée dans les CSC ce qui empêche le stress hypoxique d’activer ce processus pour induire 

l’apoptose. (Bi et al., 2005) Il a été montré que dans les CSC, l’inhibition de la réponse UPR 

est d’ailleurs associée à une augmentation de la croissance tumorale. Les facteurs HIF 

permettent également l’activation de voies de signalisation comme la voie Notch qui jouent 

un rôle dans le maintien du phénotype de cellule souche. (Gustafsson et al., 2005) 

Les CSC sont donc capables de détourner des voies métaboliques diverses pour 

favoriser la croissance tumorale et maintenir leurs caractéristiques. Les marqueurs 

métaboliques présentent donc un intérêt thérapeutique pour cibler spécifiquement les CSC. 

Cependant les mécanismes mis en jeu sont également importants dans les cellules souche 

normales et pourraient être altérées de façon irréversible chez les patients traités. Il serait 

donc intéressant de mettre en évidence des cibles plus spécifiques des CSC. 

I.2.2.3. Signalisation et CSC 

Les CSC sont caractérisées par un programme épigénétique et génique qui semble 

dépendre d’une signalisation et de facteurs de transcription qui contrôlent le maintien de la 

pluri potentialité et le renouvellement des cellules souches embryonnaires. Notamment, les 
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signalisations induites par les facteurs Hedgehog et Notch semblent jouer des rôles clé dans 

les CSC. (Takebe et al., 2011) 

I.2.2.3.1. Signalisation Notch 

Le signal Notch est initié par la liaison d’un ligand transmembranaire au récepteur 

Notch d’une cellule adjacente. Cette liaison entraîne la libération de l’γ-sécrétase. Cette 

enzyme, responsable du clivage protéolytique du récepteur Notch, produit le fragment 

cytosolique NICD25 (Zhu et al., 2012). Le NCID est transloqué dans le noyau où il interagit 

avec le facteur transcriptionnel CBF1 qui active, à son tour, les gènes HES et HEY. Chez les 

vertébrés, il existe au moins 4 récepteurs Notch, 5 ligands (JAG1, JAG 2, DLL1, DLL3, DLL4) et 

des molécules effectrices telles que HES1-6 ; HEY1. (Figure 17) 

Une mutation Notch a été mise en évidence chez la drosophile au début du XXe 

siècle. La perte totale des fonctions de Notch entraînait un phénotype embryonnaire létal, 

caractérisé par une surproduction de neurones (Poulson, 1937).   En effet, le signal Notch 

régule l’auto renouvellement et la différenciation des cellules souches neurales normales 

(Fan, 2010). Durant le développement, l’activité du signal Notch des cellules exprimant le 

ligand diminue, tandis que celle des cellules exprimant le récepteur Notch augmente. 

Généralement, les cellules responsables de l’envoi du signal subissent une différenciation. 

Au contraire, les cellules recevant le signal restent dans un état indifférencié. Ce phénomène 

est appelé spécification latérale.   

Il a été montré que des inhibiteurs du complexe enzymatique de la ³ -sécrétase (IGS 

(Inhibitors of the Gamma Secretase) ou un anticorps monoclonal anti-Notch4 permettent de 

supprimer la croissance des CSC issues de cancers mammaires (Farnie, 2007). De même, 

l’inhibition de Notch supprime sélectivement les CSC issues de médulloblastomes (Fan et al., 

2006). De plus, un traitement avec des IGS ou la suppression de Notch-1 ou -2 augmentent la 

mort cellulaire induite par irradiation spécifiquement dans des CSC de gliome, mais pas dans 

la tumeur entière (Wang et al., 2011). Le rôle de Notch coopérant avec STAT3 et le TGF²  

pour la maintenance des CSC a été mis en évidence dans d’autres types de cancers, 

notamment dans les carcinomes hépatiques. (Hoey et al., 2009) 
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embryonnaire. Elle régule la prolifération, la migration et la différenciation cellulaires de 

nombreuses espèces. (Choy & Cheng, 2012) 

Des études ont montré que des dérégulations de la signalisation Hedgehog sont 

impliquées dans beaucoup de tumeurs humaines incluant le glioblastome, les cancers 

mammaire et pancréatique et la leucémie myéloïde chronique (LMC). (Chu et al., 2014; Ko et 

al., 2015) 

Dans les CSC, des travaux ont mis en évidence que l’inhibition de la voie par le 

dysfonctionnement de SMO inhibe l’expression de la protéine de fusion BCR-ABL exprimée 

dans les LMC. (Dierks et al., 2008) De plus, des antagonistes de la protéine SMO tels que la 

cyclopamine et 5E1 inhibent l’auto-renouvellement et induit la différenciation terminale des 

cellules. Le signal Hedgehog active la voie PI3K/ AKT,  particulièrement dans le cycle 

cellulaire et la survie (Merchant, 2010).  

La modification de voies de signalisation peut donc être un moyen d’identifier des 

CSC. Cependant ses voies sont activées dans plusieurs types cellulaires et il est difficile de 

concevoir des traitements ciblant ces voies dans les CSC sans affecter les cellules saines. 

I.2.2.4. Régulation épigénétique 

Selon Riggs & Porter, les mécanismes épigénétiques sont " des changements dans 

l'expression des gènes qui sont héritables lors de la mitose et/ou de la méïose, et qui ne 

résultent pas de modifications de la séquence de l'ADN". Ces mécanismes incluent   

- des méthylations de l’ADN par les enzymes de type DNMT (DNA-MethylTransferase) qui 

assurent soit le maintien du profil épigénétique au cours des divisions cellulaires soit la 

répression ou l’induction de l’expression de gènes de différenciation. 

- des modifications post-traductionnelles de la queue des histones. Les histones sont des 

petites protéines, riches en acides aminés basiques, responsables de la modulation de l’ADN. 

Elles forment un complexe octamérique autour duquel s’enroule le brin d’ADN pour former 

le nucléosome, unité de base du matériel génétique (Li, 2002). Il existe 5 familles d’histones : 

H1, H2A, H2B, H3 et H4. L'extrémité amino-terminale de la queue des histones subie des 

modifications post-traductionnelles dont les plus étudiées sont la méthylation, l’acétylation, 
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la phosphorylation, l’ubiquitination et la sumoylation. Ces modifications modulent 

l’expression des gènes soit directement soit par recrutement de complexes protéique ou 

enzymatique (Bannister & Kouzarides, 2011). Cependant, des variants d’histones, codés par 

d’autres gènes que les histones classiques peuvent s’associer à l’ADN et ainsi permettre la 

répression de la transcription des gènes associés à ces variants d’histones.   

- l’intervention des long non-coding RNA (lncRNA) et de miRNAs  

Dans les cellules souche embryonnaires (CSE), la régulation épigénétique joue un rôle 

important pour favoriser l’accès des facteurs de transcription aux différents gènes de 

différenciation au cours du développement embryonnaire.  

Il a été montré que 76% des ilots CpG sont méthylés dans les CSE, mais la 

méthylation globale est plus faible que dans les cellules différenciées. En effet, la 

méthylation de l’ADN est restreinte à des zones principalement impliquées dans la 

différenciation cellulaire. (Armstrong, 2012) Ainsi, les gènes impliqués dans la différenciation 

sont spécifiquement réprimés. Cela contribue au maintien de la pluripotence. (Weber et al., 

2007) les CSE présentent des séquences d’ADN liées à l’histone H3 comportant une 

acétylation ou une méthylation de la lysine 4 de (H3K4me), une marque d’activation de la 

transcription ainsi que des triples méthylations de la lysine 27 de l’histone H3 (H3K27me) qui 

est une marque répressive de transcription. Ces régions de la chromatine sont appelées 

« domaines bivalents ». Elles sont fréquentes dans les régions des gènes impliqués dans la 

différenciation cellulaire. Au cours de la différenciation cellulaire, la déméthylation de la 

lysine 27 de l’histone H3 dans les régions promotrice des gènes de différenciation permet 

l’expression des gènes de différenciation. (Szutorisz et al., 2005) (Figure 18) 
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est capable d’initier la transformation des cellules souche hématopoïétiques en cellules 

malignes et que la mutation DNMT3 couplée à une autre mutation est capable d’initier le 

développement d’une leucémie myéloïde aigue chez la souris. (Lu et al., 2016). De plus des 

souris irradiées puis transplantées avec des cellules DNMT3 Ko développent toutes des 

cancers hématopoïétiques. (Mayle et al., 2015) 

D’autre part, la méthylase EZH2 est surexprimé dans de nombreux types de cancer 

tels que le cancer de la prostate, du sein ou de la vessie (Crea et al., 2012; Tan et al., 2014). 

Et son expression est associée à un mauvais pronostic, à la formation de métastases, à la 

chimiorésistance et à l’agressivité de la tumeur. (Tan et al., 2014). Dans les cancers du sein, 

la surexpression d’EZH2, entraine une activation du promoteur de Notch1 et entraine une 

augmentation du nombre de cellules ayant une forte activité ALDH1 et capables de former 

des sphères in vitro. De plus in vivo la surexpression d’EZH2 entraine une augmentation du 

nombre de cellules CD44+, CD24-. Ce qui suggère que la surexpression d’EZH2 permet 

d’augmenter le nombre de cellules initiatrices de tumeurs dans les cancers du sein. 

(Gonzalez et al., 2014) Au contraire, dans les glioblastomes, il a été montré que l’inhibition 

d’EZH2 réduisait le nombre de cellules capables de former des sphères in vitro et retardait la 

croissance tumorale in vivo. (Suvà et al., 2009) 

Ainsi des modifications des histones semblent jouer un rôle dans le maintien du pool 

de cellules souche cancéreuses.   

Certains mécanismes épigénétiques sont apparus comme des cibles thérapeutiques 

potentielles pour favoriser la différenciation cellulaire dans les cancers. Par exemple les di- 

et tri-méthylation de la lysine 27 de l’histone 3 (H3K27me2 et H3K27me3) dans les régions 

promotrices des gènes sont associées à la répression génique. Cette triple méthylation 

permettant la répression de l’expression de nombreux gènes, notamment des gènes comme 

Sox2 et CD133, ce qui a pour effet de diminuer le nombre de cellules CD133+ dans les 

gliomes. (Tao et al., 2014) 

Il a également été montré que l’hypo méthylation de la lysine 4 de l’Histone H3 

entrainait une différenciation des cellules souche leucémique via l’histone déméthylase 

KDM5B. (Wong et al., 2015) 
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L’ensemble des études ci-dessus suggèrent que les régulations épigénétiques dans les 

cellules souche cancéreuses peuvent jouer un rôle important dans le maintien de la 

population de CSC au sein des tumeurs, mais également dans l’établissement de la 

hiérarchie cellulaire au sein des tumeurs en réprimant les gènes impliqués dans le 

phénotype de CSC.  

Actuellement, plusieurs « épidrogues » sont en cours d’essais cliniques ou déjà 

utilisés en compléments des traitements classiques. Sont testés notamment des inhibiteurs 

de la méthylase EZH2, des inhibiteurs de déméthylase, des inhibiteurs de HDAC ou de DMNT.   

I.2.3. Cellules souche et sarcomes osseux 

Etant donné l’intérêt à cibler des CSC pour contrôler le développement tumoral, il est 

important de trouver des marqueurs fonctionnels et de comprendre les mécanismes de 

régulations de ces CSC dans les différents types de cancers. Si la présence de CSC est bien 

documentée dans les tumeurs hématopoïétiques et dans les cancers épithéliaux, dans les 

sarcomes en général, et dans les sarcomes osseux la présence de CSC est peu documentée.   

I.2.3.1. Chondrosarcomes 

Le développement des chondrosarcomes comprend une phase pendant laquelle les 

cellules tumorales ont une faible malignité puis une évolution vers des stades plus agressifs 

qui sont associés à des altérations géniques comme celle qui altère p53.  Ces données 

pourraient être en faveur d’un développement tumoral impliquant l’apparition de CSC 

comme dans le modèle proposé par Valent et coll,. De plus, le marqueur de surface, CD133, 

a permis d’identifier des cellules de chondrosarcome ayant des capacités à former des 

sphères, qui expriment des facteurs de transcriptions de cellules souche embryonnaires 

(Nanog, Oct4, Sox2), et qui sont capables de reformer une tumeur après une xénogreffe chez 

la souris. (Tirino et al., 2011)  

I.2.3.2. Sarcomes d’Ewing 

Dans les sarcomes d’Ewing, plusieurs auteurs ont montré la présence de cellules 

ayant des caractéristiques de cellules souche cancéreuses. Notamment, Suvà et coll., qui en 

séparant deux populations de cellules (CD133+ et CD133-) ont montré que seules les cellules 

CD133+ sont capables de former des tumeurs après implantation chez la souris NOD/SCID. 
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(Suva et al., 2009)  Cornaz-Buros et coll., ont également utilisé le marqueur de surface 

CD133+ pour mettre en évidence des cellules souche cancéreuses dans les sarcomes 

d’Ewing. Dans le même article, ils montrent également que des cellules issues de tumeurs 

primaires humaines cultivées en sphères expriment des gènes associés aux cellules souche 

tels que Nanog et Oct4. (Cornaz-Buros et al., 2014) Yang et coll., ont également montrés que 

des cellules de sarcome d’Ewing peuvent être isolées de par leurs capacités à exclure le 

Hoechst. Ces cellules appartenant à la « side population », sont plus invasives, plus 

résistantes aux traitements grâce à une surexpression du transporteur ABCG2 et capables de 

recréer l’hétérogénéité de la tumeur. (Yang et al., 2010) De même, une autre équipe a mis 

en évidence une population cellulaire ayant une activité ALDH1 élevée, cette population 

cellulaire, exprime le facteur de transcription Nanog, et est plus tumorigène in vivo. De plus 

cette population devient plus sensible aux traitements de chimiothérapies lorsque la 

protéine de fusion EWS-FLI1 est inhibée. Ces résultats montrent qu’il existe une population 

cellulaire ayant des caractéristiques de CSC dans les sarcomes d’Ewing, et qu’une part de 

leur caractère souche est liée à la protéine de fusion EWS-FLI1. (Awad et al., 2010) De plus, il 

a été montré qu’une lignée cellulaire de sarcome d’Ewing peut être reprogrammée avec le 

même programme utilisé pour obtenir des iPS. Les cellules reprogrammées expriment de la 

même façon le facteur chimérique EWS-FLI1 mais ont une chimiorésistance accrue. Ces 

cellules peuvent aussi être « redifférenciées » en ciblant des voies de signalisation tels que 

PI3K/AKT/mTor et MAPK/ERK ce qui permet de resensibiliser les iPS. (Moore et al., 2015)   

Ainsi les cellules d’Ewing peuvent acquérir un caractère plus agressif en adoptant un 

phénotype de cellules souche.  

I.2.3.3. Ostéosarcomes 

Dans les ostéosarcomes les recherches concernant les cellules souche cancéreuses 

ont été initiées par Gibbs et coll., Cette équipe a isolé des cellules capables de se renouveler 

et de former des clones sphériques sur des supports non adhésifs et en absence de sérum, à 

partir d’ostéosarcomes obtenus chez des patients non traités et à partir de la lignée 

cellulaire MG63. (Gibbs et al., 2005a) (Figure 19) De plus, Zhang et coll., ont montré que 

lorsque les sphères sont cultivées en présence de facteurs de croissances permettant la 

différenciation en ostéoblastes, en chondrocyte ou en adipocyte, on parvient à obtenir les 
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sommes intéressés au cours de ce travail à une calpaïne atypique encore très peu étudiée, la 

calpaïne-6.  

I.3. Généralités sur les calpaïnes 

Les calpaïnes forment une famille de protéases intracellulaires, dépendantes du 

calcium. Quinze isoformes de calpaïnes ont été décrites chez les mammifères selon leur 

expression (ubiquitaire ou localisée) ou selon la présence de motifs protéiques spécifiques 

appelés EF-Hands qui sont capables de lier les ions calcium. (Ludovic Leloup and Alan Wells, 

2010) 

I.3.1. Structure 

Les calpaïnes ubiquitaires ou typiques sont composées d’une sous unité catalytique 

composée de 4 domaines fonctionnels (I à IV). Le domaine I, situé en N-terminal, est clivé 

par autolyse lorsque les calpaïnes sont activées par le calcium. Le domaine II ou domaine 

catalytique, est divisé en deux sous domaines par le sillon du site actif dépendant de trois 

résidus (cystéine, histidine et asparagine). Le domaine III est un domaine de régulation 

impliqué dans le changement de conformation lors de l’activation de l’enzyme et contient 

des sites de phosphorylation et de liaison aux phospholipides. Enfin, le domaine IV contient 

cinq motifs EF hand qui permettent la liaison au calcium et l’activation des calpaïnes. (Storr 

et al., 2011) 

Les calpaïnes 1 et 2 peuvent s’associer à une sous unité régulatrice la calpaïne S1 et 

ainsi former des hétérodimères. Cette dernière étant composée de deux domaines (V et VI). 

(Figure 21 ) (Storr et al., 2011) 
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Figure 23: Expression de la calpaïne-6 dans 50 tissus humains 

Northern Blot montrant l’expression de la calpaïne-6 dans 50 tissus humains.  L'emplacement précis 
des différents ARN sur la membrane est montré dans le tableau. D’après Dear et al., 1997 

 

 

 

 

54 

 















   ANDRIQUE Caroline-Thèse de Doctorat-2017 

la différenciation des cellules musculaires au cours du développement et au cours de la 

réparation tissulaire chez la souris. (Tonami et al., 2013) 

 

Figure 30 : La calpaïne-6 : inhibiteur de la différenciation musculaire au cours du développement et 

de la réparation tissulaire 

(A) Cellules primaire musculaire de souris sauvages ou de souris hétérozygotes Calp6LacZ/Y. Les 
cellules sont cultivées dans un milieu de différenciation pour cellules musculaires. Après 5 
jours de cultures le nombre de noyaux dans les myofibrilles obtenues à partir des cellules de 
souris Calp6LacZ/Y est plus important que celui des myofibrilles obtenues à partir de cellules 
sauvages.  

(B) Analyse histologique des muscles de souris homozygotes KO calpaïne-6 ou hétérozygotes 4 
et 7 jours après injection de cardiotoxine (lésion musculaire) ou de PBS (contrôle). 4 jours 
après la lésion, la régénération musculaire est visible dans les deux groupes de souris. 
Cependant, dans le groupe KO total, le nombre de noyaux présents dans les cellules 
musculaires est plus important 7 jours après la lésion musculaire. D’après Tonami et al., 2013 

  

I.4.4.3 Calpaïne-6 et tumeurs 

Lee et coll., ont montré grâce à des études immunohistochimiques que l’expression 

de la calpaïne-6 était liée au grade des tumeurs utérines (Figure 31). (Lee et al., 2008) 
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Objectifs du travail 
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Objectifs du travail 

Les chances de survie des patients avec un sarcome osseux n’évoluent plus depuis 

des décennies malgré les essais de nouvelles thérapies et les progrès de la chirurgie. 

Notamment le nombre de patients qui développent des métastases, principales causes de 

mortalité, ne régresse pas. En fait, les chimiothérapies conventionnelles et les thérapies 

récentes qui ciblent des voies de signalisation affectent de façon indifférenciée toutes les 

cellules tumorales mais également des cellules saines. L’objectif général du travail est de 

mettre en évidence de nouvelles cibles thérapeutiques pour améliorer le traitement des 

sarcomes osseux.  

Nous avons montré précédemment qu’une calpaïne atypique, la calpaïne-6, est 

impliquée dans la chimiorésistance des ostéosarcomes. D’autres travaux, ont montré que 

cette calpaïne joue également un rôle anti-apoptotique et pro-angiogénique dans des 

tumeurs utérines. Cette protéine pourrait être une cible thérapeutique intéressante parce 

que son expression est très restreinte après la naissance chez l’homme et qu’elle pourrait 

être une protéine oncofœtales donc une cible plus spécifique. Peu de données étaient 

disponibles concernant la calpaïne-6 et sa régulation. Une seule publication, utilisant des 

banques de données de transcriptomes, rapporte une étude de corrélation entre 

l’expression de la calpaïne-6 et le grade, la présence de métastases ou la survie des patients 

avec des tumeurs de la tête et du cou.  Aucune corrélation significative n’a été trouvée avec 

le grade ou les métastases. Les auteurs montrent cependant une corrélation entre 

l’expression de la calpaïne-6 et la survie des patients. Ces résultats sont donc contradictoires 

avec le rôle pro-apoptotique mis en évidence par ailleurs. 

Une des premières questions que nous avons essayé de résoudre était celle des 

mécanismes contrôlant l’expression anormale de cette protéine dans les cellules tumorales. 

Pour cela nous avons réalisé une étude in silico de la séquence régulatrice du gène CAPN6 en 

5’ de l’ATG. Puis nous avons identifié le promoteur actif et cloné la séquence régulatrice et 

ce promoteur devant un gène rapporteur pour étudier son activité transactivatrice. Nous 

nous sommes intéressés plus particulièrement aux sites consensus pour les facteurs NF-kB et 

HIF qui sont présents sur cette séquence. Cela nous a conduits à explorer la régulation de la 

calpaïne-6 par l’hypoxie.  
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L’analyse de la séquence régulatrice de CAPN6 a mis en évidence également un 

nombre important de sites consensus pour les facteurs de transcription Oct4, Sox2 et Nanog. 

Nous avons étudié les interactions entre ces facteurs et la séquence régulatrice de la 

calpaïne-6.  

Oct4, Sox2 et Nanog étant des facteurs de transcription qui font partie d’un 

programme spécifique de contrôle du renouvellement et de la multipotence des cellules 

souche embryonnaires, nous avons ensuite cherché à déterminer la relation entre 

l’expression de la calpaïne-6 et la tumorigenèse des sarcomes osseux et, en particulier, si 

cette expression était corrélée avec l’acquisition de propriétés de CSC. Nous avons construit 

un système rapporteur dans lequel la GFP membranaire est sous le contrôle de la séquence 

régulatrice de la calpaïne-6 pour identifier les cellules exprimant la calpaïne-6 et caractériser 

leur comportement.  

Nous avons également étudié les fonctions de la calpaïne-6. Pour cela nous avons 

utilisé le système CRISPR/Cas9 pour inhiber son expression.   
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Première partie : La calpaïne-6 contrôle 

le destin des cellules souche 

cancéreuses dans les sarcomes osseux 

en favorisant l’autophagie et en 

empêchant la sénescence 
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Chapitre I: La calpaïne-6 contrôle le destin des cellules souche 

cancéreuses dans les sarcomes osseux en favorisant l’autophagie et en 

empêchant la sénescence 

I. Introduction 

Malgré l’amélioration des techniques chirurgicales et la mise en œuvre des 

chimiothérapies agressives, le taux de survie des patients développant un sarcome osseux 

est de 70% pour les patients atteints d'une tumeur locale et moins de 30% pour les patients 

présentant une rechute ou des métastases. (Allemani et al., 2016) De plus, le nombre de 

patients développant des récidives ou des métastases n’a pas diminué depuis 30 ans. Il est 

donc important de mieux comprendre la biologie de ces tumeurs pour trouver de nouvelles 

cibles thérapeutiques. Un des modèles du développement tumoral repose sur l'apparition de 

clones cellulaires avec des propriétés de CSC. (Alfranca et al., 2015; Valent et al., 2012) Le 

concept de CSC est maintenant largement accepté comme acteur majeur de la leucémie et 

du carcinome, mais il existe encore peu de données qui valident cette hypothèse dans les 

sarcomes. Cela est dû au manque d'outils spécifiques pour distinguer et caractériser de telles 

cellules qui pourraient être présentes en nombre très limité dans les tumeurs. (Pattabiraman 

& Weinberg, 2014) Si le développement des sarcomes dépend de CSC cela implique une 

organisation hiérarchique. On peut attendre des CSC qu’elles aient notamment des capacités 

à former des tumeurs plus importantes que les autres cellules cancéreuses. Elles peuvent 

également contribuer à la chimiorésistance et au processus métastatique. En fait Valent et 

coll,. ont défini les CSC comme les cellules responsables de l’évolution maligne des tumeurs.  

(Valent et al., 2012) 

La calpaïne-6 est une calpaïne atypique qui contrôle l'organisation du cytosquelette 

d'actine et la stabilité du réseau de microtubules pendant la cytodiérèse. (Tonami et al., 

2007) La calpaïne-6 agit comme un inhibiteur de la différenciation des muscles squelettiques 

pendant le développement et la régénération chez la souris. (Tonami et al., 2013) En plus du 

placenta, de tissus embryonnaires et de macrophages dans certaines conditions 

pathologiques, la calpaïne-6 n'a été détectée que dans des cellules tumorales. (Lee et al., 

2008; Marion et al., 2012; Miyazaki et al., 2016) Nous avons déjà montré que la calpaïne-6 

est présente dans les ostéosarcomes et les métastases pulmonaires dérivées 
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d'ostéosarcome et que son expression est particulièrement élevée dans des récidives de 

tumeurs osseuses. (Marion et al., 2012) De plus, l'expression de la calpaïne-6 dans les 

cellules cancéreuses est associée à la chimiorésistance et à l’inhibition de l’apoptose. (Liu et 

al., 2015) L’ensemble de ces données suggérant que l'expression de la calpaïne-6 est liée au 

développement et à la progression tumorale. Le but de cette étude était de déterminer si 

l’expression de la calpaïne-6 dans des cellules de sarcome pouvait-être associée à des 

caractéristiques de CSC. Nous avons utilisé des lignées cellulaires avec des origines et des 

altérations géniques différentes ainsi que des modèles de tumeurs osseuses chez la souris. 

Etant donné les difficultés rencontrées pour détecter la protéine et les transcrits, nous avons 

construit un système rapporteur basé sur la séquence régulatrice du gène CAPN6 contrôlant 

l’expression de la GFP. Ce système nous a permis de caractériser le comportement 

particulier des cellules qui expriment la calpaïne-6, à la tête d’une hiérarchie cellulaire et les 

capacités tumorales accrues de ces cellules. Nous avons ensuite créé des lignées cellulaires 

dans lesquelles l’expression de la calpaïne-6 est bloquée en utilisant des plasmides ou des 

lentivirus codant des ARN guide spécifiques et la Cas9.  Cela nous a permis de mettre en 

évidence des fonctions importantes de la calpaïne-6 dans les CSC. Nos résultats montrent 

que la calpaïne-6  est un marqueur de CS de sarcome. Cette protéine contrôle le destin des 

CSC en inhibant l’entrée en sénescence et en favorisant l’autophagie.  
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II. Résultats 
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Summary 
 
Cancer stem cells contribute to sarcoma development, but lack of specific markers prevents their 

characterization and the possibility of targeting. We used the regulatory sequence of calpain-6 in 

reporter constructions to identify calpain-6–expressing cells. These cells were tumor-initiating 

cells and behaved like stem cells at the apex of the cellular hierarchy. Calpain-6 expression 

depended on the stem-cell transcription network that involves Oct4, Nanog, and Sox2 and was 

activated by hypoxia. Calpain-6 knockdown blocked tumor development and induced depletion 

of sarcoma stem cells. Calpain-6 was inversely associated with expression of senescence markers 

but was associated with a dynamic autophagy flux. Calpain-6 knockdown induced cell entry into 

senescence and suppressed autophagy flux. Our results reveal that calpain-6 identifies sarcoma 

stem-cell and plays an important role as a regulator of cancer cell fate driving a switch between 

autophagy and senescence. Calpain-6 is a promising therapeutic target to suppress sarcoma stem 

cells.  
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Introduction 

Sarcomas occur in soft connective tissues and bones (Doyle 2014). The leitmotif in reports 

dedicated to these cancers is the failure to increase the survival rate, which is 70% for patients 

with a local tumor and less than 30% for patients with relapse or metastases, and this, despite 

improvements in surgical techniques and the implementation of aggressive chemotherapies 

(Allemani et al. 2015). Indeed, the number of patients with long-term metastatic disease has 

reached a plateau for decades.  

Although sarcomas have various cellular origins, histologic features and genomic alterations, 

patients have similar outcome. A general mechanism proposed is that the malignant progression 

of cancers relies on the emergence of cell clones with cancer stem cell (CSC) properties (Eide & 

Druker 2017; Valent et al. 2012). This progression could depend on genetic modifications, 

epigenetic regulation and specialized environments (Zaidi et al. 2017; Aponte & Caicedo 2017). 

The concept of CSCs is currently accepted as a major contributor to leukemia and carcinomas, 

but we have only few data that document this hypothesis for sarcomas because we lack specific 

tools to distinguish and characterize such cells, which could be rare in rare tumors (Pattabiraman 

& Weinberg 2014).   

Calpain-6 is an atypical calpain that was shown to control actin cytoskeleton organization and 

microtubule network stability during cytokinesis (Tonami et al. 2007). Calpain-6 functions as an 

inhibitor of skeletal muscle differentiation during development and regeneration in mice (Tonami 

et al. 2013b). Besides being detected in placenta, embryonic tissues and macrophages under 

pathological conditions, calpain-6 has been detected in tumor cells (Tonami et al. 2013a; 

Miyazaki et al. 2016; Lee et al. n.d.; Marion et al. 2012). We previously reported that calpain-6 is 

present in osteosarcomas and osteosarcoma-derived lung metastases and its expression is 
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especially high in bone tumor recurrence (Marion et al. 2012). Moreover, calpain-6 expression in 

cancer cells is associated with the inhibition of apoptosis and chemoresistance (Lee et al. n.d.; 

Marion et al. 2012; Liu et al. 2016). Together, these data suggest that calpain-6 expression may 

be related to the malignant progression of primary tumors.  

We aimed to identify the calpain-6–expressing cells among sarcoma cell populations. To that 

purpose we used the regulatory sequence of calpain-6 in reporter constructions. Calpain-6–

expressing cells had high tumorigenic abilities that were related to CSC features. Calpain-6 

expression depended on the stem-cell pathway involving Oct4, Sox2 and Nanog, especially for 

upregulation by hypoxia. In human tumors and cell lines, calpain-6 expression was inversely 

associated with that of senescence markers, and calpain-6 knockdown restored entry into the 

senescence state. In contrast, calpain-6 fostered autophagy and thereby controlled cancer cell fate 

to maintain the stem cell population.   
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Results 
 
Calpain-6 expression is associated with sarcoma malignancy. 

Although calpain-6 was found aberrantly expressed in different tumors and to act as an anti-

apoptotic and pro-angiogenic factor, we have few data from large genomic analyses documenting 

the relation between calpain-6 expression and tumor grade or prognostics. To determine the 

possible role of calpain-6 in sarcoma cell malignancy we used cellular and mouse sarcoma 

models and reporter constructs, thereby avoiding the pitfalls of antibody-based methods. First, we 

identified the active promoter in CAPN6 and characterized the regulatory activities in the 6988-

base pairs sequence upstream of the ATG codon (Calp6-P) (Supplementary Figs. 1 and 2). This 

DNA fragment was cloned upstream of the luciferase-coding sequence (Calp6-P-LUC), which 

allowed for demonstrating that Calp6-P transactivation activity is upregulated by endothelin-1 by 

activating the NF-kB pathway (Supplementary Fig. 2). Hence, the same mechanisms control 

Calp6-P activity and calpain-6 mRNA expression (Marion et al. 2012).  

Luciferase was then replaced by membrane GFP as a reporter gene under the control of Calp6-P 

(Calp6-P-GFP). Different cell lines with various origins and gene alterations were transfected and 

selected for stable integration of the GFP reporter construct (Fig. 1A and Supplementary Fig. 

3A). Levels of calpain-6 mRNA and protein were higher in sorted human GFP-expressing cells 

(Calp6-P-GFP+) than non-GFP expressing cells (Calp6-P-GFP-) or unsorted cells (Calp6-P-GFP) 

(Supplemental Fig. 3B,C). As well, calpain-6 mRNA level was higher in Calp6-P-GFP+ than 

GFP- mouse K7M2 cells, even though Calp6-P was the human sequence (Fig. 1B). Hence, 

Calp6-P-driven GFP and calpain-6 expression were actually associated, which validated our 

reporter construct used to study calpain-6–expressing cells.  
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We then used immunofluorescence and bioluminescence to investigate the fate of calpain-6–

expressing cells in vivo in a syngeneic model of bone tumor that involved implanting Calp6-P-

GFP K7M2 cells into the tibia of Balb/c mice as previously described (Dieudonné et al. 2012). 

These cells were transduced and selected to express luciferase under the control of a strong 

promoter, EFIα (Luc-Calp6-P-GFP K7M2). Six weeks later, luciferase-expressing cancer cells 

were detected in the bone marrow of tibias with implantation of unsorted and sorted Luc-Calp6-

P-GFP+ cells but not bone marrow of mice injected with sorted Luc-Calp6-P-GFP- cells (Fig. 

1C). Local bioluminescent signal was continuously increased with implantation of Luc-Calp6-P-

GFP+ K7M2 cells (Fig. 1D,E). In mice injected with sorted Luc-Calp6-P-GFP- cells, the signal 

increased slightly until the second week, then decreased thereafter (Fig. 1D,E). In H&E-stained 

sections of mouse lungs, metastatic nodules were more numerous and larger with implantation of 

unsorted or Luc-Calp6-P-GFP+ than Luc-Calp6-P-GFP- K7M2 cells (Fig. 1F,G,H).  

To determine whether the reduced metastatic disease in Luc-Calp6-P-GFP- mice was related to 

the absence of bone tumor or whether calpain-6–expressing cells were directly involved in the 

metastatic process, we injected 10-fold less sorted Luc-Calp6-P-GFP- or GFP+ K7M2 cells into 

mouse tibias. Mice did not show local bone tumor within the 3 months after cell implantation.  

At this time, lung tissues were dissociated and lung cells were cultured with neomycin to select 

cancer cells. Sarcoma cell colonies grew only in cultures of lung cells from mice injected with 

Calp6-P-GFP+ K7M2 cells (Fig. 1I). Together, our results show that calpain-6–expressing cells 

are responsible for primary bone tumor formation and metastatic progression of osteosarcoma in 

the K7M2 cell-derived mouse model.  

Calpain-6 expression is a marker of stem-like cells.  

We next investigated the mechanisms involved in the specific tumorigenic properties of calpain-

6–expressing cells. Measurement of DNA content in different cell lines showed a shift in G2/M 
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at the expense of G1 for Calp6-P-GFP+ versus GFP- cells, especially in 143B and TC71 human 

cell lines (Fig. 2A and Supplementary Fig. 4C). Consistently, the human Calp6-P-GFP+ cells 

showed higher levels of the proliferating marker Ki67 (Fig. 2C and Supplementary Fig. 4D), so 

human calpain-6–expressing cells may have a proliferating advantage. However, Calp6-P-GFP- 

and GFP+ mouse K7M2 cells did not differ in the overall cell cycle or Ki67 expression (Fig. 

2B,D). Hence, not modifying the proliferation contributed to the tumorigenic activity of mouse 

Calp6-P-GFP+ K7M2 cells. The proportion of Calp6-P-GFP+ cells appeared stable in confluent 

cultures of the different cell lines with multiple cell passage, which suggests self-renewal activity 

in these cells (Supplementary Fig. 5A). However, the proportion of GFP+ cells decreased and 

that of GFP- cells increased during human and mouse cell proliferation (Supplementary Fig. 

5B,C). 

We then sorted 143B Calp6-P-GFP- and GFP+ cells to seed and culture them separately for 5 

days. The Calp6-P-GFP- cell culture contained only 0.1% GFP+ cells, whereas the Calp6-P-

GFP+ cell culture contained 35.4% GFP- cells (Fig. 2E). These results suggest that Calp6-P-

GFP- cells could result from GFP+ cell division. In another hand, Calp6-P-GFP+ K7M2 cell-

derived tumors displayed a histological heterogeneity and looked like tumors obtained with 

unsorted K7M2 cells (Fig. 2F). Together, these results suggest that calpain-6–expressing cells 

behave like self-renewing stem cells at the top of the cellular hierarchy.  

To further characterize the possible stem-cell features of these cells, we performed sphere 

formation assays as a classical test to show self-renewing stem-like cells (Grimshaw et al. 2008). 

Human and mouse cells were cultured on non-adherent plastic in stem-cell–specific medium. 

Every cell of the floating spheres at the 2- to 3-cell stage expressed GFP, but the proportion of 

Calp6-P-GFP+ cells was decreased in larger spheres and was not significantly different from that 

in adherent monolayer cultures of unsorted Calp6-P-GFP cells (Fig. 2G,H, Supplementary Fig. 
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5D). Colony-formation ability was greater for sorted Calp6-P-GFP+ cells of the different cell 

lines than Calp6-P-GFP- cells (Fig. 2I,J). Hence, Calp6-P-GFP+ cells appeared to be sphere-

initiating cells. This finding strengthens the idea that calpain-6–expressing cells have high 

tumorigenic potential because they have stemness features.  

Calpain-6 expression depends on the hypoxic environment and stem-cell pluripotency 

factors: Oct4, Sox2 and Nanog.  

A striking feature of the Calp6-P sequence is the high number and distribution of consensus sites 

for the stem-cell pluripotency factors Oct-4, Nanog and Sox2 (Fig. 3A). Under standard culture 

conditions (21% O2), chromatin immunoprecipitation (ChIP) failed to show Nanog or Sox2 

bound to Calp6-P (Fig 3B). However, as previously reported (Petruzzelli et al. 2014),(Mathieu et 

al. 2011), hypoxia (3% O2) upregulated the expression of these factors, which allowed for 

detecting Calp6-P–associated Oct-4, Nanog and Sox2 in sarcoma cells (Fig. 3B,C and 

Supplementary Fig. 6A,B,C). Hypoxia also increased the transactivation activity of Calp6-P (as 

shown by increased GFP expression) and calpain-6 expression in diverse cancer cell lines (Fig. 

3D; supplementary Fig. 7A,B,C).  

To determine whether calpain-6 expression was associated in vivo with hypoxic environments, 

mice with K7M2-cell–derived bone tumors were injected with pimonidazol as a 

hypoxyprobe(Aguilera & Brekken 2014). Immunofluorescence showed the highest calpain-6 

expression in hypoxic areas within tumor sections (Fig. 3E). Also, in human osteosarcoma 

sections, calpain-6 was detected in areas where hypoxia-inducible factor 1 α (HIF-1α) 

accumulated (Fig. 3F). We then used specific siRNA to block HIF-1α, Oct-4, Nanog or Sox2 

induction by hypoxia (Supplementary Fig. 6A,B,C). Consistent with the interdependency that 

was previously reported(Wang et al. 2013), the suppression of only 1 of the 4 transcription 

factors (HIF-1α, Oct-4, Sox2 and Nanog) was sufficient to block the hypoxia-dependent 



9 

 

expression of Oct-4, Nanog and Sox2 (Supplemental Fig. 6A,B,C). siRNA knockdown of Oct-4, 

Sox2 and Nanog also blocked the increased calpain-6 mRNA level in hypoxic cells (Fig. 3G). In 

contrast, co-expression of Oct-4, Nanog and Sox2 but not their individual expression increased 

calpain-6 mRNA level in cells cultured with 21% O2 (Fig. 3H). These results indicate that Oct-4, 

Nanog and Sox2 induced via HIF-1α act together to mediate hypoxia-dependent promotion of 

calpain-6 expression.  

Together, these findings show that Oct-4, Nanog and Sox2 function together as direct 

transactivators binding the regulatory sequence of calpain-6. Hence, calpain-6 is expressed in 

cells with a functional stem-cell pathway. 

Calpain-6 expression is required for sarcoma-cell tumorigenicity.  

To determine whether calpain-6 has a functional role during tumor development, we used double 

nicking by RNA-guided CRISPR-Cas9 in the K7M2 mouse cell line or a single crRNA sequence 

coded with Cas9 by a lentiviral vector to stably knock down calpain-6 expression in human cells 

(Supplementary Fig. 8A,B). CRISPR/Cas9 systems reduced calpain-6 mRNA expression and 

abolished calpain-6 upregulation induced by hypoxia (Fig. 4A,B).  

Calpain-6KD or control cells were then implanted into tibia of BALB/c mice or immunodeficient 

mice. Luciferase-expressing Calpain-6KD K7M2 cells generated a weak bioluminescent signal for 

the first two weeks that disappear thereafter.  In contrast, control K7M2 cells; formed tumors 

overtime (Fig. 4C). Similarly, knockdown of calpain-6 expression in human osteosarcoma 143B 

cells strongly reduced tumor development in tibias of immunodeficient mice (Fig. 4D). Survival 

was better for mice with calpain-6KD cell injection versus control cell injection (Fig. 4E,F). 

Therefore, calpain-6 not only can identify CSCs but also has a functional role during 

tumorigenesis. Indeed, calpain-6 knockdown resulted in a striking decrease in the proportion of 

Calp6-P-GFP+ cells in osteosarcoma populations (Fig. 4G). Consistently, calpain-6 knockdown 
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strongly suppressed colony formation on the non-adherent plastic in the serum-free stem cell 

medium (Supplementary Fig. 8C,D). Hence, calpain-6 acts to maintain the stem cell population. 

Lack of calpain-6 in sarcoma cells is associated with senescence.  

To further investigate the calpain-6 function in CSC, we analyzed transcriptomes of primary 

untreated human sarcomas, comparing tumors with low and high levels of calpain-6. Both RNA-

seq and microarray transcriptome profiling revealed lower levels of markers of senescence in 

calpain-6–expressing than –non-expressing tumors (Fig. 5A,B). Because senescence plays a 

crucial role in the response to chemotherapy and suppresses tumor growth by limiting cancer 

cells’ lifespan (Bartkova et al. 2006; Sharpless & DePinho 2005), these results appeared of 

particular interest. PCR confirmed that the expression of senescence-associated secretory 

phenotype (SASP) genes and levels of senescence markers p21 and p16 were lower in sorted 

Calp6-P-GFP+ than GFP- populations (Supplementary Fig. 9A,B). In situ, senescence-

associated-β-Galactosidase (SA-β-Gal) activity was mostly detected in very confluent GFP- cells 

(Fig. 5C). Flow cytometry further revealed that SA-β-Gal activity was reduced in Calp6-P-GFP+ 

cells of the different cell lines (Fig. 5D). However, calpain-6 knockdown increased SASP gene 

expression and enhanced the number of cells with SA-β-Gal activity (Supplementary Fig. 

9C,D,E). GATA4 is a p53-independent transcription factor that regulates SASP gene expression 

and senescence (Kang et al. 2015). Consistent with the data showing that hypoxia can prevent 

senescence, reduced O2 pressure decreased GATA4 protein level in 143B cells (Fig. 5E). 

However, hypoxia did not reduce GATA4 in calpain-6 KD cells (Fig. 5E).  and  GATA4 level was 

higher in the nucleus of Calp6-P-GFP- than GFP+ cells cultured in 3% O2 (Fig. 5F). These data 

suggest that calpain-6 is involved in the protective function of hypoxia in sarcoma cells. GATA4 

levels are regulated by p62-mediated selective autophagy (Kang et al. 2015). Treating the cells 

with bafilomycin A1, an inhibitor of autophagy, reversed the hypoxia-downregulated GATA4 
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(Fig. 5E), so hypoxia required active autophagy to reduce GATA4 levels. Because calpain-6 

knockdown had the same effect as bafilomycin A1 on the hypoxia-dependent level of GATA4, 

we hypothesized a possible role for calpain-6 during this degradation process. 

Calpain-6 expression is associated with dynamic autophagy flux.  

The protein p62 is processed with GATA4 in autophagy flux. Immunofluorescence showed an 

accumulation of p62 punctuates in hypoxic Calp6-P-GFP- cells (Supplementary Fig. 10A), which 

indicates a less dynamic autophagy process in these cells. Western blot analyses revealed higher 

levels of the autophagosome-associated form of LC3, LC3-II, in Calp6-P-GFP+ 143B cells 

(Supplementary Fig. 10B).  

We next measured autophagy flux by using bafilomycin 1A. This inhibitor of the lysosome 

terminal degradation disrupts autophagy flux and induces an accumulation of LC3-stained 

autophagosomes depending on the autophagy activity. Immunofluorescence and cytometry 

analyses revealed that bafilomycin induced more LC3 punctuates and greater LC3 accumulation 

(ΔLC3) in Calp6-P-GFP+ than GFP- cells (Fig. 6A,B and Supplemental Fig. 10C,D). The 

difference between GFP- and GFP+ cells of the different cell lines was detected when autophagy 

was challenged by hypoxia. These data indicate more active autophagy in hypoxic GFP+ than 

GFP- cells. As well, autophagy appeared to be active in calpain-6–expressing cells in tumors 

because immunofluorescence in human osteosarcoma tissues revealed that calpain-6–positive 

cells expressed very high levels of the autophagosome marker Lamp2 (Fig. 6C). We did not find 

any association between calpain-6 expression and levels of autophagy-related genes on 

transcriptome or PCR analysis of cell lines. However, the hypoxia-dependent autophagy flux 

(ΔLC3) was inhibited in calpain-6KD cells and strongly increased in calpain-6–overexpressing 

143B cells (Fig. 6D,E and Supplementary Fig. 10E). These results suggest that calpain-6 is 

directly involved in the autophagy process. Together, our data indicate that calpain-6 participates 
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in the promoting effect of hypoxia on autophagy and the preventing effect on senescence and 

thereby controls sarcoma stem-cell fate (Fig. 6F).  

 

Discussion  

Despite evidence that sarcomas contain cells with stem-like characteristics (Gibbs et al. 2005; 

Chen et al. 2009; Fujii et al. 2009; He et al. 2012; Suva et al. 2009), explaining the development 

of these tumors using the general concept of CSC is a challenge (Magee et al. 2012). Probably 

due to their various cellular origins and the multiple genetic alterations involved, specific and 

common markers or genetic signatures are still missing to distinguish stem cells from the bulk of 

sarcoma cells. Here, using the calpain-6 regulatory sequence-based reporter we identified cells 

that generated the other cell populations in monolayer and sphere cultures and in vivo during 

tumor formation in mice. We found that calpain-6 identifies cells that behave like stem cells at 

the top of cellular hierarchy. Moreover calpain-6 expression is restricted to a cell population with 

a functional regulatory network involving Oct-4, Sox2 and Nanog. Hence, calpain-6 is a target 

gene of a "stemness" pathway that is part of the common signature of embryonic stem and cancer 

cells (Glinsky 2008).  

Valent et al. defined CSCs as cells that confer malignancy to the tumors (Valent et al. 2012). The 

stemness pathway that controls calpain-6 expression was found upregulated in poorly 

differentiated tumors and associated with worse outcome (Ben-Porath et al. 2008). In our 

osteosarcoma mouse model, only calpain-6–expressing cells were able to generate a tumor, and 

suppression of calpain-6 inhibited tumor development in mouse and human cell-based mouse 

tumor models. Therefore, calpain-6–expressing cells are tumor initiating cells.  
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Calpain-6–expressing cells had unique metastatic capacities in our syngeneic mouse model. 

Moreover, we and others previously found that calpain-6–expressing cells are responsible for 

tumor chemoresistance (Rho et al. 2008; Marion et al. 2012). Hence, calpain-6 expression is 

definitively associated with malignant characteristics of sarcoma cells. Calpain-6 was able to 

identify these populations in cell lines from diverse origins and with various genetic alterations. 

Therefore, we propose calpain-6 as a marker of sarcoma SC.  

Of note, transcriptional activity of Calp6-P could not be reactivated in cells that did not express 

calpain-6, which suggests that the presence or absence of calpain-6 determines an irreversible 

modification of the cell fate, in contrast to the possible plasticity that was previously described 

for CSCs (Gao et al. 2014). Importantly, our results bring the first evidence of a possible 

hierarchical organization of sarcomas and demonstrate the contribution of stem cells to the 

development of these tumors.  

The hypoxic environment supports chemoresistance and aggressiveness of the tumor cells 

(Höckel & Vaupel 2001).  HIFs control the stemness pathway modulating the loop involving 

Oct4, Sox2 and Nanog (Petruzzelli et al. 2014). Our results indicate that calpain-6 expression is 

increased by hypoxia. We also show that calpain-6 is required for hypoxia-dependent autophagy 

flux and the prevention of senescence. Calpain-6 may be induced to mediate a specific stem-cell 

adaptation to the tumor environment. Because calpain-6 knockdown did not modify the 

expression of autophagy-related genes at the mRNA level but strongly impaired LC3 

accumulation, calpain-6 may not alter upstream signaling that controls autophagy induction but 

rather directly participates in the late phases of this process. This suggestion would be consistent 

with its role in microtubule stabilization and actin cytoskeleton organization (Tonami et al. 2007; 

Tonami et al. 2011) and could explain why the genomic analyses failed to reveal any relation 

between calpain-6 expression in tumors and autophagy.  
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Although autophagy may be involved as a tumor suppressor in early phases of cancer 

development, it seems to be required in advanced tumors. Especially, autophagy was found 

increased in various cancer cell spheres (Yang et al. 2017; Ran et al. 2017). Inhibition of 

autophagy in these models altered CSC behavior. Moreover, autophagy was proposed to be a key 

mechanism that contributes to the maintenance of normal and cancer stem-cell populations. 

Garcia-Prat et al. recently demonstrated that autophagy maintains the stemness of satellite cells 

by preventing senescence (García-Prat et al. 2016). To our knowledge, we bring the first evidence 

that this switch between autophagy and senescence fates may also play a crucial role in 

maintaining the CSC population during sarcoma development. This evidence has important 

implications for a therapeutic potential of calpain-6 inhibition that will be explored in future 

studies.  
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Figure legends  

Figure 1: Calpain-6-expressing cells are tumor-initiating cells. (A-C) Fluorescence 

microscopy of Calp6-P-GFP K7M2 cells. (B) RT-PCR analysis of calpain-6 mRNA expression in 

sorted Calp6-P-GFP- and GFP+ K7M2 cells. Data are mean ± SEM from 3 independent RNA 

extracts by two-tailed Student t test. (C) Immunofluorescence of luciferase-expressing cells 

(tumor cells) in sections of bone injected with unsorted Luc-Calp6-P-GFP or sorted Luc-Calp6-P-

GFP+ or GFP- K7M2 cells. The bones were collected 6 weeks post-implantation. Bone tissues 

from non-injected mice were a control. (D) Quantification of bioluminescent signal in tibias of 

Luc-Calp6-P-GFP K7M2-implanted mice during tumor growth. n= 6 mice/group. (E) Typical 

images of the bioluminescent signal in tibias of K7M2-implanted mice. (F) Representative photos 

of H&E stained lung sections from mice implanted for 6 weeks with unsorted Calp6-P-GFP or 

sorted Calp6-P-GFP- or GFP+ K7M2 cells. (G) Metastasis number. (H) Metastasis area. n=5 

mice (unsorted Calp6-P-GFP K7M2 cells), n=8 mice (sorted Calp6-P-GFP- or GFP+ K7M2 

cells). Data are mean  SEM. Two-tailed ANOVA test. (I) Cristal violet staining of K7M2 cells 

in lung cell cultures. Each well was seeded with lung cells from a K7M2 bone-implanted mouse. 

Arrows indicates cell clones.  

Figure 2: Calpain-6-expressing cells are at the top of the cellular hierarchy. (A,B) Analyses 

of cell cycle in Calp6-P-GFP- and GFP+ 143B cells (A) and K7M2 cells (B). (C,D) Flow 

cytometry of the proliferation marker Ki67 in 143B cells (C) and K7M2 cells (D). Data are mean 

fluorescence intensity. (E) Flow cytometry of Calp6-P-GFP-/+ cells 5 days after seeding of 

unsorted, sorted Calp6-P-GFP- or GFP+ 143B cells. (F) H&E of K7M2 and Calp6-P-GFP+ 

K7M2 cell–derived tumors. (G,H) Fluorescence microscopy of GFP in little spheres (left panel) 

and large spheres (right panel) of 143B cells (G) and K7M2 cells (H). (I,J) Stem-cell colony- 
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formation assays with 143B cells (I) and K7M2 cells (J). Data are mean ± SEM from 3 

independent cultures of 143B cells, and 4 independent cultures of K7M2 cells compared by two-

tailed Student t test.   

Figure 3: Oct4, Sox2 and Nanog mediate calpain-6 upregulation by hypoxia. (A) Regulatory 

sequence in 5’ upstream ATG in CAPN6. Consensus sites for Nanog, Oct4 and Sox2 are 

indicated. Shaded text indicates putative promoters. (B) ChIP of genomic DNA from 143B cells 

with control Ig, anti-Oct-4, anti-Sox2 or anti-Nanog antibodies. Cells were cultured in 21% or 3% 

O2. Immunoprecipitated chromatin was analyzed in agarose gels or by qPCR. Data are mean ± 

SEM from 3 different immunoprecipitations by two-tailed Student t test. a1=0.063, a2=0.169, 

a3=0.073, a4=0.053 and a5=0.023, a6=0.0318 are p values comparing to mock 

immunoprecipitation. (C) RT-qPCR and western blot analysis of calpain-6 in 143B and K7M2 

cells cultured in 21% or 3% O2. Data are mean ± SEM of 3 extracts from different cultures. (D) 

Representative immunofluorescence of calpain-6 and hypoxyprobe on sections of K7M2 cell-

derived bone tumor. (E) Representative immunofluorescence of calpain-6 and HIF-1α in sections 

of human osteosarcoma. (F) RT-qPCR analysis of calpain-6 mRNA expression in 143B cells 

transfected with control, Oct-4, Sox2 or Nanog siRNA in 143B cells cultured in 21% or 3% O2. 

(G) RT-qPCR analysis of calpain-6 mRNA expression in 143B cells transfected with empty 

vector or Oct-4, Sox2 and/or Nanog coding vectors. Data are mean ± SEM of 3 extracts from 

different cultures compared by two-tailed Student t test. a1=0.048, a2=0.001, a3=0.005, 

a4=0.008, a5=0.0007, a6=0.048, a7=0.037, a8=0.001, a9=0.006, a10=0.001 are p values 

comparing to control cells in 21% O2. b1=0.007, b2=0.009, b3=0.006 are p values comparing to 

control cells in 3% O2. 

Figure 4: Calpain-6 knockdown inhibits tumorigenesis. (A,B) RT-qPCR of calpain-6 in 

control and calpain-6 knockdown (calpain-6KD) K7M2 cells (A) and 143B (B) cells cultured in 
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21% or 3% O2. (C) Mean bioluminescence intensity in control and calpain-6KD K7M2 cell-

implanted mice. n=6 mice/group. (D) Mean bioluminescence intensity in tibias of control and 

calpain-6KD 143B cell–implanted mice. n=5 mice/group. (E,F) Kaplan-Meier survival curves for 

mice implanted with K7M2 (E) and 143B (F) cells. (G) Flow cytometry of Calp-6-GFP+ cells in 

calpain-6KD 143B and TC71 cell populations. 50 000 cells were analyzed. Data are mean  SEM. 

Figure 5: Calp6-P-GFP+ cells are less prone to enter senescence. (A,B) Senescence-

associated secretory phenotype (SASP) gene expression in tumors with and without calpain-6 

expression from transcriptomic analyses in sarcomas of soft tissues. (A) RNA sequencing. 

Cutoff=1 for calpain-6 expression. n=71 tumors calpain-6<1, n=24 tumors calpain-6>1. (B) 

Affymetrix RNA microarray. Calpain-6 expression cutoff is 3. n=239 tumors calpain-6<3, n=100 

tumors calpain-6>3. Data are median; box edges are interquartile range; whiskers are range. p 

values are from two-tailed Mann-Whitney U test (C) Detection of senescence-associated ß-

Galactosidase (SA-ß-Gal) activity in Calp6-P-GFP- and GFP+ 143B cells and K7M2 cells. 

Membrane GFP was revealed by immunohistochemistry. (D) Flow cytometry of SA-ß-Gal 

activity in Calp6-P-GFP- and GFP+ 143B, TC71 and K7M2 cells and quantification. Data are 

mean ± SEM from n=34 980 (143B), 35 150 (TC71) and 33 282 (K7M2) GFP- cells; n= 9 630 

(143B), 7 243 (TC71) and 13 390 (K7M2) GFP+ cells. a1<10-8 a2<10-8 and a3<10-8 are p values 

(GFP-/+ cells) determined by two-tailed Student t test. (E) Western blot analysis of GATA4 in 

control and calpain-6KD 143B cells. Data are mean ± SEM from 3 independent blots evaluated by 

two-tailed Student t test. Actin was a loading control. (F) Representative immunofluorescence of 

GFP and GATA4 in Calp6-P-GFP 143B cells. Data are mean ± SEM for 100 cells evaluated by 

two-tailed Student t test. White and green arrows indicate GFP- and GFP+ cells.  
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Figure 6: Calpain-6 controls autophagy in sarcoma stem cells. (A) Representative 

immunofluorescence of GFP and LC3 punctuates in Calp6-P-GFP 143B cells and quantification 

with and without bafilomycin A treatment. Data are mean ± SEM for 100 cells evaluated by two-

tailed Student t test. White and green arrows indicate GFP- and GFP+ cells. (B) Flow cytometry 

and quantification of LC3 accumulation with and without bafilomycin A treatment (ΔLC3) in 

143B cells. n=25 000 GFP- cells n=3 800 GFP+ cells. (C) Representative immunofluorescence of 

calpain-6 and Lamp2 in sections of human osteosarcomas. White and red arrows indicate calpain-

6- and calpain-6+ cells. (D) ΔLC3 quantification in control and calpain-6KD 143B cells. n=50 000 

cells. (E) ΔLC3 quantification in control and calpain-6–overexpressing cells. n=50 000 cells. 

Data are mean ± SEM from 3 independent blots evaluated by two-tailed Student t test. (F) 

Schematic of calpain-6 participating in the promoting effect of hypoxia on autophagy and the 

preventing effect on senescence, thereby controlling sarcoma stem-cell fate.   
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Methods 

Osteosarcoma and Ewing sarcoma cells. Human 143B and U2OS and murine K7M2 

osteosarcoma cell lines, human PC3 prostate and MDA-MB-231 breast adenocarcinoma cell lines 

were obtained from ATCC. Ewing Sarcoma TC71 cells were kindly provided by Dr. Didier 

Surdez (Institut Curie, Paris, France). The different cell types were maintained in Dulbecco's 

Modified Eagle's Medium (DMEM) supplemented with 10% of fetal calf serum (FCS) and 

antibiotics (100 IU/ml penicillin and 100 μg/ml streptomycin). The cells were transfected using 

Transfast reagent (Promega). Lentiviral particles were prepared in 293T cells using the Lentiviral 

Packaging Plasmid kit (Cellecta) and then mixed with FSC-free medium containing 1µl/ml 

polybrene for transductions. For stable genomic integration of exogenous DNA, transfected or 

transduced cells were selected with G418 (Gibco) or Blasticidin (Invitrogen). To block autophagy 

process the cells were treated for 4 hours with 10 nM Bafilomycin A1 (Sigma Aldrich).  

 

Calp6-P constructions. The promoter sequences in CAPN6 were extracted from the 5’ region 

upstream the ATG codon and transcription factor analysis was performed using 

Genomatix/MatInspector softwares. To determine the transcription start site we used the 

SMARTer RACE cDNA Amplification Kit (Clontech). The 6988 bp in 5’ upstream of ATG were 

amplified using PAC RCPI-6 (Lifetechnologies) as template and cloned between the BamHI-

EcoRV sites in pcDNA3.1zeo (Clontech) and then subcloned into the Kpn1-XhoI sites in 

pGL4.10 (Promega) or in the Kpn1-BamHI sites in pZsGreen1-1 (Clontech). Then pzsGreen 

sequence was replaced by membrane GFP using the In-Fusion cloning kit (Clontech). The 

different constructions were checked by sequencing. The primers that were used for 

amplifications are listed in supplementary Table I.   
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Gene knockdown. To selectively inhibit HIF-1α, Oct4, Sox2 or Nanog, sarcoma cells were 

transiently transfected with control or specific siRNA (Santa Cruz Biotechnology). Calpain-6 

expression was suppressed in mouse sarcoma cells using a set of plasmids (Santa Cruz 

Biotechnology) coding crRNAs and Cas9 for double nicking of Capn6.Two different single 

crRNA cloned into the pLentiCRISPR v2 (GenScript) were tested for calpain-6 knockdown in 

human cells. The crRNA targeting exon 2 (TGATGACCCCCATCTGATTG) showed the higher 

ability to decrease calpain-6 expression. 

Gene expression. Calpain-6 expressing lentiviral vector was constructed as previously 

described(Dieudonné et al. 2010). Pre-made lentiviral particles were used for luciferase 

expression under the control of EF1α promoter (LVP433 Amsbio).   

Sphere formation assay. Cells were plated at a density of 106 cells in 75cm2 ultralow attachment 

flasks (Corning Inc) and cultured in serum-free xeno-free DMEM/F12 containing Essential 8 

supplement (ThermoFisher Scientific). This medium is optimized for pluripotent stem cell 

culture.  At day 7, the spheres were dissociated and re-plated in the same conditions. Floating 

colonies were analyzed using a fluorescent Zeiss microscope interfaced with the software 

ZenPro. To quantify sphere formation, sarcoma cells (3000 cells/well) were plated on Geltrex 

matrix-coated ultralow attachment plates and cultured in the same condition as for the sphere 

formation assay. Geltrex (ThermoFisher) is a soluble form of reduced growth factor basement 

membrane extract that allowed for cell attachment. The cell colonies were stained using cristal 

violet and analyzed with an Evos cell imaging system (ThermoFisher Scientific). 

Transactivation assays. Sarcoma cells were seeded in 24-well plates and transfected with 1.5µg 

Calp6-P-LUC or empty pGL4.10 plasmid with 2.5ng/well phRL-SV40, a Renilla expression 
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plasmid serving as internal transfection control. Firefly and Renilla luciferase activities were 

measured sequentially using Luciferase Reporter Assay System (Promega) 24 hr after 

transfection. Luciferase activity was normalized to Renilla activity and to values obtained with 

cells transfected with empty pGL4.10.  

 

Chromatine immunoprecipitation. To test binding of Oct4, Sox2 and Nanog to Calp6-P we 

used the Stem Cell Master Regulator Assay kit (Cell Signaling). Briefly, the cells were fixed with 

1% formaldehyde in the medium, genomic DNA was extracted, fragmented by sonication and 

incubated with specific antibodies or control immunoglobulin for immunoprecipitation on 

magnetic beads. Immunoprecipitated DNA or control inputs were then amplified using Calp6-P 

specific primers (Supplementary Table I).  

Immunoblot analyses. The cells were washed with cold phosphate buffered saline and then 

lysed on ice in 50mM TRIS (pH 7.5) buffer containing 150 mM NaCl, 1% NP-40, 10% glycerol 

and protease inhibitors. Proteins lysates were subjected to SDS-PAGE, electro transferred oon 

PVDF membrane, incubated with the primary antibodies and then with appropriate horseradish 

peroxidase-conjugated antibody. The signals were visualized using a chemiluminescent detection 

system (Azure Spectra). Band quantifications were performed using image J.  

RT-qPCR analysis. Total RNA were isolated using TRIzol reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA). 

Reverse transcription was performed with random primers using High-Capacity cDNA Reverse 

Transcription Kit (Applied Biosystems). Real time Quantitative PCR was then performed using 

primers listed below and SensiFAST™ SYBR® No-ROX Kit (Bioline) on LightCycler 480 

(Roche Applied Science, IN). Actin and PPia or Actin and HPRT served as housekeeping genes. 

Fold changes were normalized using the ΔΔCt formula.  
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SA-β-galactosidase activity. For in situ determination of SA-β-galactosidase activity the cells 

were washed in phosphate saline buffer, fixed with 1% formaldehyde and 0.2% glutaraldehyde  

and incubated for 24 hours at 37 °C in freshly prepared staining buffer (5 mM K3Fe[CN]6, 5 mM 

K4Fe [CN]6, and 2 mM MgCl2, pH 6) containing 1 mg /mL X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-

β-D-galactoside. The cells were then fixed with 4% paraformaldehyde for immunocytochemistry. 

To determine SA-β-galactosidase activity using flow cytometry, the cells were cultured in the 

presence of 33 µM 4-Methylumbelliferyl-β-D-galactopyranoside (MUGal, Sigma Aldrich) for 

2hrs.  

Immunochemistry. Sarcoma cells were cultured on sterile coverslips and fixed with 4% 

paraformaldehyde in PBS. Slices of formalin-fixed and paraffin-embedded osteosarcoma tissues 

from surgically resected tumor of 5 patients after preoperative chemotherapy were kindly 

provided by Dr. Guinebretière (Department of Pathology, Institut Curie-Centre René Huguenin, 

St Cloud, France). Informed consent was obtained from each patient or the patient’s guardian. 

Mouse and human tissue sections were deparaffinized, incubated with blocking buffer and then 

with primary antibodies (listed in table II). The secondary antibodies consisted in DyLight-550 or 

-480 conjugated anti- IgG (Pierce). Nuclei were counterstained with DAPI at 0.1 µg/ml (Life 

Technologies). For chromogenic detection, ImmPRESS HRP polymer detection kit anti-goat 

(Vector labs) was used and the coloration was carried out using DAB HRP substrate (Vector 

Labs). 

 

Flow cytometry analyses. For intracellular staining the cells were fixed and permeabilized using 

Fix-Perm kit (eBiosciences) before incubation with the antibodies. PKH26 Red Fluorescent Cell 

Linker Kit was used as membrane marker at the onset of the culture (Sigma Aldrich). 
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Fluorescence analysis was performed in FACS CANTO II using Diva software (Becton 

Dickinson). A representative gating strategy is shown in supplementary Fig. 4. 

Transcriptomic analysis. The FSG database, which is part of the Conticabase 

(www.conticabase.org), was previously described(Chibon et al. 2010; Lesluyes et al. 2016). It 

contains data from adult soft tissue sarcomas treated in 11 centers, including a description of 

subjects, primary tumors, treatment, follow-up and availability of tumor samples. Every case was 

histologically reviewed by the pathologist subgroup and classified according to the 2002 World 

Health Organization classification by histology, immunohistochemistry and molecular genetics 

and cytogenetics when needed. We selected two cohorts of soft tissue sarcomas with no recurrent 

chromosomal translocations and for which a frozen tissue of the primary untreated tumor was 

available. According to French law at the time of the study, experiments were performed in 

agreement with the Bioethics Law 2004 800 and the Ethics Charter from the National Institute of 

Cancer; all subjects signed a nonopposition statement for research use of the sample. Gene 

expressions were analyzed from a microarray experiment using GeneChip human genome U133 

Plus 2.0 Array (Affymetrix) that has been deposited at Gene Expression Omnibus with accession 

number GSE21050 or from RNA-seq expressions available on Gene Expression Omnibus under 

accession GSE71119.  

Mouse osteosarcoma model. S/SPF BALB/cByJ and S/SOPF SWISS NU/NU mice were 

purchased from Charles River Breeding Laboratories. They were 4-5 weeks old males. Mice were 

kept in accordance with the institutional guidelines of the French Ethical Committee and under 

the supervision of authorized investigators. In vivo experiments were approved by the Local 

Ethical Committee (No.CCEA70 Date APAFIS #6947). Bone tumors were obtained by injecting 

the cells into the right tibia of the mice as previously described(Dieudonné et al. 2012). Mice 

http://www.conticabase.org/
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were anesthetized with a Ketamine/Xylasine mix (100/50 mg/kg), the right tibia was drilled and a 

needle was inserted to inject the cell suspension (5 103-5 104 cells in 5 µl). Tumor growth was 

monitored in live animal every week by bioluminescence imaging, using D-Luciferin (Promega). 

Image acquisition was performed with the ONYXTM dark box system (Stanford Photonics, Inc). 

Animals were sacrificed 6 weeks after tumor inoculation. For histological analysis, resected bone 

and lung specimens were fixed in 4% paraformaldehyde and paraffin embedded for 

immunofluorescence or H&E staining. 

Image acquisitions and processing. Image acquisitions were done using the ApoTome optical 

sectioning system (Zeiss) with inverted microscope (Zeiss Axio Observer Z1) for 

immunofluorescent images, and with a Nikon microscope (type 120c) for chromogenic images. 

Zenpro (Zeiss)  and Adobe Photoshop were used for image processing. For comparison of 

fluorescence images, contrast and brightness were adjusted identically. All other quantifications 

were performed using ImageJ software. 

Statistics. Data are presented as mean ± S.E.M. Every experiment was performed at least three 

times. Statistical analysis was performed using unpaired two-sided Student’s t test. GraphPad and 

LePAC softwares were used for the statistical analyses.  
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Supplementary Figure 1: Identification of the active promoter and characterization of the 

regulatory sequence in the 5’ sequence upstream coding region in CAPN6. (A) Rapid 

Amplification of cDNA Ends (RACE) was performed with mRNA extracts from U2OS and 293T 

cells. The internal primer was CTTTCGGGTAGCCACGAGCCAGGT to amplify the 5’ end of 

the calpain-6 cDNA. (B) The longer PCR product (arrow) was cloned and sequenced. The 

sequence was aligned with the CAPN6 gene sequence showing that the mRNA originates from 

the distal promoter. Black letters are fragments of the CAPN6 sequence (Gene ID: 827; 

NC_000023.11) with putative distal and proximal promoters separated with the dotted line. Red 

letters are the sequence from the RACE experiment. (C) mRNA origin in the distal promoter was 

checked by RT-PCR with RNA extracts from U2OS, 143B and SaOS2 cell lines. F1 is the 

forward primer in the proximal promoter (promoter 1), F2 is the forward primer in the distal 

promoter (promoter 2), R is the reverse primer. Actin was a housekeeping gene. 

Supplementary Figure 2: The transactivation activity of Calp6-P is regulated by ET-1 

depending on activation of the NF-kB pathway. (A) The 6 988-bp sequence upstream ATG 

was cloned in the pGL4.10 vector (Promega). (B) Sarcoma cells were seeded in 24-well plates 

and transfected with the empty pGL4.10 plasmid or Calp6-P reporter construct with phRL-SV40, 

a renilla expression plasmid that served as internal control. At 24 hr after transfection, cells were 

cultured for 6 hr in serum-free medium, then treated with 1 µg/mL endothelin 1 (ET-1). Renilla 

and luciferase activity was measured by using chemoluminescent substrates. Data are mean ± 

SEM from 4 wells evaluated by two-sided Student t test. RLU, relative light units. 

Supplementary Figure 3: Calpain-6 and GFP expression are associated in human Calp6-P-

GFP cells. (A) Diagrammatic representation of the Calp6-P-GFP transgene. The reporter 
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construct consisted in a sequence coding membrane GFP controlled by the calpain-6 regulatory 

sequence (Calp6-P). Sarcoma cells were transfected with this construction and selected with 

neomycin for stable integration. GFP expression was monitored by fluorescence microsopy 

Calp6-P-GFP 143B cells were sorted according to GFP expression by flow cytometry in 

ImagoSeine platform (Paris Diderot University, Paris, France). (B) RT-PCR analysis of calpain-6 

mRNA expression in sorted Calp6-P-GFP- and GFP+ 143B cells. Data are mean ± SEM from 3 

independent RNA extracts evaluated by two-sided Student t test. (C) Western blot analysis of 

calpain-6 protein level with protein extracts from Calp6-P-GFP+, GFP- and unsorted cells. 

GAPDH was a loading control. 

Supplementary Figure 4: Switch in G2/M at the expense of G0/G1 and increased 

proliferation for calpain-6–expressing human TC71 Ewing cells. (A-E) Flow cytometry of 

DNA content in Calp6-P-GFP- and GFP+ cells. (A) Gating strategy to select Calp6-P-GFP- and 

GFP+ cells. Starting number of cells was 50 000. The selected cells in P2 were analyzed for GFP 

expression. P3 and P4 contained 32 278 GFP- and 7684 GFP+ cells, respectively. (B) Dye Cycle 

Violet fluorescence was measured for GFP- and GFP+ cells. Cell cycle phases were determined 

according to DNA content. (C) The proportion of cells in each phase. (D) Calp6-P-GFP TC71 

cells were labeled with a PeCy7-conjugated anti-Ki67 antibody. Mean fluorescence intensity 

(MFI) of Ki67 labeling for GFP- or GFP+ TC71 cells. N=50 000 cells. Means were compared by 

two-sided Student t test. 

Supplementary Figure 5: Calp6-P-GFP+ cell population is stable in confluent cultures but 

decreases during cell growth. (A) The proportion of Calp6-P-GFP+ cells analyzed in the cell 

lines indicated. Cells were seeded at 500 000 cells/flask and cultured for 7 days. Some cells were 

analyzed for GFP expression and the others were seeded again. This was repeated 3 times (P1, P2 

and P3). Control cells did not have the GFP-reporter system. (B,C) Flow cytometry of cell 
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divisions. 143B cells (B) or K7M2 cells (C) were seeded at low density and labeled with PE-

conjugated PKH26. Fluorescence of this membrane marker and GFP expression are reported at 

day 1, 2, 4 and 7. (D) Flow cytometry of the proportion of Calp6-P-GFP+ cells in adherent 

confluent culture and in large spheres comprising more than 50 cells. 50 000 cells were used as a 

starting cell population. 

Supplementary Figure 6: Increased Oct4 and Nanog expression in hypoxia depends on the 

stem-cell pathway involving Oct4, Nanog and Sox2. (A-C) RT-PCR analysis of siRNA 

inhibition of Oct4, Sox2, Nanog or HIF-1α on the hypoxia-dependent induction of Nanog (A) and 

Oct4 (B) and Sox2 (C). Data are mean ± SEM in 3 independent wells evaluated by two-sided 

Student t test. a1=0.041; a2=0.0006; a3= 0.078 are p values comparing cells cultured in 21% and 

3% O2. (D) Scheme of the regulation circuitry of stem-cell transcription factors by hypoxia in 

sarcoma cells. 

Supplementary Figure 7: Hypoxia increases Calp6-P transactivation activity and calpain-6 

expression. (A-B) Western blot analysis of calpain-6 and GFP protein levels from Calp6-P-GFP 

143B (A) and K7M2 (B) cells. Cells were cultured for 24 hr with 21% or 3% O2. Tubulin was a 

loading control. (C) Western blot analysis of calpain-6 protein level in cell lines cultured with 

21% and 3% O2. Actin was a loading control. 

Supplementary Figure 8: Calpain-6 knockdown reduces stem cell colony formation. (A) 

Immunofluorescence of calpain-6 (red) in control and calpain-6 knockdown (calpain-6KD) by 

RNA-guided CRISPR-Cas9 in K7M2 cells. (B) Western blot analysis of calpain-6 protein level 

in control and calpain-6KD 143B cells. Actin was a loading control. (C-D) Control or calpain-6KD 

human 143B (C) or TC71 (D) cells were seeded on non-adherent plastic coated with a growth 

factor-free matrix for cell attachment and cultured in serum-free stemcell medium. Data are mean 

± SEM of 4 independent wells evaluated by two-sided Student t test. 
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Supplementary Figure 9: Calpain-6 deficiency is associated with increased senescence. 

(A,B) RT-qPCR analyses of mRNA levels of senescence markers in sorted Calp6-P-GFP- and 

GFP+ human sarcoma 143B cells (A) or mouse K7M2 cells (B). (C) RT-qPCR analyses of 

mRNA levels of SASP genes in control and calpain-6KD 143B cells. Data are mean ± SEM of 3 

independent cell extracts evaluated by two-sided Student t test. (D) Representative photos of 

senescence-associated SA-β-gal+ cells in confluent control and calpain-6KD 143B cells from 4 

cultures. Scale bars, 400 µm. (E) Quantification of SA-β-gal+ cells in control and calpain-6 KD 

K7M2 cells. Data are mean ± SEM of 3 cultures evaluated by two-sided Student t test. 

Supplementary Fig. 10: High autophagy in calpain-6 expressing cells. (A) Quantification of 

p62 punctuates in 143B cells cultured in 3% O2. White and green arrows indicate GFP- and 

GFP+ cells. Data are mean ± SEM in 150 Calp6-P-GFP- and GFP+ cells by two-sided Student t 

test. (B) Western blot analysis of autophagosomes-associated form of LC3, LC3-II, in protein 

extracts from sorted 143B Calp6-GFP- and GFP+ cells. (C) Flow cytometry quantification of 

ΔLC3 in mouse Calp6-P-GFP- and GFP+ K7M2 cells. n=89 000 GFP- cells n=3 300 GFP+ cells. 

(D) Flow cytometry quantification of ΔLC3 in human Ewing Calp6-P-GFP- and GFP+ TC71 

cells. n=40 000 GFP- cells n=6 500 GFP+ cells. (E) Flow cytometry quantification of ΔLC3 in 

control and calpain-6KD TC71 cells. n=50 000 control or calpain-6 KD cells. Cells were cultured 

in 3% O2. Data are mean ± SEM; p values determined by two-sided Student t test. 
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Supplementary data. Table I : The list of primers 

   Forward Reverse 

PCR RACE CAPN6  5’-CTTTCGGGTAGCCACGAGCCAGGT-3’ 

TSS 
Checking 

F1 5’-CCTCATTCTAGGCATAGTTCAACAC-3’ 
 

5’-TGACTTGTTGCCCACCATTA-3’ F2 5’-TGGGGTTACCTGGCTAACAG-3’ 

Cloning 
Calp6-P 5’-CGGGGTACCACTGTGATGCA 

GTATAGTATTTATAGGGA-3’ 
5’-TCCCCCGGGAGTGTTGAACTATGCC 

TAGAATGAGGCCTCATTCTAGGC-3’ 

mGFP 5’-AGCACAGTGGCGGCCGCATTA 
AGGGTTCCGGATCATC-3’ 

5’-TCTAGAGTCGCGGCCGCTTACTTGT 
ACAGCTCGTCC-3’ 

qPCR 

Calpain-6 
Human 5'-ATGATCCCCTGATGAACCGC-3' 5'-GTAAGTGCGCAGGTCCTTCT-3' 

Mouse 5'-TGCTGTTTCCACCTGCCTAA-3' 5'-TGGGATGTCAGGCTAGACCA-3' 

Oct4 Human 5'-AGCCTGGGGTACCAAAATG-3' 5'-AGCGATCAAGCAGCGACTAT-3' 

Sox2 Human 5'-TTGCTGCCTCTTTAAGACTAGGA-3' 5'-CTGGGGCTCAAACTTCTCTC-3' 

Nanog Human 5'-TTCCTTCCTCCATGGATCTG-3' 5'-CTTTGGGACTGGTGGAAGAA-3' 

IL-1 Human 5'-TTCGAGGCACAAGGCACAA-3' 5'-TGGCTGCTTCAGACACTTGAG-3' 

IL-8 Human 5'-GAGCCAGGAAGAAACCACCG-3' 5'-TGGCAAAACTGCACCTTCACA-3' 

IL-6 Human 5'-GGCACTGGCAGAAAACAACC-3' 5'-GCAAGTCTCCTCATTGAATCC-3' 

p16 Mouse 5'-CGGGGACATCAAGACATCGT-3' 5'-TGAGGCCGGATTTAGCTCTG-3' 

p21 Mouse 5'-GACCAGCCTGACAGATTTCTATC-3' 5'-TAAGGCCGAAGATGGGGAAG-3' 

Actin Human 5'-GAGAAGAGCTACGAGCTGCCTG-3' 5'-GGTAGTTTCGTGGATGCCACA-3' 

Actin Mouse 5'-GGCTGTATTCCCCTCCATCG-3' 5'-CCAGTTGGTAACAATGCCATGT-3' 

HPRT Mouse 5'-TGAAGCGCTGCCAGTATGT-3' 5'-GGTCGCTCAGAGCCTTGTA-3' 

PPia Human 5'-GTCAACCCCACCGTGTTCTT-3' 5'-CTGCTGTCTTTGGGACCTT-3' 

GAPDH Human 5'-CGAGATCCCTCCAAAATCAA-3' 5'-TGTGGTCATGAGTCCTTCCA-3' 

ChIP Cap6-P Human 5’-AGAGCTTGGTACAGCCCAAA-3’ 5’-TCCAGGGTAAGTTTGCGAAT-3’ 
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Supplementary data. Table II : The list of antibodies. IF: Immunofluorescence; FC: Flow 
Cytometry; WB: Western Blot; IHC: Immunohistochemistry; ChIP: Chromatine 
ImmunoPrecipitation. 
 

Protein Host Supplier Dilution 
Luciferase Rabbit Santa-Cruz 1:200 (IF) 

Ki67 Rat eBiosciences 1:200 (FC) 

Calpain-6 
Rabbit Abbexa 1:10000 (WB) 
Goat Santa-Cruz 1:100 (IF) 

Pimonidazole 
Adducts 

Mouse Hypoxyprobe 1:100 (IF) 

HIF-1α Rabbit Santa-Cruz 1:100 (IF) 

GFP Goat Abcam 
1:10000 (WB) 
1:500 (IHC) 

GATA4 Mouse Santa-Cruz 
1:500 (WB) 
1:100 (IF) 

Actin Rabbit Sigma-Aldrich 1:1000 (WB) 
α Tubulin Mouse Santa-Cruz 1:1000 (WB) 
GAPDH Mouse Santa-Cruz 1:1000 (WB) 

LC3 Rabbit Sigma-Aldrich 
1:1000 (WB) 

1:200 (IF) 
LC3-Biotin Rabbit Novus Biological 1:200 (FC) 

Lamp2 Rat Abcam 1:100 (IF) 
Oct4 Rabbit Cell signaling 1:50 (ChIP) 
Sox2 Rabbit Cell signaling 1:50 (ChIP) 

Nanog Rabbit Cell signaling 1:50 (ChIP) 
p62 Rabbit Santa-Cruz 1:100 (IF) 

Biotin Mouse Miltenyi 1:200 (FC) 
 











IL-8 IL-6 IL-1β IL-7 IL-15 CCL8 

p= 0.001  

p= 0.001  

p= 0.001  

p= 0.0465  

p= 0.0378  

p= 0.031  

IL-8 IL-6 IL-15 CCL8 

p= 2 10-4  
p= 0.020  

p= 6 10-4  

p= 0.017 

Calp6-P-GFP 143B Cells 

α-
G

F
P

/ 
S

A
-β

-g
a
la

c
to

s
id

a
s
e
 a

c
ti

v
it

y
 

 

Calp6-P-GFP K7M2 Cells 

M
F

I 
 

DAPI-SA-β-GAL 

GFP- Cells 

GFP+ Cells 

Figure 5 
A 

M
e
a
n

 I
n

te
n

s
it

y
/c

e
ll

 (
A

U
) 

B 

F 

GATA4  

Control Cells 
Calpain-6KD 

Cells 

Actin 

Bafilo       -      -      +      +      -      - 

%O2 21 3 21 3 21 3 

G
A

T
A

4
/A

c
ti

n
 (

%
) 

Bafilo    -        +        - 
Calp6  +        +        - 

a1 

a2 

a3 

p=0.047 

0 

50 

100 

150 

200 21% O2 

3% O2 

0 

50 

100 

150 

200 

250 

300 

350 

GATA4 

DAPI α-GFP α-GATA4 

10µm 

E 

p=2.9 10-8 

0 

5 

10 

15 

20 

Calpain-6 < Cutoff 1 

D C 

Calp6-P-GFP- Cells 

Calp6-P-GFP+Cells  

Calpain-6 > Cutoff 1 

Calpain-6 < Cutoff 3 

Calpain-6 > Cutoff 3 

Calp6-P-GFP- Cells 

Calp6-P-GFP+Cells  





Supplementary Figure 1: Identification of the active promoter and characterization of the regulatory sequence in the 5’ sequence upstream 
coding region in CAPN6. (A) Rapid Amplification of cDNA Ends (RACE) was performed with mRNA extracts from U2OS and 293T cells. The 
internal primer was CTTTCGGGTAGCCACGAGCCAGGT to amplify the 5’ end of the calpain-6 cDNA. (B) The longer PCR product (arrow) was 
cloned and sequenced. The sequence was aligned with the CAPN6 gene sequence showing that the mRNA originates from the distal promoter. Black 
letters are fragments of the CAPN6 sequence (Gene ID: 827; NC_000023.11) with putative distal and proximal promoters separated with the dotted 
line. Red letters are the sequence from the RACE experiment. (C) mRNA origin in the distal promoter was checked by RT-PCR with RNA extracts 
from U2OS, 143B and SaOS2 cell lines. F1 is the forward primer in the proximal promoter (promoter 1), F2 is the forward primer in the distal 
promoter (promoter 2), R is the reverse primer. Actin was a housekeeping gene. 

 

CTTTCCTCTTAACAATCCCTTCTCTCTGTCTTTGACCAAATGTTACCTGTTGTTTCACGAAGTGACCTTTTCTTCATTGCACCCCATTAGCTGCTCTTTCAC

TCCCAGTCACTTCCTGAAGTCCTCATCACTATCACAGATCTGCCTACCAGGGCCATGTCTGACCAGGGCCATGTCTGCAGCCTAGCCCATATTAACTTT

GCCAACACTTCACCATTTTTCTCTGCATGTCCTCTCTCTAGTAATGTGCATGTCTGTGATATTAACCCTGGGACAGAAAAGTAAGAAATCTATCAGAATCC

TCGCTGAAAGTCTTATTTCTCCTTGAAACCGAAAGAGCTTTCAAACGTGGCTTCCTGAGTTTTTCAGTTTGCTGGTGGGTGGGTCTGGAGTGGGCATCC

CGTCTGCACATCTGGTAGAGGCACTTTCCACATTTTCCTCATGACTCAGGATCAGTTTCTGACTGCTGGGCGGGGCAAAGCCTCCTGAAGTTGCTGCG

AGGCACCTCCCCCTGTGAGCAGAGCTTGGTACAGCCCAAATAGTTTTCAGGTTAAGAAAGCCAGAATCTTTGTTCAGCCACACTGACTGAACAGACTTT 

                                                                         ACAGCCCAAATAGTTTTCAGGTTAAGAAAGCCAGAATCTTTGTTCAGCCACACTGACTGAACAGACTTT 

TAGTGGGGTTACCTGGCTAACAGCAGCAGCGGCAACGGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGGGCTCCTGGGATAACTCAGGT 

TAGTGGGGTTACCTGGCTAACAGCAGCAGCGGCAACGGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGGGCTCCTGGGATAACTCAGG.… 

GAGTAGAGAGGGAATTCGCAAACTTACCCTGGAGTTTTATTTCCTGGATAAC……………..…………………………..…………………………………………  

……………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………. 

 

ACAATCTTTCTGTCTTTCCTTGTCTTTGGAGGCCATCTGCTGAGCTGTTTCTTGCAGTAGTCTTCCTGGCCAATAATAAAAAATGCAAAGCTCTTAAATGA

CAAGACGGAAGAAATTGTGTAAAAAGACTTGCTGGAATGGAAAGAGGCTGCTTTTCCCCTCATGCACAAAGTGTGCGACTCTCCAGGGCACCAAATTAT

TCTGACTACAGTAAAGTGATTTTTCCCTTATCTTCAAGTTGTTCTCTGCCTTGAACTACTCCCTGCTGGTGTAAATGGAAGACTTCTCTTTAAATTATAATG

AATCACATTTAATTCACAATCTTTACTTTTATTATTGATTTTTCCCCAATAAGATTAAGGCCCATATTGCCCCATTTGACAGATAAAGAAACTGAGACCCAA

AATGGTTAGGTGCCTTACCCAAGGCCCCATACTAATTAGTTGCGGAGTGTGGACACTTCTTTCTTTGAAAATGGTGACATTTCCTTTAAAGCCAAACTAG

AAGTGCCTAGCTCTGGGAAGAAGTCACTGGGATGACGGCTGTTTGTCTAATCTCAGGTAACCCTTAAAAGACCTGAGAAATTCTTCCTTCAAAGACAAA

AATTTTCCTCATTCTAGGCATAGTTCAACACTATGGGTCCTCCTCTGAAGCTCTTCAAAAACCAGAAATACCAGGAACTGAAGCAGGAATGCATCAAAGA 

                                 AGGCATAGTTCAACACTATGGGTCCTCCTCTGAAGCTCTTCAAAAACCAGAAATACCAGGAACTGAAGCAGGAATGCATCAAAGA 

CAGCAGACTTTTCTGTGATCCAACATTTCTGCCTGAGAATGATTCTCTTTTCTACAACCGACTGCTTCCTGGAAAGGTGGTGTGGAAACGTCCCCAGGT 

CAGCAGACTTTTCTGTGATCCAACATTTCTGCCTGAGAATGATTCTCTTTTCTACAACCGACTGCTTCCTGGAAAGGTGGTGTGGAAACGTCCCCAGGT 

AACTTTCTATTTTACACATTCTGTTCCT … 

AACTTTCTATTTTACACATTCTGTTCCT… 
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Supplementary Figure 2: The transactivation activity of Calp6-P is regulated by ET-1 depending on activation of the NF-kB pathway. (A) The 6 
988-bp sequence upstream ATG was cloned in the pGL4.10 vector (Promega). (B) Sarcoma cells were seeded in 24-well plates and transfected with the 
empty pGL4.10 plasmid or Calp6-P reporter construct with phRL-SV40, a renilla expression plasmid that served as internal control. At 24 hr after 
transfection, cells were cultured for 6 hr in serum-free medium, then treated with 1 µg/mL endothelin 1 (ET-1). Renilla and luciferase activity was 
measured by using chemoluminescent substrates. Data are mean ± SEM from 4 wells evaluated by two-sided Student t test. RLU, relative light units. 
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Supplementary Figure 4: Switch in G2/M at the expense of G0/G1 and increased proliferation for calpain-6–expressing human TC71 
Ewing cells. (A-E) Flow cytometry of DNA content in Calp6-P-GFP- and GFP+ cells. (A) Gating strategy to select Calp6-P-GFP- and GFP+ 
cells. Starting number of cells was 50 000. The selected cells in P2 were analyzed for GFP expression. P3 and P4 contained 32 278 GFP- and 
7684 GFP+ cells, respectively. (B) Dye Cycle Violet fluorescence was measured for GFP- and GFP+ cells. Cell cycle phases were determined 
according to DNA content. (C) The proportion of cells in each phase. (D) Calp6-P-GFP TC71 cells were labeled with a PeCy7-conjugated 
anti-Ki67 antibody. Mean fluorescence intensity (MFI) of Ki67 labeling for GFP- or GFP+ TC71 cells. N=50 000 cells. Means were compared 
by two-sided Student t test. 
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Supplementary Figure 5: Calp6-P-GFP+ cell population is stable in confluent cultures but decreases during cell growth. (A) The 
proportion of Calp6-P-GFP+ cells analyzed in the cell lines indicated. Cells were seeded at 500 000 cells/flask and cultured for 7 days. Some 
cells were analyzed for GFP expression and the others were seeded again. This was repeated 3 times (P1, P2 and P3). Control cells did not 
have the GFP-reporter system. (B,C) Flow cytometry of cell divisions. 143B cells (B) or K7M2 cells (C) were seeded at low density and 
labeled with PE-conjugated PKH26. Fluorescence of this membrane marker and GFP expression are reported at day 1, 2, 4 and 7. (D) Flow 
cytometry of the proportion of Calp6-P-GFP+ cells in adherent confluent culture and in large spheres comprising more than 50 cells. 50 000 
cells were used as a starting cell population. 
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Supplementary Figure 6: Increased Oct4 and Nanog expression in hypoxia depends on the stem-cell pathway involving Oct4, Nanog 
and Sox2. (A-C) RT-PCR analysis of siRNA inhibition of Oct4, Sox2, Nanog or HIF-1α on the hypoxia-dependent induction of Nanog (A) 
and Oct4 (B) and Sox2 (C). Data are mean ± SEM in 3 independent wells evaluated by two-sided Student t test. a1=0.041;a2=0.0006; a3= 
0.078 are p values comparing cells cultured in 21% and 3% O2. (D) Scheme of the regulation circuitry of stem-cell transcription factors by 
hypoxia in sarcoma cells. 
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Supplementary Figure 7: Hypoxia increases Calp6-P transactivation activity and calpain-6 expression. (A-B) Western blot analysis of 
calpain-6 and GFP protein levels from Calp6-P-GFP 143B (A) and K7M2 (B) cells. Cells were cultured for 24 hr with 21% or 3% O2. Tubulin 
was a loading control. (C) Western blot analysis of calpain-6 protein level in cell lines cultured with 21% and 3% O2. Actin was a loading 
control. 



Supplementary Figure 8: Calpain-6 knockdown reduces stem cell colony formation. (A) Immunofluorescence of calpain-6 (red) in control 
and calpain-6 knockdown (calpain-6KD) by RNA-guided CRISPR-Cas9 in K7M2 cells. (B) Western blot analysis of calpain-6 protein level in 
control and calpain-6KD 143B cells. Actin was a loading control. (C-D) Control or calpain-6KD human 143B (C) or TC71 (D) cells were seeded 
on non-adherent plastic coated with a growth factor-free matrix for cell attachment and cultured in serum-free stem cell medium. Data are 
mean ± SEM of 4 independent wells evaluated by two-sided Student t test. 
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Supplementary Figure 9: Calpain-6 deficiency is associated with increased senescence. (A,B) RT-qPCR analyses of mRNA levels of 
senescence markers in sorted Calp6-P-GFP- and GFP+ human sarcoma 143B cells (A) or mouse K7M2 cells (B). (C) RT-qPCR analyses of 
mRNA levels of SASP genes in control and calpain-6KD 143B cells. Data are mean ± SEM of 3 independent cell extracts evaluated by two-
sided Student t test. (D) Representative photos of senescence-associated SA-β-gal+ cells in confluent control and calpain-6KD 143B cells from 
4 cultures. Scale bars, 400 µm. (E) Quantification of SA-β-gal+ cells in control and calpain-6 KD K7M2 cells. Data are mean ± SEM of 3 
cultures evaluated by two-sided Student t test. 
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Supplementary Fig. 10: High autophagy in calpain-6 expressing cells. (A) Quantification of p62 punctuates in 143B cells cultured in 3% 
O2. White and green arrows indicate GFP- and GFP+ cells. Data are mean ± SEM in 150 Calp6-P-GFP- and GFP+ cells by two-sided Student t 
test. (B) Western blot analysis of autophagosomes-associated form of LC3, LC3-II, in protein extracts from sorted 143B Calp6-GFP- and 
GFP+ cells. (C) Flow cytometry quantification of ΔLC3 in mouse Calp6-P-GFP- and GFP+ K7M2 cells. n=89 000 GFP- cells n=3 300 GFP+ 
cells. (D) Flow cytometry quantification of ΔLC3 in human Ewing Calp6-P-GFP- and GFP+ TC71 cells. n=40 000 GFP- cells n=6 500 GFP+ 
cells. (E) Flow cytometry quantification of ΔLC3 in control and calpain-6KD TC71 cells. n=50 000 control or calpain-6 KD cells. Cells were 
cultured in 3% O2. Data are mean ± SEM; p values determined by two-sided Student t test. 
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III. Discussion et résultats complémentaires 

Au cours de cette étude, nous nous sommes intéressés à la calpaïne-6 parce que 

cette protéine est associée à la chimiorésistance des ostéosarcomes et que son expression 

est particulièrement élevée dans les récidives d’ostéosarcome. (Marion et al., 2012) Lee et 

coll., ont montré, par ailleurs, que l’expression de la calpaïne-6 est d’autant plus forte que le 

grade des tumeurs utérines est élevé. (Lee et al., 2008).  Or, Valent et coll., ont proposé que 

l’apparition de CSC soit associée à la progression maligne des tumeurs. (Valent et al., 2012) 

Nous avons donc cherché à déterminer si l’expression de la calpaïne-6 pouvait être liée à des 

caractéristiques de CSC dans les sarcomes osseux. Nous avons également mis en évidence 

des fonctions importantes de cette protéine qui régule le destin des cellules de sarcome.  

III.1. Calpaïne-6 et capacités tumorales des cellules de sarcome 

Nous montrons que les cellules qui expriment la calpaïne-6 ont des capacités accrues 

à former des tumeurs chez l’animal. Pour cela nous avons utilisé un modèle de tumeur 

osseuse qui repose sur l’implantation de cellules d’ostéosarcome en intra tibial qui reproduit 

beaucoup d’aspects de la maladie humaine, notamment la formation d’une tumeur locale 

qui contient un tissu ostéoïde et la formation de nodules pulmonaires. En implantant les 

cellules tumorales dans un os long nous permettons des interactions avec le tissu hôte qui 

sont très importantes au cours du développement tumoral. (Guijarro et al., 2014) Nous 

pouvons observer que l’os sain est localement très altéré ce qui est la conséquence directe 

du cercle vicieux qui s’établit entre les cellules tumorales et les cellules saines pour induire 

une lyse osseuse et augmenter la concentration des facteurs de croissance et des cytokines 

qui favorisent la croissance tumorale. 

Nous avons utilisé un modèle syngénique. Les cellules K7M2 sont dérivées d’un 

ostéosarcome spontané d’une souris BALB/c. Cela permet également les interactions avec le 

système immunitaire.  

Nos résultats montrent que l’expression de la calpaïne-6 est liée à la progression 

métastatique. Les souris injectées avec des cellules Calp6-P-GFP+ développent plus et de 

plus grandes métastases que les souris injectées avec des cellules Calp6-P-GFP-. Parce que la 

capacité des cellules tumorales à s’échapper de la tumeur et à disséminer dans d’autres 

organes est en partie liée au processus de migration, nous avons étudié les capacités de 
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migration des cellules Calp6-P-GFP+ et Calp6-P-GFP- en les ensemençant dans des chambres 

séparées par un espace. Les cellules qui ont envahi l’espace après 7 heures de culture ont 

été comptées. Les cellules Calp6-P-GFP+ avaient une capacité de migration plus importante 

que les cellules Calp6-P-GFP-. (Figure 34)  

 

Figure 34: Les cellules Calp6-P-GFP+ ont des capacités migratoires accrues 

(A) Cellules 143B ou K7M2 Calp6-P-GF- et GFP+ juste après avoir retiré la chambre de migration 
(H0). Quantification du nombre de cellules 143B ayant migré dans l’espace laissé libre après 
7h de culture (H7) Moyenne du nombre de cellules présentes dans 4 champs différents 
±SEM.* p<0,05.  

(B) Quantification du nombre de cellules K7M2 ayant migré dans l’espace laissé libre après 7h de 
culture (H7) Moyenne du nombre de cellules présentes dans 4 champs différents ±SEM.* 
p<0,05. 

Cette étude préliminaire devra être complétée en utilisant des techniques plus fines, 

notamment de la vidéo microscopie pour déterminer si les cellules qui expriment la 

calpaïne-6 migrent plus ou plus vite. Ces résultats paraissent en contradiction avec les 

résultats de Tonami et coll. montrant que l’inhibition de l’expression de la calpaïne-6 par des 

siRNA induisait la formation de lamellipode et accroissait la mobilité de fibroblastes en 
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culture. (Tonami et al., 2011) Il se pourrait que cette contradiction soit due aux différents 

modèles cellulaires. Dans le modèle de Tonami, la suppression de la calpaïne-6 pourrait avoir 

induit une différenciation cellulaire qui ne peut être reproduite dans des cellules tumorales.  

L’ensemble de nos résultats apportent de nouvelles preuves de la corrélation entre 

l’expression de la calpaïne-6 et la progression maligne des tumeurs. Le fait que la calpaïne-6 

soit dépendante du réseau de facteur de transcription impliquant Oct4, Nanog et Sox2 est 

un argument de plus dans ce sens. En effet, ces facteurs qui contrôlent le phénotype de 

cellule souche, jouent un rôle dans le développement tumoral. Fu et coll., ont montré une 

corrélation entre l’expression de Sox2 et Oct4 avec la progression des carcinomes 

épidermoïdes oraux. (Fu et al., 2016) La signature de CSE incluant  Oct4, Sox2 et Nanog est 

associée à un mauvais pronostic chez des patients avec des tumeurs mammaires. (Ben-

Porath et al., 2008; Gwak et al., 2017) Enfin, la surexpression d’Oct4 augmente la présence 

de CSC dans les cancers du poumon. (Iida et al., 2012)  

L’implication des facteurs Oct4, Nanog et Sox2 suggérait également que la capacité 

tumorale des cellules exprimant la calpaïne-6 pouvait être liée à des propriétés de CSC. Nous 

avons donc examiné des caractéristiques qui pouvaient évoquer un phénotype de CSC dans 

ces cellules.  

L’activité ALDH1 a été décrite comme étant un marqueur robuste de CSC dans des 

tumeurs du sein et de la prostate. (Al-Hajj et al., 2003; Ginestier et al., 2007) L’activité ALDH1 

a également été mise en évidence dans des sarcomes osseux en lien avec la chimiorésistance 

et associée à l’expression d’Oct4, Nanog et Sox2. (Honoki et al., 2010)  

Nous n’avons pas pu mettre en évidence une corrélation entre l’expression de calpaïne-6 et 

l’activité enzymatique. Cependant, la population de cellules exprimant la calpaïne-6 contient 

une proportion plus importante de cellules ayant une activité ALDH1 élevée par rapport à la 

population totale. (Figure 35)  
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Figure 35: Activité ALDH1 dans les cellules 143B  

L’activité ALDH1 des cellules Calp6-P-GFP+ a été mise en évidence par cytométrie en flux en 
comparant des cellules traitées avec un inhibiteur des ALDH le DEAB à des cellules non traitées en 
présence d’un substrat des ALDH l’AldeRed 588-1 qui produit une fluorescence rouge lorsqu’il est 
hydrolysé par l’ALDH1. 

Cette analyse montre surtout que toutes les cellules exprimant la calpaïne-6 n’ont 

pas d’activité ALDH1. (Figure 35) Cela suggère que la population de cellules exprimant la 

calpaïne-6 est hétérogène.   

Les cellules souche sont pourvues de systèmes d’exclusion de certaines molécules. 

Ces systèmes mettent en jeu des récepteurs membranaires de type transporteurs ABC 

(Adenosine tri-phosphate binding cassette) qui permettent de faire passer des substrats à 

travers la membrane plasmique via l’hydrolyse de l’ATP. Les CSC expriment de grandes 

quantités de ces transporteurs ABC notamment ABCB1, ABCG2 et ABCB5. (Moitra et al., 

2011) L’expression d’ABCB1 ou ABCG2 est augmentée dans des cellules Calp6-P-GFP+ triées. 

(Figure 36). Ces résultats sont cohérents avec les données montrant que l’expression de la 

calpaïne-6 est associée à la chimiorésistance des ostéosarcomes. (Marion et al., 2012) 
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Ces résultats semblent en contradiction avec les résultats précédents mais les 

transporteurs impliqués dans les cellules d’ostéosarcome ne sont peut-être pas capables de 

prendre en charge le fluorochrome DCV utilisé. En effet, il a été montré qu’ABCG2 exclue le 

Hoechst et qu’ABCB1 prend en charge la rhodamine, ce qui suggère une certaine spécificité 

d’affinité entre transporteur et fluorochrome. D’autre part, Yang et coll. ont montré que les 

cellules de « side population » ont des propriétés de CSC. (Yang et al., 2011) Mais ces cellules 

expriment CD117 et Stro-1 comme l’ensemble de la population. Or ces marqueurs de surface 

permettent eux aussi d’isoler des cellules avec des propriétés de CSC. (Adhikari et al., 2010) 

Comme évoqué par Brown et coll., pour expliquer que des CSC isolées grâce au marqueur de 

surface CD133 n’appartiennent pas à la « side population » nous pouvons supposer qu’il 

existe différents types de CSC et que la population des cellules exprimant la calpaïne-6 est 

hétérogène. Le fait que nous n’ayons pas trouvé d’association entre l’expression de CD117, 

Stro-1 et de la calpaïne-6 supporte cette hypothèse.  

Finalement, nous avons montré que les cellules exprimant la calpaïne-6 ont des 

caractéristiques de CSC en étudiant le comportement particulier de ces cellules et leur mode 

de division. Les cellules exprimant la calpaïne-6 ont notamment une plus grande capacité à 

former des sphères. Cette capacité de se multiplier sans support pour adhérer et dans un 

milieu restreint en facteur de croissance est un test classique pour mettre en évidence des 

cellules avec des propriétés de CSC. (Martins-Neves et al., 2012) Cependant, Il serait 

intéressant d’avoir accès à des prélèvements humains, afin d’effectuer des xénogreffes 

dérivées de patients (PDX). Nous pourrions infecter les cellules issues des tumeurs primaires 

des patients avec un lentivirus codant pour notre système rapporteur Calp6-P-GFP et 

implanter ces fragments de tumeur dans un os de souris immunodéficiente. Ce modèle de 

xénogreffe orthotopique décrit par Blattman et coll. permet de reproduire la maladie 

humaine. (Blattmann et al., 2015) Nous pourrions ainsi étudier le devenir des cellules GFP+ 

et confirmer leurs capacités tumorigènes. En attendant de mettre en place ce système de 

xénogreffe, nous avons commencé une collaboration avec différents laboratoires (Dr Laetitia 

Linares, Institut de Recherche en Cancérologie de Montpellier, INSERM U1194 ; Dr Françoise 

Rédini, Laboratoire de Physiopathologie de la Résorption Osseuse et thérapie des tumeurs 

osseuses primitives, INSERM UMR957, Nantes). Ces équipes ont réalisé des xénogreffes à 

partir de prélèvement de sarcomes osseux ou des tissus mous. Notre objectif est de 
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déterminer si l’expression de la calpaïne-6 dans les tissus initiaux corrèle avec le succès des 

transplantations chez la souris. L’expression de la calpaïne-6 sera déterminée par 

immunohistochimie et RT-qPCR. 

Nos résultats indiquent que les cellules exprimant la calpaïne-6 sont au sommet de la 

hiérarchie cellulaire. (Figure 38)  

 

Figure 38: Les cellules Calp6-P-GFP+ sont au sommet de la hiérarchie cellulaire 

Les cellules GFP+ sont capables d’auto renouvellement, donc de maintenir stable la population de 
cellules GFP+ au cours du temps, ce sont les CSC. Elles sont également capables de se diviser pour 
donner des cellules GFP- qui vont constituer l’ensemble des cellules composant la tumeur hormis les 
CSC.   

En effet, les cellules Calp6-P-GFP+ sont capables de donner naissance à une 

population de cellules GFP- in vitro et de reproduire l’hétérogénéité tumorale in vivo. Les 

cellules souche embryonnaires ont de telles capacités grâce à un mode de division 

asymétrique. (Knoblich, 2010)  La protéine Numb est une protéine permettant d’étudier le 

mode de division des cellules. Lors d’une division symétrique, Numb sera présent dans les 

deux cellules filles, si la division est asymétrique, Numb ne sera présent que dans une des 

deux cellules filles. (El-Hashash & Warburton, 2012) (Figure 39) 
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Figure 39: Représentation schématique des deux modes de division d'une cellule souche 

Durant la division symétrique, l’orientation du fuseau mitotique et la répartition de la protéine 
déterminant du destin cellulaire (Numb) ne sont pas coordonnées. Numb est réparti dans les deux 
cellules filles, qui seront toutes les deux des cellules souche. (Panneau de gauche) 
Durant la division asymétrique, l’orientation du fuseau mitotique et la localisation de la protéine 
déterminant du destin cellulaire (Numb) sont coordonnées, ce qui aboutit à une cellule fille souche et 
une cellule fille différenciée. (Panneau de droite) D’après Berika et al., 2014 

 

Nous avons analysé par immunofluorescence la ségrégation de la protéine Numb 

dans les cellules Calp6-P-GFP+ et les cellules Calp6-P-GFP-. Des expériences préliminaires 

montre que les cellules Calp6-P-GFP+ semblent se diviser préférentiellement de façon 

asymétrique. (Figure 40) 
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situé dans l’exon 3 permettait de diminuer l’expression des ARN et le la protéine. Ce 

lentivirus pourrait être utilisé sur des prélèvements humains pour déterminer si la 

suppression de calpaïne-6 peut bloquer la croissance tumorale chez la souris. 

III.2.1. La calpaïne-6 protège les cellules de la sénescence 

La sénescence est un mécanisme permettant l’arrêt irréversible du cycle cellulaire. 

Parmi les stimuli entrainant la sénescence on peut citer le raccourcissement des télomères, 

un dommage irréversible de l’ADN, des perturbations de la conformation de la chromatine 

ou la mutation d’un gène suppresseur de tumeur tel que p53  par exemple. Les cellules 

sénescentes ne prolifèrent plus mais leur métabolisme est toujours actif. Elles sont capables 

de produire des cytokines pro-inflammatoires appartenant au phénotype sécrétoire lié à la 

sénescence (SASP).  

L’entrée en sénescence est un phénomène naturel durant le processus de 

vieillissement cellulaire empêchant la dérive génétique. C’est également un processus utile 

lors de la réparation cellulaire. (Figure 42)  

 

Figure 42: Implication de la sénescence pendant la réparation tissulaire 

Les cellules sénescentes initient la réparation tissulaire en produisant des cytokines pro-
inflammatoires appartenant au SASP. Les molécules du SASP permettent le recrutement des cellules 
du système immunitaires telles que des macrophages et des lymphocytes T CD4. Les macrophages 
éliminent les cellules sénescentes, ce qui provoque la clairance cellulaire et va permettre aux cellules 
adjacentes de se diviser pour terminer la réparation tissulaire. D’après Muñoz-Espín & Serrano, 2014 

Certaines cellules cancéreuses ont des caractéristiques typiques de la sénescence. 

Mais l’entrée en sénescence des cellules cancéreuses semble avoir des conséquences 

complexes. D’une part, les facteurs pro-inflammatoires produits dans le milieu extra 
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cellulaire permettent de recruter des cellules immunitaires et pourraient ainsi limiter la 

progression tumorale. (Kang et al., 2011) D’autre part, ces facteurs sont également 

impliqués dans le recrutement de cellules non tumorales qui forment le stroma des tumeurs. 

Ainsi des cellules souche mésenchymateuses sont attirées dans la tumeur, deviennent des 

fibroblastes associés et à leur tour maintiennent un état inflammatoire et favorisent 

l’angiogenèse, la prolifération et la migration cellulaire.  (Coppé et al., 2008) Les travaux 

d’Eggert et coll., montrent que la sécrétion de molécules du SASP par les cellules composant 

la tumeur aboutit à l’inhibition des cellules Natural Killer (NK) et permet la progression des 

carcinomes hépatiques. (Eggert et al., 2016) De plus, il a été montré que dans les myélomes 

multiples, la production de cytokines du SASP par les cellules composant la tumeur, favorise 

l’apparition, le maintien et la migration de cellules ayant un phénotype de CSC. (Cahu et al., 

2012)  

Nous avons montré que la calpaïne-6 est associée à une faible expression des  

marqueurs de sénescence notamment des cytokines pro-inflammatoires appartenant au 

SASP, de p16 et p21. De plus, les cellules Calp6-P-GFP+ ont une très faible activité β-

galactosidase associée à la sénescence. Au contraire, nous avons montré que l’inhibition de 

la calpaïne-6 augmente l’expression des gènes du SASP et l’activité β-galactosidase associée 

à la sénescence. Surtout, en étudiant les variations de GATA4 sous hypoxie, nous avons 

montré que la calpaïne-6 est nécessaire pour empêcher les cellules d’entrer en sénescence 

quand elles sont cultivées en hypoxie.  

Il sera important de mieux comprendre les conséquences de ce phénotype 

sénescent, notamment, il faudra déterminer si la sénescence est associée à une plus grande 

sensibilité aux agents cytotoxiques et comment les cytokines produites remodèlent le 

microenvironnement tumoral. Nous prévoyons de mieux caractériser les cellules immunes 

présentes dans les aires tumorales avec ou sans calpaïne-6 par immunofluorescence dans 

des tissus humains ou par cytométrie au cours de la croissance tumorale dans notre modèle 

syngénique de tumeur osseuse chez la souris.  

III.2.2. L’expression de la calpaïne-6 est associée au flux autophagique 

L'autophagie est un processus catabolique étroitement régulé, qui transporte de 

l’ADN, des protéines et des organelles jusqu’aux lysosomes en pour induire leur dégradation. 
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On distingue trois types: la macro-autophagie, la forme principale de l’autophagie, la micro-

autophagie et l’autophagie médiée par des protéines chaperonne. La macro-autophagie 

implique la formation de vésicules liées à la membrane, appelées autophagosomes, qui 

englobent les protéines cytoplasmiques et les organelles; ces autophagosomes sont amenés 

aux lysosomes et sont alors dégradés. (Figure 43) La micro-autophagie est l’invagination de 

la membrane du lysosome avec une partie du cytoplasme. L’autophagie médiée par des 

protéines chaperonne est contrôlée par des protéines cargos, qui s’associent avec les 

protéines à dégrader et les mènent vers les lysosomes.  

 

 

Figure 43: Représentation schématique du processus de macro-autophagie 

L’initiation commence par la formation des phagophores. Une étape de nucléation est nécessaire et 
permet de séquestrer les protéines ou organelles à dégrader.  Vient ensuite une phase d’élongation 
du phagophore, cette phase d’élongation permet la formation de l’autophagosome et nécessite 
l’association de la protéine LC3 à la membrane du phagophore. L'autophagosome fusionne alors avec 
un lysosome, ce qui conduit à la formation de l’autolysosome et permet la dégradation des protéines 
et organelles empaquetés dans l’autophagosome. D’après Kaur & Debnath, 2015 

Dans les cancers, la macro-autophagie est le processus d’autophagie le plus décrit, en 

effet, il favorise la survie des cellules dans les tumeurs faiblement vascularisées et 

l'élimination des macromolécules intracellulaires endommagées suite à un traitement 

anticancéreux. 

Bien que des mutations de certains gènes impliqués dans l’autophagie soient à 

l’origine de certaines tumeurs, ce mécanisme de dégradation joue plutôt un rôle protecteur 

dans les cellules cancéreuses et de nombreux travaux récents mettent en avant le rôle de 

l’autophagie dans la progression tumorale. Dans les leucémies myéloïdes non mutées pour 

p53, l’inhibition de l’autophagie permet d’induire l’apoptose des cellules cancéreuses.  
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(Folkerts et al., 2017) Dans les tumeurs ovariennes, l’inhibition de l’autophagie permet de 

diminuer la taille des tumeurs, et de diminuer la chimiorésistance. (Pagotto et al., 2017) De 

plus, il a été montré dans les cancers utérins, que l’autophagie était impliquée dans le 

maintien du phénotype de CSC, notamment la présence de Beclin-1 était indispensable pour 

l’auto renouvellement des CSC, et que son inhibition entrainait la baisse de l’expression de 

facteurs de transcription tels qu’Oct4, Sox2 et Nanog. (Yang et al., 2017)  

La calpaïne-6 pourrait donc contribuer au maintien de la population de cellules 

initiatrices de tumeurs dans des niches hypoxiques en contrôlant l’autophagie. Il est 

probable qu’en promouvant le mécanisme de dégradation la calpaïne-6 empêche les cellules 

tumorales d’entrer en sénescence. En effet, Garcia-Prat et coll. ont montré dans des cellules 

souche musculaires que l’autophagie maintenait le phénotype de CS en inhibant la 

formation de dérivés réactifs de l’oxygène, ce qui a pour effet d’inhiber la transcription de 

p16. Les cellules souche musculaires sont alors protégées de la sénescence. (García-prat et 

al., 2016)   
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Partie II : Régulation transcriptionnelle 

de la calpaïne-6 
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Chapitre 2 : Régulation transcriptionnelle de la calpaïne-6 

I. Introduction 

L’expression de la calpaïne-6 semble très régulée dans des conditions physiologiques, 

par exemple, elle est exprimée  dans quelques tissus embryonnaires et elle est réprimée 

après la naissance. Il est donc important de comprendre les mécanismes qui permettent sa 

réexpression dans les cancers. Ces mécanismes pouvant  constituer de nouvelles cibles 

thérapeutiques potentielles 

II. Résultats et discussion 

II.1. Système rapporteur Calp6-P 

L’ARNm codant la calpaïne-6 et la protéine correspondante sont présents à des 

niveaux faibles dans les cellules de sarcome et sont difficilement détectables. Les travaux de 

Tonami et coll., ont  montré que la surexpression de calpaïne-6 contrôlée par un promoteur 

fort perturbe la cytodiérese et induit la production de cellules multi nucléés. (Tonami et al., 

2007) Cela suggère que l’expression de cette protéine doit être finement régulée au cours du 

cycle cellulaire et que les ARNm ont une durée de vie limitée.  Liu et coll. ont par ailleurs 

rapporté que la stabilité de la protéine est régulée notamment par la voie PI3K/AKT. Pour 

s’affranchir des contraintes liées à la détection de la calpaïne-6, nous avons mis en place un 

nouvel outil pour étudier la régulation de la calpaïne-6 et pour identifier les cellules 

exprimant cette protéine. Nous avons construit un système rapporteur dans lequel la 

séquence régulatrice de CAPN6 contrôle l’expression de la luciférase ou de la GFP.  

La première étape a consisté à identifier cette séquence. En effet, Liu et coll. ont 

étudié l’activité transactivatrice de la région située entre -2000 et + 200 pb autour de l’ATG 

et ont retenu la séquence -93/+200 pb comme région régulatrice de CAPN6. Cependant, 

l’analyse de ce gène par le logiciel Genomatix suggère 2 séquences promotrices possibles. 

L’une est située autour de l’ATG (exon 1), l’autre s’étend entre -7285 et -6381 pb en amont 

de l’ATG.  Pour déterminer le départ de transcription réel, nous avons utilisé un kit pour 

rétro transcrire des ARN extraits de cellules d’ostéosarcome ou de 293T puis amplifié la 

partie en 5’ des ADNc obtenus. Les produits d’amplification ont été clonés et séquencés. 

L’alignement de la séquence génomique avec les séquences des ADNc a permis de déduire 
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que le promoteur actif est situé entre -7285 et -6381 pb. Nous avons donc amplifié et cloné 

la séquence entre -7285 et l’ATG dans le plasmide pGL4.10 devant le gène rapporteur 

luciférase (Calp6-P-LUC) pour étudier l’activité transactivatrice. Nous montrons que cette 

activité peut être stimulée par l’endothéline-1 et que cette activation est bloquée par un 

inhibiteur de la voie NF-κB. Ainsi, l’activité de la séquence clonée est modulée par des 

mécanismes impliqués dans la régulation de l’expression de la calpaïne-6. (Liu et al., 2011; 

Marion et al., 2012) Nous avons ensuite remplacé le gène rapporteur luciférase par une 

séquence codant la GFP (Calp6-P-GFP) et montré la plus forte expression de la calpaïne-6 

dans les cellules exprimant la GFP. Nous avons donc validé notre système rapporteur pour 

étudier la régulation transcriptionnelle de la calpaïne-6 et pour identifier les cellules 

exprimant la calpaïne-6.  

Les expériences de Liu et coll., suggéraient la présence d’une séquence avec une 

activité inhibitrice en amont de l’ATG. Nous avons également effectué des délétions dans 

Calp6-P. En fait, la séquence totale avait une activité faible qui a été fortement augmentée 

quand la séquence entre -6190 et l’ATG a été supprimée. L’allongement de ce fragment 

d’ADN en 3’ jusqu’à -4228 a bloqué complètement cette activité. Il existe donc bien une 

séquence qui lie des facteurs répresseurs entre -6190 et -4228. (Figure 44) Il serait 

intéressant d’identifier ces facteurs qui pourraient servir pour inhiber l’expression de la 

calpaïne-6 dans les cellules de sarcome. 
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Figure 44: Activité transactivatrice de la séquence régulatrice de la calpaïne-6 
La séquence comprise entre -7285 et l’ATG a été clonée dans le plasmide pGL4.10 devant le gène 
rapporteur luciférase (panneau de gauche). Les zones grises représentent les séquences promotrices 
théoriques. La séquence clonée a été modifiée par digestion enzymatique. Des cellules 143B ont été 
transfectées avec les différentes constructions et un plasmide codant la renilla servant de contrôle. 
L’activité luciférase et rénilla ont été mesurées par des substrats luminescents. Les résultats 
(panneau de droite) sont la moyenne des unités relatives de lumière (RLU) ± SEM mesurée dans 4 
puits indépendants.   

L’analyse de la séquence de Calp6-P a, par ailleurs, permis d’identifier ou de 

confirmer différentes voies de signalisations impliquées dans la régulation de la calpaïne-6. 

En effet, la séquence comporte 3 sites de liaison putatifs pour les facteurs induits par 

l’hypoxie (HIF), 7 sites consensus pour le facteur de transcription NF-κB et de nombreux sites 

pouvant lier des facteurs de cellule souche comme Oct4, Sox2 et Nanog . (Figure 45) 
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ACTGTGATGCAGTATAGTATTTATAGGGATCTTGCTTGGCCTTTCAGAGCAAAAACAATTATTTTCTCTCCTCTCACCTAACACAGCTGTGCAGAATCTTCATAGCCTGGTTGCTAGAA
ATTAGGGTTCTTATAGCTGCTGTGGAATAAACTCCATTCACTTTCCTCTTAACAATCCCTTCTCTCTGTCTTTGACCAAATGTTACCTGTTGTTTCACGAAGTGACCTTTTCTTCATTGCA
CCCCATTAGCTGCTCTTTCACTCCCAGTCACTTCCTGAAGTCCTCATCACTATCACAGATCTGCCTACCAGGGCCATGTCTGACCAGGGCCATGTCTGCAGCCTAGCCCATATTAACTT
TGCCAACACTTCACCATTTTTCTCTGCATGTCCTCTCTCTAGTAATGTGCATGTCTGTGATATTAACCCTGGGACAGAAAAGTAAGAAATCTATCAGAATCCTCGCTGAAAGTCTTATT
TCTCCTTGAAACCGAAAGAGCTTTCAAACGTGGCTTCCTGAGTTTTTCAGTTTGCTGGTGGGTGGGTCTGGAGTGGGCATCCCGTCTGCACATCTGGTAGAGGCACTTTCCACATTTT
CCTCATGACTCAGGATCAGTTTCTGACTGCTGGGCGGGGCAAAGCCTCCTGAAGTTGCTGCGAGGCACCTCCCCCTGTGAGCAGAGCTTGGTACAGCCCAAATAGTTTTCAGGTTAA
GAAAGCCAGAATCTTTGTTCAGCCACACTGACTGAACAGACTTTTAGTGGGGTTACCTGGCTAACAGCAGCAGCGGCAACGGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAG
CAGGGCTCCTGGGATAACTCAGGTGAGTAGAGAGGGAATTCGCAAACTTACCCTGGAGTTTTATTTCCTGGATAACTTAGCGTCTAAGAAAGATGAAGAAACTTCAACTTTGTAGTT
AACCAAACTCCACAGCTATATTTTATGGCTTGTCTGGATCAAATATGTGCCCGTTAATAGCAGTTTGAGAACTTCAAAAATAATGGAATTTTTGGTTGGTTATTTTGAGGGGTGTGTG
GGGTGATGATTGTGGTTGTCTGGCAATGAAACTTTTCTGGGGATATCTGGTCAGTTTTTTGTGTGTGTGCACACACGCGTGCATGTGTATGTGTTTGCCTTCTGCTACCCAAAATACC
TGGTAAGTGAGGAAAAATCACAGGGGATGGTGTTGAGGGGGAGAAGCGTGGCTCCTTTCAGGGCCTCCTTCTAGCTTCTGCTGACCCACAGCTGTGGGAAAATTATTGAAATGCG
AGCAAAATCTTGGAGCCACACTGTGTGCAAAAGGCCTGTGAACTCTGGTAGGAGGGTGAGCAGGCTGTGCAGTGTTGTACAGGAGGAAGTGGTGGCCAAGTCTATCTTAACTCCC
TGTCTGCACAGCCAGTGGTCTTCCTGCCCTGGTGACAGGTTGATCTTGGCTATTCCATTTTCAGCCTCTGGCCTGGCTTTGTTCCCCTCTGATTCCAGCTTTGGTTTAAACTTTGATTTC
AAGATGGGGCTCCATCCTCCACTCCCAGGCCAAGTACACTGTTCTAGGGTCTTCACTGGACCACTTGATCAGAACTGGCTTTGGGTGGGGGACGGGAAAAAGGAGCGGTGCATTGT
AATGGAAACAATTGGTTCTGAGGATTTGGAACTGTAAGTTTGCTGAAAAGCACATAGGAAAACTCAGCAAATTCTGCTGTCCTAACAATTACTTCTGGCTTCAGGATAAAACATCCT
GGTTTGTATTATTGGTGTATTGAAATTCAGCTAATGCCTCATTTGCTAATCTTTATTGTGAAAGTAAGAACACTTTACAGTCTGAAGTAATAAACAAAAAAATTATTTGTGGACTGCTA
ATTAACTCTTTTATTCCTCTGGAAGTTTGTGTGTGTGTGTGAGCATGCTTATGTGCACGTGTGTGCCTGGGTGTGTGTGAATACTTTGTATTCAAATAGCGTTCTTTATTTGTCCTTAG
ACTCCCTAGCAGTCTAGGGAAAAAGTCTAAACACTTACATGGTCAGGAATAGGTTAAAAAGCAGGCTTTCCATATCCTTGGGAGTTTTCAGTTCCTAAATTAAAAGCAGAAAAAGTC
CCTTTGTGACCCCAAAACAGTGTTTCTTTGATTAGCCTTGATTTGAAATCATCTCACCTTCTGACAGCTTGCAATTCAAAAACAAAACTTCTAAGTGCATTCTTGTGAGAAGAGTACAA
TATGAATTTTTAAAAGCAACGTCTTGCTTGACATATTGTGTCTGCATGTTTGCCCTCCTCCCCACCTTACAACAAATTGTGGTTTAAAAAAAAACGTTGGGAGGTCCCAGTTTTAGTGT
GGGCTCTGTCACTAACTACATAACCCTGGGCAAGTGCCTTTACCTTACAACAAAAGAAAGAAGTTGTACTAAGTGATTTCTAACAGACTTTCCAACATAACATTCTATAAAATCAGAA
TTTGATTCTTGAAAGGCTGGAAAAGTAGACATATAGGATGGGCTTATTCGGCCAAAAGGGCAAGTCAGCCAAAAAAGGAGGGGTGAAATAGGGAGGTGTAGAGAATGGTGGAG
GGGCAATTTTTATATTAGTCTTTTAAATGTTGGTGCATGTCTTATTTAAAGCACATGATCAAATTTCATTAGTTTCCCCTAAAGACAGAAAAGAAATTTAACTTGTTAAAATAAGTGCT
TCCTAATACTACTGCCCTGCTTTAGCCTTATCTTTAACAATAAAGAGTATGTTCACATACATAATTTCATTACATTCTCCCAATAACACTCTGAAGTAGACAGGGAAGCTAACATATTCC
CATTGTGCTATGTGGAAACTGAGGGACTGAGATGTTATGTATACTAAATGGTGATATTTTGGATTTGTTTCTGGATCTTGTAACCACCTGTGTTCCTTTTATCATTTTGAATTGCTTTTT
ATTTTTTGATAGAGTTATTGAGCAACCGAATTAAAATTGTGTCCTCTTTTTTTTCCTTTGAATGGCTTTGAACAGACTCTTCTCTCTGGGCCAGTAGGTACATCCTATATAAGGCAGTG
GGCTGGATCAGAGGATCTCTGTGGTCCTTTTTAGACCCAGAATATCTGGTTAGAAGTTTGAATCTGAACAGCCATACATAAGTCCTGTGGTTAAATGCGTGCCCATGTATGTAAGCT
ATGACTCTGCCTGTGTACCTATGAAAAGCACTATTCTCTGTATACCATGTGGATGCTGAATTTGTATTACTTTTTCCTATCCAAGTCCCTTTTCTCTCACCATACCACCCCCCAGGTGTG
GGGATAAGGGATGTGGATTGTGGGTAAAAGTGGTGCCTACTTCATGCCAGGGCAGAATTGGGTCTTCTGTATTCAATTTGTCTGCAAACTTTTATTGATTTTATCTTGATTTTTGCTC
CAAGTACAGAACAGGGATGAAACTGAGGAAAAGGAGAAACTAGGCAGGAACAATGCCTCAGCCATGCCCTCTCTCCCTCTCCCCATTAAGTTCCCTCATGTTCTCTCCCACTCACCT
AAATCCAAAGTGGCTTGTGAACCACAGACAGGATGTATTTTATCAGATTTTTTTAGAGCAAAATATGCTTTTTGCTCTAAGGCTAACCCGCAGGTTAAGAAGCAAGAGATTTTGCTTT
CACGACTTGCCTAGCTTCCTCAAGCTTTCCAGTCCAGTGAGTAGAAAAAAAATACCTCTCTCTTTAAACTGCAGCCTTGTATTCTACGTGGCAGTCTCCCTCAACTTCCCTGGCAATTC
TCAACTTTCTGCACTCTGGGCCCGCTCCTATCCTTTGCCTTGGCAGACACGGTTGTCCTCATATTCTTTCTCAAAGTGGTGGATCTGAATTATAATAATATTGCCTAAGACCATTACCTC
AATGCTAAGCCCCACCACACTCTGCCTCACCCAACCGCTCATTCCACTAGCCCTCAGGCCACAGGGTCCCTCTTCTCAAATGTCCACATTGCCTTTGTTAGCTAGAGGCTCTCCTTGGT
TTATATTCAAATCCCTGGGTTTATACTCAAAGCCCTAACTTTTATCTTGTCTCCCGACTTTCCTAATATGTGATCTTTAACGTAAGGGCTCTCCCTTCCCCATCGCCATCGGGTGCAATA
GAACAGAAAGGAGGGAGTGTTCCCTTCTCTGCACTCATCCGTTCCAACAGAGTAAGTTGTTTATGACAAACTCAACTTACAAATTTCTGGGTTTCCAAAAGTATTCTGATGTTTAAAT
GATGAACCCGCCGATGTAAAGAGTTCAGATTCTCCCATGAACATCAAACCATGAAAATAAAGAACCTTTTCAATGTCTACCATGGCAATAAATTCTAGGCAGAATGCCTCAAAGTTG
AGTATCATGTTTGCTTTGGAGGATTTCCTCATTTGAACTAAAAAATCCTTTCTCTAAGAAGGCAGTGACCAAAAGAAGCAGTGTGGTGTGATGGAAAGCTGCACACTGAATCTGGCA
TTGCACAGAACCTGGATTTGAGTTAACTCTGCCATTTTCTAGCTACTGCTTCTCTGAGCTGCCATTTCTGCAGATACAAAATGAAGGGCACAGATAATCTCATTAAACATGACTGCTAT
GATGAGAACCCGAACTAAAATGTAAAATGCACATTTCAAACAAGAAATTGCCATGCAATCACTAATTCTCCACATAAGACATTTATCTGTTCAACAAACATTTTCTGAACAATATTTGT
GTGCCCAGCTCAATGCTAGGCAATGAGAGGGCTTCAGTGTATATTTTGCATTTATGGATCCACTTTCTACTTATTCAAAATTCCTCTTACACCAACCATCTCATTAGGTACACCCATGG
TGTAAGAGGGGCAGGGTAGATAACCTCACTTTCCTGATGAAAAATTTGAGGCACAAAGAGAACAAGGTCACAGAGCAAATGGATCACAGTTCTGTTGCCCAGTCAGAAATGCGGG
TCACTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGAGACGGAGTCTCGCTCTGTTGCCCAGGCTGGAGTGCAATGGCACGATCTCGGCTCACTGCAACCTCCACATGAAGGTCACTTCTACTCT
CCAAGTCCGAGAGGACTTGGGACTACAGTTGTACTGTAGTGGAAGTTCAGGCTCATAGTCTGCTCTTCTTTATTTACTGTGTGTCCCCAGAACACAGGCACCCTGACCCAAAAGGTG
TTCCGTCAAGCTGTAATCTATCCATGTGAGCTGTACATTCTGCCTCTGAAAGAGTCTATTGGGATCACATGGGCTTTAAAAATCAAACCTGATTTTCCTTTCAATTGGTGCTACTTCTG
TCTGTACACAGGCCCTCTTTATAACAGGGATTCCTTTTGCAGGATCTTGCCTGCCTTGCCATTTGACCGAGTAGTAAGGAAGACCTTTGAAGGCAGAACAGGAAATACTCATTTATCC
AGAATGTCCAGGGACTAGGAGGTTCTGGCAAACTAAATATTCTAATTGCCCCAGGCTTTTCCACATTTACAGTCCCCAGGCTCTGGCAATTCACCAAACCTTCTAGGGAAAGCAAGA
GGCGCAGTAGTGTTTGTTGTAAGTTTGAGCACACAAGAAAATTGGGATCCATTTGTAACAGCCTCCAGAAAGGAGTCTGGGCAAACATTCAGGTTGGCTCTGATGCTGCATAACTA
AAAATTTTTACTGATACCATCCATGCTTTCAAATACAATGAAGTACACTTTAATATTTAAAACACATGAGCAGACAAATCTGATGAAAAAAGGGACATCAGTATTTTGCAGTGTCCCC
ACAGCTCTCAATTTTAAAAGCAATTGCCAATAAATAAGGCTATGAAAAAAATGTGGTTATTCTCAGCTTCTTATTCCTTGGATTCAGAGAAAGGGTAAGTTTGTTGTACATACATTGC
AAATAACATTGTAATAACATTGCAAACATTTAAATTAAAAATTGTTATGGTTTTCAAATGGGGAAACTTCTTTACCAGTGAGGCATTTCAATGTGATACTGAAAGGATATAAAATGAA
CTAGTAGAGAGGTCTGATCAATATTTCACTTTTTATAAAACAGCGACTGCCTCACAGATATACCACACAGATACTCCTTAAAGTGCTAACGTATTCTCCTTATTTTTTAGCAGACATTCT
GTAGCTTAGTCAGGTTTTTTTTGTTTCAACCCTCCTGTGATTATAGAATATAGACTTTAGTTATTTCTAAAATACATTTTGAAATAGTTGACACCATGTAAATTTCACAATCTCATTCTTA
TTTACTGTTGAATGCCAGGAGAGGATCATTAAAATCATTACAAATCTTTGTGAATCAAGAAAAAGCACTGAAAACCCTATTATCACCCCAAAGCTATTGAAAATCAAATTTGCCTTTC
AAATTATCTTCCTAAAAACCAGTTGTTAAGAGCACTTGAGTGTGGGGCACTCTGATAGACATTGCTTGAAGAGCCACTATATGAATTCTCTGTTTAGCCATGTAAGGTTTTTGTTTTTC
CTCCTTTTTTTTTTTTTAAAGAAAAGAAAGCAAGAGTGTATTGCCATGGGATAACAATCTATAGCCCACCAAATTAGTGTAATTGAATTTCAGAGTCTGCCTTTTATCACAGGCAAAG
GATTATACATTAGACTTTTAAGAAGAAAGACCATACAATCTTTCTGTCTTTCCTTGTCTTTGGAGGCCATCTGCTGAGCTGTTTCTTGCAGTAGTCTTCCTGGCCAATAATAAAAAATG
CAAAGCTCTTTAAATGACAAGACGGAAGAAATTGTGTAAAAAGACTTGCTGGAATGGAAAGAGGCTGCTTTTCCCCTCATGCACAAAGTGTGCGACTCTCCAGGGCACCAAATTAT
TCTGACTACAGTAAAGTGATTTTTCCCTTATCTTCAAGTTGTTCTCTGCCTTGAACTACTCCCTGCTGGTGTAAATGGAAGACTTCTCTTTAAATTATAATGAATCACATTTAATTCACA
ATCTTTACTTTTATTATTGATTTTTCCCCAATAAGATTAAGGCCCATATTGCCCCATTTGACAGATAAAGAAACTGAGACCCAAAATGGTTAGGTGCCTTACCCAAGGCCCCATACTAA
TTAGTTGCGGAGTGTGGACACTTCTTTCTTTGAAAATGGTGACATTTCCTTTAAAGCCAAACTAGAAGTGCCTAGCTCTGGGAAGAAGTCACTGGGATGACGGCTGTTTGTCTAATC
TCAGGTAACCCTTAAAAGACCTGAGAAATTCTTCCTTCAAAGACAAAAATTTTCCTCATTCTAGGCATAGTTCAACACTATGGGTCCTCCTCTGAAGCTCTTCAAAAACCAGAAATACC
AGGAACTGAAGCAGGAATGCATCAAAGACAGCAGACTTTTCTGTGATCCAACATTTCTGCCTGAGAATGATTCTCTTTTCTACAACCGACTGCTTCCTGGAAAGGTGGTGTGGAAAC
GTCCCCAGGTAACTTTCTATTTTACACATTCTGTCTCCT 

Figure 45: Séquence régulatrice de la calpaïne-6 (Calp6-P) 

L’analyse in silico de la séquence régulatrice de la calpaïne-6 a révélé deux promoteurs putatifs, ici 
représentés en rouge, ainsi que des sites de liaisons pour HIF-1 en bleu, NF-κB en rouge, Oct4 en 
jaune, à Nanog en rose et Sox2 en vert. La séquence inhibitrice déduite des études de transactivation 
est soulignée.  

 

II.2. La calpaïne-6 est une cible directe des facteurs HIF-1± dans les cellules 

hypoxiques 

Les sites consensus pour les facteurs HIF sont fonctionnels puisque les expériences 

d’immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) ont permis de mettre en évidence la 
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Figure 51: Régulation de la calpaïne-6 par des éléments du microenvironnement des cellules 

tumorales 

Les cellules tumorales mais aussi les ostéoblastes produisent de l’ET-1 et du RANKL. L’hypoxie active 
HIF-1α et augmente l’expression des cytokines qui activent la voie NF-kB. HIF-1α peut également 
réguler directement la calpaïne-6 en se liant à son promoteur. 

II.3. L’expression de la calpaïne-6 est contrôlée par les facteurs Oct4, Nanog et 

Sox2. 

La séquence Calp6-P contient un nombre important de sites consensus spécifiques 

des facteurs Oct4, Nanog et Sox2. Nos résultats de ChIP montrent que ces sites sont 

fonctionnels. Mais l’association des facteurs avec Calp6-P est surtout évidente quand les 

cellules sont cultivées en hypoxie. Ces résultats sont cohérents avec les études révélant que 

l’hypoxie augmente l’expression d’Oct4 et Nanog dans des lignées de cellules cancéreuses de 

poumons et de prostate et dans les tumeurs cérébrales. (Mathieu et al., 2011; Miyazawa et 

al., 2014; Prasad et al., 2017)  

Les facteurs Oct4, Nanog et Sox2 agissent conjointement pour augmenter 

l’expression de la calpaïne-6. Nous avons montré que l’inhibition d’un des trois facteurs 

suffit à bloquer l’augmentation de l’expression de calpaïne-6 induite par l’hypoxie. 

Dans les cellules souche embryonnaires Oct4, Nanog et Sox2 forment un réseau de 

facteurs qui s’autorégulent et se contrôlent mutuellement. Ils agissent avec KLF4 et c-Myc 

pour réguler l’expression des gènes de différentiation et de pluri-potentialité. (Figure 52) Il 

est à noter que Calp6-P contient 7 sites consensus pour KLF4. La calpaïne-6 est donc 

contrôlée comme un gène impliqué dans le développement ce qui est cohérent avec le fait 
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que cette protéine est exprimée surtout dans des tissus embryonnaires et que sa délétion 

accélère la différenciation des cellules musculaires. (Dear et al., 1997; Tonami et al., 2013) La 

calpaïne-6 apparaît donc comme une protéine oncofœtale.  

 

Figure 52: Régulation et autorégulation des facteurs de transcription Nanog, Oct4 et Sox2 

Ces facteurs de transcription coopèrent avec KLF4 et c-Myc pour maintenir le phénotype de cellule 
souche ou inhiber la différenciation cellulaire. D’après McConnell & Yang, 2010 

Il a été rapporté que Nanog et Oct4 peuvent avoir une activité activatrice ou 

répressive selon les cofacteurs recrutés. (Liang et al., 2008) Nanog, Oct4 et Sox2 peuvent 

être impliqués dans des modifications de la conformation de la chromatine, par exemple en 

recrutant des cofacteurs régulateurs de l’accessibilité à l’ADN cible, soit des coactivateurs 

comme CBP ou p300 qui influencent l’acétylation des histones ou au contraire des 

corépresseurs avec une activité déacétylase. (Chen et al., 2008) D’autre part, en 

interagissant entre eux ou avec d’autres éléments distants ces facteurs pourraient 

également permettre la formation d’une boucle de l’ADN. Il a été montré que ce type 

d’évènements peut activer la transcription en augmentant la concentration locale de 

certains facteurs de transcription, de cofacteurs et de facteurs modifiant la chromatine à 

proximité du site de début de transcription. (Dekker, 2002; Scheilf, 1992)  (Figure 53)  
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Figure 53: Mode d’action des facteurs de cellule souche sur le promoteur du gène inhibiteur de 

différenciation, (Id3) dans des cellules souche embryonnaires 

Oct4 permet la liaison de Sox2 et Nanog puis le recrutement de différents facteurs de transcription 
comme Smad1 et STAT3. Ce complexe interagit avec p300 et l’ARN polymérase II (Pol II) pour 
moduler la transcription du gène. D’après Chambers & Tomlinson, 2009 

Etant donné la répartition des sites consensus pour les facteurs Oct4, Nanog et Sox2 

sur la séquence régulatrice Calp6-P, nous avons émis l’hypothèse que ces facteurs 

pourraient former de tels complexes et modifier la conformation de la chromatine dans la 

séquence Calp6-P. Nous avons donc réalisé une étude de capture de la conformation de 

chromatine (3C). (Figure 54A) Nos résultats suggèrent que les séquences situées vers - 1912 

pb et - 4580pb dans Calp6-P pourraient être liées. (Figure 54B)  Cette modification de la 

chromatine semble bien dépendre de la présence d’Oct4 Sox2 et Nanog, puisque les 

produits de PCR correspondants à cette conformation sont plus abondants quand les cellules 

sont cultivées en hypoxie ou quand les facteurs sont surexprimés (Figure 54C et D) On peut 

émettre l’hypothèse que la modification de conformation induite par la formation du 

complexe de facteurs de transcription pourrait mettre hors circuit la séquence répressive de 

Calp6-P.    
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Figure 55: Les facteurs Oct4, Sox2 et Nanog modulent la liaison de NFκB à la région promotrice de 

la calpaïne-6 

L’ADN et les protéines associées ont été fixée avec du PFA extraits des cellules 143B cultivées en 
hypoxie et incubés avec des anti-NF-κB. Après séparation sur des billes magnétiques couplées aux 
protéines A et G, l’ADN a été purifié et la séquence du promoteur de la calpaïne a été amplifiée par 
qPCR.  De l’ADN non précipité a servi de contrôle (Input). Les ΔΔCT sont calculés en prenant les 
valeurs des cellules si contrôle 21%O2 comme valeurs de référence. Les résultats exprimés sont la 
moyenne de 3 mesures ± SEM. 

(A) qPCR réalisée en utilisant des amorces spécifiques de Calp6-P. 
(B) qPCR réalisée en utilisant des amorces spécifiques d’une séquence ne comportant pas de 

sites de liaisons à Oct4, Sox2 et Nanog.  

De façon cohérente, l’inhibition comme la surexpression des facteurs Oct4, Nanog et 

Sox2 modulent l’activité transcriptionnelle contrôlée par la voie NF-κB. Il semble donc que 

les facteurs de cellule souche influencent cette signalisation. (Figure 56) Pour étudier 

spécifiquement les interactions des différents facteurs avec Calp6-P  il faudra donc sur 

exprimer NF-κB en même que les autres facteurs.  

 

Figure 56: La surexpression d'Oct4, Sox2 et Nanog régule la signalisation NF-κB 

Les cellules d’otéosarcome 143B ont été ensemencées en plaques 24 puits et transfectées avec le 
plasmide pGL4.10 ou la construction rapporteur NF-KB et le plasmide pcDNA3.1 vide ou un cocktail 
de plasmides codants pour Oct-4, Sox2 et Nanog. Les résultats sont des valeurs moyennes des unités 
de lumière relative (RLU) de 3-4 puits ± SEM. c1 = 1,0603E-05 est la valeur p de la différence entre les 
cellules transfectées avec pcDNA3.1 et les cellules transfectées avec pcDNA3.1-Oct4, Sox2 et Nanog  
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Discussion Générale et perspectives 
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I. Discussion 

Pour améliorer les chances de survie des patients ayant développé des tumeurs 

osseuses, un effort considérable a été apporté ces dernières années pour déchiffrer les 

anomalies génétiques à l’origine de ces tumeurs et pour comprendre les relations entre la 

tumeur et le tissu hôte. (Taran et al., 2017) (Limin & Dennis, 2015) Cependant, plusieurs 

arguments poussent à envisager la progression tumorale sous un autre angle. Les tumeurs 

sont des tissus hétérogènes constitués de cellules qui ont des capacités diverses pour 

résister aux  agents de chimiothérapie ou pour former de métastases. Ces métastases et les 

récidives locales peuvent se développer longtemps après une période de rémission. (Eide & 

Druker, 2017; Valent et al., 2012) Ainsi, des cellules tumorales peuvent rester dans un état 

latent ou dormant et reproduire une tumeur après un stimulus inconnu. (Aponte & Caicedo, 

2017; Zaidi et al., 2017) Ces données suggèrent que le développement des sarcomes osseux 

implique des cellules avec des caractéristiques de CSC.  

Parce que la calpaïne-6 permet d’identifier des cellules à la tête de la hiérarchie 

cellulaire, initiatrices de tumeur et de métastase et également plus résistantes aux 

traitements, nous proposons la calpaïne-6 comme nouveau marqueur de cellules souche des 

sarcomes.  

Cependant, une des questions importantes qu’il reste à résoudre est celle de la 

contribution réelle de ce type de cellules à l’initiation et/ou au développement des 

sarcomes. Pour répondre à cette question, nous avons construit 1 plasmide qui code la CRE 

recombinase fusionnée avec le récepteur aux œstrogènes (CRE-ER) sous le contrôle de 

Calp6-P. Ce plasmide associé avec Rosa26 mT/mG (#17787, Addgene) nous permettra de 

tracer la descendance des cellules calpaïne-6+ implantées chez la souris. Nos avons 

précédemment montré que les tumeurs osseuses qui sont des récidives sont très enrichies 

en calpaïne-6. Cela suggère que les cellules calpaïne-6+ pourraient jouer un rôle dans le 

développement de ces récidives. Il sera particulièrement important de définir ce rôle non 

seulement dans les récidives locales mais aussi métastatiques. En effet, il semble impossible 

de prévoir et donc de prévenir la survenue d’un sarcome puisqu’il dépend d’une équation 

complexe impliquant des altérations géniques et un environnement particulier. Les progrès 

de la chirurgie permettent des résections conservatrices de la tumeur.  Il reste donc crucial 
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de comprendre le processus métastatique qui est le principal évènement qui réduit la survie 

des patients.  

Bien que nous ayons précédemment montré une corrélation inverse entre 

l’expression de la protéine calpaïne-6 dans des tumeurs osseuse primaires et la réponse à la 

chimiothérapie, les analyses de transcriptome effectués sur des extraits de tumeurs n’ont 

pas permis d’associer de façon significative l’expression de la calpaïne-6 à des 

caractéristiques cliniques comme le grade ou la présence de métastases. La seule publication 

rapportant une analyse de tumeurs de la tête et du cou ne montre aucune association, 

excepté une corrélation inverse entre l’expression de calpaïne-6 et la survie des patients. 

(Xiang et al., 2017) Ces  résultats contradictoires avec les fonctions de la calpaïne-6 montrées 

par ailleurs, sont peut-être dus à la possible rareté des cellules de type souche dans des 

tumeurs déjà bien évoluées. Il semble donc impossible de se servir de la calpaïne -6 comme 

marqueur pronostic. Par contre, la calpaïne-6 pourrait servir de marqueur de cellules souche 

pour des analyses de transcriptome et de génome de cellules individuelles qui permettraient 

de mieux caractériser sur le plan moléculaire des cellules souche des tumeurs et ainsi 

d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques.   

La calpaïne-6 apparaît elle-même comme une cible thérapeutique. En effet, nos 

résultats indiquent qu’elle remplit des fonctions importantes au sein de ces cellules en 

contrôlant leur destin. La calpaïne-6 est un médiateur des effets de l’hypoxie directement 

impliqué dans le processus d’autophagie et dans la prévention de l’entrée en sénescence. 

Il semble que la progression tumorale implique la production de cellules sénescentes.  

Ces cellules produisent des cytokines inflammatoires qui servent à recruter les cellules du 

stroma tumoral notamment les cellules qui sont éduquées pour devenir des fibroblastes 

associés à la tumeur (TAF) qui eux-mêmes participent au développement tumoral en 

modelant le microenvironnement pour faciliter l’échappement des cellules cancéreuses vers 

des sites métastatiques et pour leurrer le système immunitaire. (Prime et al., 2016) Nous 

avons observé que l’injection de la population totale de cellules K7M2 dans le tibia des 

souris induisait le développement d’un plus grand nombre de nodules métastatiques par 

rapport à l’injection de cellules triées GFP+ (Fig. 1 de l’article). Ce résultat pourrait indiquer 

que le processus métastatique précoce dépend en partie d’une coopération entre des 
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cellules calpaïne-6+ et des autres cellules de la tumeur. Il peut donc sembler contradictoire 

d’avoir pour objectif d’induire la sénescence des cellules tumorales. 

De façon intéressante Erenpreisa & Cragg ont décrit des mécanismes cellulaires qui 

sont propres aux CSC et leur permettent de passer les points de contrôle et d’échapper à 

l’arrêt du cycle cellulaire malgré l’instabilité génomique. (Erenpreisa & Cragg, 2013)  Ces 

mécanismes impliquent des processus de sénescences et d’autophagie. Ils ont montré que 

des dommages à l’ADN induit par un agent de chimiothérapie ou par une catastrophe 

mitotique entrainent une polyploïdie associée à un état de sénescence réversible dans les 

CSC. Les dommages à l’ADN entrainent une augmentation de l’expression de p21 et/ ou p16  

ce qui a pour effet un arrêt du cycle cellulaire en phase G2/M et l’augmentation de 

l’expression d’Oct4 puis de Nanog et Sox2.  L’expression d’Oct4 induit l’activation de 

l’autophagie qui permet aux CSC de passer d’un état polyploïde à un état diploïde en 

dégradant les nucléi en surnombre et les protéines liées à la sénescence. Ce processus a été 

nommé « néosis ». (Rajaraman et al, 2005)  Nos résultats indiquent que les cellules qui 

expriment la calpaïne-6 ont de nombreux points communs avec les CSC décrites par 

Erenpreisa & Cragg.  Elles sont arrêtées en phase G2/M, elles sont polyploïdes et ont un flux 

autophagique dynamique et essentiel à leur survie. C’est un argument qui renforce nos 

conclusions sur le caractère souche des cellules qui expriment la calpaïne-6. Cela indique 

également qu’induire la sénescence spécifiquement de ces cellules souche pourrait être une 

stratégie thérapeutique efficace. 

Finalement, l’expression de la calpaïne-6 nous a permis de distinguer au moins 2 

types de cellules tumorales avec des destins très différents. Un type cellulaire est capable de 

s’auto renouveler, l’autre est susceptible d’entrée en sénescence. Nos résultats suggèrent 

que la descendance des cellules exprimant la calpaïne-6 forme la masse tumorale et serait 

essentiellement composée de cellules sénescentes. Le fait que la suppression de la 

population des cellules exprimant la calpaïne-6 résulte en une inhibition du développement 

tumoral conforte l’idée que ces cellules constituent la source qui restaure continuellement 

les autres populations cellulaires tumorales. La figure 57 schématise l’organisation tumorale 

que l’on peut proposer à partir de nos résultats.  
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Figure 57: Schéma de l’organisation tumoral possible dans les sarcomes osseux 

Les cellules exprimant la calpaïne-6 s’auto-renouvellent pour maintenir un pool stable de 
CSC et donnent des cellules capables d’entrer en sénescence qui composent la masse 
tumorale. Ces cellules sénescentes produisent des cytokines pro-inflammatoire telles que 
l’IL-1β, l’Il-6, l’Il-8 ou encore l’Il-15 appartenant au SASP. Ce qui a pour effet de recruter et 
d’éduquer des cellules du stroma afin de permettre aux cellules exprimant la calpaïne-6 
d’échapper au système immunitaire, de migrer hors de la tumeur et de permettre la 
croissance tumorale et le développement des métastases. 

II. Perspectives 

Nos travaux ouvrent différentes perspectives d’études qui auront pour but de mieux 

comprendre les fonctions de la calpaïne-6 et de mettre en évidence des outils pour cibler 

cette protéine ou son activité et réduire ainsi la population de CSC au sein des tumeurs.   

II.1. Autophagie et développement métastatique 

Nos résultats suggèrent que la calpaïne-6 est directement impliquée dans le 

processus d’autophagie mais pas dans la signalisation qui le contrôle en amont. En effet, 

nous n’avons pas observé que la suppression ou la surexpression induise des modifications 

des gènes Atg. Tonami et coll., ont montré que la calpaïne-6 stabilise le réseau de 
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microtubules. Le même groupe de chercheur a montré que la calpaïne-6 contrôle la 

dynamique des vésicules pinocytaires dans des macrophages. (Miyazaki et coll., 2016) Notre 

hypothèse est donc que la calpaïne-6 pourrait moduler le flux autophagique en agissant sur 

les microtubules et/ou en contrôlant le trafic vésiculaire qui dépend de ce réseau.  

Récemment, il a été mis en évidence que le processus d’autophagie pouvait être lié à 

la migration cellulaire. En effet, l’autophagie via un récepteur cargo, NBR1, permet le 

désassemblage des adhésions focales au cours de la migration cellulaire. Les 

autophagosomes sont associés aux adhésions focales lors de ce désassemblage, ce qui 

pourrait permettre le recyclage des intégrines tels que l’intégrine β1 et des protéines du 

cytosquelette. L’inhibition de l’autophagie inhibe partiellement la dynamique des adhésions 

focales et empêche la migration cellulaire. (Kenific et al., 2016) 

Ainsi, la calpaïne-6 pourrait contrôler les capacités métastatiques des cellules de 

sarcome en modulant les capacités migratoires des cellules tumorales. Notre premier 

objectif sera donc d’inhiber l’autophagie en utilisant la chloroquine pour déterminer si cela 

supprime les capacités métastatiques des cellules Calp6-P-GFP+.  Le deuxième objectif sera 

de déterminer comment la surexpression ou la suppression de calpaïne-6 influence la 

migration des cellules d’ostéosarcome et modifie le cytosquelette d’actine, de vimentine 

et/ou des microtubules, la dynamique des autophagosomes, des adhésions focales et le 

recyclage des intégrines pour mettre en évidence les mécanismes impliqués. 

Les travaux de Miyazaki et coll. sur les macrophages recrutés dans les plaques 

d’athéroscléroses montrent également que la calpaïne-6 est présente dans certaines 

vésicules associées aux lysosomes mais différentes des vésicules pinocytaires, des 

endosomes ou des mitochondries. De plus, la calpaïne-6 interagit avec CWC22 (spliceosome 

associated protein homolog) et régule la localisation cellulaire de ce facteur et par 

conséquence son activité. (Miyazaki et al., 2016) Ces données suggèrent que la calpaïne-6 

pourrait avoir un rôle de protéine chaperonne comme p62 ou NBR1 et servir pour recruter 

des ligands spécifiques dans les autophagosomes et ainsi contribuer à une autophagie 

sélective de ces ligands. Nous chercherons donc à identifier des partenaires moléculaires de 

la calpaïne-6 par des méthodes de protéomique puis nous déterminerons si l’interaction 
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avec la calpaïne-6 permet de modifier la compartimentation subcellulaire et/ou le niveau 

d’expression des partenaires dans la cellule.  

II.2. Inhibition des activités de la calpaïne-6 à des fins thérapeutiques 

L’objectif général de ce projet est d’apporter la preuve de concept que la calpaïne-6 

peut être ciblée pour contrôler la croissance des tumeurs osseuses, le développement des 

métastases et la réponse à la chimiothérapie. La calpaïne-6 est une calpaïne atypique qui n’a 

pas d’activité catalytique connue. Nous ne pouvons donc pas envisager d’utiliser des 

inhibiteurs pharmacologiques comme pour les calpaïnes classiques. Notre stratégie sera 

plutôt d’essayer de perturber les interactions entre la calpaïne-6 et ses partenaires 

moléculaires. Pour cela nous étudierons les effets de l’expression de formes tronquées de la 

calpaïne-6. Nous avons réalisé des constructions pour exprimer dans les cellules cancéreuses 

les différents domaines de la calpaïne-6 (domaine II, III ou C2 terminal). Nous étudierons les 

effets sur le flux autophagique et la sénescence. Nous espérons à partir de cette étude 

concevoir des peptides pour inhiber les interactions et altérer les fonctions pro-tumorales de 

la calpaïne-6.  

L’inhibition de la calpaïne-6 pourrait être un complément aux traitements classiques 

qui ciblent l’ensemble des cellules composant la tumeur mais qui ne sont pas efficaces sur 

les CSC. L’expression de la calpaïne-6 étant restreinte chez l’Homme après la naissance, nous 

espérons pouvoir obtenir un effet spécifique sur la tumeur et ne pas affecter les cellules 

saines.  
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Liste des Abréviations 

2-HG: Hydroxyglutarate 
ABC: ATP Binding Cassette 
ADN: Acide DésoxyriboNucléique 
AKT: Protein Kinase B 
ALDH: ALdéhyde DésHydrogénase 
ARN: Acide Ribo Nucléique 
ATG: Autophagy Related 

ATP: Adénosine Tri phosphate 
BMP: Bone Morphogenetic Protein 
CBP: Cyclic AMP response element-Binding Protein 
CD: Cluster of differentiation 
CDK: Cyclin-Dependent Kinase 
ChIP: Immuno Précipitation de la Chromatine 
CRE: CRE recombinase 
CSC: Cellules Souche Cancéreuses 
CSE : Cellule Souche Embryonnaire 

CWC22: spliceosome associated protein homolog 

CXCR4: CXC chemokine Receptor 4 
DCV: Dye Cycle Violet 
DISC: Death-Inducing Signaling Complex 
DKK: DicKKopf 
DLL: Delta Like Ligand 
DNMT: ADN méthyltransférases 

DNMT: DNA MethylTransferase 
EGFR: Epidermal Growth Factor Receptor 
ERG: ETS-Related Gene 
ERK: Extracellular signal-Related protein Kinase 
ET : EndoThéline 
ETBR: Endothelin type B receptor 
EWS: EWing Sarcoma 
EZH: Enhancer of Zeste Homolog 
FLI1: Friend Leukemia Integration 1 transcription factor 
GFP: Green Fluorescent Protein 
Gli: Glioma-associated oncogene homolog 
GRP: Gastrin-releasing peptide 

GSF: Groupe Sarcome Français 
H: Histone H 
H3Knme: méthylation de la lysine n de l’Histone H3 
HDAC: histone désacétylase 

HES: mammalian homolog of the hairy gene 

HEY: Hairy Ears, Y-Linked 

Hh: Hedgehog 
HIF: Hypoxia Inducible Factor 
HRE : Eléments de Réponse à l’Hypoxie 
IDH: Isocitrate DeHydrogenase 
IFN: Interféron 
IGF1: Insulin-like Growth Factor 1 Receptor 
IGS: Inhibitors of the Gamma Secretase 
IL-: InterLeukin- 

107 

 



   ANDRIQUE Caroline-Thèse de Doctorat-2017 

iPSC: induced Pluripotent Stem Cell 
IκB: Inhibitors of NF-κB 
LMC: Leucémie Myéloïde Chronique 
lncRNA: long non coding RNA 
MAPK: Mitogen-Activated Protein Kinase 
MDR: MultiDrug Resistance 
MEC: Matrice ExtraCellulaire 
miR: micro ARN 
MMP: Matrix Metallo Proteinase 
mTOR: mammalian Target Of Rapamycin 
NF-κB: Nuclear Factor of Kappa light polypeptide gene enhancer in B-cell 
NGF: Nerve Growth Factor 
NICD: Notch IntraCellular Domain 
NK: Natural Killer 
NRB1: NeuraBin-1 
Oct: Octamer-binding transcription factor 

OPG: OstéoProtéGérine 
PDGF: Platelet Derived Growth factor 
PDK1: Pyruvate Dehydrogenase Kinase isozyme 1 
PDL: Programmed  Death Ligand 
PDX: Xénogreffe dérivée de Patients 
PI3K: Phosphatidylinositol 3 Kinase 
PKC: Protéine Kinase C 
pRb: Protéine du RétinoBlastome 
Prx: Paired related homeobox 

PTEN: Phosphatase and TENsin homolog 
PTHrP: ParaThyroid Hormone-related Protein 
RANKL: receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand 

RECQL4: hélicase à acide désoxyribonucléique 
Smo: Smoothened 
Sox: SRY (sex determining region Y)-box 
STAT: Signal Transducer and Activator of Transcription 
TAZ: Tafazzin 

TGF: Transforming Growth factor 
TGFβR:  Transforming growth factor, beta receptor 
TNF: Tumor Necrosis Factor 
TRAIL: TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand 
UPR: Unfolded Proteine Response 
VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor 
Wnt: wingless integration site 

WRN: Werner Syndrome RecQ Like Helicase 
YAP: Yes-associated protein 
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ANNEXE 1 
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Congrès des Journées Françaises des Tissus Minéralisés (JFBTM), Super Besse, France 
” Calpain-6 expression identifies a stem cell population in osteosarcoma” 

Avril 2015 : Présentation Orale (3min) et poster 
European Calcified Tissue Society (ECTS) et Cancer and Bone Society, Rotterdam, Pays-Bas 
“Calpain-6 expression identifies a stem cell population in osteosarcoma” 
Prix reçu: New investigator award 

Juillet 2016: Présentation Orale (10 min) 
PhD training course de l’European Calcified Tissue Society (ECTS), Oxford, Royaume-Unis 

“Calpain-6 acts as a cell fate determinant and identifies osteosarcoma stem cells” 

Octobre 2016 : Présentation Orale (15 min) 
Journées BIOSARC (Groupe Sarcome Français), Strasbourg, France 
“La calpaïne-6 identifie des cellules souche des ostéosarcomes” 

Avril 2017 : Ma thèse en 180s 
Journées Paris Diderot- Paris 7, Paris France 
“Calpaïne-6 : Biomarqueur des cellules souche des ostéosarcomes. Régulateur du destin 
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ANNEXE 2 

Soumission de l’article au journal Cell Stem Cell 

Réponse des éditeurs 

Nov 01, 2017  

RE: CELL-STEM-CELL-D-17-00677 

"Calpain-6 controls the fate of sarcoma stem cells by promoting autophagy and preventing 

senescence" 

Dear Dr. Modrowski,  

Thank you for submitting your paper to Cell Stem Cell. I have carefully read it, assessed the 

related literature, and discussed it within the editorial team. We recognize that your paper 

reports that calpain-6 expressing cells have a tumorigenic capacity and may exist at the top 

of a sarcoma cell hierarchy. We also see that your study reports that knockdown of calpain-6 

increases senescence phenotypes and that calpain-6 is involved in hypoxia dependent 

autophagy. We appreciate that study of cancer stem cell populations may offer potential 

avenues for targeting and therapy in difficult to eradicate cancers, particularly solid tumors. 

 

From an editorial perspective, however, we are concerned whether the paper would be a 

strong candidate at Cell Stem Cell.  Based on our experience with broadly related papers, it 

seems likely to us that reviewers would look for the use of primary patient samples and/or 

strong genetic models to support your conclusions that calpain-6 mediates cancer stem cell 

activity, and that without this level of data, the overall physiological relevance of these 

findings is somewhat unclear. The burden of proof for introducing a cancer stem cell 

population and a potential hierarchy in sarcoma is high, and it seems likely to us that 

reviewers would be looking for serial transplantations and substantially stronger 

characterization of stemness. Based on these considerations, we unfortunately need to let 

you know that we do not view the paper as a strong candidate for Cell Stem Cell, and would 

instead like to suggest that you target the paper to another journal. 
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I am sorry to be sending you disappointing news on this occasion. I appreciate that you and 

your colleagues invested a significant amount of time and effort into this study and were no 

doubt hoping for a more positive outcome. Our overall goal in making this decision is to help 

you publish your work in as timely a way as possible. From our careful consideration of this 

study, it seems to us that it is not a sufficiently strong candidate for publication in Cell Stem 

Cell to make in-depth review a productive route to take, and it therefore seems best to us to 

save time for both you and potential reviewers by communicating about that at this stage. 

 

We very much appreciate your interest in publishing with Cell Stem Cell and your decision to 

submit your paper to us. I hope you will choose to do so again in the future with your next 

exciting project, and would look forward to working with you at that time. In the interim, I 

also hope that you are soon able to find a good home for this current paper. 

Yours sincerely, 

Anh 

Anh Nguyen, Ph.D. Scientific Editor, Cell Stem Cell 

Rebuttal letter 

Dear Dr. Nguyen 

Thank you for the constructive comments about our manuscript entitled “Calpain-6 controls 

the fate of sarcoma stem cells by promoting autophagy and preventing senescence" by 

Marion et al. We appreciate that you are convinced that we provided evidence that calpain-

6 expression confers specific tumorigenic capacities to sarcoma cells and that calpain-6 

knockdown blocks autophagy and induces senescence. However, we acknowledge that you 

have concerns about the overall physiological relevance of our data.  

We would like to stress that we used mouse and human cell lines with different cellular 

origin and genetic alterations. We also used syngeneic and immunodeficient mouse models 

to support our conclusion that calpain-6 mediates cancer stem cell-like activity. 

Nethertheless, there is a lack of strong genetic model that properly mimic sarcoma 

development. This actually penalizes the visibility of the researches on these rare tumors. 
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But cell grafts are good alternatives to reveal cell intrinsic mechanisms. Indeed, modifying 

the whole genotype of the mice would not allow for discrimination of the effect on cancer 

cells from the possible one on cell microenvironment.  

To our point of view, we provided the best argument to characterize stemness of cancer 

cells showing that calpain-6 expression depends on the master transcription factors which 

control multipotency and renewal of embryonic stem cells and reporting that calpain-6 

expressing cells are at the top of cellular hierarchy, able to reconstitute tumor 

heterogeneity, highly tumorigenic and involved in metastases progression. However, we 

agree that evidence obtained from primary patient samples and especially in patient-derived 

tumor transplantations would be even stronger.  

We would like to address the questions about the relevance and provide a better proof-of-

concept. Therefore, we are currently collecting paraffin-embedded sections of sarcoma 

tissues that have served for xenograft attempts in mouse. We aim to determine whether 

calpain-6 expression within primary patient samples may correlate with growth and 

transplantation capacities in mice. Based on previous findings showing that relapses of 

primary osteosarcoma strongly expressed calpain-6 as compared to primary tumors (Marion 

et al., Int J cancer, 2012), we will also study whether patient-derived tumors in mouse are 

enriched in calpain-6 expressing cells. Despite of the resource scarcity we believe that this 

could be performed within a couple of months. If we successfully enrich our study with such 

data, we hope that the manuscript will be sufficiently strengthened and we would be 

grateful if you could consider it again for review in your journal?   

Yours sincerely  
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Titre : La calpaïne-6 identifie et maintient la population de cellules souche des 
sarcomes osseux en contrôlant les processus d’autophagie et de sénescence. 

Résumé : Les cellules souche cancéreuses contribuent au développement des sarcomes, 

mais le manque de marqueurs spécifiques empêche leur caractérisation et la possibilité de 
cibler ce type de cellules. Nous avons utilisé la séquence régulatrice de la calpaïne-6 dans 
des systèmes rapporteurs pour identifier les cellules exprimant la calpaïne-6. Ces cellules 
étaient des cellules initiatrices de tumeurs et se comportaient comme des cellules souche, 
au sommet de la hiérarchie cellulaire. L'expression de la calpaïne-6 dépend d’un programme 
génique de cellules souche qui implique Oct4, Nanog et Sox2 et est activée par l'hypoxie. 
L’inhibition de la calpaïne-6 a bloqué le développement  tumoral et a induit la diminution du 
nombre de cellules souche cancéreuses dans les sarcomes osseux. L’expression de la 
calpaïne-6 était inversement corrélée à l'expression de marqueurs de sénescence mais était 
associé à un flux autophagique dynamique. L’inhibition de la calpaïne-6 a induit l'entrée des 
cellules en sénescence et a supprimé le flux autophagique. Nos résultats révèlent que le 
calpaïne-6 identifie les cellules souche des sarcomes et joue un rôle important dans le 
maintien des cellules souche cancéreuses en contrôlant les processus d’autophagie et de 
sénescence. La calpaïne-6 semble être une cible thérapeutique prometteuse pour éradiquer 
les cellules souche dans les sarcomes. 

Mots Clefs : Calpaïne-6, Sarcomes osseux,  Cellules souche cancéreuses, autophagie, 

sénescence 

 

Title: Calpain-6 controls the fate of sarcoma stem cells by promoting autophagy 
and preventing senescence. 

Abstract: Cancer stem cells contribute to sarcoma development, but lack of specific 

markers prevents their characterization and the possibility of targeting. We used the 
regulatory sequence of calpain-6 in reporter constructions to identify calpain-6–expressing 
cells. These cells were tumor-initiating cells and behaved like stem cells at the apex of the 
cellular hierarchy. Calpain-6 expression depended on the stem-cell transcription network 
that involves Oct4, Nanog, and Sox2 and was activated by hypoxia. Calpain-6 knockdown 
blocked tumor development and induced depletion of sarcoma stem cells. Calpain-6 was 
inversely associated with expression of senescence markers but was associated with a 
dynamic autophagy flux. Calpain-6 knockdown induced cell entry into senescence and 
suppressed autophagy flux. Our results reveal that calpain-6 identifies sarcoma stem-cell and 
plays an important role as a regulator of cancer cell fate driving a switch between autophagy 
and senescence. Calpain-6 may be a promising therapeutic target to eradicate sarcoma stem 
cells.  

Keywords:  Calpain-6, Bone sarcoma, Cancer stem cells, autophagy, senescence 
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