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RESUME

Si certains cancers sont maintenant traités avec succés, la lutte a finir avec plusieurs autres
tels les cancers cérébraux, passe impérativement par une meilleure connaissance des cellules
constituant ces tumeurs et de ce qui les entoure. Les tumeurs cérébrales sont isolées du reste
du corps par la barriére hémato-encéphalique, ce qui rend le traitement de ces derniéres un
défi de taille. Cibler le microenvironnement dans lequel évoluent ces tumeurs est un nouveau
moyen d’augmenter peut étre ’efficacité des thérapies anticancéreuses. En effet, les cellules
endothéliales tumorales (CET) sont connues pour avoir un phénotype distinct des CE
normales. Ces CE peuvent donc étre une cible potentielle supplémentaire pour 1’inhibition
sélective de la croissance tumorale. En méme temps, les tumeurs semblent étre dirigées et
initiées par une sous-population de cellules au sein de la tumeur, les cellules souches
cancéreuses (CSC). Le concept des CSC a pris de I’envergure ces trois dernieres années et la
recherche de caractéristiques intrinséques particulieres des CSC semblerait un bon début pour
I’avancement de [’oncologie. Une des signatures phénotypiques de plusieurs CSC est le
marqueur CD133 ou Prominine-1. Comme les cellules cancéreuses ne sont pas la seule cible
thérapeutique envisageable, les cellules endothéliales, composantes du milieu tumoral, ont
servi de modéle pour 1’étude de récepteurs aux facteurs plaquettaires. A I’aide de la lignée
HBMEC (human brain microvascular endothelial cell), nous avons mis en évidence une
migration préférentielle marquée des HBMEC en réponse a l’acide lysophosphatidique
(LPA) comparativement a la sphingosine 1- phosphate (S1P), le LPA et la S1P étant deux
facteurs plaquettaires. La voie des MAP (Mitogen-activated protein) kinases semble étre une
des voies activée chez les HBMEC stimulées au LPA. Nous avons démontré sous condition
hypoxique, que cette migration était fortement inhibée (>50%) suite a I’invalidation de I’un
ou |’autre des récepteurs au LPA, LPAR-1 ou LPAR-3, deux récepteurs qui s’exprimaient a
la hausse suite a 1’étude du profil génique des LPAR chez les HBMEC. Dans le but
d’investiguer la réponse au LPA et a la S1P dans un modele de résistance tumorale, une
sous-population de cellules CD133(+) a été triée a partir de la lignée cellulaire de
médulloblastome DAQY. 1l a été observé que les cellules CD133(+) sont plus sensibles au
LPA que les CDI133(-), fait qui a été constaté via une réponse précoce et plus intense de
|’activation de la voie des MAP kinases chez les cellules CD133(+) ainsi que par une
surexpression des récepteurs au LPA, en particulier, LPAR-2 et LPAR-4 chez cette méme
sous-population. En plus, la résistance des cellules CD133(+) a été reliée & un phénotype
d’expression différentielle des récepteurs lipoprotéiques de basse densité (LRP). En effet, la
déprivation en nutriments régule a la hausse 1’expression des récepteurs LRP-1, LRP-1b et
LRP-5 ainsi que celle du marqueur CD133. En somme, nous proposons que les LPAR
constituent une cible propice pour combattre le cancer, que ce soit au niveau du
compartiment tumoral cérébral ou vasculaire cérébral. Nos résultats suggérent aussi que les
CSC s’adaptent entre autre par 'intermédiaire de récepteurs LRP, qui constituent une autre
cible thérapeutique du compartiment tumoral cérébral.

Mots clés : cellule endothéliale, cellule souche cancéreuse, CD133, acide lysophosphatidique,
récepteur au LPA, médulloblastome, low-density lipoprotein receptor-related protein



CHAPITRE I

INTRODUCTION

1.1 Le cancer

1.1.1 Généralités

Selon I’Organisation Mondiale de la Santé, le cancer entraine chaque année la mortalité
de 7,6 millions de personnes dans le monde. 1l y a 40 ans, le cancer était un fléau affectant
essentiellement les pays développés. Cependant, les dernieres données de 1’Agence
Internationale de Recherche sur le Cancer (LARC), confirment que la plupart des nouveaux
cas de cancer et de décés se produisent dans les pays en développement. Publié le 1% juin,
dans le CIRC de GLOBOCAN 2008 (The, 2010), une ressource en ligne qui fournit les
estimations les plus exactes sur l’incidence du cancer, montre qu'en 2008, 53% des 12.7
millions de nouveaux cas de cancer et 63% des 7.6 millions de déces causés par le cancer
dans le monde, se sont produits dans les pays en développement. GLOBOCAN 2008 suggere
¢galement que cette tendance est susceptible de rester tout au long des deux prochaines
décennies. Ces statistiques illustrent parfaitement toute l’ampleur du défi qui attend la
recherche oncologique du 21°™ siécle.

Comprendre les mécanismes génétiques et moléculaires impliqués dans le
développement de la maladie s’avére donc nécessaire. Contrairement a4 ce que ’on peut
croire, le cancer n’apparait pas du jour au lendemain; il s’agit d’une maladie dont le
développement s’échelonne sur plusieurs années. Ce durant, le génome des cellules pré-
cancéreuses accumule une panoplie de mutations. A date, plus de 350 génes ont été prouvés
pour étre impliqués dans I’acquisition du phénotype tumoral (Futreal et al, 2004) contribuant
en conséquence au développement d’environ 200 types de tumeurs pouvant affecter tous les
tissus du corps. Ces affections résultent toutes de I’acquisition et du maintien par les cellules
de caractéres anormaux : I’indépendance vis-a-vis des signaux de croissance, la résistance

aux signaux inhibant la croissance, la résistance a la mort cellulaire programmée ou apoptose,



’acquisition d’un potentiel réplicatif illimité, la capacité & susciter la genése de vaisseaux
sanguins ou angiogenese, et la capacité a former des métastases. Ces six propriétés, chacune
plus ou moins développées selon les cancers, résultent de 1’altération de 1’expression ou de la
séquence d’oncogenes et de genes suppresseurs de tumeurs (Hanahan et Weinberg, 2000).

Les altérations sont résumées a la figure 1.1.

1.1.2 La carcinogenese

Le développement d’une tumeur maligne, ou cancer, est une évolution en plusieurs
étapes dans laquelle interviennent plusieurs cancérogénes, exogeénes et endogeénes.
Classiquement, on distingue deux étapes principales : l'initiation et la progression. Les
initiateurs sont les principaux acteurs de 1’initiation et sont des agents mutagénes provoquant
des dommages irréversibles a3 ’ADN de la cellule. A la promotion, correspondent les
promoteurs qui stimulent la prolifération cellulaire ou altérent les communications
intercellulaires de mani€re & immortaliser la cellule (Tubiana, 2008; Béliveau et Gingras,
2005). Malgré cette séparation artificielle du processus de développement tumoral, elle garde
son intérét, et il faut savoir que la majorité des cancérogénes identifiés ne sont pas des
initiateurs génotoxiques, mais sont des promoteurs (alcool, amiante...) (Tubiana, 2008).
L’initiation, comme son nom 1’indique est 1’étape initiale du processus cancéreux : la cellule
somatique acquiert une mutation génétique irréversible qui ne lui est pas 1étale mais dont les
cellules filles hériteront (Valko et al, 2006). A ce stade la cellule est dite initiée mais n’est pas
jugée cancéreuse. Cette premicre mutation entraine généralement 1’apparition de mutations
additionnelles contribuant a la formation d’une tumeur primaire capable de se développer de
maniere autonome. L’on croit qu’a cette étape, ces tumeurs peuvent étre maintenues a 1’état
latent les empéchant de développer un cancer. Cependant, dans le cas échéant, la promotion
des tumeurs est favorisée (Béliveau et Gingras, 2005). A ce stade, ce sont les promoteurs
tumoraux, pouvant étre des stimulis externes ou internes, qui agissent comme des activateurs
géniques et non les carcinogenes. La cellule subit & ce stade une expansion clonale
phénotypique qui peut étre le résultat d’effets directs du promoteur tumoral ou encore d’effets
indirects d’un promoteur tumoral provenant de cellules adjacentes. Seules les cellules initiées

sont stimulées a proliférer. C’est dans la troisieme étape de la cancérogenése multi-étapes que



ces cellules effectuent une conversion maligne. Ce processus est généralement lent, et la
cellule se caractérise par une instabilité génétique ainsi que par une rupture de ’intégrité des
chromosomes. A cette étape, la croissance cellulaire est davantage dérégulée et la cellule
opere de maniére incontrélée (Klaunig et Kamendulis, 2004; Valko et al, 2006). La
progression est 1’étape qui caractérise un cancer a 1’état mature possédant les six
caractéristiques citées plus haut avec la capacité de se répandre dans d’autres tissus de
I’organisme sous forme de métastases (Béliveau et Gingras, 2005). La figure 1.2 résume les

trois étapes du développement d’un cancer : I’initiation, la promotion et la progression.

1.2 L’angiogenése tumorale

1.2.1 Définition

L’angiogenese est le processus de formation de néo-vaisseaux a partir de vaisseaux
préexistants (Hanahan et Folkman, 1996). Physiologiquement, elle est le principal mécanisme
de vascularisation lors de 1’embryogenése, mais aussi plus tard, dans la transformation
cyclique de l’endométre, dans la génération du placenta et dans les phénomenes de
cicatrisation tissulaire et d’adaptation des tissus a une hypoxie ou une inflammation locale
(Folkman, 2003; Feron et al, 2007). Par contre, dans le cas d’un cancer, 1’angiogenése est
pathologique : la croissance tumorale et la formation de métastases, dépendent d’une tres
forte augmentation du nombre de vaisseaux; elle est alors destinée a répondre aux besoins
métaboliques de la tumeur. L’angiogenese physiologique et pathologique nécessite la
coordination de plusieurs systémes de signalisation, dont le plus important est celui du
facteur de croissance de ’endothélium vasculaire VEGF et de ses récepteurs (Feron et al,
2007). D’autres maladies que le cancer sont caractérisées ou causées par une angiogenese
excessive; on pourrait citer le psoriasis et l’arthrite, mais aussi ’obésité, 1’asthme et

1’athérosclérose (Carmeliet, 2003).

L’angiogen¢se a une place importante dans 1’évolution d’une tumeur. La croissance
tumorale peut étre divisée en deux phases. Dans la premiére phase les nutriments nécessaires

sont fournis par les vaisseaux du tissu normal et est donc caractérisée par 1’absence dun
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réseau vasculaire, elle est dite avasculaire. Passé une certaine taille soit supérieure a 3 mm’,
les besoins ne pourront étre assurés que par de nouveaux vaisseaux qui viendront irriguer la
tumeur et accompagner sa croissance. 1l s’agit de la phase vasculaire (Folkman, 1995). Ce
recrutement de nouveaux vaisseaux est assuré par l’expression d’une série de facteurs de
stimulation de la prolifération des cellules endothéliales normales. C’est un processus de
conversion ou encore le « switch angiogénique» qui sépare la phase avasculaire de la phase
vasculaire. L'angiogenése est en effet un équilibre entre activation et inhibition mais une
augmentation de 1’expression des facteurs pro-angiogéniques n’est pas une étape suffisante
pour permettre 1’acquisition du phénotype angiogénique par la tumeur. En effet,
simultanément a cette augmentation des activateurs de [’angiogenése, il doit se produire une
diminution marquée des facteurs anti-angiogéniques (figure 1.3) (Bergers et Benjamin,
2003).

1.2.2 Etapes de 1’angiogenése tumorale dans 1’endothélium vasculaire tumoral

L’endothélium vasculaire tumoral se distingue de son pendant normal de par un
manque de muscles lisses, un recouvrement inadéquat des vaisseaux par les péricytes, une
désorganisation des patrons de ramification et une perméabilité accrue des vaisseaux
(Eberhard et al, 2000; Hashizume et al, 2000). Dans I’endothélium vasculaire tumoral, il est
connu maintenant que la néo-vascularisation tumorale procéde a 1’élaboration des vaisseaux
sanguins en cinq différentes étapes (Carmeliet et Jain, 2000). L’angiogenése requiert la
contribution des cellules endothéliales (CE) et les mécanismes moléculaires et cellulaires
débutent par 1’activation de ces derniéres. A la premiére étape, la tumeur produit différentes
molécules pro angiogéniques qui cibleront les vaisseaux sanguins a proximité. Un exemple
de ces molécules est le VEGF qui ira interagir avec les récepteurs VEGFR exprimés a la
surface des CE. La perméabilit¢ de sa couche endothéliale vasculaire augmente suite a
1’activation des cellules endothéliales par le VEGFE. Ce dernier contribue a 1’activation des
CE via nombreux autres mécanismes (Nagy et al, 2008). A cette deuxiéme étape, les CE
activées sont alors capables de migrer et de proliférer pour former, par bourgeonnement, de
nouveaux tubes vasculaires a partir des extrémités et des parois latérales des vaisseaux

réexistants. C’est 1’étape de la prolifération des CE. C’est un réseau essentiellement de type
P P P



capillaire qui se forme puisque les sites privilégiés de formation de ces bourgeons sont les
capillaires. (Scoazec, 2000). La troisiéme étape est la dégradation de la matrice
extracellulaire (MEC). Elle implique une série de métalloprotéinases (MMPs) qui agissent
non seulement pour créer un espace pour les cellules endothéliales migrantes mais aussi pour
libérer des facteurs de croissance comme le facteur de croissance fibroblastique (FGF) ou le
VEGF qui, en ’absence de dégradation, resteraient séquestrés dans la matrice. En effet,
I’espace extracellulaire n’est pas un secteur vide et apte a recevoir les cellules endothéliales
migrantes ; il est composé d’un réseau complexe et dense de matrice extracellulaire que les
cellules endothéliales doivent dégrader avant de pouvoir y migrer (Carmeliet et Jain, 2000).
La quatriéme étape est celle de la migration des CE. L’augmentation de la perméabilité
vasculaire permet I’extravasation d’une quantité de protéines plasmatiques qui forment dans
I’espace interstitiel une matrice provisoire permettant d’offrir un support a la migration des
CE. En plus, la migration de ces dernieres est trés favorisée grace a la dégradation de la
membrane basale par les protéases cellulaires et les CE migrent donc en direction du stimulus
angiogénique (Stupack et Cheresh, 2004). La cinquieme et derni¢re étape est celle du
remodelage et de la stabilisation. Elle est le fait d'un équilibre entre dégradation et élaboration
de la matrice extracellulaire. Cette étape implique la perte des caractéristiques du phénotype
angiogénique et la formation d’une stabilisation entre les CE et leur microenvironnement. 1l y
a de ce fait une réorganisation de la paroi vasculaire se caractérisant par la sécrétion
endothéliale d’une lame basale riche en laminine et en collagene IV (Davis et Senger, 2005).
L’accolement des cellules musculaires lisses sera possible grace a des facteurs de croissances
comme le PDGF permettant la stabilisation des néo-capillaires alors que la prolifération des
cellules endothéliales est freinée par les péricytes (Armulik et al, 2005). Une image simplifiée

de I’angiogenése est retrouvée a la figure 1.4.

1.2.3 Hypoxie : stimulante de I’angiogenése

Une tumeur agressive contient certes des régions hypoxiques. L’hypoxie est une
caractéristique des tumeurs solides tels les cancers cérébraux. Des évidences montrent que
50-60% des tumeurs solides avancées contiennent des régions hypoxiques qui ont une tension

en oxygene plus basse que les tissus normaux (Liu et al, 2010). Le faible niveau d'oxygéne
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intra-tumoral influence une série de paramétres biologiques qui peuvent modifier le potentiel
malin d'un néoplasme et le rendre plus résistant aux thérapies (Melillo, 2006). Au niveau
cellulaire, I'hypoxie déclenche l'activation de voies moléculaires complexes, sous la
dépendance du complexe HIF (Hypoxia-Inducible Factor), qui stimulent I'expression d'une
multitude de genes permettant 'adaptation de la cellule a I'hypoxie et aussi promeuvent
l'angiogenese. HIF est un régulateur clé jouant un réle principal dans l’activation de la
transcription de génes régulant la prolifération cellulaire, la survie de la cellule, le
métabolisme glucidique et la migration cellulaire (Li et Ye, 2010, Patiar et Harris, 2006). Le
VEGF, acteur principal de l'angiogenése est ciblé par HIF afin d’augmenter le débit sanguin
vers les tissus non oxygénés. Cette régulation de l'angiogenese par HIF en réponse a
I'hypoxie est essentielle durant le développement embryonnaire mais aussi aprés une
ischémie afin de revasculariser le tissu ou l’organe. L'angiogenése est un phénomene
d’entretien physiologique qui va favoriser la croissance tumorale, le cas d’une tumeur
(Simon, 2007).

HIF est donc l'un des principaux joueurs en condition hypoxique. 1l s’agit d’un facteur
transcriptionnel hétérodimérique qui, en se liant au HRE (Hypoxia-response elements), lors
de l'adaptation des cellules tumorales a I'hypoxie, permet la stimulation de l'angiogenése (via
VEGF), la prolifération cellulaire, la survie, le métabolisme glucidique, la régulation du pH et
de la migration (MMP) (Patiar et Harris, 2006). HIF-1 est un hétérodimeére constitué des deux
sous-unités HIF-1a et ARNTI (aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator) /HIF-1p. En
situation physiologique de normoxie, la sous-unité alpha de la protéine HIF est hydroxylée
par les prolines et asparagines hydroxylases. HIF-1 alpha est ainsi ¢omplexé par les
ubiquitines grace a la protéine VHL (von Hippel-Lindau). La formation du complexe HIF-1
a-pVHL aboutit 4 la destruction de HIF-1a par le protéasome. En situation d’hypoxie ou en
cas de mutation d’HIF alpha, I’hydroxylation est impossible et les sous- unités alpha et béta
d’HIF peuvent s’associer. La translocation nucléaire d’HIF-la et p permet son interaction
avec des promoteurs de géne codant les facteurs pro-angiogéniques tel le VEGF (figure 1.5).
Le stress hypoxique est donc mené par la stabilisation et 1’activation de la sous-unité (HIF-

la) du facteur de transcription central, HIF-1 (Brahimi et Pouysségur, 2006).

1.2.4 Hémostase



L’hémostase est I’ensemble des mécanismes de défense de 1’organisme contre une
hémorragie en activité ou imminente survenant a la suite d’'un dommage subi au niveau de
I’endothélium (Guyton et Hall, 2003). Les réactions d’hémostase ont pour fonction principale
de former des bouchons hémostatiques constitués principalement de plaquettes et de
fibrinogéne permettant de combler les bréches vasculaires. Le bouchon doit se former
rapidement, doit adhérer fermement au pourtour de la bréche et doit étre assez solide afin
d’empécher le retour a I’hémorragie jusqu’a la guérison compléte. 11 faut savoir que
I’hémostase primaire et la coagulation sanguine dite encore hémostasie secondaire travaillent
en concertation étroite pour former le bouchon hémostatique (Jobin, 1995; Becker et al,
2000). L’hémostase primaire entraine d’abord, la formation du clou plaquettaire
hémostatique; elle se centre donc sur les plaquettes et est la plus rapide (3 a 5 minutes) a
livrer son produit hémostatique. La coagulation sanguine par contre, fait intervenir une
dizaine de protéines plasmatiques de coagulation produisant le caillot de fibrine. Le clou
plaquettaire est renforcé par la contraction plaquettaire active du caillot de fibrine et I’agrégat
plaquettaire final forme le bouchon hémostatique (figure 1.6). Il faut noter que tout au long
de ’hémostase primaire, les plaquettes interagissent tour a tour avec des facteurs et des
enzymes de la coagulation, avec des cofacteurs de la coagulation, avec les érythrocytes et en
premier lieu avec la paroi vasculaire lésée. L on distinguera pour ceci les réles du vaisseau en
hémostase qui ne font que délimiter les trois étapes de 1’hémostase : la vasoconstriction
(étape d’interaction avec les facteurs plaquettaires), l’activation des plaquettes par la paroi
vasculaire (étape de formation du clou plaquettaire) et enfin, I’activation de la coagulation
sanguine par la paroi vasculaire 1ésée. La vasoconstriction est immédiate et ne dure qu’une
minute : la sérotonine et la thromboxane A, (TXA;) sont libérées par les plaquettes et
entrainent la contraction des cellules musculaires lisses obligeant 1’hémostase & former le
bouchon a calibre correspondant au vaisseau rupturé. Durant 1’activation des plaquettes par la
paroi vasculaire, le collagéne et d’autres fibres du sous-endothélium entrainent 1’adhésion des
plaquettes a la bréche vasculaire. L’adhésion au collagéne dure 2 a 3 secondes. Enfin, le
vaisseau 1€sé active la coagulation en dénudant le sous-endothélium de son collageéne et trois
voies de coagulation (intrinseque, extrinséque et intermédiaire) sont activées. La lésion est

alors réparée et le caillot fibrineux est dissout (ou fibrinolyse) (Jobin, 1995).



Une relation entre le cancer et I’hémostase semble cependant étre établie puisque des
coagulopathies surviennent chez 80% des patients atteints de cancers (Nash et al, 2001). Ce
lien fut confirmé pour la premiére fois par Armand Trousseau en 1865 : il remarqua une
grande incidence de thromboembolies veineuses chez plusieurs patients atteints de
carcinomes gastrointestinaux (Boccaceio et Comoglio, 2005). En effet, une augmentation de
la sensibilité du systéme hémostatique peut mener a la formation excessive de thromboses, un
phénomeéne couramment observé chez les patients cancéreux (Furie et al, 2008). Selon
Wojtukiewicz et al, 2001, des patients atteints d’un cancer présentent des dysfonctions de la
coagulation telles des thromboembolies et des thrombophlébites. Une augmentation des
concentrations de fibrine ou de produits de dégradation du fibrinogéne suite a la fibrinolyse
dans le sang caracténsent les désordres de coagulation chez ces patients atteints de cancer
(Nash et al, 2001). Le taux de plaquettes sanguines est également plus élevé que la normale
chez ces patients (Lee, 2002). Ainsi, le VEGF qui comme dit plus tét a la section 1.2.2
augmente la perméabilité des cellules endothéliales, entraine aussi le passage du fibrinogéne
sanguin vers la tumeur menant & la formation d'une matrice de fibrine par l'activité pro-
coagulante associée aux cellules tumorales (Pirie-Shepherd, 2003). Ainsi, l'activation de la
coagulation induite par la tumeur et la formation de fibrine sont impliquées dans
’angiogenése et la formation de métastases (Lee, 2002). La fibrine étant présente dans
I’environnement de la tumeur constitue aussi un substrat de liaison et d’activation des
plaquettes sanguines. Les plaquettes libérent alors une série de facteurs angiogéniques
incluant le VEGF, PDGF (platelet derived growth factor), TGF (transforming growth factor),
bFGF (fibroblast growth factor) et I’IL-6 et leur libération stimule les CE et soutient
l'angiogenése (Nash el al, 2001; Pinedo et al, 1998). Enfin, l'activation des plaquettes durant
la coagulation entraine la libération de lipides bioactifs tels que la sphingosinel-phosphate

(S1P) et l'acide lysophosphatidique (LPA) (English et al, 2002).

1.2.5 Facteurs plaquettaires et leurs implications physiopathologiques dans le cancer

Le LPA et la S1P sont donc des phospholipides d’origine plaquettaire qui peuvent étre

libérés au niveau d’une lésion vasculaire et d’une hémorragie (English et al, 2002). Les rdles



du LPA et de la S1P dans I’angiogenése, la croissance tumorale et la métastase ont suscité la
curiosité de plusieurs chercheurs. Les plaquettes sanguines sont une source importante de
LPA et de SIP dans ’organisme. Cependant, le LPA et la S1P peuvent étre produits dans
d’autres types de cellules, entre autres les cellules cancéreuses exprimant 1’autotaxine (une
lysophospholipase D qui permet la synthése du LPA en présence de lysophosphatidyl

choline) et la sphingosine kinase respectivement (Peyruchaud, 2009).

Le LPA, phospholipide polaire, fut rapporté comme étant produit dans le sang lors de
’agrégation plaquettaire mais aussi comme étant un puissant facteur pro-agrégant mettant
ainsi en évidence le role autocrine/paracrine du LPA dans I’agrégation plaquettaire (Mauco et
al, 1978; Gerrard et al, 1979). Le LPA est présent dans le sang et est produit par plusieurs
types de cellules, en particulier par les plaquettes sanguines activées (Lapierre et al, 2010;
Westermann et al, 1998). Le LPA est normalement présent a une basse concentration dans le
plasma soit de ’ordre de 100 nM, concentration qui s’éléve en cas d’inflammation ou de
blessure tissulaire (Lapierre et al, 2010). Aprés une agrégation plaquettaire par exemple, la
concentration de LPA s’¢léve de 2 & 20 uM (Aoki et al, 2002). En plus, il a été observé que
1’agrégation des plaquettes sanguines induite par les cellules tumorales contribuait de maniére
importante dans la propagation métastasique de plusieurs cancers (Peyruchaud et al, 2005).
Le LPA promeut I’invasion et les métastases du cancer ovarien en stimulant [’expression de
facteurs angiogéniques; en effet, le LPA est présent en forte concentration dans les ascites et
le plasma des patientes atteintes de cancer ovarien (Bian et al, 2004). De hauts niveaux de
LPA ont également été retrouvés dans le sang de patients souffrant de myélome multiple

(Brindley, 2004).

Le LPA induit des effets morphologiques et/ou prolifératifs. En effet, il a été proposé
que le LPA soit impliqué dans des processus biologiques importants tels la myélination, la
neurogenese, 1’angiogenése, en stimulant la production de facteurs proangiogéniques tel le
VEGEF, la réparation tissulaire et la progression tumorale (Contros et al, 2000; Valet et al,
2008). Il a été démontré que le LPA exergait de puissants effets sur la migration cellulaire
(cellules endothéliales, fibroblastes, cellules musculaires lisses, cellules épithéliales, cellules

cancéreuses) (Imamura, 1993). Le LPA, dans une multitude de types cellulaires normaux ou
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cancéreux, augmente la prolifération cellulaire ou renforce l’effet mitogénique d’autres
facteurs de croissance comme ’EGF (Valet et al, 1998). Le LPA fut détecté dans des biopsies
de tumeur du colon alors qu’il était absent dans des biopsies de cdlons sains (Merchant el al,
1991). Plus tard, le méme groupe observa qu’il existait un rapport entre la quantité de LPA
présente dans des biopsies de cancers de I’acesophage et leur degré de malignité (Merchant et
al, 1999). Le LPA stimule également la production de certaines métalloprotéinases
matricielles qui sont d’importantes actrices dans la favorisation du processus de métastase et
donc de I’expansion tumorale (Wang et al, 2010a.). Il est également intéressant de noter que
I’expression de 1’autotaxine, 1’ectophosphodiesterase permettant la syntheése du LPA, est
fortement augmentée dans les glioblastomes, les neuroblastomes agressifs, les cancers du
sein, les carcinomes rénaux, hépatocellulaires et thyroidiens (David et al, 2010; Nakanaga et
al, 2010). Enfin, le LPA est un agent anti-apoptotique in vivo, comme démontré sur des
cellules cancéreuses mais €galement sur des cellules normales soumises a des traitements

chimiques (cisplatine) ou des irradiations (Fang et al, 2002).

La S1P a été découverte en 1884 par un physicien allemand J.L.W. Tudichum. Elle est
synthétisée & partir de la sphingosine via la phosphorylation de son groupe hydroxyle
primaire par deux sphingosines kinases (Sphkl et Sphk2) (Lai et al, 2009). Dans le plasma,
les cellules hématopoiétiques (érythrocytes, plaquettes sanguines et leucocytes) constituent la
source majeure de S1P. Cependant, les cellules vasculaires et lymphatiques endothéliales sont
capables aussi de synthétiser et libérer la SIP. La SIP circule en liberté¢ a travers les
différentes membranes mais nécessite un systeéme de transport spécifique pour sa
translocation a ’extérieur de la membrane cytoplasmique. Dans les plaquettes sanguines,
I’exportation de la S1P se fait via les transporteurs de type ABC, cependant le mécanisme de
cette exportation dans d’autres types cellulaires demeure inconnu (Lucke et Levkau, 2010).
La S1P potentialise de beaucoup la réponse angiogénique induite par le VEGF et le FGF
(Chae et al, 2004). La S1P a été démontrée pour étre promotrice de I’angiogenése tumorale in
vivo : la progression tumorale a été réduite suite a un traitement avec un anticorps
monoclonal qui neutralise la S1P bioactive et ceci dans plusieurs modéles tumorales

xénogreffes et allogreffes. Le méme anticorps anti-S1P a de plus été utilisé in vitro et a inhibé
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la migration cellulaire endothéliale mais aussi la formation de capillaires (Lucke et Levkau,

2010).

1.3 Récepteurs/régulateurs de la progression tumorale

1.3.1 LPAR

En cas de blessure, les niveaux de LPA et de S1P plasmatiques augmentent
drastiquement suite & leur libération a partir de plaquettes activées entrainant une série de
réponses dans divers tissus. Ces lysophospholipides ont des effets sur la majorité des cellules
entrainant des modulations dans les réponses cellulaires de prolifération, de survie, de
migration et de différentiation. Plusieurs de ces effets sont médiés par les récepteurs couplés
aux protéines G (GPCRs) de ces lysophospholipides (Pitson et Pébay, 2009). Cinq récepteurs
de la S1P (S1P 1_5) sont connus aujourd’hui (Kluk et Hla, 2002; Pitson et Pébay, 2009) alors
que 1’on connait sept récepteurs au LPA incluant les LPA, 5. Les récepteurs au LPA et au S1P
sont exprimés de maniére différentielle et sont liés a différentes protéines G. Les voies de
transduction du signal mises en jeu par ’activation des récepteurs du LPA et de la S1P sont
étroitement liées & la nature des protéines G auxquelles ils sont couplés et peuvent donc étre
médiés par ’activation de la kinase ERK1/2 ou de la phospholipase C (PLC) ou de petites
GTPases (voir figure 1.7) (Pitson et Pébay, 2009).

Nous nous attarderons sur les récepteurs au LPA suscitant notre intérét dans cette
présente étude et plus particulierement aux récepteurs LPAR-1/EDG2, LPAR-2/EDG4
LPAR-3/EDG7, LPAR-4 et LPAR-5. Il s’agit de récepteurs a sept domaines
transmembranaires couplés aux protéines G et appartenant a la famille EDG (endothelial
differentiation gene). De par leur couplage a la protéine Gi (inhibitrice), ces trois récepteurs
entrainent 1’activation des MAPK (mitogen activated protein kinases) (ERK1/2) et des PI3K
(phosphatidyl inositol 3-kinase). Ces activations sont impliquées dans les effets mitogéniques
et anti-apoptotiques du LPA. LPAR-2 et LPAR-3 ont une composition en acides aminés
homologues a 46 et 54% avec celle du récepteur LPAR-1 (An et al, 1998). Chez ’homme, le

récepteur LPAR-1 est distribué dans une variété de tissus et est hautement exprimé dans le
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cerveau, le ceeur, le placenta, le célon et le petit intestin; il I’est par contre moindrement dans
le pancréas, les ovaires et la prostate (Hecht et al, 1996). Le récepteur LPAR-2 possede une
distribution tissulaire plus restreinte, plus particuliérement dans les testicules et les
leucocytes. Le récepteur LPAR-3 posséde également une distribution tissulaire restreinte
dans le pancréas, la prostate et les testicules (Bandoh et al, 1999). Le récepteur LPAR-4
s’exprime & de trés bas niveaux dans la majorité des tissus humains, cependant il est
significativement exprimé dans les ovaires (Noguchi et al, 2003). LPAR-5 est modérément
exprimé dans le cerveau embryonnaire, au niveau de la peau, de I’estomac, du thymus, du

poumon et du foie et est enrichi dans le petit intestin (Lee et al, 2006a).

1l a ét¢ démontré que le LPA stimulait [’activation des cellules du cancer ovarien mais
aussi qu’il avait un effet anti-apoptotique sur ces mémes cellules. Il induit aussi ’activation
de I'uPA (urokinase plasminogen activator) et des métalloprotéinases matricielles (MMPs),
qui sont, comme dit précédemment, d’importants médiateurs de ’invasion et de la migration
tumorale (Pustilnik et al, 1999; Fishman et al, 2001; Do et al, 2007). Le LPA accélére aussi
par les voies Rho/ROCK/actomyosin et Ras/MEKK la formation d’adhésions focales et la
migration cellulaire cancéreuse (Sawada et al, 2002; Bian et al, 2004). Des effets similaires
ont également été observés dans d’autres types de cancers tels le cancer de |’estomac, du foie
et du cerveau (gliomes) (Kim et al, 2008; Genda et al, 1999; Goetzl et al, 1999). Tous les
effets du LPA cités ci-dessus sont principalement médiés par les récepteurs LPAR-2 et
LPAR-3 alors que le récepteur LPAR-4 participerait & la rétroaction positive de la production
du LPA (Wang et al, 2008; Yu et al, 2008; Hope et al, 2009; Ptaszynska et al, 2008). 11 a
récemment ét€ démontré que le récepteur LPAR-1 est un régulateur négatif du cancer ovarien
(Murph et al, 2008). En plus, des mutations du récepteur LPAR-1 ont été retrouvées dans des
tumeurs du foie chez le rat (Obo et al, 2009). 1l a également été démontré que le LPA
induisait I’expression du VEGF pro-angiogénique dans les cellules du cancer de 1’ovaire via
le récepteur LPAR-2 mais non LPAR-1 (Hu et al, 2001). Ceci laisse suggérer que le LPAR-1,
a la différence des autres récepteurs connus du LPA, pourrait agir en tant que géne
suppresseur de tumeur. Cependant, ceci reste a confirmer. Une étude effectuée sur une lignée
cellulaire humaine MDA-BO2 surexprimant le récepteur LPAR-1, démontra que la

surexpression du récepteur LPAR-1 sensibilisait spécifiquement ces cellules & 1’action
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mitogénique du LPA in vitro. In vivo, la surexpression de LPAR-1 dans ces cellules
augmente de fagon dramatique la formation des métastases osseuses, en augmentant la
croissance de la masse tumorale, la prolifération cellulaire et la destruction osseuse

(Peryuchaud et al, 2005).

1.3.2 LRP : r6les dans la progression tumorale

Les récepteurs aux LDL (low-density lipoprotein) sont un groupe de récepteurs
cellulaires de surfaces chargés du transport d’un bon nombre de macromolécules a travers les
cellules. Il y a neuf membres dans la famille des récepteurs aux LDL dont LRP-1(low-density
lipoprotein receptor-related protein-1), LRP-1b, LRP-5, VLDLR (very low-density
lipoprotein receptor), la mégaline ou LRP-2, apoER2 ou LRP-8 et LRP-11 (Chung et Wasan,
2004).

Le récepteur LRP-1 est un récepteur d’endocytose de 600 kDa. Clivé par une furine,
LRP-1 génére une structure & deux chaines : une chaine o extracellulaire de 515 kDa et une
chaine B de 85 kDa contenant le domaine transmembranaire. LRP-1 est impliqué dans le
métabolisme de plus de 40 ligands incluant des protéines de la matrice extracellulaire en vue
de leur dégradation, des facteurs de croissance, des protéases et des inhibiteurs de protéases
(Montel et al, 2007). Plusieurs enzymes protéolytiques impliquées dans 1’invasion tumorale
sont régulées par l’activité d’endocytose de LRP-1. C’est notamment le cas de certaines
métalloprotéases matricielles (MMP9, MMP2 et la MMP13) dont le niveau d’expression et
I’activité sont pris en charge par LRP-1 (Herz et Strickland, 2001). LRP-1 semble accélérer
aussi la dégradation de l’urokinase uPA, une sérine protéase extracellulaire impliquée dans le
remodelage anormal de la matrice lors des progressions tumorales; LRP-1 interagirait
directement avec le récepteur uPAR, le menant a éliminer I’'uPA de la surface cellulaire.
LRP-1 régule une cascade protéolytique impliquée dans la progression de I’invasion
tumorale, activité lui conférant des propriétés anti-tumorales (Dedieu et al, 2008). Il a été
possible de montrer lors de plusieurs études qu’une perte d’expression de LRP-1 est attribuée
a une stimulation de l’agressivité des cellules cancéreuses rapportant ceci dans plusieurs

types de cancers (cancer de la prostate, gliomes, cancer thyroidiens...) (Langlois et al, 2009).



14

En contradiction avec cette signature anti-tumorale qui lul avait été attribuée, LRP-1 pourrait
contribuer a l’agressivité de certaines tumeurs. En effet, selon Dedieu et al, (2008),
’inactivation de LRP-1 engendrait un ralentissement considérable des processus migratoires
et invasifs de carcinomes thyroidiens laissant suggérer un réle pour LRP-1 dans la capacité
des cellules cancéreuses a migrer de manicre favorable (Dedieu et al, 2008). Langlois et al,
(2009), rapportent qu’en conditions hypoxiques, LRP-1 est surexprimé et que son
invalidation entrainait une diminution du VEGF pro-angiogénique ce qui menait a un
ralentissement considérable de la croissance métastasique (Langlois et al, 2009). En plus,
selon I’équipe de Li, de hauts niveaux d’expression de LRP-1 augmentent le pouvoir invasif
des cellules cancéreuses du sein (Li et al, 1998). Il a également ét¢ démontré qu’une
neutralisation de LRP-1 arrétait la mobilité cellulaire dans des cellules tumorales aussi bien
que normales. De plus, Song et al, (2009) rapportent qu’une diminution de la migration
cellulaire a été observée dans des cellules humaines de muscle lisse ou LRP-1 a été invalidé
par un ARN interférent (si-ARN). Le groupe de Song et al, (2009) a démontré que LRP-1 est
capable de promouvoir la migration et I’invasion cellulaire en induisant 1’expression des
MMP-2 et 9 (Song et al, 2009). Tous ces résultats montrent la complexité du réle de LRP-1
dans I’invasion et la migration tumorale qui dépendent du type de cellules tumorales a I’essai
et de la protéine extracellulaire impliquée dans ces processus tumoraux. On pourrait
cependant avancer que ces résultats font du blocage ciblé de la fonction de LRP-1 une des
perspectives thérapeutiques possible. LRP est impliquée dans la régulation métabolique des
lipides et des lipoprotéines dans une grande variété de cellules ce qui laisse suggérer qu’une
augmentation des niveaux de LRP pourrait étre la conséquence d’une augmentation des
besoins en lipides et lipoprotéines de la cellule cancéreuse quand elle est privée se sérum

(Uden et al, 2000).

Autre que LRP-1, LRP-1b fait également partie de la famille des récepteurs au LDL.
LRP-1b a été identifié comme un candidat suppresseur de tumeur : il a été retrouvé dans 40%
des cellules cancéreuses du poumon sous forme inactive. LRP-1b est exprimé dans le
cerveau, la thyroide et les glandes salivaires. Certaines études ont pu démontrer que LRP-1b
est un régulateur négatif de la migration cellulaire (Chung et Wasan, 2004). Un autre membre

de la famille des LDL est LRP-5, a d’abord été identifi¢ dans des recherches pour la nature
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du diabéte de type I (Hey et al, 1998). Le role fonctionnel de ce récepteur a surtout été
attribué a la transduction du signal dans une voie durant le développement embryonnaire des
vertébrés et la formation de tumeur. LRP-5 est également un important corécepteur dans la
voie de signalisation de Wnt dans trois différentes espéces, la Drosophile (Wehrli et al,
2000), le Xénope (Tamai et al, 2000) et la souris (Pinson et al, 2000). Enfin, six mutations au
niveau du gene de LRP-5 ont été identifiées et liées a une augmentation de la densité osseuse
chez I’humain (Van Wesenbeeck, 2003). Le récepteur au VLDL est le principal transporteur
du triacyglycérol endogéne a partir du foie jusqu’au tissu extrahépatique (Chung et Wasan,
2004). LRP-2 ou mégaline est un récepteur de la famille des LDL de 600-kDa. Des souris
knockout pour ce récepteur suggérent son imbortance dans I’absorption des protéines et dans
la récupération des vitamines (Chung et Wasan, 2004). LRP-8 a été identifié dans le cerveau
mais aussi dans les testicules et le placenta. LRP-8 joue un réle important dans la migration
neuronale chez la souris. LRP-8 et VLDLR semblent étre des récepteurs trés importants dans
la voie de signalisation de la Réeline, une protéine de la matrice extracellulaire impliquée
dans la migration neuronale lors du développement cérébral (Chung et Wasan, 2004). Voir
figure 1.8 pour certains récepteurs de la famille du LDL. Nous verrons au cours de cette
étude, sous certaines conditions I’expression génique de ces récepteurs dans une lignée de

médulloblastome.
1.4 Les cellules souches cancéreuses (CSC)

1.4.1 Définition

Récemment, les études suggerent la présence d’un lien entre les tumeurs cérébrales et
une sous-population de cellules souches cancéreuses présente au sein de la tumeur. Ces
cellules souches dans le cervelet pourraient expliquer les médulloblastomes, tumeurs
malignes constituant 13 a 20% de toutes les tumeurs cérébrales pédiatriques (Chen et al,
2010). Le concept de cellules souches cancéreuses vient des premiers travaux d’un groupe de
chercheurs étudiant la leucémie myéloide aigu€ humaine et qui a prouvé qu’une sous-
population de cellules uniques était capable de générer le méme type de leucémie aigué suite

a sa transplantation dans des souris immunodéficientes (Emmenegger et Wechsler-Reya,
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2008). L’intérét pour ces cellules est né d’expériences de xénogreffe qui ont montré que
I’induction d’une tumeur chez 1’animal survenait par la seule capacité des cellules souches
tumorales a le faire. Depuis, des populations de cellules similaires ont été retrouvés dans une
variété de tumeurs solides telles les cancers du sein, du cerveau, du colon, de la prostate, de la
peau et du pancréas. De la, il semblerait que les cellules souches tumorales seraient a
I’origine de la croissance de I’ensemble de la tumeur, du maintien de son agressivité et
également a l’origine des rechutes (Singh et al, 2004). La validation d’une telle hypothese,
confirmerait que les cellules souches cancéreuses sont bel et bien une cible thérapeutique

fondamentale.

Les CSC s’auto-renouvellent, ont une longue durée de vie et sont capables de reproduire
I’hétérogénéité tissulaire. Elles vont acquérir autant de propriétés possibles leur permettant de
former des métastases et de résister aux traitements anti-tumoraux actuels (Wicha et al,
2006). En effet, les CSC, qui sont altérées génétiquement, acquicrent la propriété de
proliférer indéfiniment de maniére autonome vis-a-vis de la «niche» environnementale
(Wicha et al, 2006), un microenvironnement spécialis¢ qui en conditions physiologiques
normales fournit un contréle serré de la prolifération des CS (Lu et Mahato, 2009). Donc,
toutes les cellules d’une méme tumeur n’ont pas la méme capacité a proliférer et a assurer la
croissance tumorale. En effet, il y a une cellule (CC-IC) initiatrice de cancer parmi 5.7x10
cellules tumorales non fractionnées (Wang et al, 2010b.). Au contraire, certaines propriétés
des CSN sont conservées dans les CSC comme par exemple, ’activation de voies de
signalisation anti-apoptotiques, la capacité d’entrer en quiescence, 1’activation accrue des
transporteurs membranaires et 1’augmentation des capacités de migration cellulaire et de

résistance a I’hypoxie (Wicha et al, 2006).

Les cellules souches cancéreuses cérébrales sont des cellules tumorales exprimant des
marqueurs de cellules souches neurales normales (par exemple CD133) et ayant la capacité
de pousser sous la forme de neurosphéres, de s’auto-renouveler et de se différencier en
cellules tumorales exprimant des marqueurs astrocytaires, oligodendrogliaux et neuronaux
(Singh et al, 2004; Yao et al, 2009) (figure 1.9). Certaines cellules souches cancéreuses

partagent certaines caractéristiques phénotypiques avec les cellules souches normales du
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méme tissu. Ceci est vrai pour les cellules souches cancéreuses de médulloblastomes et de
glioblastomes humains qui expriment le marqueur CD133 (prominine) et qui ont la capacité
de se propager. Ceci a été mis en évidence par la transplantation de cellules CD133(+) qui a
généré des tumeurs identiques a la tumeur originale confirmant que ces cellules souches sont
effectivement des cellules souches cancéreuses. Ceci, n’a pas pu étre obtenu par la
transplantation de cellules CD133(-) (Emmenegger et Wechsler-Reya, 2008). L’origine des
cellules souches demeure cependant a discuter. Néanmoins, deux hypotheses sont
présentement émises. La premiere étant que la cellule souche cancéreuse est la résultante
d’une cellule souche normale ayant accumulé des mutations suite a une exposition prolongée
a des carcinogenes; la deuxieme étant que la cellule souche cancéreuse provienne d’une
cellule différentiée ayant acquis la capacité d’auto-renouvellement suite a des altérations

génétiques (Dean et al, 2005).

1.4.2 La résistance aux agents thérapeutiques

Depuis que la chimiothérapie est devenue ’une des principales stratégies thérapeutiques
dans le traitement du cancer, la résistance a souvent suivi (Lu et Mahato, 2009). La récente
découverte des CSC, naturellement survivantes a la majorité des chimiothérapies, pourrait
expliquer non seulement la résistance thérapeutique d’une tumeur mais aussi le mécanisme
de récidive de celle-ci (Kelly et al, 2010). En effet, plusieurs travaux ont montré que les
cellules souches tumorales étaient plus résistantes a la radiothérapie et la chimiothérapie que
les autres cellules tumorales (Bao et al, 2006). Cette résistance naturelle aux chimiothérapies
est liée a une caractéristique essentielle des cellules souches, leur nature quiescente (Kelly et
al, 2010). Cette quiescence, les rend moins accessibles aux drogues anti-mitotiques qui
ciblent des cellules en division rapide (Dean et al, 2005). Cette population mineure de CSC
est plus résistante aux thérapies non seulement de par sa quiescence mais aussi de par son
expression accrue pour des protéines anti-apoptotiques et des transporteurs d’efflux de
drogues (Kelly et al, 2010). Ainsi, les CSC, méme en trés petit nombre, de par leur
quiescence (Dean et al, 2005) et de par ’augmentation des mécanismes de rejet de drogues
(Kelly et al, 2010), sont aptes a reformer la tumeur initiale avec des cellules rejetant

efficacement les agents de chimiothérapie (Michor et al, 2005). De 13, les thérapies utilisées
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ne ciblent pas les CSC puisqu’apres une premicre phase de réponse thérapeutique, la tumeur
peu récidiver méme apres régression ou disparition en apparence totale de la tumeur (Reya et
al, 2001). Enfin, qu’elles soient dénommeées cellules souches cancéreuses (CSC) ou cellules
initiatrices de tumeurs (CIT) ou encore cellules souches tumorales (CST), elles désignent
cette méme sous-population cellulaire se trouvant au sein d’une tumeur et pouvant proliférer
indéfiniment et reconstituer une tumeur dans toute sa diversité phénotypique (Qin et al,
2010). Toutes ces propriétés des CSC, qu’elles les partagent ou non avec les cellules
normales, montrent la difficulté a atteindre sélectivement cette population, primordiale pour

le développement tumoral.

1.4.3 CD133 : un marqueur de surface des CSC

Les CSC représentent une trés petite proportion des cellules d’une tumeur (moins de
1%) (Neuzil et al, 2007). Donc, non seulement les CSC sont en trés petit nombre au sein
d’une tumeur mais un second obstacle était I’absence de marqueurs de surface spécifiques de
cellules souches neurales qui permettraient de les isoler. L’étude du marqueur CD133 (décrite
ci-dessous) n’est pas un cas unique puisqu’une population de CSC mammaire humaine
exprimant & sa surface CD44" a également été & 1’étude : 200 CSC CD44"/CD24  qui ne
représentent que 1 a 10% de la tumeur, ont été capables de former une tumeur aprés injection
alors que 20000 cellules ne possédant pas ce phénotype en sont incapables. Ces
manipulations montrent les capacités d’autorenouvellement et de différenciation de la
population CD44"/CD24" et donc la présence de CSC que I’on a été capable d’isoler grice a
leurs marqueurs spécifiques (Al Hajj et al, 2003). Différents marqueurs de surface des CSC
sont connus aujourd’hui; il est connu aussi que CD133 s’exprime fortement dans plusieurs
CSC de tumeurs cérébrales (médulloblastomes, glioblastomes, astrocytomes pylocytiques et

autres) (Beier et al, 2008).

Le marqueur CDI133 fut le premier marqueur de cellules souches humaines
multipotentes a avoir été identifié (en ’an 2000). Une population de cellules CD133(+),
riches en marqueur de surface CD133, a été isolée par tri cellulaire et ces derniéres étaient

capables aprés réimplantation dans le cerveau d’une souris héte immunodéprimée de migrer,
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proliférer et se différencier en neurones et en cellules gliales (Uchida et al, 2000). Afin de
tester le pouvoir tumorigéne de cette population cellulaire, les fractions CD133- et CD133+
ont été extraites de différents types tumoraux et réinjectées, par stéréotaxie, dans le cortex ou
le striatum de souris immunodéprimées. Seule la population de cellules exprimant le CD133
était capable d’initier et de reconstituer une tumeur cérébrale identique a celle dont elle a été
extraite. L’ensemble de ces résultats suggére qu’une faible proportion de cellules tumorales
est responsable de D’initiation et de la croissance tumorale (Galli et al, 2003; Singh et al,
2004). Cependant, méme si CD133 semble étre un marqueur efficace des CSC, on ne sait pas
encore comment CDI133 contribue a leurs caractéristiques de résistance thérapeutique,
d’auto-renouvellement et de différentiation (Zhou et al, 2010). De plus, on connait peu le
mode de régulation de cet important marqueur de CSC. Dans les cellules de glioblastomes
I’expression de CD133 est régulée par le stress cellulaire et 1’hypoxie. En termes
d’applications cliniques, une régulation a la baisse de 1’expression de CD133 entraverait la

prolifération et les métastases dans les mélanomes (You et al, 2010).

Le marqueur CD133 est exprimé par les cellules souches les plus immatures connues a
date. CD133 est connu sous le nom de Prominine-1, une glycoprotéine de surface impliquée,
selon certains, dans I’organisation topologique des protrusions de la membrane plasmique. La
Prominine-1 humaine, est constituée de 865 acides aminées avec un poids moléculaire de 120
kDa et la murine de 858 acides aminés avec un poids de 115 kDa. CDI33 posséde 5
domaines transmembranaires et a été retrouvé a ’origine dans les cellules souches
hématopoiétiques et neurales d’origine humaine et murine (Shmelkov et al, 2005). CD133
posséde huit sites de N-glycosilation dans son domaine extracellulaire; certains chercheurs
étudient le degré de glycosilation de CD133 qu’ils pensent étre un marqueur indirect des
cellules souches plutét que 1’expression de CD133 elle-méme : la dynamique de glycosilation
pourrait jouer un rdle critique dans sa fonction biologique dans les CSC et CSN (Zhou et al,
2010). Selon d’autres études, CD133 pourrait établir et maintenir différents types de
protubérances membranaires lui confiant le potentiel d’influencer la migration, la polarité
cellulaire et les interactions des cellules souches avec les cellules a leurs alentours et/ou avec

la matrice extracellulaire (Shmelkov et al, 2005).
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1.5 Modéles cellulaires expérimentaux

1.5.1 HBMEC

Les cellules endothéliales microvasculaires cérébrales humaines (HBMEC) ont été
utilisées comme premier modele cellulaire d’origine cérébrale pour la présente étude des
récepteurs aux facteurs plaquettaires. Cette lignée cellulaire exprime plusieurs marqueurs
endothéliaux tels que le facteur VII[-Rag, l'anhydrase carbonique IV et l'ulex europeus
agglutinine. Une diminution de la fluorescence des lipoprotéines acétylées a faible densité
(LDL) et de la gamma glutamyle transpeptidase (GGT) marquées témoigne du phénotype
spécifique des cellules endothéliales cérébrales (Stins et al, 1997). Les HBMEC ont été
immortalisées aprés infection par des rétrovirus recombinants pour le virus simiens 40
antigéne grand T (SV-40LT). Les HBMEC maintiennent leurs caractéristiques fonctionnelles
et morphologiques pendant 30 passages (Greiffenberg et al, 1998).

1.5.2 DAOY parentales et DAOY CD133(+)

La lignée cellulaire de médulloblastome DAOY est un bon modele pour 1’étude du
comportement in vitro de cellules cancéreuses cérébrales pédiatriques mises en présence de
facteurs plaquettaires ou en d’autres conditions mimant [’environnement tumoral. Les DAOY
sont des cellules de médulloblastome cérébelleux desmoplastique. C’est une lignée cellulaire
humaine hyper-tétraploide qui a été établie en 1985 par P.F Jacobsen de 1’'Hépital Royal de
Perth & I’Ouest de 1I’Australie. Cette lignée cellulaire provient du matériel d’une biopsie
effectuée a partir d’une tumeur de la région cérébrale postérieure d’un gargon de 4 ans. La
tumeur originale possédait des caractéristiques de différentiation neuronale et gliale qui n’ont
pas été retenues par la lignée cellulaire actuelle (selon ATCC- The Global Bioresource

Center).

L’isolement des DAOY sur la base de I’expression du marqueur CD133, fournit une
population sélective enrichie en CD133 et homologue aux CSC de médulloblastome qui
semblent exprimer aussi le marqueur CD133 (Neuzil et al, 2007). Un enrichissement simple
par tri cellulaire magnétique sur colonne MACS (voir section 2.2.11) a partir de la population

de DAQY parentale, founit une population de DAOY CD133(+) utile pour le ciblage d’une
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population maligne de cellules souches mutées de médulloblastomes. Les DAOY CD133(+)
sont un modéle ayant permis au cours de cette étude, d’observer quelques aspects du profil
d’expression génique et protéique se manifestant lors de I’adaptation phénotypique des CSC

de médulloblastomes.

1.6 Objectifs de la recherche

Le LPA est impliqué, dans le cadre de ses effets physiopathologiques, tout comme les
facteurs de croissance, dans une panoplie d’activités critiques requises pour la formation et
I’expansion tumorale telles 1’oncogenese (Li et al, 2010), la prolifération cellulaire et
I’invasion cellulaire (Hu et al, 2008). Les activités du LPA, lorsque médiées par un récepteur,
dépendent de la présence des récepteurs du LPA distribués dans divers tissus (Li et al, 2010).
Toutefois, documenter davantage le réle et I’implication des récepteurs LPAR,s dans les
compartiments endothéliaux vasculaires et tumoraux cérébraux, s’avére nécessaire dans un
premier volet de 1’étude. Ainsi, il devient intéressant d’identifier premierement les récepteurs
au LPA jouant un réle déterminant dans l’acquisition des CE de la masse tumorale d’un
phénotype distinct de leur pendant normal. En effet, ceci permettrait de cibler
thérapeutiquement, via des mécanismes médiés par un ou des LPAR, les cellules
endothéliales tumorales dans le traitement contre le cancer. Pour ce faire, les récepteurs au
LPA impliqués dans 1’adaptation au stress hypoxique ont été en premier lieu déterminés dans
les HBMEC qui sont, a notre connaissance, le modéle in vitro le plus proche du phénotype et
des fonctions propres aux CET, des composantes structurales et fonctionnelles importantes de
la barriere hémato-encéphalique. Dans un deuxi¢me temps, ce sont les récepteurs au LPA
impliqués dans la résistance tumorale que nous avons étudiés dans le modéle de tumeur
cérébrale de CSC CD133(+) de médulloblastome. Ainsi, les récepteurs au LPA impliqués
dans le phénotype invasif des CSC pourraient servir de cible thérapeutique contre le cancer
dans les cellules cancéreuses. En somme, mon projet de recherche, dans un premier volet,
consistait a identifier les récepteurs au LPA-facteur de croissance plaquettaire-qui pourraient
étre une cible thérapeutique contre le cancer et ceci a la fois dans le compartiment vasculaire
endothélial tumoral et dans les cellules cancéreuses. Pour ce faire, des essais de migrations

avec ou sans invalidation de certains récepteurs au LPA ont été effectués a ’aide de la lignée
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de HBMEC mais aussi une étude comparative du comportement migratoire stimulé au LPA
et de ’expression génique des LPAR a été effectuée entre les DAOY CD133(-) et les DAOY
CD133(+).

La progression tumorale est directement liée a la capacité d’adaptation des cellules
cancéreuses a leur microenvironnement. Le manque d’oxygene ainsi que la déprivation en
nutriments sont deux signatures du microenvironnement tumoral auxquelles les CSC
semblent avoir une adaptation frappante : il a récemment été suggéré que cette capacité
d’adaptation contribuait au phénotype de radio et de chimiorésistance des CSC (Olivotto et
Sbarba, 2008). Une meilleure compréhension de la signature moléculaire des CSC en
condition de stress, telle la déprivation en sérum clarifierait nos connaissances sur les
mécanismes tumoraux & cibler. La sous-population de cellules cancéreuses de
médulloblastome radio et chimio-résistante exprime abondamment le marqueur de surface
CD133 et cette sous-population CD133(+) est pluripotente, prolifére de manicre excessive et
s’auto-renouvelle (Beier et al, 2008; Singh et al, 2004). Basé sur le fait que CD133 est un
marqueur de surface des CSC et que son expression génique est accrue dans les tissus
tumoraux cérébraux, nous avons voulu savoir si, en condition de déprivation de nutriments,
d’autres partenaires moléculaires pouvaient contribuer au potentiel invasif des
médulloblastomes. Nous avons donc tenté, dans un deuxiéme volet de 1’étude, de trouver une
corrélation spécifique de ’expression génique des membres de la famille des LRP & la
réponse adaptative au stress, telle la déprivation en sérum, mais aussi de trouver un lien entre
les expressions géniques et protéiques de LRP-1 et de CD133 a 1’aide d’une lignée de
médulloblastomes, les DAOY.

Mon projet de recherche comprend donc deux volets: identifier les récepteurs au LPA
qui pourraient étre une cible thérapeutique contre le cancer cérébral et ceci a la fois dans le
compartiment vasculaire endothélial tumoral et dans les cellules cancéreuses et trouver
d’autres partenaires moléculaires, les LRP, qui pourraient contribuer au potentiel invasif des

médulloblastomes.
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Figure 1.1 : Les six altérations du cancer

Les caractéristiques fonctionnelles acquises par la majorité des cellules cancéreuses
sont: la résistance a l'apoptose, l'autosuffisance en facteurs de croissance,
l'insensibilité aux signaux inhibiteurs de croissance, linvasion tissulaire et les
métastases, le potentiel réplicatif illimité et l'angiogeneése soutenue (Adapté de
Hanahan et Weinberg, 2000).
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Figure 1.2 : L’évolution du cancer.

Tous les cancers suivent le méme processus de développement malgré la variation des
facteurs déclenchant. Ce processus se divise en trois grandes €tapes : initiation, la

promotion et la progression, jusqu’a ’apparition de tumeurs détectables cliniquement
(Modifiée d’apres Béliveau et Gingras, 2005).
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Figure 1.3 : La balance angiogénique.

Exemple de molécules endogénes activatrices et inhibitrices de I’angiogenése. La balance
nette détermine si les processus angiogénique aura lieu. I.’endostatine par exemple est parmi
les plus puissants inhibiteurs de la prolifération et la migration des cellules endothéliales
(Modifié de Weinberg, 2007).
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Figurel .4 : Le processus de I’angiogenése.

Les facteurs angiogéniques solubles et membranaires ciblent 1’activation endothéliale, la
formation de la lumiére et des nouveaux vaisseaux (Adapté de Szekanecz, 2010).
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Figure 1.5 : Régulation par HIF-1a de génes induits en hypoxie.

En normoxie HIF-1a est rapidement dégradé par la voie des ubiquitines (Ub) du protéasome.
En hypoxie, HIF-la est stabilisé et se déplace du cytoplasme au noyau ou il se complexe
avec ARNT! et HRE afin d’induire la transcription de génes codants des facteurs pro-
angiogéniques tel I’érythropoiétine et le VEGF (Modifié de Fedele et al, 2002).
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Figure 1.6 : L’hémostase.

La formation du bouchon hémostatique est le résultat d’une contribution de 1’hémostase
primaire et de I’hémostase secondaire dite aussi coagulation. Le clou plaquettaire
hémostatique est le produit final instable de 1’hémostase primaire. Une stabilisation du clou
entraine la formation du bouchon hémostatique fibrinoplaquettaire, c’est la coagulation
(Adapté de Jobin, 1995).
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Figure 1.7 : Vue générale des voies de régulation signalétique de Ia S1P et du LPA.

Les voies de transduction mises en jeu en aval des récepteurs au LPA et a la SIP sont
étroitement liées a la famille de protéine G impliquée. Les voie de signalisation générales
régulées sont indiquées ci-dessus (Adapté de Pitson et Pébay, 2009).
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Figure 1.8 : Membres de la famille des récepteurs au LDL.

LDLR, ApoER2 ou encore LRP-8, VLDLR et LRP sont les principaux membres de la famille
des récepteurs au LDL dans le systéme nerveux central des mammiféres. Chaque membre est
constitué d’un domaine transmembranaire, au moins un domaine de liaison au ligand, un
domaine homologue au précurseur de I’EGF (epidermal growth factor), une hélice YWTD-f3
et un motif cytoplasmique NPxY (Adapté de Rebeck et al, 2006).
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Figure 1.9: Implication de cellules souches et/ou progénitrices dans I’émergence de
tumeurs cérébrales.

De fagon physiologique, les cellules souches se divisent et se différencient en cellules
progénitrices. En conditions pathologiques, elles peuvent étre les cibles de mutations
aboutissant & la formation de tumeurs cérébrales. D’autre part, les cellules progénitrices
peuvent, a leur tour, soit se différencier, soit subir des altérations géniques qui engendreront
une genése tumorale (Adapté d’Oliver et Wechsler-Reya, 2004).



CHAPITRE II

MATERIEL ET METHODES

2.1 Matériel

Les milieux de culture, la streptomycine, la trypsine et le bicarbonate de sodium ont été
obtenus de GibcoBRL Life Technologies (Burlington, ON) et les sérums de Hyclone
Laboratories (Logan, UT). La migration cellulaire est effectuée sur des inserts -8 pum
provenant de Costar (Coming, NY). Les anticorps dirigés contre pERK (#4695), ERK
(#9106) sont de Cell Signaling Technology (Beverly, MA). L’anticorps CD133 est un
anticorps polyclbnal de lapin contre le peptide synthétique (KDHVYGIHNPVMTSPSQH)
correspondant & la partie c-terminale des acides aminés 848-865 (abl6518, Abcam,
Cambridge, MA). L anticorps anti-LRP-1(85kDa) (ab20384) provient d’Abcam, Cambridge,
MA. L’anticorps anti-GAPDH (#sc-47724) provient de Santa Cruz Biotechnology (Santa
Cruz, CA). Les anticorps secondaires anti-lapin et anti-souris couplés a la peroxydase de
raifort proviennent de Jackson ImmunoResearch (West Grove, PA). Le réactif de
chimioluminescence (ECL) provient de PerkinElmer Life Sciences (Boston, MA). Les
produits d'électrophorese (acrylamide, TEMED, APS) proviennent de Bio-Rad (Missisauga,
ON). Les échantillons protéiques sont dosés par micro-BCA (Pierce, Rockfort, IL).
L'extraction de I'ARN total est réalisée & l'aide de TRizol (Invitrogen, Burlington, ON). La
synthese d'’ADNc a partir de 'ARN total est effectuée a l'aide d'Oligo dT fournis dans
l'ensemble iScript cDNA synthesis reverse transcriptase (Applied Biosystems, cal. #4368813,
Beverly, MA) tandis que la PCR en temps réel est effectuée a l'aide de SYBGREEN (Bio-
Rad, cal. # 170-8882, Missisauga, ON). Tous les autres réactifs qui n’ont pas été

spécifiquement nommés proviennent de chez Sigma-Aldrich (Canada).
2.2 Méthodes

2.2.1 Culture cellulaire
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Les HBMEC utilisées dans le cadre de cette étude ont été caractérisées et
généreusement fournies par le Dr. Kwang Sik Kim de 'école de médecine de l'université de
Johns Hopkins (Baltimore, MD). Les HBMEC sont cultivées a 37°C sous une atmosphere
humide a 5 % de CO, et 95 % d'air dans le milien RPMI 1640 (Gibco, Burlington, ON)
contenant 10% (v/v)sérum foetal bovin inactivé (SFBi) (HyClone Laboratories, Logan, UT),
10 % (v/v) NuSérum (BD Bioscience, Mountain View, CA4), vitamines MEM 1% (v/v)
(Gibco, Burlington, ON), acides aminés non essentiels MEM 1% (v/v) (Gibco, Burlington,
ON), sodium pyruvate 1mM (Sigma-Adrich, Canada) et un supplément de croissance de
cellules endothéliales & 30 flg/ml (Milipore, Temecula, C4). Les HBMEC sont utilisées du
passage 3 au passage 25. La lignée cellulaire de DAOY de médulloblastome humain provient
de American Type Culture Collection et a été maintenue dans du milieu MEM contenant
10% (v/v) de sérum de veau (CS), 2 mM glutamine, 100 unités/ml de pénicilline et 100

mg/ml de streptomycine.

2.2.2 Migration cellulaire

La migration des HBMEC et des DAOY est effectuée sur des inserts de 6,5 mm de
diameétre, lesquels sont également appelés chambre de Boyden. Ils sont munis d'un filtre
comportant des pores de 8 um et sont disposés sur une plaque de 24 puits. Tout d'abord, les
chambres sont préalablement revétues de gélatine (0,15%) (p/v) pour les DAOY ou de
collagéne (0,2%) (p/v) pour les HBMEC durant une heure a 37 °C. Durant cette période
d'incubation, les cellules a confluence sont trypsinisées et resuspendues dans du milieu de
culture sans sérum RPMI ou MEM selon la lignée a 1'étude afin d'obtenir une concentration
contenant le nombre correspondant de cellules (ce nombre est indiqué sous chacune des
figures d’essal de migration cellulaire). Par la suite, 600 pl du milieu de culture contenant
différentes concentrations de S1P ou de LPA sont déposés dans la partie inférieure des puits.
Puis, 100 pul des suspensions cellulaires sont déposés sur la partie supérieure de l'insert et la
migration a €té initiée a 37°C sous une atmosphére humide contenant 5% de CO,. Pour les
migrations se déroulant en hypoxie, elles ont été initiées dans une boite anaérobique ou
I’oxygeéne a été maintenu a 1% par un contrdleur d’oxygene, le modele Proox 110 (Reming
Bioinstruments Co., Redfield, NY), et ceci avec un résidu d’un mélange de gaz contenant

94% N, et 5% CO,. A la fin de cette période d'incubation, la migration est arrétée aprés 24
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heures et les cellules sont fixées a l'aide d'une solution 10% de formaline phosphate, puis
colorées au crystal violet (0,1%) dans 20% méthanol durant une heure. Finalement, les
cellules ayant migré sur la portion inférieure des filtres sont comptabilisées par analyse
microscopique a un agrandissement 10 X a l'aide du logiciel Northern Eclipse. Ces valeurs
correspondent en fait & la moyenne des cellules présentes dans quatre champs représentatifs

pour chaque condition obtenus a un grossissement de 5X.

2.2.3 Lyse cellulaire

Les cellules sont cultivées dans des pétris de 60 mm® jusqu'a atteindre 85% de
confluence, elles sont sevrées 1 heure, puis traitées avec 10 uM LPA pour la cinétique avec
les cellules HBMEC, 1 uM pour celle des DAOY et avec différentes concentrations de LPA
pour la dose réponse des HBMEC. Pour ce qui est de [’expérience de sevrage (0, 1, 2, 3, 4 et
5 jours en présence ou absence de sérum 20%) avec les DAOY, les cellules on été cultivées
jusqu’a atteindre 85% de confluence. Aprés le traitement, les cellules sont décollées a 1'aide
d'un policeman puis centrifugées pendant 5 minutes a 5, 000 rpm. Elles sont ensuite lavées a
l'aide d'une solution de PBS froid (pH 7.4) et centrifugées a 5,000 rpm durant 5 minutes. Le
culot cellulaire obtenu est lysé durant 30 minutes sur glace dans une solution contenant du
Tris-HCL 10 mM (pH 7.4), du NaCI 150 mM, du Triton X-100 1%, du NP-40 0,5%, de
I’EDTA 1mM, du Vanadate de sodium 0,2 mM et du PMSF 0,2 mM. Les débris cellulaires

sont enlevés par une centrifugation a 10, 000 rpm de 30 minutes a 4°C.

2.2.4 Dosage des protéines selon la méthode de microBCA

Le contenu protéique des lysats cellulaires est quantifié par microBCA selon les
directives du fabricant (Pierce). Plus précisément, la quantité de protéines a été dosée selon la
méthode de MicroBCA en utilisant différentes concentrations d'albumine sérique bovine
(BSA) pour tracer la courbe standard. 150 ul de chaque échantillon et des solutions standards
ont été ajoutés a 150 pl du réactif de MicroBCA dans une plaque de 96 puits. Par la suite, la
plaque a été incubée a 37°C pendant 2 heures. Finalement, le produit de réaction pourpre

formé par une liaison de coordination a été mesuré a une longueur d'onde de 562 nm.
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2.2.5 Séparation des protéines par électrophorése SDS-PAGE et immunobuvardage

Une quantité¢ de 20pg de protéines pour chaque échantillon est ensuite resuspendue
dans le tampon d'électrophoreése Laemmli, 1970 (62,5 mM de TrisIHCI a pH 6,8, 10% de
glycérol, 2% de sodium dodécylsulfate (SDS), 5% de 13-mercaptoéthanol et 0,01 % de bleu
de bromophénol). Les échantillons sont incubés a 95°C pendant 5 minutes avant d'étre
soumis a [’électrophorése. Les gels d’entassement sont composés de 3.8% de
polyacrylamide/bisacrylamide dissout dans une solution tampon 0,125 M de Tris-HCl (pH
6.8), 0,1% SDS, 1 ul/ml de TEMED et 0,5 mg/ml d'APS tandis que le pourcentage de
polyacrylamide/bisacrylamide varie pour les gels de séparation en fonction de la protéine
d'intérét. Le tampon de s¢paration est composé de 0,375 M Tris-HCI (pH 8.8), 0,1 % SDS, 1
ul/ml de TEMED et 0,5 mg/ml d'APS. Suite a l¢lectrophorése, les protéines ont été
transférées (transfert semi-sec) sur des membranes de PolyVinylidine DiFluoride (PVDF) de
0,45 uM de mesh a 1 mA/cm2 durant 90 minutes en présence de tampon de transfert (96 mM
de glycine, 10 mM de Tris et 10% de méthanol). Les membranes de PVDF ont été incubées,
par la suite, dans une solution Blotto constituée de Tris Balance Solution (TBS) et de 5% de
lait écrémé (TBS; 50 mM de Tris et 150 mM de NaCl a pH 7,0) durant 1 heure & température
piece ou toute la nuit a 4°C pour bloquer les sites possibles de réaction croisée non

spécifique.

2.2.6 Immunodétection des protéines

Les membranes subissent par la suite trois lavages successifs de 15 minutes dans du
TBS-Tween 0,3% et sont incubées avec une dilution de 'anticorps primaire dans une solution
de TBS-Tween 4 0,3%, a 3% d'albumine sérique bovine (BSA) et 0,02% de sodium azide
toute la nuit a 4°C. Aprés trois autres lavages, les membranes sont incubées avec l'anticorps
secondaire respectif (1/2500) conjugué a la HRP dans du TBS-Tween 0.3% contenant 5% de
lait en poudre durant une heure a température pi¢ce sous agitation constante. La membrane de
PVDF est par la suite mise en contact avec un milieu d'ECL (enhanced chemiluminescence)

contenant du luminol, du 4-iodophénol et de I'eau oxygénée (H,0 ;). La HRP conjugée a I'IgG
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anti-souris ou anti-lapin fabriquera des radicaux libres a partir de l'eau oxygénée. Ceux-ci
sont treés efficacement captés puis transmis au luminol qui est alors oxydé en un composé
sous son état excité, qui émettra alors des photons lors de sa désactivation. Les photons émis

sont alors détectés par un film photographique (autoradiographie).

2.2.7 Extraction de I'ARN total

Les cellules HBMEC et DAOY sont cultivées dans des pétris de 60 mm’® jusqu'a
atteindre 85% (pour la PCR quantitative en temps réel) et dans des plaques de 6 puits a 50%
de confluence (pour la validation de la transfection des HBMEC par PCR quantitative en
temps réel). L'ARN total des cellules est isolé en utilisant 1 ml de TRIzol®, conformément
aux instructions du manufacturier (Invitrogen). Le culot d’ARN obtenu a été solubilisé dans
20 pl d'eau traitée au diéthylpyrocarbonate (DEPC) et dosé a 260 et 280 nm. La pureté de
I’échantillon a été évaluée a partir du ratio 260 nm/280 nm de la densité optique obtenue. Une
valeur supérieure ou égale a 1.6 indique que la préparation d’ ARN posseéde un faible taux de

contamination protéique. Les échantillons sont congelés a -80°C jusqu'a utilisation.

2.2.8 RT-PCR semi-quantitative

Environ 1 pg d'ARN total est extrait des cellules et amplifié avec le Supercript™
OneStep-RT-PCR with Platinium® Tagq, en utilisant des amorces spécifiques construites pour
les ADNc humains LPAR-1, LPAR-2, LPAR-3, LPAR-4, LPAR-5, LRP-1, -1b, -2, -5, -8,
LDL-R, vLDL-R et CD133. La réaction enzymatique a débuté par la transcription inverse de
I'ARN en ADNc. Les génes GAPDH ou 18S sont utilisés comme étalon interne. Les produits
d'amplification sont analysés par électrophorése sur gel d'agarose 1,8 % (p/v). Les gels
d'agarose sont coulés dans un tampon Tris-Acétate (TAE) contenant du bromure d'éthidium.

Les amplicons sont visualisés sous une lumiére d'ultra-violets (UV).

2.2.9 PCR quantitative en temps réel
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Environ | png d'ARN est utilisé pour la synthése d'ADNc par transcription inverse (RT)
a l'aide du kit d’ADNc pour transcription inverse a haute capacité (Applied Biosystems,
Foster City, CA) dans un volume réactionnel de 25 ul. La réaction de RT est réalisée selon le
programme suivant: 25 °C pendant 10 minutes; 37°C pendant 120 minutes et 85°C pendant 5
secondes. Ensuite, 'ADNCc est utilisé pour réaliser la PCR quantitative. Au début de la PCR,
les brins complémentaires sont dénaturés en chauffant les échantillons a 95°C pendant 3
minutes. L'amplification des ADNc d'intéréts s'est déroulée pendant 40 cycles. Chacun des
cycles comprenait un chauffage a 95°C pendant 15 secondes afin de séparer les brins, puis la
température s'abaissait a 60°C pendant 1 minute pour permettre l'appariement des amorces
sur le brin matrice, finalement la température s'¢levait & 72 °C durant 30 secondes afin de
permettre 1'élongation du brin complémentaire par la Taq Polymérase. L'amplification des
ADNc est mesurée par fluorescence en utilisant un Icycler (Bio-Rad, Hercule, CA). Cet
appareil détecte la fluorescence générée par le SYB Green (Bio-Rad, Hercule, CA) qui
s'intercale dans 'ADN double brin formé lors de la réaction de PCR. La quantité relative de
'ARNm du géne cible par rapport au contréle interne, I'ARNm 18S ribosomal ou GAPDH,
est calculée par la méthode (ACy). Au cours de la réaction enzymatique, le logiciel
d'exploitation des données 1Q5 (Bio-Rad, Hercule, CA) affiche un graphique du signal de
fluorescence versus le nombre de cycles au cours de la PCR en temps réel. Finalement, les
différences entre les valeurs moyennes en duplicata et ceux du contréle interne (ACr) sont

également calculées et exprimées en unité relative par le logiciel.

2.2.10 Transfection

Afin de déterminer si les récepteurs LPAR-1 et LPAR-3 jouent un réle dans le
processus de migration cellulaire des HBMEC, une transfection des ARN interférents si-
LPAR-1 et si-LPAR-3 a été effectuée sur ces derniéres. L’efficacité de la transfection a ét¢
validée par PCR quantitative en temps réel et I’effet de cette tranfection a été évalué en
migration cellulaire. Les cellules HBMEC ont été transfectées transitoirement a 1’aide
de ’agent de transfection lipidique cationique Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen). Les
ARN interférents si-LPAR-1 (S100376229), si-LPAR-3 (S100097545) et si-ARN a séquence
aléatoire (contréle négatif d’AllStar 1027281) sont a 20 nM (Qiagen). Les directives du

fabricant ont été suivies. Les cellules ont ét€¢ ensemencées dans des plaques de 6 puits et
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transfectées lorsqu’elles ont atteint une confluence entre 50 a 90%. Pour la transfection, 10 pl
de chacun des siARN a €té resuspendu dans 125 pl de milieu négatif par condition. Le tout a
été mélangé par inversion et laiss€ a reposer 5 minutes a température picce. Pour la
préparation de la lipofectamine, 20 pL de cette demiére et 250 pl de milieu négatif sont
mélangés par inversion par condition. On a laissé reposer 5 minutes a température piece. La
moitié du mélange de lipofectamine a été transféré dans le tube de siARN et on a laissé réagir
45 minutes & température piéce. Un volume de milieu RPMI sans sérum égal a celui retiré du
tube de préparation de la lipofectamine y est ajouté. Le milieu a été aspiré a partir de chaque
puits de cellules et 750 pL. de milieu positif ont été ajoutés a chaque puits. Enfin, 250 pL du
mélange siRNA/lipofectamine, ou lipofectamine seulement a été ajouté goutte a goutte.

L’incubation a duré 24 heures, 37°C, 5% CO,.

© 2.2.11 Enrichissement des cellules CD133(+) par tri cellulaire magnétique sur colonne

MACS

Le marquage magnétique a été fait selon le guide du fournisseur MACS (Miltenyi
Biotec) CD133 MicroBead Kit human # 130-050-801. A cette étape, les cellules CD133(+)
ont été marquées a 1’aide d’un anticorps anti-CD133 couplé a une bille magnétique. Ensuite,
la séparation magnétique a été faite sur une colonne LS et un séparateur MACS (Miltenyi
Biotec) sous une hotte biologique. A cette étape, sous un champ magnétique intense, seules
les cellules CD133(+) marquées sont retenues dans la colonne alors que les autres cellules
non marquées ne sont pas retenues. Apres la séparation de la colonne du champ magnétique,
les cellules sont éluées et représentent la fraction cellulaire enrichie en marqueur CD133. A
noter que les cellules non retenues par la colonne sont utilisées comme modé¢le de DAOY

CD133(-).
2.2.12 Cytométrie de flux
La pureté de la fraction de cellules CD133(+) a été vérifiée par la technique

d’immunofluorescence directe. La technique directe implique l'utilisation d'un seul type

d'anticorps monoclonal dirigé contre la protéine d'intérét. Cet anticorps est conjugué a une
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molécule fluorescente qui une fois excitée réémet une lumiére qui sera quantifiée par le
cytometre de flux. La technique directe permet une détection de faible & moyenne intensité
avec peu de réactions non spécifiques, tandis que la technique indirecte assure une détection
forte mais un risque beaucoup plus élevé de réactions non spécifiques. Pour ce faire, le
marquage magnétique a été fait avec 100 ul de microbilles AC133 (CD133/1) par 10® cellules
pour 30 minutes a 4 °C utilisant le kit d’isolation directe de Biotec Miltenyi CD133. 50 ul de
293C3 (CD133-2)-phycoérythrine (fluorochrome conjugué au IgG2b monoclonal de souris;
Miltenyi Biotec) a été ajouté pour un supplément de 10 min & 4 ° C. La fluorescence associée
a 10, 000 cellules a été mesurée au cytometre de flux FACSCalibur (BD Biosciences). Les

résultats obtenus furent analysés avec le logiciel CellQuest Pro software (Becton Dickinson).



CHAPITRE 11X

RESULTATS

3.1 Réponse aux facteurs plaquettaires dans les cellules endothéliales cérébrales

3.1.1 Comparaison du comportement migratoire des HBMEC en réponse au SIP et au LPA

Le LPA, qui est un lipide biologiquement actif, présente une activité in vitro de type
facteur de croissance en stimulant la prolifération, la migration et 1’invasion cellulaire
(Peyruchaud et al, 2005). La migration des cellules endothéliales humaines microvasculaires
cérébrales (HBMEC) va en augmentant en réponse a des concentrations croissantes de S1P et
de LPA: en allant de 0.1, 1 2 10 uM de S1P, la migration basale augmente de 10, 100 a 120
fois; en allant de 0.1, 1 & 10 uM de LPA, celle-ci augmente de 10, 150 a 250 fois. Il y a ainsi,
une relation dose-réponse entre la migration des HBMEC et la dose de chemo-attractant S1P
ou LPA utilisée. Le LPA 10 uM entraine 2.08 fois plus la migration des HBMEC que le S1P
a cette méme dose. Le potentiel migratoire des HBMEC est directement proportionnel a la
concentration de chemo-attractant utilisée. En plus, la réponse migratoire la plus accrue est

celle en réponse au LPA par rapport au S1P (figure 3.1).

3.1.2 Cinétique de stimulation de la voie des MAP kinases avec le LPA

11 est tres probable qu’une réponse migratoire accrue au LPA puisse étre expliquée par
une activation de la voie des MAP kinases par le LPA. Pour ceci une cinétique de stimulation
au LPA 10 uM, qui était la dose de réponse migratoire maximale des HBMEC, a été faite
(figure 3.2-A). Aprés 2 minutes de stimulation au LPA 10 pM, on observe une
phosphorylation initiale ’ERK qui atteint 3.5 fois plus que le niveau contrdle (figure 3.2-B).
Cependant, la phosphorylation maximale est atteinte aprés 4 minutes de stimulation au LPA
10 uM et est de 4.5 fois plus que le niveau contréle non stimulé. Cette cinétique de

stimulation justifie encore une fois la sensibilité des HBMEC au LPA.
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3.1.3 Comparaison du comportement migratoire stimulé au LPA en normoxie et en hypoxie

Afin d’explorer I’effet du LPA en milieu hypoxique sur les cellules endothéliales
cérébrales (HBMEC), une migration en normoxie versus une autre en hypoxie ont été lancées
durant 24 heures. A la figure 3.3-B, le graphique indique que les HBMEC stimulés 4 10 uM
de LPA et qui sont en normoxie, ont migré de 220 fois plus que leur contréle (barre blanche).
D’un autre c6té, les HBMEC stimulés a 10 uM de LPA et qui sont en hypoxie, ont migré de
600 fois plus que leur contréle (barre noire). Ceci montre que le LPA stimule de beaucoup la
migration des HBMEC que ce soit en normoxie ou en hypoxie. En comparant le
comportement migratoire des cellules en normoxie versus en hypoxie, il semblerait que les
HBMEC stimulés a 10 uM de LPA aient migré 2.7 fois plus en hypoxie qu’en normoxie.
Ceci permet de confirmer que des conditions hypoxiques augmentent la capacité de migration

des HBMEC en réponse au LPA.

3.2 Etude des récepteurs du facteur plaquettaire LPA dans les cellules endothéliales
cérébrales
3.2.1 Comparaison du profil d’expression génique des récepteurs au LPA en normoxie et en

hypoxie

Afin de complémenter 1’étude en conditions hypoxiques et voir si certains récepteurs
au LPA pourraient étre impliqués plus que d’autres dans le phénotype invasif des cellules
endothéliales cérébrales, nous avons isolé ’ARN total de HBMEC qui avaient été incubées
24 heures a 37°C sous une atmosphére humide a 5 % de CO, et 95 % d'air (normoxie-
contréle) et celui de HBMEC qui avaient été incubées 24 heures a 1% d’oxygeéne (hypoxie),
pour en voir ’expression génique des récepteurs LPAR-1, LPAR-2, LPAR-3, LPAR-4 et
LPAR-5 et du facteur de réponse a I’hypoxie HIF-1a par PCR quantitative en temps réel. A
la figure 3.4-A, on peut voir sur gel d’agarose la présence d’une bande d’amplicon unique
d’ADNc qui est le produit d’une RT- PCR semi-quantitative, confirmant la capacité
d’amplifier les récepteurs au LPA, LPAR-1, LPAR-2, LPAR-3 et LPAR-5, dans les HBMEC.
A la figure 3.4-B, le profil d’expression génique généré par PCR en temps réel nous permet

de voir d’abord que le géne HIF-la s’exprime 2 fois plus en condition hypoxique ce qui
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confirme le déroulement de I’expérience en hypoxie. On y observe aussi que les génes des
récepteurs LPAR-1 et LPAR-3 sont surexprimés en condition hypoxique par rapport a la
condition normoxique. En effet, les récepteurs LPAR-1 et LPAR-3 s’expriment

respectivement 4.5 et 2.5 fois plus en hypoxie qu’en normoxie.

3.2.2 Validation des ARN interférents si-LPAR-1 et si-LPAR-3

Comme il a été démontré par PCR quantitative en temps réel (figure 3.4-B) que les
récepteurs LPAR-1 et LPAR-3 sont surexprimés en condition hypoxique, nous avons
envisagé de continuer ’étude de ces récepteurs en transfectant la lignée cellulaire HBMEC
avec le contrdle négatif et les ARN interférents suivants : si-LPAR-1 et si-LPAR-3 pour en
voir ultérieurement 1’effet sur la migration des HBMEC. Pour ce faire, il fallait valider par la
PCR en temps réel l'efficacité d’inhibition des si-LPAR-1 et si-LPAR-3. Ce type d'analyse est
dit quantitatif et normalise l'expression d'un géne d'intérét par rapport a celle d'un géne
rapporteur, PPIA (peptidylprolyl isomerase A), dont I'expression n'est pas modulée par les
conditions expérimentales. Cette méthode a permis de valider qu’effectivement, aprés la
transfection des HBMEC par les si-LPAR-1 et si-LPAR3, il y a une diminution de
I’expression génique du récepteur LPAR-1 de 70% (figure 3.5) par rapport au contréle
négatif et de 90% pour le récepteur LPAR-3 toujours par rapport au contréle. L’efficacité des
si-LPAR-1 et si-LPAR-3 est confirmée et ceci a permis d’entreprendre 1’expérimentation de

la migration des HBMEC transfectées par les si-LPAR-1 et si-LPAR-3.

3.2.3 Effet de ]’invalidation des récepteurs LPAR-1 et LPAR-3 sur Ja migration cellulaire

La migration cellulaire contréle des HBMEC (figure 3.6-A) stimulées au LPA 10 uM, a
diminué une fois transfectées avec les si-LPAR-1 et si-LPAR-3. Cette observation est vraie
tant en normoxie qu’en hypoxie. Ainsi, en normoxie, la migration contréle des HBMEC a
diminué de 90% et de 95% respectivement une fois transfectées avec les si-LPAR-1 et 3. En
hypoxie, la migration contréle a diminué de 67% et de 78% respectivement avec les
transfections des si-LPAR-1 et si-LPAR-3. Ceci ne fait que confirmer I’importance des

récepteurs LPAR-1 et LPAR-3 dans la migration cellulaire stimulée au LPA.
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3.3 Réponse aux facteurs plaquettaires des cellules dérivées de méduloblastome DAOY
3.3.1 Comparaison du comportement migratoire des DAOY CD133(-) et DAOY CD133(+)
en présence de LPA et de S1P

Nous avions voulu tester aussi la réactivité aux facteurs plaquettaires S1P et LPA de la
lignée DAOY de médulloblastome CD133(-) en comparaison avec celle des DAOY
CD133(+). Done, cette étude est aussi une étude comparative de la migration des cellules
CD133(-) et CD133(+) qui a été effectuée afin d’évaluer la migration basale de chaque lignée
cellulaire ainsi que la capacité de chacun des chemo-attracteur SIP ou LPA a stimuler
davantage ce processus. L.a migration des DAOY CD133(-) est de 2.4, de 4.05 et de 3.64 fois
plus élevée a 0.1, | et 10 uM de LPA respectivement par rapport a la migration basale. Avec
cette méme lignée, mais cette fois-ci avec le SIP comme chemo-attractant, la migration est
de 1.68, 2.6 et 1.67 fois plus élevée que la migration contréle. Donc, que ce soit pour la
migration avec le LPA ou le S1P, la migration des DAOY CDI133(-) en fonction des
concentrations croissantes de LPA et de SI1P semble emprunter 1’allure d’une courbe
gaussienne (figure 3.7-B). Avec les DAOY CD133(+), la migration a 0.1, 1 et 10 uM de LPA
est de 4.66, 6.39 et 4.81 fois respectivement plus élevée que la migration basale. Avec cette
méme lignée, la migration au S1P ne semble pas augmenter de plus de prés de 2 fois que la
migration basale quelque soit la concentration de S1P utilisée dans le milieu. En conclusion,
Ja migration des deux lignées est la plus stimulée en réponse au LPA 1 uM. A cette méme
concentration de LPA, on observe aussi que la lignée DAOY de médulloblastome CD133(+)

migre 1.6 fois plus que la lignée de DAOY CD133(-).

3.3.2 Cinétique de stimulation de la voie des MAP kinases avec le LPA dans les DAOY
CD133(-) et les DAOY CD133(+)

Comme il semble que les cellules DAOY CDI133(+) auraient une plus grande
sensibilité au LPA que les DAOY CD133(-), il nous fallait confirmer ceci par I’effet du LPA
dans les DAOY CDI133(+) sur l’activation de la voie d’ERK. Pour ceci, une cinétique de

stimulation au LPA 1 uM, qui était la dose de réponse migratoire maximale des DAOY
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CD133(-) et CD133(+), a été faite (figure 3.8-A). La détection initiale de phosphorylation
d’ERK (figure 3.8-A, panneau P-ERK) chez les DAOY CDI133(-) est observé aprés 2
minutes de stimulation au LPA alors que celui des DAOY CDI133(+) I’est aprés 1 minute
seulement. Ceci montrerait une réponse précoce au LPA par les DAOY CDI133(+) par

rapport aux CD133(-).

Le pic optimal de phosphorylation d’ERK est atteint aprés 4 minutes que ce soit chez les
DAOY CDI133(-) ou CD133(+), cependant, la réponse est de 34 fois plus élevée que I’essai
non stimulé chez les DAOY CD133(+) comparativement a 14 fois seulement pour les DAOY
CD133(-) par rapport a l’essai non stimulé. Il est & noter aussi que la phosphorylation
optimale observée apres 4 minutes a €t¢ maintenue jusqu’a § minutes chez les DAOY

CD133(+) comparativement a 6 minutes seulement pour les DAOY CD133(-).
3.3.3 Expression génique des récepteurs au LPA dans les cellules DAOY CDI133(+)

On peut voir sur gel d’agarose (figure 3.9-A) la présence d’une bande d’amplicon
unique d’ADNc qui est le produit d’une RT- PCR semi-quantitative pour chacun des
récepteurs LPAR-1, LPAR-2, LPAR-3 et LPAR-5, confirmant la capacité¢ d’amplifier les
récepteurs au LPA dans les DAOY. A la figure 3.9-B, le profil d’expression génique généré
par la PCR en temps réel montre que les DAOY CD133(+) surexpriment par rapport aux
DAOQY CDI133(-) tous les récepteurs au LPA plus particulierement LPAR-2 (3.5 fois plus) et
LPAR-4 (6.5 fois plus). Ce résultat pourrait expliquer la migration plus invasive des DAOY
CD133(+) observée a la figure 3.8 de méme que la phosphorylation précoce ainsi qu’accrue

d’ERK lors de ’activation de la voie des MAP kinases par le LPA.

3.3.4 Effet de la déprivation de sérum sur le profil d’expression génique des LRP dans les

DAQOY de médulloblastome

Afin d’explorer I’effet des facteurs de croissance et plaquettaire autre que le S1P ou le
LPA, une étude de sevrage fut réalisée commengant par une déprivation de sérum sur la

lignée DAOY. Ce début d’étude cherchait a établir aussi une certaine corrélation entre
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I’expression du marqueur CD133 caractérisant les DAOY CD133(+) et une autre famille de
récepteur que les LPAR, les LRP. Ceux-ci semblent étre impliqués dans les phénotypes de

résistance et dans le métabolisme de stress des cellules cancéreuses.

Pour ce faire, ’ARN a été extrait a partir de cellules DAOY parentales apres 5 jours de
sevrage. La présence des amplicons LRP-1, -1b, -2, -5, -8, LDL-R, vLDL-R et CD133 a été
confirmée par RT- PCR semi—quantftative montrant la présence d’un amplicon unique par
géne (sauf LPAR-4) (figure 3.10-A). La PCR quantitative en temps réel montre une
surexpression génique des récepteurs LRP-1b et LRP-1 chez les DAOY en condition de
sevrage, donc en absence de sérum (figure 3.10-B). L’absence de sérum a également entrainé
une surexpression génique du marqueur de surface CD133 (figure 3.10-B). L’on pourrait
stipuler la présence d’une corrélation positive entre les expressions géniques de LRP-1 et de
CD133 en mode de stress cellulaire qu’est la privation en facteur de croissance et

plaquettaires.

3.3.5 Effet de la déprivation de sérum sur 1’expression protéique de LRP-1 et de CD133 dans
les DAOY

Confirmer la présence d’une corrélation positive autre que celle de I’expression
génique entre CD133 et LRP-1, était nécessaire pour pouvoir établir un lien entre LRP-1 et la
chimiorésistance des cellules cancéreuses. A ce stade-ci, il fallait investiguer les expressions
protéiques de LRP-1 (85 kDa) et de CD133 dans les DAOY parentales en mode de sevrage.
Pour ceci, un sevrage a été effectué de 0, 1, 2, 3, 4 et 5 jours (figure 3.11-A). Les cellules
ayant été cultivées en présence de sérum 20%, n’expriment en aucune sorte ni la protéine
LRP-1 (85 kDa) ni la protéine CD133. Cependant, en mode sevrage, 1’expression protéique
de LRP-1 (85 kDa) est maximale au jour 4 de sevrage (13.5 fois de plus que le jour 0 de
sevrage) (figure 3.11-B, panneau de gauche). L’expression protéique de CD133 est
également maximale au jour 4 de sevrage (24 fois plus que le jour O de sevrage) (figure 3.11-
B, panneau de droite). Les expressions protéiques de LRP-1(85 kDa) et de CD133 correlent
positivement entre eux chez les DAOY parentales en sevrage mais corroborent surtout avec

la surexpression génique de LRP-1 et de CD133 obtenue plus tot (figure 3.11-B).
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3.3.6 Surexpression génique des récepteurs LRP dans les DAOY CD133(+)

Suite aux résultats obtenus ci-dessus, il semblerait que le marqueur CD133 joue un
réle dans le comportement adaptatif des DAOY au stress; pour ceci il fallait enrichir les
DAOY parentales en CD133. La figure 3.12-A montre le résultat d’un enrichissement sur
colonne MACS a partir de DAOY parentale : avant le tri cellulaire, les cellules DAOY
CD133(+) représentaient 0.2% de la population totale de DAOY (figure 3.12-A, panneau de
gauche), alors qu’aprés le tri, la population DAOY CD133(+) s’est élevée a 51.8% (figure
3.12-A, panneau de droite). La sous-population isolée indique un enrichissement de prés de
259 fois pour les DAOY CD133(+). Suite au tri, les cellules ont été mises en culture et
I’ARN total a été isolé a partir des DAOY parentales et CD133(+) afin d’étudier le profil
génique du marqueur de surface CD133 et de la famille des LRP chez les DAOY parentales
comparativement aux DAOY CDI133(+). On observe en 3.12-B une augmentation de
I’expression génique de CD133 de prés de 4 fois dans les DAOY CDI133(+) corroborant
’augmentation du marqueur de surface CD133 (figure 3.12-A, panneau de droite). A la
figure 3.12-B, on observe aussi une surexpression génique des LRP-5 et 8 chez les DAOY
CD133(+) a la place des LRP-1b et 1 retrouvée plus tot avec les DAOY parentales sevrées.

Ainsi, LRP-5 et 8 caractériserait plus la sous-population CD133(+) enrichie.
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Figure 3.1 : Effets du S1P et du LPA sur la migration des cellules endothéliales cérébrales

Des essais de migration ont été réalisés avec des HBMEC que 1’on a trypsinisées, resuspendues
et déposées a raison de 75,000 cellules par chambre de Boyden. Les puits contenaient du
milieu sans sérum : avec 0.01% MeOH pour le véhicule du chemo-attractant SIP ou 0.01%
PBS pour véhicule du chemo-attractant LPA. Les cellules qui ont traversé des filtres
préalablement couverts de collagéne 0.2% ont été fixées apres 24 heures de migration a l'aide
d'une solution de 10% de formaline phosphate et ont été colorées au cristal violet 0.1%. Elles
ont été photographiées a un grossissement 5X et comptabilisées a I'aide du logiciel Northern
Eclipse. Le ratio de migration par rapport aux véhicules respectifs de chacun des stimulateurs
est illustré en (B). Les valeurs correspondent au nombre de cellules comptées dans quatre
champs optiques représentatifs pour chacune des conditions. Cette figure représente une
expérience de deux réalisées.
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Figure 3.2 : Cinétique de stimulation de la voie des MAP kinases des cellules endothéliales
par le LPA

Les HBMEC sont sevrées pendant 1 heure, puis subissent une stimulation avec 10 pM de
LPA. Les cellules sont lysées, les protéines sont dosées et déposées a quantité égale (20 nug)
sur gel SDS-PAGE, 10% acrylamide. L’immuno-buvardage de type western est suivi d’une
immuno-détection avec les anticorps anti-ERK (44 KDa, 42 KDa) et anti-phospho-ERK (44
KDa, 42 KDa) dilués 1:10,000 et 1:5, 000 (A). L'expression relative du ratio de la forme
phosphorylée sur la forme totale de la protéine d'intérét a été calculée en (B) suite & une
analyse densitométrique. Cette figure représente une expérience de deux réalisées.
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Figure 3.3: Effet de I’hypoxie sur la migration des cellules endothéliales cérébrales stimulées
par le LPA

Des essais de migration ont été réalisés avec des HBMEC non traitées que I’on a trypsinisées,
resuspendues et déposées a raison de 50 000 cellules par chambre de Boyden. Les puits
contenaient du milieu sans sérum : avec 0.01% de PBS pour le véhicule du chimio-attractant
LPA et 10 uM LPA pour la condition 10 uM LPA. Les cellules qui ont traversé des filires
préalablement revétus de collagéne 0.2% ont été fixées aprés 24 heures de migration (en
normoxie ou en hypoxie) a l'aide d'une solution de 10% de formaline phosphate et ont été
colorées au cristal violet. Elles ont été photographiées a un grossissement 5X et
comptabilisées a 'aide du logiciel Northern Eclipse. (B) Les histogrammes montrent le ratio
de migration par rapport aux véhicules respectifs de chacun des stimulateurs. Les valeurs
correspondent au nombre de cellules comptées dans quatre champs optiques représentatifs
pour chacune des conditions. Cette figure représente une expérience de deux réalisées.
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Figure 3.4 : L’hypoxie et son effet sur I’expression génique des récepteurs du LPA dans les
cellules endothéliales cérébrales

Les niveaux de transcrits primaires des

genes LPAR-1, LPAR-2, LPAR-3, LPAR-4 et

LPAR-5 ont été déterminés par PCR en temps réel. L'ARN total des cellules a été isolé et
amplifié tel que décrit dans la section Matériel et méthodes. Le graphique de l'expression
génique relative en (B) a été généré par le logiciel d'exploitation des données IQ5 au cours
de la PCR en temps réel. Les amplicons obtenus par RT- PCR semi-quantitative ont ensuite
été séparés en (A) par une électrophorése sur un gel d'agarose contenant du bromure
d'éthidium et visualisés sous une lumiere UV. Cette figure est représentative de trois
expériences distinctes.
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Figure 3.5: Validation de la transfection des si-LPAR-1 et si-LPAR-3 dans les cellules
endothéliales cérébrales par PCR en temps réel

Les cellules HBMEC ont été transfectées avec les ARN interférents, si-aléatoire, si-LPAR-]
ou si-LPAR-3 comme décrit dans la section Matériel et méthodes. Les niveaux d’expression
génique de chacun des génes LPAR-1 et LPAR-3 ont été par la suite observés par PCR en
temps réel suite a ’isolation de I’ARN a partir de cellules HBMEC tranfectées avec I’ARN
interférent correspondant. Cette figure représente une expérience de deux réalisées.
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Figure 3.6 : Validation de ’implication des récepteurs LPAR-1 et LPAR-3 dans la migration
des cellules HBMEC stimulées par le LPA en condition hypoxique

Les HBMEC confluentes a 50% ont ¢té transfectées 24 heures avec les ARN interférents si-
aléatoire, si-LPAR-1 ou si-LPAR-3 comme décrit dans la section Matériel et méthodes. Les
cellules ont été ensemensées dans des chambres de Boyden enduites de collagéne 0.2% a
raison de 50 000 cellules par chambre et déposées dans du milieu sans sérum contenant 0.01%
PBS pour les conditions véhicules et 10 uM d’acide lysophosphatidique (LPA) pour les
conditions contrdle, si-LPAR-1 et si-LPAR-3. Les migrations ont duré 24h en normoxie ou en
hypoxie. Cette figure représente une expérience de deux réalisées.
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Figure 3.7 : Effets du S1P et du LPA sur la migration des DAOY CD133(-) et CD133(+)

Des essais de migration ont été réalisés avec des DAOY non traitées que 1’on a trypsinisées,
resuspendues et déposées a raison de 25 000 cellules par chambre de Boyden. Les puits
contenaient du milieu sans sérum : avec 0.01% MeOH pour le véhicule du chimio-attractant
0.1, 1, 10 upM S1P, 0.01% PBS pour véhicule du chimio-attractant LPA, 0.1, 1 et 10 uM
LPA. La migration a été arrétée aprés 24 heures. Cette figure représente une expérience de
deux réalisées.
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Figure 3.8 : Cinétique différentielle de stimulation de la voie des MAP kinases des cellules de
médulloblastome DAOY CD133(-) et DAOY CD133(+)

Les DAOY sont sevrées pendant 1 heure et subissent une cinétique de stimulation avec 1uM
de LPA. Les cellules sont lysées, les protéines sont dosées et déposées a quantité égale (20 pg)
sur gel SD-PAGE, 10% acrylamide. L’immuno-buvardage de type western est suivi d’une
immuno-détection avec les anticorps anti-ERK (44 KDa, 42 KDa) et anti-phospho-ERK (44
KDa, 42 KDa) dilués 1: 10 000 et 1:5 000. Il est a noter que tous les immunoblots provenant
des cellules CD133(-) et CD133(+) ont été exposés simultanément (A). L'expression relative
du ratio de la forme phosphorylée sur la forme totale de la protéine d'intérét a été calculée en

(B) suite a une analyse densitométrique. Cette figure représente une expérience de deux
réalisées.
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Figure 3.9 : Modulation de I’expression génique des récepteurs du LPA dans les cellules de
médulloblastome DAOY CD133(-) et CD133(+)

Les niveaux de transcrits primaires des genes CD133, LPAR-I, LPAR-2, LPAR-3, LPAR-4
et LPAR-S ont été déterminés par PCR en temps réel. L'ARN total des cellules a été isolé et
amplifié tel que décrit dans la section Matériel et méthodes. Le graphique de l'expression
génique relative en a été généré par le logiciel d'exploitation des données IQS5 au cours de la
PCR en temps réel. Les amplicons obtenus par RT- PCR semi-quantitative ont ensuite été
séparés en (A) par une électrophorése sur un gel d'agarose contenant du bromure d'éthidium
et visualisés sous une tumiére UV. Cette figure est représentative de trois expériences
distinctes.
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Expression génique dans les DAQY parentales
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Figure 3.10: Modulation de I’expression génique des récepteurs lipoprotéiques de basse
densité (LRP) dans les cellules DAOY de médulloblastomes sevrées in vitro

L’ARN a été extrait a partir de cellules DAOY apres 5 jours de sevrage. La présence des
amplicons LRP-1, -1b, -2, -5, -8, LDL-R, vLDL-R et CD133 a été confirmée par RT- PCR
semi-quantitative; les amplicons ont été séparés par une électrophorése sur gel d'agarose
1.8% contenant du bromure d'éthidium et ont été visualisés sous une lumiére U.V (A). Les
niveaux d’expression génique relative ont été par la suite générés par PCR en temps réel sous
des conditions de culture normales (barres blanches) ou en conditions de sevrage (barres
noires). Cette figure est représentative de trois expériences distinctes.
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Figure 3.11 : Induction de I’expression protéique de LRP-1 et de CD133 par le sevrage

Des DAOY en couches monocellulaires ont €t¢ mises en culture pour 5 jours en absence ou
en présence de 20% de sérum. Les cellules sont lysées, les protéines sont dosées et déposées
a quantité égale (20 ug) sur gel SDS-PAGE. L’immuno-buvardage de type western est suivi
d’une immuno-détection avec les anticorps LRP-1 (85kDa), CD133 et GAPDH dilués
1:1000 (A). La quantification protéique a été calculée suite & une analyse densitométrique
(B). Cette figure est représentative de deux expériences distinctes et représente le ratio de
LRP-1/GAPDH (a gauche) ou celui de CD133/GAPDH (a droite).
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Figure 3.12 : Profil différentiel de I’expression génique des récepteurs LRP entre les cellules
DAOQY parentales et les DAOY enrichies en CD133

L’isolation des cellules DAOY CD133(+) a partir des DAOY parentales a été effectuée tel
que décrit dans la partie Matériel et méthodes selon la technologie MACS (A). Les niveaux
d’expression du marqueur de surface CD133 ont été trouvés suite a une analyse par
cytométrie de flux sur les DAOY parentales ainsi que sur les DAQY triées. I.”ARN total a été
isolé a partir des DAOY parentales (barres blanches) et des DAOY CD133(+) (barres noires)
pour enfin générer par PCR en temps réel le profil d’expression génique relatif de LRP-1, -
1b, -2, -5, -8, LDL-R, vVLDL-R, et CD133 (B).



CHAPITRE IV
DISCUSSION

4.1 Réponse tumorale : expression différentielle des LPAR

4.1.1 Environnement hypoxique : surexpression génique des LPAR-1 et 3 dans le modéle

cellulaire endothélial tumoral vasculaire

Certains types de tumeurs, comme les tumeurs cérébrales, se développent dans un tissu
initialement trés vascularisé et grandissent via des vaisseaux déja présents sans le besoin de
néo-vascularisation pour leur expansion (Holash et al, 1999). Cependant, I'utilisation de
vaisseaux préexistants méne a une réduction importante du nombre de ces derniers, ce qui
entraine les cellules tumorales a augmenter leur expression de VEGF et il en résulte une
angiogenese importante dont les principaux acteurs sont les cellules endothéliales (CE)
(Auguste et al, 2005). La prolifération et la migration subséquentes des CE requiérent
I’adhésion de celles-ci a4 la MEC (Carmeliet et Jain, 2000). Le LPA intervient a ce niveau
avec de puissants effets sur I’adhésion et la motilité cellulaire en augmentant 1’adhésion des
CE par la facilitation de ’interaction des protéines de la MEC avec les intégrines (Smyth et
al, 1993). Des études montrent que le LPA induit la prolifération des CE dans un essai de
cicatrisation (Lee et al, 2000); plus encore, le LPA induit la migration de HUVEC dans un
essai de cicatrisation (Lee et al, 2000), induit la réponse chimiotactique dans les cellules
BPAE (English et al, 1999) et la migration dans la lignée de CE, EAhy926 (Wu et al, 2005).
Plusieurs effets du LPA sur la prolifération et la migration des CE ont donc été étudiés,
toutefois, peu d’information étaient disponibles sur les récepteurs impliqués dans ces effets.
Le premier volet de I’étude, nous a permis de retrouver dans des cellules endothéliales, les
HBMEC, des récepteurs au LPA impliqués dans le mécanisme adaptatif développé par les
cellules & ’intérieur de ’endothélium vasculaire tumoral face a ’hypoxie, inductrice de

I’angiogenése.

11 est bien connu avjourd'hui que la migration cellulaire est un processus indispensable
a l'angiogenese (Folkman et Shing, 1992). Les essais de migration de notre étude, étant dans

des chambres de Boyden, ont tous été faits en absence de sérum dans les deux compartiments
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montrant que ’acquisition d’une capacité migratoire par les cellules endothéliales HBMEC
est dépendante de la présence du chemo-attractant, SIP ou LPA. Apres 24 heures de
migration un manque de la réponse migratoire des HBMEC aux chemo-attractants est
observé. Ce résultat s’oppose a la migration active des HBMEC notée rien qu’apres 6 heures
dans le travail d’Annabi et al, (2008a.). De plus, Annabi et al, (2008a.), montrent un taux de
migration basale des HBMEC semblable a celui de la migration stimulée avec 1uM de S1P
de cette présente étude. Toutefois, cette présente migration nous permet de conclure que les
HBMEC ont une préférence pour le phospholipide, LPA. Panetti (2002), rapporte une faible
migration des CE en réponse au LPA mais une forte stimulation induite par la S1P. Par
contre, la S1P n’a pas été capable d’initier la migration des cellules endothéliales
microvasculaires humaines épiploiques (HOMEC) qui ont pour principal récepteur au S1P, le
S1P,. A savoir que, l'inhibition de la migration cellulaire au S1P dans les HOMEC est
médiée par la voie S1P,-Rho-Rho kinase (Yoshida et al, 2010). Et donc, le ou les récepteurs
aux facteurs plaquettaires, S1P ou LPA, exprimés par les CE y jouent pour beaucoup faisant
varier la réponse migratoire de ces demieéres. Comme les HBMEC répondent
préférentiellement & la migration au LPA, ’activation ou pas de la voie des MAP kinases par
le LPA a été testée démontrant une phosphorylation d’ERK et prouvant donc 1’implication de
cette voie dans les effets pro-migratoires du LPA dans les HBMEC. La voie PI3K/Akt étant
également une voie de transduction mise en jeu par I’activation des récepteurs au LPA, aurait
pu étre testée dans les HBMEC démontrant ou pas son implication dans un effet anti-
apoptotique du LPA (An et al, 1998). Des études complémentaires doivent étre menées afin

de tester ces deux voies de signalisation dans les HBMEC stimulées au S1P.

L'adaptation des cellules cancéreuses a l'hypoxie est une étape critique pour la
progression tumorale. Kim et al (2006), ont démontré que le facteur hypoxique HIF-la
contribue au développement pathologique du cancer ovarien en sensibilisant et en améliorant
’effet du LPA sur la migration et I’invasion cellulaires. En plus, il est établi qu’en présence
de LPA, I’induction du VEGF responsable de 1’augmentation de la prolifération et de
I’angiogenése tumorale se fait via HIF-1a (Lee et al, 2006b.). Notre étude fournit I’évidence

qu’en hypoxie les récepteurs LPAR-1 et LPAR-3, dont les expressions géniques sont
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fortement augmentées en condition hypoxique, sont potentiellement responsables de la
hausse migratoire en réponse au LPA. Ainsi, en invalidant par des si-ARN ’expression des
récepteurs LPAR-1 et LPAR-3, l’effet pro-migratoire du LPA sur les CE en hypoxie,
disparait presque en totalité affirmant un réle majeur possiblement attribuable a ces deux
récepteurs dans des mécanismes adaptatifs a [’hypoxie. On aurait pu par ailleurs confirmer la
spécificité des si-LPAR-1 et si-LPAR-3 envers le LPA en testant ces derniers avec des agents
témoins: voir par exemple si la réponse migratoire induite par une stimulation au S1P ou au
VEGF est affectée par les si-LPAR-1 et si-LPAR-3. Aussi, étant donné que I’inhibition par
si-LPAR-3 se montrait plus efficace que celle du si-LPAR-1, ce qui se manifestait par un
effet plus important sur la migration cellulaire, on aurait pu parfaire nos résultats en
antagonisant spécifiquement les récepteurs LPAR-1 et LPAR-3 avec [!’inhibiteur
pyrophosphate dioctyl-glycérol (DGGPS8:0) (Zhou et al, 2009). La suite serait d’administrer
un agoniste hautement sélectif a 'un ou ’autre des récepteurs au LPA: si la migration
cellulaire remonte a la hausse avec un agoniste de LPAR-3 par exemple, ceci montrerait que
LPAR-3 porte le role majeur dans la voie LPAR-1-LPAR-3 soupgonnée d’étre une forme de
mécanisme adaptatif au stress des CE. La présence d’un mécanisme comme tel, indique que
I’action du LPA pourrait étre modulée par le développement d’analogues spécifiques au
récepteur LPAR-1 et/ou LPAR-3. Enfin, il est tentant de suggérer suite aux résultats du profil
génique des récepteurs au LPA dans les HBMEC, qu’une surexpression génique du récepteur
LPAR-1 accompagnée d’une quasi-absence de I’expression du récepteur LPAR-4, puisse étre
une signature phénotypique de 1’adaptation des CET a I’hypoxie. Dans ce cas, ce serait une

raison de plus d’investiguer plus loin sur la fonctionnalité de LPAR-1 dans les CET.

4.1.2 Surexpression génique des LPAR-2 et 4 dans le modele cellulaire cérébral de résistance

tumoral

La sous-population de cellules CDI133(+) est fortement détectée dans les
médulloblastomes récurrents, elle partage certaines propriétés avec les cellules souches, elle
est hautement tumorale (Singh et al, 2004; Beier et al, 2008) et ‘elle échappe aux traitements
conventionnels de chimiothérapie (Emmenegger et Wechsler-Reya, 2008). L’expression du

marqueur CD133 dans les médulloblastomes pourrait donc étre un indicateur pronostique de
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la récidive tumorale et de la progression tumorale maligne. Cette étude est une preuve
supplémentaire qui reléve la pertinence a étudier la population CDI33(+) de
médulloblastome, population prometteuse dans ses avenues cliniques pour ce type de tumeur
cérébrale. Le modele de CSC a été récemment décrit comme étant restreint a une niche de
cellules souches dont la taille et le degré d’organisation semble contribuer fortement &
I’évolution clinique de la tumeur (Hope et al, 2004). 11 est admis que les CSC au sein d’une
tumeur cérébrale, se trouvent a proximité de vaisseaux sanguins impliqués dans I’irrigation
des niches vasculaires (Gilbertson et Rich. 2007; Calabrese et al, 2007). Cependant, il est
encore mal connu si ces niches vasculaires sont préférentiellement irriguées par des facteurs
de croissance ou encore par des facteurs plaquettaires. Les lysophospholipides régulent une
grande diversité d’activités des CSC incluant la prolifération, la survie, la différentiation et la
migration de cellules souches adultes et embryonnaires et progénitrices (Pébay et al, 2007).
Considérant que les lysophospholipides sont susceptibles de jouer un réle important dans la
mobilisation des cellules souches, leurs impacts sur le phénotype invasif et infiltrant des CSC
du cerveau demeurent mal documentés. Notre étude fournit 1’évidence que les cellules
CD133(+) sont beaucoup plus répondantes au lysophospholipide LPA qu’a la S1P mais aussi
qu’elles migrent 1.6 fois plus que leurs homologues CD133(-) en réponse au LPA. Ceci est la
preuve que in vitro, les CD133(+) ont une réponse préférentielle au LPA mais aussi que les
CDI133(+) de médulloblastomes proliférent de maniére plus agressive que les CD133(-).
L’invalidation siARN de CD133 dans les cellules CD133(+) du cancer du cblon n’affectait
pas leur migration, leur prolifération ou leur invasion (Horst et al, 2009). La combinaison de
ces résultats avec les noétres suggére qu’il serait important de distinguer deux variables
indépendantes qui sont le réle fonctionnel de CD133, qui n’est pas nécessairement connu
encore & date, et la signature phénotypique de CD133 en tant que marqueur de surface. Le
profil d’expression génique des récepteurs au LPA montre en effet une hausse de [’expression
génique de tous les récepteurs au LPA (LPAR,;s) dans les CDI133(+) dérivés de
médulloblastome, surtout LPAR-2 et LPAR-4. Une expression génique aberrante des
récepteurs LPAR-2 et 3 a été retrouvée dans les cancers de la thyroide, du sein et colorectal
(Yu et al, 2008). 1l serait opportun de vérifier avec d’autres expérimentations que cette hausse
d’expression des récepteurs LPAR-2 et 4 dans les CD133(+) est effectivement une signature

phénotypique attribuable aux CSC. Si LPAR-2 et LPAR-4 sont exprimés a la hausse dans
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d’autres lignées de médulloblastomes, inhiber ces deux récepteurs avec des antagonistes

pourrait étre ’avenue d’une thérapie pour ce type de cancer cérébral.

La voie des MAPK est I’'une des voies principales de transmission signalétique (Favre,
2006). La cascade des MAPK est rapidement activée par divers stimuli tels que le stress et la
mort cellulaires. Il a ét¢ démontré que I’activation de la voie Erk/MAPK induisait la synthése
de la cycline DI, une protéine qui promeut la division cellulaire mais aussi que cette
activation contribuait a la progression du cancer (Wang et al, 2010b.). L’investigation de
I’importance de la voie de signalisation des MAP kinases dans la tumorigénicité de CD133
dans cette étude a montré que les niveaux d’activation de Erk1/2 sont significativement plus
¢levés dans les cellules CD133(+) que dans les CD133(-). En plus de se montrer plus
sensibles au LPA, les cellules CD133(+) ont manifesté la phosphorylation d’Erk plus tét. Ces
résultats laissent suggérer qu’une des signatures phénotypiques des CSC est ’activation
distinctive de cette voie mécanistique. La voie PI3K/Akt pourrait également étre impliquée,
et de la les niveaux d’expression protéiques d’Akt auraient été intéressants a regarder. Ce
résultat est en accord avec les résultats de Wang et al, (2010b.) qui ont prouvé que la
régulation a la baisse d’Akt et d’Erk par la technologie de transfection siARN atténuait la
capacité des cellules CD133(+) de cancer du célon a former des colonies. En complémentant
nos études sur les voies MAPK et PI3K/Akt dans les DAOY CD133(+), on pourrait étre en

mesure de développer de nouveaux agents thérapeutiques pour les médulloblastomes.

4.2 Réponse tumorale : expression différentielle des LRP

4.2.1 Réponse adaptative au sevrage: surexpression protéique de CD133 et de LRP-1 dans les

médulloblastomes

Dans le deuxiéme volet de notre étude, nous avons identifié les membres de la famille
des LRP comme faisant partie du phénotype adaptatif associé aux cellules CD133(+) de
médulloblastome. LRP est surexprimé dans les astrocytomes malins particuli¢rement dans les
glioblastomes (Yamamoto et al, 1998) et est impliqué dans le métabolisme de divers ligands,
dont MMP-9. Celle-ci, connue pour son rdle de dégradation de la matrice extracellulaire, se

lie & LRP-1 pour y étre catabolisée alors que la MT1-MMP a pour cible protéolytique, LRP
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dans les cellules cancéreuses (Strongin, 2010). En effet, nous démontrons dans des travaux
antérieurs, que dans les neurosphéres CD133(+) dérivés de DAOY, MMP-9 et MT1-MMP
sont impliquées dans l’invasion tumorale, les métastases tumorales et la résistance
thérapeutique (Annabi et al, (2008b.). Il a été montré que la MMP-9 ainsi que d’autres
facteurs de croissance pro-angiogéniques sont des molécules déclenchantes du switch
angiogénique (Berger et al, 2000; Jouanneau, 2008). La déprivation en facteurs de croissance
créée par I’absence en sérum du milieu de culture in vitro dans cette présente étude, pourrait
jouer un réle additionnel quant au déclenchement du switch angiogénique poussant les CSC a
contrer 'effet du stress par divers mécanismes. Dans cette présente étude, le sevrage des
DAOY entraine une augmentation des taux protéiques de LRP-1, tout comme [’hypoxie a
induit une hausse importante de LRP-1 in vivo dans des xénogreffes (Montel et al, 2007).
Song et al, (2009) prouvent que dans des glioblastomes humains, LRP-1 induit la migration
et I’invasion cellulaire par I’induction des MMP-2 et MMP-9 (Song et al, 2009). 11 semblerait
donc que la fonction de LRP-1 dans [’évolution d’un cancer soit reliée a l’axe qui
impliquerait MT1-MMP/MMP-9/LRP. Des études plus approfondies sont nécessaires dans le
futur afin de décrypter le plus de mécanismes possibles régulés par LRP. Ceci améliorerait
notre compréhension sur la contribution de LRP dans cette maladie qu’est le cancer et de 13,
nous aider a développer des stratégies anti-cancéreuses. Il n’est pas clair encore si la
surexpression protéique de CD133 corrélant avec celle de LRP-1 en condition de stress,
obtenue durant cette étude, implique un mécanisme exclusif aux médulloblastomes. A ce
jour, il est encore moins clair si CD133 joue un rdle causal, contributif ou encore corrélatif

dans la formation ou 1’adaptation métabolique de la population des CSC.

4.2.2 Surexpression génique des LRP-1, LRP-1b et LRP- 5 dans les DAOY sevrés et dans les
DAOY CD133(+)

L’isolation et I’identification des cellules souches de tumeurs cérébrales sont identifiées
via I’expression typique du marqueur CD133, cependant il n’est pas clair encore si CD133
devrait étre considéré comme un facteur pronostique indépendant ou pas. Cette étude montre,
qu’une régulation génique a la hausse de CD133, LRP-1, LRP-1b et LRP-5 aussi bien dans
les cellules sevrées que dans la sous-population CD133(+) pourrait é&tre une signature

phénotypique des CSC. La fonction exacte de toutes ces LRP ainsi que le manque
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d’expression génique de LRP-8 en réponse a la déprivation de sérum restent a étre investigué
dans les CSC. Néanmoins, il est tentant de considérer 1’expression aberrante de LRP-8 dans
les cellules CD133(+) comme un marqueur typique des CSC. Vu I’observation de ce
mécanisme adaptatif a la hausse de 1’expression des LRP au cours de cette étude et vu que
I’expression de LRP est trés souvent attribuée a 1’invasion tumorale, il serait a considérer
qu’un ciblage thérapeutique de LRP pourrait arréter le phénotype invasif des CSC. Des
études histologiques de I’expression de LRP dans de nombreuses tumeurs pourraient fournir
une aide diagnostique qui permettra d’envisager de nouveaux traitements anticancéreux basés
sur le ciblage de LRP. D’ailleurs, dans mon laboratoire d’accueil, plusieurs tests in vivo ont
été faits pour 1’élaboration d’une forme finale de la plateforme peptidique thérapeutique
conjuguée au paclitaxel, ’ANG1005 : dérivée d’une séquence de ligands qui se lient & LRP-
1, elle a été démontrée pour étre d’une haute efficacité pour le traitement des tumeurs
cérébrales vu sa facilité a pénétrer a travers la barriére hémato-encéphalique (Regina et al,
2008). Il serait intéressant de voir si cette plateforme peptidique modulerait in vivo le
phénotype d’expression des LRP dans les CSC CD133(+) tel que rapporté dans cette présente

étude.



CHAPITRE V

CONCLUSION

Nos travaux ont permis de montrer que dans un contexte expérimental in vitro de
tumeur cérébrale, les récepteurs a 1’acide lysophosphatidique (LPAR) semblent étre d’une
importance capitale. En effet, les récepteurs LPAR-1 et LPAR-3 auraient un réle dans
I’agressivité de la migration et de I’invasion tumorales au sein des CET. Encore plus, les
récepteurs LPAR-2 et LPAR-4 semblent avoir un réle dans la résistance tumorale attribuée
aux CSC. De plus, il n’est pas exclu que d’autres récepteur au LPA (LPAR) soient impliqués
dans la résistance des CSC puisqu’ils se trouvent étre tous surexprimés dans le modéle
CD133(+) de médulloblastome expliquant I’activation accrue de la voie des MAP kinases en
réponse au LPA chez les CD133(+) par rapport aux CD133(-). D’un autre c6té, nous avons
montré que 1’adaptation phénotypique des CSC au stress, telle une déprivation en nutrument,
implique les récepteurs LRP-1, LRP-1b et LRP-5. A ceci s’ajoute une signature phénotypique
des cellules CD133(+), qui est la surexpression de LRP-8, récepteur qui mériterait d’étre

investigué ultérieurement dans un modele de résistance tumoral tel les CSC.

En somme, les récepteurs au LPA (LPAR) semblent constituer une cible de choix pour
le traitement des cancers cérébraux, que ce soit au niveau du compartiment tumoral ou
vasculaire. De plus, nous pensons que 1’adaptation des CSC aux conditions de stress, ici la
déprivation en nutriments, passe par des mécanismes de régulation au niveau de certaines
LRP. Des investigations futures approfondiront nos connaissances sur les voies impliquées en

amont et en aval des récepteurs LPAR et LRP dans le contexte de cancers cérébraux.
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