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RESUME

Le glioblastome multiforme (GBM) est la tumeur cérébrale adulte la plus agressive et
la plus invasive. Son développement est dicté par des événements moléculaires
responsables de son phénotype inflammatoire et angiogénique. Le GBM subit des
transformations cellulaires au sein de son microenvironnement. Cela comprend la
reprogrammation énergétique, I’induction de I’angiogenése et la mise en place d’un
microenvironnement inflammatoire. Le GBM acquiert une importante résistance a la
thérapie, en grande partie favorisée par la présence de la barriére hématoencéphalique
(BHE). Les interactions moléculaires et cellulaires au cceur de la progression du
GBM et de sa capacité de résistance sont de plus en plus étudiées et méritent une
attention particulieére. Dans le microenvironnement du GBM, nous retrouvons, entre
autres, des cellules endothéliales microvasculaires. Elles forment les vaisseaux
sanguins et répondent aux signaux angiogéniques induits par les autres cellules du
microenvironnement, particulierement les cellules cancéreuses et les cellules souches
mésenchymateuses (MSC). Les MSC contribuent a ’angiogenése et a I’inflammation
associées au cancer en exprimant des biomarqueurs des cellules tumorales cérébrales.
Etant donné les différences moléculaires observées A travers ces types cellulaires, il
convient de se questionner et comprendre la nature des mécanismes adaptatifs
responsables du caractére agressif du GBM.

Des stratégies thérapeutiques sont mises au point afin de trouver un traitement
efficace au GBM. L’immunothérapie, la thérapie ciblée et la vectorisation des
médicaments font partie des méthodes a 1’essai. Le peptide dérivé du domaine de
Kunitz du peptide aprotinine, nommé Angiopep-2 (An2) représente une innovation
dans le transport de médicaments anticancéreux au travers de la BHE. Sachant que
I'internalisation de 1’An2 n’est médiée qu’a environ 50% par la low density
lipoprotein receptor-related protein (LRP1), le premier objectif de cette thése
constitue a identifier les possibles mécanismes compensatoires de son entrée dans les
cellules endothéliales et tumorales cérébrales. Il s’agit de situer I’importance d’autres
récepteurs présents & la BHE dans le transport de 1’An2, mais aussi de comprendre
’effet du microenvironnement hypoxique tumoral sur les systémes d’endocytose et
de transcytose. Nous avons émis I’hypothése que des comportements différents se
produisent au niveau des cellules de la BHE, notamment les cellules microvasculaires
endothéliales cérébrales (HBMEC), les HBMEC immortalisées (HBMECi),
représentant 1’endothélium tumoral, et les cellules de GBM quant a I’internalisation
de ’An2 dans un environnement hypoxique. Nous avons montré que le caractére
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tumoral engendre une adaptation cellulaire menant a une meilleure internalisation de
I’An2 en comparaison aux cellules endothéliales non-immortalisées qui, de leur coté,
avaient une meilleure capacité a lier I’An2.

Dans le but de caractériser des mécanismes adaptatifs responsables de la progression
du GBM, nous avons choisi d’étudier le role de LRP1 dans les HBMECi en réponse a
la sphingosine-1-phosphate (S1P). Les cellules endothéliales cérébrales sont
activement impliquées dans I’angiogenése des GBM en réponse a une variété de
facteurs pro-angiogéniques tels que le VEGF, le bFGF et les lipides bioactifs S1P et
LPA. Particuli¢rement, la S1P module la migration de plusieurs types cellulaires en
se liant a ses récepteurs couplés aux protéines G. Sachant que LRPI1 et la
signalisation par la S1P sont importants pour le maintien de I’intégrité vasculaire,
nous avons identifié un réle majeur pour LRP1 dans la migration cellulaire en
réponse a la S1P. Les HBMECi sont capables de migrer en réponse a la S1P ainsi
qu’a l’acide lysophosphatidique (LPA), un lipide bioactif de la méme famille.
Cependant, nous montrons que la répression stable, mais pas transitoire, de LRP1
empéche les HBMECi de migrer en réponse a la S1P tout en maintenant une réponse
adéquate a la LPA. La transduction du signal via les MAPK p38 et ERK s’en trouve
également altérée. Ces résultats suggeérent une interrelation importante entre la
protéine LRP1 et la signalisation par la S1P et supportent aussi I’hypothése que les
cellules s’adaptent lorsqu’une protéine multifonctionnelle ayant un réle important
dans le métabolisme cellulaire est absente du systéme.

Enfin, nous avons étudié la ciliogenése, un mécanisme de transformation cellulaire
synchronisé avec-le cycle cellulaire. Des perturbations dans 1’expression du cil
primaire ou des altérations de sa longueur sont associées a diverses ciliopathies, mais
aussi a la progression cancéreuse. Les MSC perdent I’expression du cil primaire en
condition hypoxique, une caractéristique majeure de la progression tumorale
cérébrale. De plus, les MSC activées par le TNFa, un agent pro-inflammatoire, sont
impliquées dans la croissance tumorale via la production de facteurs chimioattractants
et de facteurs de croissance. Nous montrons que le cil primaire est régulé par la voie
de signalisation du facteur de transcription NF-xB en conditions inflammatoires
modulées par le TNFa et la progranuline.

En conclusion, I’ensemble des résultats obtenus démontrent la capacité des cellules
du microenvironnement tumoral a s’adapter et a reprogrammer leur comportement
pour contribuer a la progression du GBM. Les études in vitro et in vivo ont permis
d’identifier de nouvelles cibles moléculaires potentielles dans la thérapie du GBM.

Mots-clés : Glioblastome multiforme, Hypoxie, Angiogenese, Inflammation,
Ciliogenese, LRP1, Angiopep-2, NF-xB, MAPK



ABSTRACT

Glioblastoma multiforme (GBM) is the most aggressive and invasive adult brain
tumor. Its development is dictated by molecular events responsible of its
inflammatory and angiogenic phenotype. GBM undergoes cellular transformations
reaction in its microenvironment. This includes energy reprogramming, induction of
sustained angiogenesis and establishment of an inflammatory microenvironment.
GBM is resistant to therapy and this is enhanced by the presence of the blood-brain
barrier (BBB). The molecular and cellular events leading the progression of the GBM
and its resilience to therapy are increasingly studied, and significantly continue to
deserve special attention. Microvascular endothelial cells are part of the GBM
microenvironment. They form the blood vessels and respond to angiogenic signals
secreted by other cells in the microenvironment, particularly brain tumor cells and
mesenchymal stem cells (MSC). MSC contribute to angiogenesis and tumor-
associated-inflammation by expressing brain tumor-associated biomarkers. Since
there are molecular differences across these cell types, it is appropriate to question the
nature of the adaptive mechanisms responsible for the aggressive nature of GBM.

Therapeutic strategies are being developed to find an effective treatment to GBM.
Immunotherapy, targeted therapy and drug vectorization are currently extensively
studied. Vectorization of drugs is of great interest to find molecules that cross the
BBB. Angiopep-2 (An2) peptide is derived from Kunitz domain of aprotinin peptide,
and represents innovative strategy to deliver anticancer drugs through the BBB.
Knowing that the internalization of An2 is mediated to about 50% by the low density
lipoprotein receptor-related protein (LRP1), the first goal of this thesis was to
determine the compensatory mechanisms of entry into endothelial cells and brain
tumor cells. The aim is to define the importance of other membrane receptors
responisbles of An2 transport through the BBB, but also to better understand the
impact of microenvironmental hypoxic cue on endocytosis and transcytosis. This also
brings out the hypothesis of the existence of differential behaviors between brain
microvascular endothelial cells (HBMEC) and immortalized HBMEC (HBMECi),
representing tumor endothelium, and GBM cells of being able to bind and internalize
An2 under hypoxia. We showed that the tumoral phenotype generates a cellular
adaptative phenotype ensuring better uptake of An2 compared to non-immortalized,
which, in turn, had a better ability to bind An2.
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In order to characterize the adaptive mechanisms responsible for the progression of
GBM, we chose to study the role of LRP1 in HBMECi under stimulation by
sphingosine-1-phosphate (S1P). Cerebral endothelial cells are actively involved in
angiogenesis of GBM under a variety of pro-angiogenic factors such as VEGEF,
bFGF, and bioactive lipids S1P and lysophosphatidic acid (LPA). Especially, S1P is
known to regulate migration of many cell types by binding to his G-protein coupled
receptors. Knowing that LRP1 and that the signaling by S1P and his receptors are
involved in vascular integrity, we have found a major role for LRP1 in cell migration
of HBMECi in response to the bioactive sphingolipid S1P. HBMECi are able to
migrate in response to S1P as well as to LPA, a bioactive lipid from the same family.
However, the stable repression of LRP1, but not transient, prevents HBMECi to
migrate in response to S1P but not to LPA. Signal transduction via ERK and p38
MAPK is also found impaired in LRP1 knockout endothelial cells. These results
suggest an important interrelationship between LRP1 and S1P signaling, but also
support the hypothesis that cells adapt when a multifonctionnal protein having an
important role in cellular metabolism is repressed.

Finally, we studied ciliogenesis, a cell transformation mechanism synchronized with
the cell cycle. Altered expression of the primary cilium or alterations in its length are
not only associated with various ciliopathies, but also with cancer progression. MSC
lose expression of the primary cilium in hypoxic conditions, a major feature of brain
tumor progression. Moreover, TNFa-activated MSCs are involved in tumor growth
and progression through production of chemoattractant factors and growth factors.
We have shown that the primary cilium is regulated by the transcription factor NF-xB
signaling pathway in inflammatory conditions triggered by TNFa and progranulin.

In conclusion, the overall results demonstrate the ability of cells within the tumor
microenvironment to adjust and reprogram their behavior to contribute to the
progression of GBM. In vitro and in vivo studies of the present thesis have helped to
identify potential new molecular targets for the therapy of the GBM.

Keywords: Glioblastoma multiforme, Hypoxia, Angiogenesis, Inflammation,
Ciliogenesis, LRP1, Angiopep-2, NF-xB, MAPK



INTRODUCTION

Les tumeurs cérébrales font encore partie des cancers les plus récurrents et mortels.
Malgré les chirurgies de résection et les traitements de chimiothérapie combinés a la
radiothérapie, les récidives sont souvent inévitables et les taux de survie aprés 5 ans
sont d’environ 25% (Société Canadienne du Cancer, 2016). Le glioblastome
multiforme (GBM) est la tumeur cérébrale la plus invasive et la plus agressive qui
touche principalement les adultes de 20 a 64 ans. Les faibles taux de survie relative a
5 ans associés au GBM varient de 14 a 1% avec 1’dge. Le cerveau est un organe
extrémement dynamique qui nécessite une grande protection. Celle-ci est assurée par
la présence de la barriecre hématoencéphalique (BHE). Séparant le cerveau de la
circulation sanguine, le réle de la BHE est de laisser passer les nutriments, les ions et
I’oxygéne, nécessaires au bon fonctionnement du cerveau. Elle sert aussi & empécher
les toxines, les bactéries et les virus de pénétrer dans le cerveau. La BHE assure ainsi
le caractére immuno-privilégié du cerveau (Becher, Prat et Antel, 2000 ; Louveau,
Harris et Kipnis, 2015). De plus, la présence de récepteurs et transporteurs assurent la
bonne gestion des autres molécules et protéines qui peuvent traverser la BHE. Le
probléme majeur du GBM est la résistance aux traitements en partie due a la
difficulté d’y amener des molécules thérapeutiques a cause des propriétés étanches de
la BHE. La capacit¢ du GBM & s’adapter en réponse aux divers stimuli du
microenvironnement tumoral lui procure un phénotype invasif et inflammatoire
accru. Le GBM développe ainsi son propre systéme de gestion d’énergie pour
pouvoir survivre. Cela se fait en étroite collaboration avec les autres composantes du
microenvironnement cellulaire tumoral. Depuis le début du siécle, les caractéristiques

tumorales sont de plus en plus reconnues, il devient donc plus facile de comprendre et



de déterminer les biomarqueurs a cibler dans la prévention et la thérapie cancéreuse
cérébrale. Cependant, il convient encore de se poser d’importantes questions afin de
pouvoir trouver de meilleures solutions pour contrer le développement du GBM. Plus
spécifiquement, il convient de mieux comprendre les mécanismes moléculaires de la
progression du GBM afin de trouver des solutions de thérapie optimisées.
Ultimement, la découverte de nouvelles cibles thérapeutiques contribuera a la

guérison, pour I’instant impossible, du GBM.

Cette these est le rassemblement des travaux effectués sous trois volets déterminés.
Afin d’élucider les comportements cellulaires qui ménent a la résistance
thérapeutique du GBM, nous avons identifié des mécanismes adaptatifs importants
responsables de la progression tumorale. De fagon chronologique, nous nous sommes
d’abord penchés sur I’étude de I’impact inflammatoire du facteur de nécrose tumoral
a (TNFa) sur la ciliogenese dans les cellules souches mésenchymateuses (MSC). Ces
cellules jouent un rdle important dans la progression tumorale et le cil primaire y est
inhibé par I’hypoxie, une condition observée dans le GBM. Le développement
tumoral est souvent associé¢ a la perte du cil primaire et & 1’augmentation de la
prolifération cellulaire (Seeger-Nukpezah ef al., 2013). Le cil primaire est trés peu ou
pas exprimé sur les cellules cancéreuses (Hassounah, Bunch et McDermott, 2012).
Par la suite, nous avons orienté nos travaux sur 1’étude du transport de 1’ Angiopep-2
(An2), un vecteur peptidique capable de traverser la BHE. Plus particuliérement, mes
travaux ont porté sur I’impact de 1I’hypoxie sur la reconnaissance et I’internalisation
de I’An2 par la low density lipoprotein receptor related protein-1 (LRP1). Nous
avons également exploré les mécanismes compensatoires impliquant d’autres
protéines membranaires dans l’internalisation et la reconnaissance de 1’An2 en
contexte hypoxique dans des modeles cellulaires représentant les compartiments
tumoraux et endothéliaux vasculaires cérébraux. Aprés avoir identifié une capacité
d’adaptation phénotypique des cellules endothéliales face & la répression génique de

LRP1, nous avons étudié I’'impact de ce récepteur sur la capacité migratoire des



cellules endothéliales sous I’action de la sphingosine-1-phosphate (S1P), un
sphingolipide bioactif. Cette interrelation joue un réle dans la signalisation cellulaire
inflammatoire et invasive, caractéristiques importantes dans le développement et la

progression des tumeurs solides cérébrales.

De fagon logique, cette thése présente les questionnements et les résultats obtenus en
commengant par une revue de la littérature au chapitre I mettant de 1’avant 1’état des
connaissances sur le GBM, mais aussi sur ses composants signalétiques et
moléculaires jouant un role dans son développement. Le chapitre II consiste a la
description du projet de recherche en commengant par I’exposition de la
problématique suivie de I’hypothése et de la description des objectifs spécifiques. La
méthodologie est brievement décrite puis la pertinence et la contribution des travaux
a I’avancement des connaissances scientifiques sont expliquées. Une recension des
résultats obtenus est présentée a travers trois chapitres, sous forme d’articles
scientifiques. Le premier article traite des différences d’adaptation entre les cellules
tumorales de glioblastomes U87 et les cellules endothéliales cérébrales dans un
contexte hypoxique. Le but est de comprendre les mécanismes d’internalisation de
I’An2, ce vecteur peptidique récemment mis au point par I’équipe de la compagnie
biopharmaceutique Angiochem Inc. (Beliveau er al., 2009). Cet article a été soumis
aux avocats de la compagnie Angiochem. Le deuxieéme article montre 1’importance
du récepteur LRP1 dans la migration des cellules microvasculaires endothéliales
cérébrales stimulées par la SIP in vitro et in vivo. De plus, la répression stable de
LRP1 représente une capacité d’adaptation phénotypique des cellules endothéliales
qui ne répondent plus a la stimulation de la S1P. La répression transitoire de LRP1,
quant a elle, n’empéchait pas les cellules de répondre a la S1P. C’est-a-dire que LRP1
doit étre réprimé de fagon stable sans quoi les réponses cellulaires demeurent
inchangées par rapport aux cellules non stimulées. Cet article a été soumis pour
publication a The Journal of Cerebral Blood Flow and Metabolism. Le troisieme

article expose les effets d’une stimulation pro-inflammatoire du TNFo sur la



ciliogenése dans les MSC. Cet article est publié dans le journal Cancer Letters. Enfin,
le dernier chapitre est une discussion générale faisant ressortir les principales

conclusions de ces travaux.



CHAPITRE I

ETAT DES CONNAISSANCES



1.1 Les cancers du cerveau
1.1.1 Généralités et statistiques du cancer

De fagon générale, un cancer se développe sur plusieurs années. Des millions de
mutations génétiques se produisent tout au long de la vie, et ce, dés la formation de
I’embryon jusqu’a maturit¢ (Beliveau et Gingras, 2014). L’influence
environnementale a un impact sur I’initiation de dommages a I’ADN, engendrant la
promotion d’une cellule initiée vers la formation d’une 1ésion précancéreuse (Figure
1.1). La cellule initialement transformée par des modifications de son matériel
génétique subit ainsi I’influence du microenvironnement cellulaire lui permettant
’acquisition et ’accumulation d’autres mutations cancéreuses (Beliveau et Gingras,
2006). Les mécanismes de réparations des dommages 4 I’ADN gérent la réparation de
ces mutations, mais lorsque ces mécanismes sont inefficaces, cela engendre les
mutations cancéreuses (Tian ef al., 2015). Une cellule mutée ne devient pas
automatiquement tumorale. Elle doit subir une série de mutations cancéreuses qui lui
conférent son caractére tumoral défini par dix propriétés de plus en plus documentées
(section 1.4) (Beliveau et Gingras, 2014 ; Hanahan et Weinberg, 2011). Une fois le
processus enclenché, les cellules initiatrices se transforment et proliférent pour faire
évoluer la tumeur au stade malin. La croissance rapide correle avec une instabilité
génomique, présente tout au long de 1’oncogenése (Negrini, Gorgoulis et Halazonetis,
2010). Les cancers du cerveau ne font pas exception. Il existe plus d’une centaine de
cancers du cerveau et ils représentent seulement 2% des nouveaux cas de cancer
diagnostiqués annuellement (Figure 1.2) (Société de recherche sur le cancer, 2015).
Le diagnostic se fait souvent lorsque la tumeur est dans un état avancé. Cela rend les
procédures thérapeutiques trés difficiles et le taux de survie aprés 5 ans est de 25%
(Société Canadienne du Cancer, 2016). En 2015, la Société Canadienne du Cancer a
estimé que 3000 nouveaux cas de cancers de cerveau ont été diagnostiqués et que

2100 patients sont morts de la maladie (Société Canadienne du Cancer, 2016 ; Société



de recherche sur le cancer, 2015). Ces cancers sont catégorisés selon leur type
cellulaire d’origine. On retrouve, par exemple, les astrocytomes, les oligodendriomes,
les épendymomes, les médulloblastomes (pédiatriques), les gliomes mixtes, les
méningiomes, les neurinomes acoustiques et les lymphomes primitifs du systéme
nerveux central (SNC) (Société Canadienne du Cancer, 2016 ; Société de recherche
sur le cancer, 2015). Ces exemples sont toutes des tumeurs primaires, mais il existe
aussi des tumeurs secondaires, soit issues de tumeurs de bas grade ayant évoluées,
soit formées par des métastases provenant de la migration de cellules d’autres cancers
(poumon, sein, mélanome, colorectal, reins) (Gupta et Massague, 2006). L histologie
des tumeurs primaires et secondaires est trés semblable, mais leurs caractéristiques
génétiques permet leur distinction (Ohgaki et Kleihues, 2013). Les GBM secondaires
présentent la mutation du gene de I’isocitrate déshydrogénase (IDH), caractéristique
des glioblastomes de bas grade comme 1’astrocytome (Zhang et al., 2013). On ne
retrouve pas cette mutation dans les GBM primaires de grade IV (Ohgaki et Kleihues,
2013). Basées sur leur morphologie histologique, les tumeurs cérébrales sont classées
selon leur agressivité passant du grade I, pour les tumeurs non invasives et bénignes,
jusqu’au grade IV, pour les tumeurs malignes et hautement invasives (Louis ef al.,
2007). Les astrocytomes regroupent quatre types de tumeurs : les astrocytomes
pilocytiques de grade I, les astrocytomes diffus de grade II, les astrocytomes
anaplasiques de grade III et les GBM de grade IV. Plus précisément, nous nous
sommes intéressés au GBM dans la présente these. Ces tumeurs évoluent rapidement
et infiltrent les tissus sains environnants (Agnihotri er al., 2013 ; Xie, Mittal et
Berens, 2014). Elles ont aussi la capacité de promouvoir la formation de nouveaux
vaisseaux sanguins & partir de vaisseaux existants (angiogenése), afin d’avoir un
apport suffisant en nutriments et oxygene et conserver leur rythme de croissance

rapide (Fischer ez al., 2005).
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Figure 1.1 Etapes du développement tumoral : initiation, promotion et
progression.

Les cellules normales subissent 1’influence exogéne de substances chimiques, de
rayons ultraviolets (UV) et de virus. Ils provoquent des mutations. Une cellule subit
une premiére mutation lui permettant d’étre initiée au phénotype tumoral. Une série
de mutations se produisent ensuite afin de promouvoir la formation d’une lésion
précancéreuse. Elle progresse plus ou moins rapidement pour former une tumeur
maligne qui devient cliniquement détectable. Certaines cellules cancéreuses au grand
pouvoir invasif migrent vers d’autres organes pour former des métastases. (Beliveau
et Gingras, 2005 ; Portail Santé-Environnement-Travail)
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1.1.2 Le glioblastome multiforme

Le GBM est la tumeur cérébrale la plus commune (Hulleman et Helin, 2005 ; Wilson,
Karajannis et Harter, 2014). Il a ét¢ identifi€¢ pour la premiére fois en 1863 par le Dr
Rudolf Virchow (Agnihotri er al., 2013). 1l représente 17% des tumeurs cérébrales
primaires. Son taux de survie a 5 ans aprés le diagnostic est de 14% chez les 20-44
ans et passe & 1% chez les 55-64 ans (Société Canadienne du Cancer, 2016). La
premiere chirurgie de résection du GBM remonte & 1920 et malgré 1’ablation de
I’hémisphere atteint par la tumeur, les 2 patients opérés ont été vaincus par la récidive
de la tumeur ayant infiltré I’hémisphére sain, confirmant ainsi son caractére
hautement invasif (Agnihotri ez al., 2013). C’est donc depuis le début du 20° siécle
qu’on s’intéresse au GBM, mais son traitement demeure encore aujourd’hui un grand
défi.

Les cellules astrocytaires sont a 1’origine du GBM. Elles interagissent avec les
cellules endothéliales qui forment la paroi des vaisseaux sanguins de la BHE. Les
astrocytes interagissent aussi avec des cellules immunitaires et des cellules souches
circulant dans le systéme sanguin. Les astrocytes sont des cellules de soutien jouant
d’importants rdles physiologiques : ils régulent la croissance et la survie des cellules
neuronales et des axones, ils interviennent dans la formation des synapses et la
modulation des transmissions synaptiques, ils modulent les réponses inflammatoires
et immunitaires et il y a de plus en plus d’évidences démontrant leur implication dans
le métabolisme énergétique, en conditions hypoglycémiques (Sofroniew et Vinters,
2010 ; Wechsler-Reya et Scott, 2001). La perturbation de ces mécanismes
physiologiques et des mutations entrainent la prolifération incontrdlée des cellules
astrocytaires. Le GBM est ainsi formé et est caractéris€ par une trés haute densité
cellulaire, un centre nécrotique avasculaire dépourvu d’oxygeéne, une croissance
rapide et une grande expression du facteur de croissance endothélial vasculaire

(VEGF) (Dubois et al., 2014). Le VEGF favorise la prolifération des cellules
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endothéliales qui composent la BHE, a proximité des astrocytes. Toutefois, le réseau
vasculaire intratumoral est trés chaotique. L’altération de la BHE contribue a la
progression tumorale du GBM. De plus, le phénotype inflammatoire et invasif du
GBM cause la perturbation de 1a BHE accompagnée d’cedéme intracérébral (Wolburg
et al., 2012). Une des plus importantes limites & une thérapie efficace des tumeurs

cérébrales demeure 1’étanchéité de la BHE.

Le développement du GBM est relié a plusieurs événements moléculaires et
génétiques, rendant son traitement trés difficile. D’abord, des altérations sur le
chromosome 10 ont lieu (Urbanska et al., 2014). Prés de 50% des GBM présente
I’amplification de 1’expression protéique et 1’activation constante du géne du
récepteur du facteur de croissance épidermique (EGFR) (Hatanpaa et al., 2010). En
conditions physiologiques normales, le récepteur EGFR peut lier des ligands comme
EGF et TGFp pour activer la signalisation intracellulaire menant a la régulation de la
prolifération et la différenciation cellulaires (Sasaki, Hiroki et Yamashita, 2013). Les
hauts niveaux d’expression d’EGFR en conditions pathologiques corrélent avec la
division cellulaire incontr6lée, la progression tumorale, la résistance a la
chimiothérapie et un mauvais pronostic (Azuaje, Tiemann et Niclou, 2015 ; Yano et
al., 2003). Dans les GBM, on dénote aussi I’amplification de I’expression du géne du
récepteur du facteur de croissance fibroblastique (FGFR) altére I’homéostasie
tissulaire (Haugsten et al., 2010). La liaison du facteur de croissance fibroblastique
(bFGF) a son récepteur permet normalement ’activation d’une multitude de voies de
signalisation intracellulaire (MAPK, AKT, STAT) impliquées dans la croissance, la
prolifération, la différenciation et la survie cellulaires (Tiong, Mah et Leong, 2013).
Par ailleurs, les protéines substrat-2 du récepteur de I’insuline (IRS2) et kinase B-3
(AKT3) ainsi que la phosphatase et homologue tensine (PTEN) sont d’importants
régulateurs de la voie phosphoinositide 3-kinase (PI3K) (Leslie et Downes, 2004 ;
Szabolcs et al., 2009). Dans le GBM, la perturbation au niveau des protéines IRS et
AKTS3 et des mutations sur le géne de PTEN altérent 1’activation de la voie PI3K et
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affecte la survie, la prolifération, la croissance et la motilité cellulaires (Cancer
Genome Atlas Research Network, 2008 ; Szabolcs et al., 2009). La mutation sur le
géne de ’inhibiteur de la kinase cycline dépendante-2A (CDKN2A ou TP16) altére la
progression du cycle cellulaire de la phase G1 a la phase S (Cancer Genome Atlas
Research Network, 2008). En conditions physiologiques, le géne de CDKN2A agit
comme un géne suppresseur de tumeur et est impliqué dans la division cellulaire et le
cycle cellulaire (Agarwal et al.,, 2012). Des mutations dans le géne du facteur de
transcription p53 (TP53), un géne suppresseur de tumeur noramlement responsable
de la réparation des dommages a I’ADN, sont reliées aux processus d’apoptose et de
sénescence, mais aussi a I’initiation, la récurrence et la progression du GBM (Cancer
Genome Atlas Research Network, 2008 ; Kamp, Wang et Hwang, 2016 ; Nayak et
al., 2004). Des mutations de la protéine parkin E3 ubiquitine-ligase (PARK2) sont
liées a I’instabilité mitotique (Vlachostergios, Voutsadakis et Papandreou, 2012). Des
mutations de la protéine tyrosine phosphatase & de type récepteur (PTPRD), un géne
suppresseur de tumeur, induisent la croissance cellulaire (Veeriah et al., 2009).
Finalement, des mutations de la neurofibromine (NF1), un autre géne suppresseur de
tumeur, perturbent 1’activation de Ras, donc la prolifération, la survie et la traduction
des protéines (Cancer Genome Atlas Research Network, 2008 ; Cichowski et Jacks,
2001). L’identification d’une ou plusieurs de ces modifications génétiques permet de
déterminer le type de GBM et ainsi identifier la meilleure thérapie disponible
(Bastien, McNeill et Fine, 2015).

1:2 Le microenvironnement tumoral

Le microenvironnement des tumeurs solides est composé de divers types cellulaires
impliqués dans la progression du cancer (Figure 1.3). Essentiellement, on y retrouve
les cellules cancéreuses responsables du caractére tumoral, les cellules souches
cancéreuses, les cellules immunitaires, les fibroblastes associés au cancer, les cellules

endothéliales, les péricytes, les cellules tumorales invasives ainsi que les cellules
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souches et progénitrices, locales ou dérivées de la moelle osseuse (Hanahan et
Weinberg, 2011 ; Lorger, 2012). Le microenvironnement tumoral comprend aussi des
protéines de la matrice extracellulaire (MEC). Le comportement des tumeurs solides
comme le GBM est dicté par le centre hypoxique. La prolifération cellulaire rapide
est corrélée a la formation d’un centre cellulaire nécrotique, a une angiogenése
désorganisée et a une déficience en oxygéne (Fischer ef al., 2005). L’hypoxie qui en
résulte est responsable de I’activation de trois principaux facteurs de transcription :
HIFla, NFxB et AP1 (Fischer et al., 2005). Les génes induits par I’hypoxie donnent
au GBM son caracteére invasif et sa capacité de chimiorésistance (Fischer et al., 2005
; Jensen, 2009). Les interactions entre les cellules cancéreuses et les cellules qui les
entourent ainsi que la MEC sont essentielles a leur survie et leur division (Kucerova
et Skolekova, 2013). En ce qui concerne le GBM, I’étroite relation entre les
astrocytes et les cellules endothéliales de la BHE favorise un haut taux de
vascularisation tumorale et engendre une interaction avec des cellules provenant de la
circulation sanguine. Il y a une augmentation accrue de la sécrétion de facteurs de
croissance, pro-angiogéniques et pro-inflammatoires. Des cellules souches et
immunitaires sont recrutées au site tumoral pour répondre aux besoins de survie. Les
plus étudiées sont les macrophages, mais de plus en plus d’attention est apportée aux

cellules souches mésenchymateuses (Lorger, 2012).
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Figure 1.3 Les cellules du microenvironnement tumoral.

Plusieurs types cellulaires composent le microenvironnement tumoral. Les cellules
interagissent pour aider a la croissance et a la progression de la tumeur. On distingue
un nouveau microenvironnement tumoral selon les capacités d’invasion des cellules
qui vont coloniser des tissus sains entourant la tumeur ou dans d’autres organes
(métastases). Cela nécessite une interaction cellule-MEC en constante évolution et
adaptation. (Hanahan et Weinberg, 2011)

1.2.1 Les astrocytes, cellules d’origine du glioblastome multiforme

Durant ’embryogenése, les cellules souches neurales de la zone ventriculaire se

différencient en neurones, en oligodendrocytes et en astrocytes (Zech, 2004). Les
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astrocytes matures sont activés en situation de stress (Yang et al., 2013). La privation
d’oxygeéne et le stress métabolique obligent les astrocytes activés a sécréter des
facteurs de croissance et des signaux pro-angiogéniques pour favoriser le recrutement
de cellules de soutien au foyer tumoral (Kucerova et Skolekova, 2013). Une fois
activés, les astrocytes surexpriment la protéine acide fibrillaire gliale (GFAP),
sécretent plus de facteur de croissance transformant-a (TGFa), de facteur-1 dérivé
des cellules stromales (SDF1 ou CXCL12), de sphingosine-1-phosphate (SIP)
produite par la sphingosine kinase (SPHK) et de facteur neutrotrophe dérivé de la glie
(GDNF) qui supportent la croissance tumorale (Lorger, 2012). D’une part, la
sécrétion de cytokines et de facteurs de croissance (IL-6, TGF-B, IGF-1) promouvoit
la prolifération des cellules cérébrales cancéreuses (Lorger, 2012). De plus, de fagon
autocrine, la production de S1P et de GDNF induit la migration des cellules de GBM
et contribue & I’acquisition du phénotype invasif tumoral cérébral (Hoelzinger,
Demuth et Berens, 2007). Pour contribuer au caractére invasif de la tumeur, les
astrocytes transformés activent des enzymes pour interagir avec la MEC. La forme
latente de la métalloprotéase matricielle 2 (proMMP-2) est activée en sa forme active,
la MMP-2 via une surexpression et suractivation de la MMP de type membranaire
(MT1-MMP ou MMPI14) et requiert la présence de I’inhibiteur tissulaire des
métalloprotéases-2 (TIMP2) (Bernardo et Fridman, 2003). On remarque aussi une
activité induite de I’activateur de plasminogene de type urokinase (uPA), responsable
de la conversion du plasminogéne en plasmine, et de I’héparanase, responsable de la

dégradation des protéoglycanes héparane sulfate (HSPG) (Lorger, 2012).
1.2.2 Les cellules microvasculaires endothéliales cérébrales

Les cellules endothéliales forment les vaisseaux sanguins (Kushner et Bautch, 2013).
D’un organe a un autre, elles sont spécialisées afin de répondre aux besoins de celui-
ci. Dans le cerveau, les cellules endothéliales composent, en une seule couche, les

capillaires qui forment le compartiment vasculaire de la BHE. Les cellules
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endothéliales cérébrales sont liées entre elles par des jonctions serrées. Puisque les
GBMs sont associés a un haut niveau de néovascularisation, cela implique la forte
présence des cellules endothéliales cérébrales dans le microenvironnement de la
tumeur. Elles jouent un réle majeur dans la croissance tumorale. Elles surexpriment le
récepteur-2 du VEGF (VEGFR-2) pour répondre au VEGF sécrété par la tumeur et
dont la transcription est stimulée par 1’augmentation de 1’activité du facteur-1a induit
par ’hypoxie (HIF1a) (Alberts et al., 2002 ; Fischer et al., 2005 ; Kampen, 2012).
Elles produisent également des protéases leur permettant de dégrader les composants
de la MEC et de migrer dans celle-ci (Alberts et al., 2002 ; Mentlein, Hattermann et
Held-Feindt, 2012).

1.2.3 Les cellules souches mésenchymateuses (MSC)

Les MSC sont dérivées de la moelle osseuse. Elles sont capables
d’autorenouvellement et de différenciation en d’autres types cellulaires gréce a leur
multipotence (Barry et Murphy, 2004). La différenciation des MSC est activée par
différents agents précurseurs spécifiques pour chaque type cellulaire obtenu. La
différenciation en adipocyte est activée par le récepteur activé par les proliférateurs
de peroxysomes (PPARY), les chondrocytes sont obtenus via I’intervention du TGFp,
les ostéocytes sont obtenus suite & I’activation par le bFGF, I’action de I’ Azacytidine
permet la différenciation des MSC en cardiomyocytes et enfin la différenciation en
cellules neuronales se produit sous I’action de ’AMP cyclique (AMPc) (Barry et
Murphy, 2004 ; Dimarino, Caplan et Bonfield, 2013). Leur role primaire est le
maintien des tissus conjonctifs. Elles sont recrutées lors de Iésions ou
d’inflammation. Les facteurs de croissance et les cytokines sécrétés par les tumeurs
favorisent le recrutement des MSC au site tumoral ou elles ont un role
immunomodulateur, elles favorisent la motilité cellulaire, la progression tumorale et
les métastases (Kucerova et Skolekova, 2013) (Figure 1.4). Dans le

microenvironnement des GBM, on reconnait de plus en plus la présence des MSC
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(Hanahan et Weinberg, 2011). Elles sécrétent des facteurs pro-angiogéniques pouvant
stimuler les cellules endothéliales et contribuent ainsi au développement vasculaire
tumoral (Annabi er al., 2004 ; Kucerova et Skolekova, 2013). Les MSC expriment
des récepteurs de facteurs de croissance et des récepteurs de cytokines en plus de
sécréter de la prostaglandine E2 (PGE2) et de produire du VEGF leur conférant un
role dans la progression tumorale (Hong, Lee et Kang, 2014 ; Yagi et Kitagawa,
2013).



18

A {\nobllrslatlon au foyer . Gohtritution i
Modulation R e cancérogénése
immunitaire ‘ . \ yF

n o e~ @
— 'u Expression de ket
% A biomarqueurs liés PP =0
|| audéveloppement - WA= gy U Angiogenése
b | des GBM (B (P
} | | TR =
\
& vl Adaptation 3 un
J}:‘*. environnement dépourvu
‘\ d’oxygeéne et nutriments
Cellule immunitaire Métastases
‘ Cellule souche mésenchymateuse
Cellule tumorale
U87 + MSC

B [Us7 us7+MsC

us7 US7 + MSC
¢ T R RN cD31 GFP/CD31
% Iur ) Sy 3 Ll -l &:_1
LA e L e B S
g vty o4 2 0N ._..‘,._{_"-._. 593
e PUPCERIE ) AR S
N L | s e
i f;:‘ " 1?..,..‘ H —t ';;_Jt?:'i' 3

Figure 1.4 Contribution des cellules souches mésenchymateuses a la
progression et la vascularisation tumorale.

(A) Les MSC sont recrutées au site tumoral en réponse aux signaux invasifs et
inflammatoires sécrétés par la tumeur. Issues de la moelle osseuse, les MSC circulent
par le sang afin d’atteindre la tumeur. Une fois mobilisées au foyer tumoral, elles
s’adaptent a 1’environnement dépourvu en oxygene et nutriments et elles expriment
des biomarqueurs favorables au développement du GBM. (B) La contribution des
MSC a la progression tumorale est étroitement liée a leur capacité de reconnaitre les
signaux invasifs et d’amplifier la vascularisation par les cellules microvasculaires
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endothéliales. Le recrutement des MSC au foyer tumoral contribue a 1’augmentation
de la masse tumorale initiée par les cellules d¢ GBM U87. (C, D) On observe une
plus grande quantité de vaisseaux sanguins dans les tissus tumoraux infiltrés par les
MSC. (E) La localisation des MSC mobilisées a la tumeur correspond avec la
position des cellules microvasculaires endothéliales impliquées dans 1’angiogenése
tumorale. CD31: marqueurs des cellules endothéliales. (Annabi et al., 2004 ;
Houthuijzen et al., 2012)

1.3  La barriére hématoencéphalique (BHE)

La BHE est un compartiment étanche et trés dynamique responsable de la protection
du cerveau contre les toxines, bactéries et virus provenant du sang (Tajes et al.,
2014). Elle gére les besoins métaboliques du cerveau et régule I’homéostasie du
systeme nerveux central (SNC) pour favoriser le bon fonctionnement neuronal (Chow
et Gu, 2015). Le cerveau consomme pas moins de 20% de I’oxygéne total et 60% des
réserves métaboliques du corps humain, cependant ses capacités sont limitées en ce
qui a trait au stockage de 1’énergie (Agnihotri et Zadeh, 2016). C’est pourquoi une
étroite régulation de la BHE est essentielle. La BHE est physiquement constituée des
cellules endothéliales, des péricytes, des astrocytes, des neurones et finalement des
composantes de la MEC. On appelle cet arrangement cellulaire 1’unité
neurovasculaire (Figure 1.5). Les interactions cellule-cellule se font du compartiment
vasculaire vers le compartiment neuronal et vice et versa. Les cellules endothéliales
forment une barri¢re étanche grace a la présence de jonctions serrées (Keaney et
Campbell, 2015). La perte de I’intégrité des jonctions serrées est directement liée a la
perturbation de la BHE (Wolburg er al., 2012). Les cellules endothéliales possédent
un systéme de transport sélectif des macromolécules appelé transcytose (Tuma et
Hubbard, 2003). Elles ont aussi recourt aux processus d’endocytose pour internaliser
diverses molécules. Elles gérent ’efflux des déchets métaboliques et des toxines
grice a la famille des transporteurs a cassette de liaison de ’ATP (Abcam),

notamment la P-glycoprotéine (P-gp) et les protéines associ€es a la multirésistance
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aux médicaments (MRP) (Chow et Gu, 2015). Les astrocytes interagissent autant
avec les cellules endothéliales que les cellules neuronales et sont capables de produire
des prostaglandines, de ’ATP et du monoxyde d’azote (NO). Ils régulent le flux
calcique entre eux et les cellules endothéliales (Hawkins et Davis, 2005). En
conditions pathologiques (Alzheimer, Parkinson, trauma, sclérose en plaques,
ischémie, tumeur, etc), la BHE perd sa sélectivité, augmente sa perméabilité et une
réponse inflammatoire se développe (Hawkins et Davis, 2005). De plus, les éléments
de la MEC sont dégradés favorisant la mise en place du caractére invasif des cellules
astrocytaires transformées (Muoio, Persson et Sendeski, 2014). La diminution des
niveaux d’oxygeéne favorise la perméabilité de la BHE et entraine 1’activation des
facteurs de transcription NF-kB et HIF-1q, reliés aux phénoménes inflammatoires et

aux déreéglements métaboliques (Hawkins et Davis, 2005).
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Figure 1.5 Unité neurovasculaire.

Composante structurale de la BHE, 1’unité neurovasculaire est formée des neurones,
des interneurones, des astrocytes, de la lame basale couverte des cellules musculaires
lisses et des péricytes, des cellules endothéliales et de la MEC. Ces cellules
interagissent entre elles via les jonctions Gap, les molécules d’adhésion et les canaux
ioniques. Chaque composante de I’unité neurovasculaire joue son rdle spécifique dans
le maintien de I’intégrité de la BHE : neurones : «pacemaker» qui transforment les
signaux électriques et chimiques et communiquent avec les vaisseaux sanguins par les
astrocytes; astrocytes : maintien du tonus vasculaire en communiquant simultanément
avec les neurones et les cellules endothéliales; péricytes : cellules de support; cellules
endothéliales : production de facteurs vasoactifs; MEC : permettre la diffusion des
ions, des neurotransmetteurs et de I’ATP. (Feng er al., 2015 ; Muoio, Persson et
Sendeski, 2014)
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1.3.1 Transport a la BHE

A la BHE (dans les capillaires), il y a une régulation étroite de 1’entrée et de la sortie
des molécules et des nutriments (Keaney et Campbell, 2015). On retrouve trois
principaux types de transport : paracellulaire, transcellulaire et vésiculaire (Figure
1.6). Le transport paracellulaire se définit par la diffusion d’ions, de molécules et
parfois méme de cellules par I’espace intercellulaire, le tout régulé par le gradient
électrochimique épithélial et les protéines des jonctions serrées (Hu ef al., 2013). A la
BHE, le transport paracellulaire se fait de fagon limitée puisque les jonctions serrées
composées des protéines Claudine-5 et -12, Occludine et JAM-4 rattachent
fermement les cellules endothéliales ensemble et leur procurent une grande étanchéité
(Liu et al., 2012). Seuls les agents hydrosolubles tels 1’eau et des ions peuvent passer
librement au travers des jonctions serrées de la BHE (Keaney et Campbell, 2015). Le
transport transcellulaire, quant & lui, permet le passage de molécules au travers des
cellules. Il peut se faire de fagon passive, pour les agents liposolubles, et de fagon
active, grace a des protéines de transport, pour les molécules hydrophiles comme le
glucose, les acides aminés, les nucléosides et certains médicaments (Keaney et
Campbell, 2015). Ces transporteurs sont également impliqués dans la régulation de la
perméabilité de la BHE (Keaney et Campbell, 2015). Le troisieme systéme de
transport se nomme transcytose. Le but est de faire passer des macromolécules de
fagon transcellulaire grace a la formation de vésicules qui traversent les cellules pour
ressortir de 1’autre c6té. La transcytose peut se faire par adsorption, ¢’est-a-dire par
interaction de la charge nette cationique de la molécule ou du peptide avec la surface
cellulaire chargée négativement. Ce processus favorise le passage de ’albumine et
des protéines plasmatiques (Abbott, Ronnback et Hansson, 2006). La transcytose peut
aussi étre médiée par des récepteurs notamment le récepteur de la famille des
récepteurs de lipoprotéine de basse densité, LRP1, particuliérement connu pour lier
plus d’une quarantaine de ligands (sections 1.3.2) (Candela et al., 2015 ; Preston,

Joan Abbott et Begley, 2014). L’internalisation des macromolécules se fait par
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endocytose. L’endocytose est généralement médiée par la clathrine (McMahon et
Boucrot, 2011). Des vésicules de clathrine se forment et se ferment grace a la
dynamine et & D’activité des GTPases Rab. Aprés avoir migré de la membrane au
cytosol, la clathrine entourant la vésicule se détache et est recyclée pendant que la
vésicule se fusionne avec les endosomes précoces. L’endocytose peut aussi se faire
par ’invagination de la membrane cellulaire composée des cavéolines (Razani et
Lisanti, 2001). Finalement, de fagon indépendante de la clathrine ou des cavéolines,
des radeaux lipidiques peuvent contribuer & faire passer des molécules au travers de la

membrane cellulaire (Mayor et Pagano, 2007).
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Figure 1.6  Mécanismes de transport a la barriére hématoencéphalique.

A) Le transport paracellulaire permet le passage de petites molécules au travers des
jonctions serrées. B) Le transport transcellulaire se fait de fagon passive pour les
agents liposolubles et de fagon active griace a4 des protéines de transport. C) Le
transport vésiculaire, aussi appelé transcytose, se fait par des récepteurs
membranaires ou par adsorption. (Abbott, Ronnback et Hansson, 2006)
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1.3.2 Les récepteurs de lipoprotéine de basse densité

La low density lipoprotein receptor related protein 1 (LRP1) fait partie de la famille
des récepteurs de lipoprotéines de basse densité (LDLR). Cette famille comprend les
récepteurs suivants : LRP1, LRP1b, megalin/LRP2, LDLR, VLDLR, MEGF7/LRP4
et LRP8/ApoER2 (May et al., 2007) (Figure 1.7). Ils ont un réle dans I’homéostasie
du cholestérol. Par endocytose, ils capturent la lipoprotéine de basse densité (LDL),
pour la faire passer de la circulation sanguine vers les cellules (May et al., 2007). Le
LRP1 est un récepteur transmembranaire de type I exprimé de fagon ubiquitaire. On
I’appelle aussi CD91, ou récepteur de 1’a2macroglobuline (a2MR). La protéine active
est formée a partir d’un précurseur de 600 kDa suite au clivage par la furine, une
protéine a sérine qui catalyse le clivage d’un polypeptide au niveau d’une séquence
Arg-Xaa-(Arg/Lys)-Arg (Lillis et al., 2008 ; May et al., 2007 ; Tian, Huajun et Wu,
2012 ; Van Gool et al., 2015). On obtient une protéine de 85 kDa composée du
domaine transmembranaire et du domaine intracellulaire (carboxy terminal) puis une
protéine de 515 kDa composée du domaine extracellulaire (amino terminal) (May et
al,, 2007). LRP1 a de multiples fonctions (Figure 1.8). Premiérement, LRP1 est
impliqué dans le processus d’endocytose de plus d’une quarantaine de ligands. Ceux-
ci sont internalisés dans les lysosomes pour ensuite étre dégradés (Strickland ef al.,
2014). L’implication de LRP1 dans I’endocytose lui confére un rdle dans divers
mécanismes biologiques tels que le métabolisme des lipides, la croissance cellulaire,
la migration et 1’invasion tissulaire (May et al., 2007). Il a notamment un important
role dans le transport du peptide amyloide-B (AB) a travers la BHE (Candela ez al.,
2015). La diminution de I’expression de LRP1 dans le développement de la maladie
d’Alzheimer corréle avec 1’accumulation d’Ap au cerveau (Kanekiyo et al., 2013).
Deuxi¢emement, le LRP1 a un r6le dans la régulation de la signalisation
intracellulaire. Cela se fait soit par la liaison d’un ligand extracellulaire qui déclenche
une réponse signalétique intracellulaire, soit via D’interaction du domaine

intracellulaire de LRP1 avec des protéines adaptatrices dans le but de former un
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complexe et activer des voies de signalisation cellulaires (Strickland er al., 2014). Il
est particuliérement impliqué dans la modulation de la signalisation du récepteur p de
PDGF (PDGFR-B) au compartiment vasculaire, jouant un rdle dans la protection
contre I’athérosclérose (May et al., 2007). Le PDGFR-B est aussi capable de
phosphoryler les motifs NPxY situés dans le domaine cytoplasmique de LRPI,
servant de signal d’endocytose et d’internalisation (Lillis et al., 2008). De plus, LRP1
intervient dans la réponse inflammatoire induite par les lipopolysaccharides
bactériens, le TNFa et les facteurs de croissance (May, 2013). En association avec la
calréticuline, il est responsable d’atténuer la réponse inflammatoire en ingérant les
cellules apoptotiques par phagocytose (Gonias et Campana, 2014 ; Pieper-Furst et
Lammert, 2013). Troisiémement, LRP1 est protéolysé au niveau transmembranaire,
lui permettant de transloquer au noyau pour y réguler ’expression génique
(Strickland et al., 2014). La protéine associée aux récepteurs (RAP) est une protéine
chaperonne qui lie trés fortement LRP1 afin d’antagoniser la liaison d’autres ligands
(Bu, 2001). La protéine RAP réside dans le réticulum endoplasmique (RE). Sa
fonction majeure est d’escorter LRP1 du RE & I’appareil de Golgi. Derniérement,
LRP] peut interagir avec l’activateur tissulaire du plasminogéne pour réguler

I’intégrité et la perméabilité de 1a BHE (Lillis e? al., 2008).
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Figure 1.7 Récepteurs de la famille des LDLR.

Les protéines de la famille des LDLR sont des récepteurs transmembranaires de type
L. Elles possédent des domaines de liaison de ligands, un ou deux motifs NPxY leur
permettant d’étre phosphorylées puis internalisées. (Lillis ez al., 2008)
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Figure 1.8 Les fonctions de LRP1 dans le cancer.

A) LRPI fait entrer plusieurs ligands par endocytose pour réguler la composition de
la MEC. B) Le domaine intracellulaire de LRP1 interagit avec des protéines
adaptatrices faisant la liaison vers des voies de signalisation intracellulaires en aval.
C) L’expression de LRP1 varie selon le type de cancer. D) LRP1 peut étre séparé de
son domaine intracellulaire (DIC). Le DIC devient un médiateur de la signalisation et
de la transcription dans la cellule. E) LRP1 module Dactivité enzymatique de
certaines protéines comme 1’héparanase-1 dans le but de moduler les protéoglycanes
héparane sulfate (HSPG). F) LRP1 régule la signalisation en formant des complexes
avec d’autres récepteurs. Par exemple, en s’associant avec le PDGFRB, il devient une
plaque tournante de la signalisation membranaire. G) LRP1 peut étre phosphorylé sur
son domaine intracellulaire pour moduler la transduction du signal intracellulaire,
mais aussi pour réguler ’endocytose. H) Plusieurs voies de signalisation reliées au
cancer sont médiées par LRP1. (Van Gool et al., 2015)
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1.3.3 Les protéoglycanes héparane sulfate

Les syndécans (SDC) font partie de la famille des protéoglycanes héparane sulfate
(HSPG) qui comprend aussi les glypicanes (GPC) (lozzo et Sanderson, 2011). Les
GPC ne possédent pas de domaine intracellulaire et sont ancrées 4 la membrane par
un glycosylphosphatidylinositol (GPI) et servent exclusivement de co-récepteurs
(Tumova, Woods et Couchman, 2000). Les SDC possédent un domaine
transmembranaire (type I) lié 4 une portion cytoplasmique séparée en trois domaines
(C1, variable et C2) (Iozzo et Sanderson, 2011 ; Leonova et Galzitskaya, 2013). On
connait quatre SDC et elles contiennent des chaines héparane sulfate (HS) et
chondroitine sulfate (CS) ou dermatane sulfate (DS) (Favretto er al., 2014) (Figure
1.9). On les retrouve a la surface de la plupart des cellules. La syndecan-1 (SDC1) est
particuli¢rement exprimée dans les tissus épithéliaux, la syndecan-2 (SDC2), dans les
tissus mésenchymateux, la syndecan-3 (SDC3), dans les tissus du systéme nerveux et
la syndecan-4 (SDC4), dans la plupart des tissus (Leonova et Galzitskaya, 2013).
Leur chaine HS leur permet d’interagir avec un certain nombre de ligands regroupant
des molécules de la MEC, des facteurs de croissance, des enzymes, des cytokines, des
chemokines et des agents pathogénes (De Rossi et Whiteford, 2014). La SDC1 est
impliquée dans le métabolisme des lipides, la cicatrisation, la migration des
leucocytes, le réarrangement du cytosquelette, la protection des parois vasculaires et
la prévention du développement de 1’athérosclérose (Leonova et Galzitskaya, 2015 ;
Szatmari et al, 2015 ; Teng, Aquino et Park, 2012). La SDC2, aussi appelée
fibroglycan, interagit avec les facteurs de croissance PDGF, FGF, VEGF et TGFp.
Elle a un role dans l’angiogenese, le développement du systéme nerveux durant
I’embryogenése et la formation des plaques amyloides (Essner, Chen et Ekker, 2006 ;
Leonova et Galzitskaya, 2015). La SDC3, aussi appelée N-syndecan, régule 1’appétit,
la plasticité synaptique dans 1’hippocampe ainsi que la régénération et la croissance
des muscles squelettiques (Carey, 1996 ; Reizes, Benoit et Clegg, 2008). La SDC4,

aussi appelée amphiglycan ou ryudocan, joue un rble dans I’adhésion focale, la
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formation des fibrilles de stress (fibronectine), I’interaction cellule-MEC,
I’angiogenése, la diminution de la migration cellulaire et la normalisation de la
pression sanguine (Elfenbein et Simons, 2013 ; Woods et Couchman, 2001). En
résumé, les SDC agissent comme récepteurs et transmettent le signal a 1’intérieur de
la cellule (Leonova et Galzitskaya, 2013). Elles agissent également en tant que co-
récepteurs en présentant des ligands a d’autres récepteurs, puis elles peuvent devenir
des effecteurs solubles suite au clivage de leur ectodomaine par des enzymes de la
MEC (héparanases, MMPs) (De Rossi et Whiteford, 2014). Les SDC peuvent se
regrouper afin d’étre internalisées par des voies indépendantes des clathrines et des
cavéolines via I’implication de radeaux lipidiques et de la macropinocytose, requérant
’action de la dynamine et la flotiline-1 ou I’activation de GTPases Rac (Christianson
et Belting, 2014 ; Lambaerts, Wilcox-Adelman et Zimmermann, 2009). Elles sont
transitées vers les endosomes tardifs pour aboutir dans les lysosomes et étre
dégradées avec leur cargo (Lambaerts, Wilcox-Adelman et Zimmermann, 2009).
Leur recyclage est médié par la synténine (Zimmermann et al., 2005). Les SDC sont
impliquées dans 1’absorption de nanoparticules et de peptides pénétrant dans les
cellules (CPP) leur conférant un rdle thérapeutique potentiel (Letoha ez al., 2010). Les
HSPG pourraient agir comme récepteurs auxiliaires, notamment via I’interaction de la
chaine HS avec les récepteurs LRP pour I’internalisation des lipoprotéines (Favretto
etal., 2014).
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Figure 1.9 Récepteurs de la famille des syndecans.

Les SDCs sont des récepteurs transmembranaires de type 1. Elles comportent des
chaines héparane sulfate (HS) et chondroitine sulfate (CS) dans leur domaine
extracellulaire. Leur domaine cytoplasmique est composé de trois domaines, Cl,
variable et C2. Elles comportent aussi un site de clivage. (Pap et Bertrand, 2013)

1.3.4 La famille des récepteurs a domaine Vps10p

Les récepteurs & domaine Vps10p (Vps10p-D) sont des récepteurs transmembranaires
de type 1. La famille est composée de Sortiline, SorLA, SorCS1, SorCS2 et SorCS3
(Figure 1.10). Le récepteur Sortiline est aussi connu comme le récepteur-3 a la
neurotensine (NTS3) (Sarret ef al., 2003). Le récepteur SorLA est aussi appelé LR11
puisqu’il posséde 11 répétitions LDLR de classe A. Chacun des récepteurs Vps10p-D
posséde un court domaine cytoplasmique permettant 1’interaction intracellulaire avec
des molécules adaptatrices, ainsi qu’un signal pour !’internalisation et le tri

intracellulaire. Les cinq récepteurs Vps10p-D sont exprimés en grande partie dans le



31

systtme nerveux (Willnow, Petersen et Nykjaer, 2008). Sortiline et SorLA doivent
étre clivés de leur région propeptidique afin d’exposer leur région de liaison au ligand
(Hermey, 2009). L’internalisation de la sortiline se fait par les puits de clathrine. Elle
peut ainsi lier et internaliser les lipoprotéines lipases, les apolipoprotéines A et V
ainsi que les proformes du facteur de croissance neuronal (NGF) et du facteur
neurotrophique dérivé du cerveau (BDNF). Les ligands sont libérés dans les
lysosomes et le cargo passe du réseau trans-Golgi aux endosomes. La RAP est
capable de lier la sortiline (Tauris et al., 1998). Le récepteur SorLA, quant a lui, joue
un réle dans I’endocytose ainsi que dans le trafic entre les endosomes et 1’appareil de
Golgi. On connait surtout son implication au niveau de I’internalisation de la protéine
précurseur de I’amyloide (APP), dans la maladie d’ Alzheimer (Willnow et Andersen,
2013). Trés peu d’information est disponible concernant les SorCS1, SorCS2 et
SorCS3. Ils sont exprimés au cerveau de fagon prédominante et ils auraient un role

dans le diabéte de type II et la maladie d’Alzheimer (Hermey, 2009).
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Figure 1.10 Structure des récepteurs 2 domaine Vps10p.

Les protéines Vps10p-D sont des récepteurs transmembranaires de type I impliqués
dans I’internalisation de ligands et le trafic endosomes-Golgi. (Hermey, 2009)

1.4  Les caractéristiques de la progression tumorale

Au cours de son développement, une tumeur subit des changements phénotypiques
maintenant bien identifiés dans la littérature et révisés en 2011 par les Drs Hanahan et
Weinberg (Figure 1.11). Ces particularités prennent place dans le
microenvironnement tumoral durant la phase de progression oncogénique. Les
cellules cancéreuses deviennent autosuffisantes en signaux de croissance. La synthése

et la sécrétion des facteurs de croissance sont augmentées pendant que 1’expression
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des récepteurs de facteurs de croissance a la surface cellulaire est anormalement
induite (Witsch, Sela et Yarden, 2010). Des défauts fonctionnels des génes
suppresseurs de tumeurs associés au gene du rétinoblastome (RB) et 4 p53 engendrent
une insensibilité aux signaux anti-prolifératifs. La perte de fonction de p53,
’augmentation de I’expression de régulateurs anti-apoptotiques et des signaux de
survie ainsi que la diminution de I’expression des signaux pro-apoptotiques favorisent
la résistance a I’apoptose. Une augmentation de I’activité de la télomérase empéche
les cellules cancéreuses d’entrer en sénescence leur confiant une capacité de
réplication illimitée (Hanahan et Weinberg, 2011). Ensemble, ces caractéristiques
contribuent & I’instabilit¢ génomique des cellules cancéreuses. L’hypoxie est un
acteur majeur dans la reprogrammation du métabolisme énergétique est marquée par
I’augmentation de I’expression des transporteurs de glucose et des enzymes
glycolytiques (Palsson-McDermott et O'Neill, 2013 ; Phan, Yeung et Lee, 2014 ;
Romero-Garcia et al., 2011). La reprogrammation métabolique est aussi caractérisée
par I’augmentation de la glutaminolyse, du métabolisme des lipides, de la biogenése
des mitochondries et de la voie des pentoses phosphates (Phan, Yeung et Lee, 2014).
Les besoins en nutriments et en oxygene des tumeurs nécessitent une présence
vasculaire intratumorale importante. Les cellules cancéreuses vivent des changements
dans les niveaux d’expression de protéines d’adhésion permettant les interactions
cellules-cellules et cellules-MEC. Les processus d’invasion et de métastases sont
ensuite induits. Les cellules se détachent du site tumoral primaire, traversent la paroi
de cellules vasculaires pour circuler dans les systémes sanguin et lymphatique puis
colonisent un site secondaire. L’infiltration de la tumeur par les cellules immunitaires
lui confére un microenvironnement inflammatoire. Ces cellules contribuent a fournir
les facteurs nécessaires (cytokines, chemokines, facteurs de croissance,
prostaglandines, espéces réactives de I’oxygene (ROS)) a la progression de la tumeur
(Grivennikov, Greten et Karin, 2010). Malgré la présence des cellules immunitaires,
des cellules cancéreuses réussissent a ignorer la destruction immunitaire pour

continuer de faire progresser la tumeur.
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Figure 1.11 Caractéristiques de la progression tumorale.

Depuis les 30 derniéres années, les travaux de recherches ont permis 1’établissement
de dix caractéristiques propres aux cellules cancéreuses. Ensemble, elles supportent la
prolifération néoplasique et définissent le microenvironnement tumoral. (Hanahan et
Weinberg, 2011)

1.5  Le centre hypoxique tumoral

Lors du développement d’une tumeur solide, un centre hypoxique se forme
conséquent a I’hyperprolifération incontrélée des cellules corrélant avec une absence

de vasculature dans la masse cancéreuse. Ainsi, les niveaux d’oxygéne tendent a
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diminuer jusqu’a environ 1% plus on progresse vers le centre de la tumeur puisque
celui-ci ne se trouve pas a proximité de vaisseaux sanguins. L hypoxie est étroitement
liée aux changements phénotypiques tumoraux. Les facteurs inductibles par I’hypoxie
(HIF1 et HIF2) régulent la transcription des genes de I’angiogenése, du
développement et de la croissance tumorale. Les cellules expriment trois isoformes
d’enzymes prolylhydroxylases (PHD1, PHD2, PHD3) et le facteur inhibiteur de HIF
(FIH1) qui contrdlent les niveaux protéiques des HIF (Li et Kim, 2011 ; Masoud et
Li, 2015). Cela permet au suppresseur de tumeur von Hippel Lindau (pVHL) de lier
HIF avec une grande affinité afin de mener a la polyubiquitination et a la destruction
des sous-unités a (Li et Kim, 2011 ; Semenza, 2013). Dans des conditions
normoxiques, les HIF sont dégradés suite a I’hydroxylation sur le résidu prolyl de la
sous-unité a par les PHD. Puis, les HIF sont inactivés par 1’hydroxylation du résidu
asparagine sur la sous-unité o par le FIH1. HIF1p demeure inchangé par I’hypoxie
tandis qu’une baisse des niveaux d’oxygéne jusqu’a environ 1% diminue I’activité
des PHD et de FIH1 pour stabiliser et activer les HIF1a et HIF2a. Ils se lient au
coactivateur nucléaire formé de p300 et de la protéine de liaison 4 1’élément de
réponse AMPc (CREB) (p300/CBP) afin d’initier une réponse transcriptionnelle via
I’activation des éléments de réponse a I’hypoxie (HRE) sur les promoteurs des génes
des biomarqueurs cibles de I’hypoxie (Jensen, 2009) (Figure 1.12). Les cellules
hypoxiques relachent ainsi plus de VEGF pour interagir avec le VEGFR-2,
surexprimé dans les cellules endothéliales et induire leur migration (Casazza et al.,
2014). L’augmentation de la transcription des transporteurs de glucose (GLUT]! et
GLUT3) et des enzymes glycolytiques favorise 1’adaptation métabolique des cellules
tumorales (Jensen, 2009). Les trés faibles niveaux d’oxygéne favorisent également le
recrutement des MSC et des monocytes qui, a leur tour, contribuent a recruter les
cellules endothéliales (Womeldorff, Gillespie et Jensen, 2014). Dans le GBM,
I’hypoxie est aussi interreliée a 1’inflammation via I’interleukine 1B (IL1B) et le
facteur de transcription NF-xB (Womeldorff, Gillespie et Jensen, 2014). Par ailleurs,
la transcription du géne BCL2/adenovirus E1B 19 kDa protein-interacting protein 3
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(BNIP3) est induite via 1’activation de HIFla. La protéine mitochondriale BNIP3 est
responsable de I’activation de 1’autophagie (Mellor et Harris, 2007). La surexpression
de ces biomarqueurs en hypoxie est directement liée au caractére invasif et agressif
des GBM (Flynn et al., 2008). L’hypoxie est aussi associée au mauvais pronostic
clinique et a la résistance & la thérapie puisqu’elle promeut des changements

phénotypiques favorables a la survie de la tumeur (Cavazos et Brenner, 2015).
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a. Normoxie

Dégradation
protéolytique
Angiogenése “// \ Protéolyse
Erythropoiése Régulation du pH
Apoptose Meétabolisme du glucose
Prolifération et survie
Figure 1.12 Voie de signalisation par le facteur de transcription inductible

par I’hypoxie.

(a) En normoxie, HIF 1a est stabilisé par la prolylhydroxylase et le géne suppresseur
de tumeur VHL. Une ligase ubiquitine E3 permet I’'ubiquitinylation de HIF 1a. pour
qu’il soit dégradé par le protéasome. (b) En hypoxie, le faible niveau d’oxygéne
empéche I’action de la PHD. HIF 1a transloque au noyau ou il forme un hétérodimére
avec HIF1B. Avec son coactivateur p300/CBP, il reconnait les éléments de réponse
hypoxique HRE sur les promoteurs des génes cibles impliqués dans I’angiogenése,
I’érythropoi¢se, I’apoptose, la prolifération, la survie, le métabolisme du glucose, la
régulation du pH et la protéolyse. (Carroll et Ashcroft, 2005)
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1.6  Angiogenése tumorale

L’angiogenése est le processus de formation de nouveaux vaisseaux sanguins a partir
des vaisseaux existants (Fischer et al., 2005). L’angiogenése est bénéfique pour la
croissance et la régénération tissulaire ainsi que durant le développement
embryonnaire, mais elle peut aussi contribuer aux pathologies inflammatoires et
cancéreuses (Lamalice, Le Boeuf et Huot, 2007). Une vascularisation insuffisante
peut mener a un accident vasculaire cérébral, un infarctus du myocarde, des colites
ulcéreuses ou a la neurodégénération, tandis qu’une vascularisation anormale peut
mener au développement cancéreux, a des maladies inflammatoires, a de
I’hypertension pulmonaire ou a la cécité (Carmeliet et Jain, 2011). En conditions
physiologiques, 1’équilibre est maintenu entre les facteurs pro-angiogéniques et anti-
angiogéniques. La «switch» angiogénique se produit lorsque cet équilibre est rompu
par I’augmentation de I’expression des facteurs pro-angiogéniques (Figure 1.13). Par
exemple, lors du développement embryonnaire, 1’angiogenése a lieu puisqu’on
mesure une grande expression de VEGF et par conséquent, une grande sécrétion de
VEGEF dans la zone subventriculaire déclenchant la formation de nouveaux vaisseaux
sanguins au niveau du tube neural (Vallon ef al., 2014). Les principaux facteurs pro-
angiogéniques dans I’embryon regroupent les VEGF, les glycoprotéines Wnt et les
récepteurs d’adhésion cellulaire Intégrines (Vallon ef al., 2014). Le VEGF interagit
avec son récepteur VEGFR-2 principalement, mais il peut aussi se lier avec le co-
récepteur Neuropiline-1 (NRP1) (Klagsbrun, Takashima et Mamluk, 2002). VEGFR-
2 et NRP1 peuvent également interagir et jouer un réle majeur dans 1’angiogenése du
systéme nerveux central (Klagsbrun, Takashima et Mamluk, 2002 ; Neufeld, Kessler
et Herzog, 2002). La liaison de VEGF a son récepteur active les voies des MAPK et
de PI3K/Akt vers la migration, la prolifération et la survie cellulaire. En conditions
hypoxiques, HIF1a induit une cascade signalétique via les glycoprotéines Wnt et le
co-activateur de la transcription, [B-caténine, pour réguler la prolifération, la

migration, la différenciation et I’apoptose des cellules endothéliales et des cellules
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souches mésenchymateuses (Goodwin et D'Amore, 2002 ; Mazumdar et al., 2010 ;
Voronkov et Krauss, 2013). En conditions tumorales, 1’angiogenése contribue a la
croissance et aux métastases des tumeurs solides (Folkman, 2002). L’angiogenése
tumorale se développe en passant par quelques étapes essentielles. Tout d’abord, les
cellules du microenvironnement tumoral sécrétent des facteurs pro-angiogéniques
pour activer le développement et la croissance des cellules endothéliales vasculaires
ainsi que la dégradation des composantes de la MEC. Pendant ce temps, des
métalloprotéases matricielles (MMP) induisent la dégradation de la paroi vasculaire
tandis que les intégrines forment des points d’embranchements. Les cellules
endothéliales migrent dans la MEC vers les stimuli angiogéniques. Finalement,
guidées par I’angiopoiétine-1, elles proliférent et forment des structures en tube
(tubulogenése) afin de se réorganiser en nouveaux capillaires sanguins. La
stabilisation du nouveau réseau vasculaire est dirigée par le PDGF (Bergers et
Benjamin, 2003 ; Carmeliet, 2003 ; De Rossi et Whiteford, 2014). Toutefois, la
vasculature au sein des tumeurs solides est trés mal organisée et perméable (Azzi,
Hebda et Gavard, 2013). L’hypoxie et la privation de glucose sont les principaux
inducteurs de la transcription de VEGF. Son expression est modulée par des
oncogenes, mais aussi par des génes suppresseurs de tumeurs tels que Ras, Src et p53.
Les glycoprotéines Wnt quant a elles, inhibent 1’angiogenése tumorale cérébrale en

induisant le PDGFB et la normalisation vasculaire (Reis ef al., 2012).
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Nutriments/O, Metastases
Mutation Petite tumeur Sécrétion de facteurs Croissance rapide
somatique avasculaire pro-angiogéniques et métastase

par la tumeur

Prolifération Progression

Figure 1.13 Angiogenése tumorale.

Pendant sa phase d’initiation, la tumeur n’est pas encore vascularisée. Le
débalancement des signaux pro- et anti-angiogéniques déclenche la prolifération et la
migration des cellules endothéliales. La formation de nouveaux vaisseaux au sein de
le tumeur permet I’apport de nutriments et d’oxygene. La tumeur croit rapidement et
des cellules cancéreuses se détachent et circulent via les nouveaux vaisseaux vers la
circulation systémique pour aller établir des métastases dans d’autres tissus. (Wong,
2011)
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1.6.1 Migration des cellules endothéliales

Pendant I’angiogenése, la migration des cellules endothéliales est synchronisée avec
la dégradation de la MEC. Les principales protéines cibles de la MEC sont le
collagéne, la laminine, la fibronectine et les protéoglycanes (Mentlein, Hattermann et
Held-Feindt, 2012). La migration est un processus de motilité cellulaire régulé par
des stimuli chimiques et/ou mécaniques. Le remodelage de I’actine, principal
composant du cytosquelette, est a la base du mouvement des cellules dans la MEC.
L’activité des sous-unités globulaires (actine G) et des filaments hélicaux (actine F)
est étroitement associ€e a I’hydrolyse d’ATP grace & une activité ATPasique
intrins€éque nécessaire au constant remodelage du cytosquelette d’actine en filopodes,
en lamellipodes puis en fibres de stress. Le remodelage du cytosquelette nécessite
P’activation de multiples voies de signalisation incluant les GTPases de la famille
Rho, la voie de PI3K, la phosphorylation de la p38/MAPK et de FAK. La motilité

cellulaire se fait en six étapes (Figure 1.14) :

1) Les filopodes détectent le signal mitogeéne;

2) Les lamellipodes se forment et projettent leurs extensions vers 1’avant du
corps cellulaire, dans le sens de la migration;

3) Ces protrusions s’attachent a la MEC;

4) Médiée par les fibres de stress, la contraction du corps cellulaire lui permet
d’avancer dans la MEC;

5) L’arri¢re du corps cellulaire est libéré,

6) Les «matériaux» d’adhésion et de signalisation sont recyclés.
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Figure 1.14 Etapes de Ia migration cellulaire endothéliale.

Les six étapes de la migration sont la détection du gradient de VEGF et formation de
filopodes (i), I’extension du corps cellulaire par sa protrusion dans le sens de la
migration et la formation de lamellipodes (ii), I’attachement par I’assemblage
d’adhésion focale (iii), la contraction du corps cellulaire par la formation de fibres de
stress (iv), la libération du corps cellulaire par le désassemblage de 1’adhésion focale
(v) et, enfin, le recyclage des composantes d’adhésion et de signalisation dont les
mécanismes restent méconnus (vi). (Lamalice, Le Boeuf et Huot, 2007)
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La migration est associée & des changements dynamiques dans 1’adhérence des
cellules a2 la MEC. Cela requiert la transduction signalétique associée a la
réorganisation du cytosquelette. Les cellules migrent selon trois mécanismes.
Premiérement, la chimiotaxie consiste en la migration des cellules vers un gradient de
chimioattractant soluble. Les principaux chimioattractants sont le VEGF, le bFGF et
les angiopoiétines. Ils peuvent aussi étre d’autres facteurs de croissance ou molécules
d’adhésion. La liaison de VEGF a son récepteur VEGFR-2 active la famille des Rho
GTPases, contribuant a la phosphorylation de VEGFR-2 et a 1’activation de PI3K.
Deuxiémement, 1’haptotaxie permet la migration cellulaire vers un gradient de ligand
immobilisé en réponse a la liaison des intégrines aux composants de la MEC. Celle-ci
se voit dégradée par les MMP. Ainsi, les cellules endothéliales peuvent se détacher de
la MEC dans laquelle elles étaient retenues par les adhésions focales grice aux
protéines FAK, paxilline et autres protéines de structure qui lient les microfilaments
d’actine aux Intégrines. Il existe un «crosstalk» entre les intégrines et les facteurs de
croissances. C’est-a-dire que les récepteurs de facteurs de croissance améliorent
I’expression et 1’activation des intégrines. Troisiemement, la mécanotaxie consiste en
la migration générée par des forces mécaniques, dépendantes de la contrainte de
cisaillement des fluides (Li, Huang et Hsu, 2005). En résumé, la migration cellulaire
est une combinaison de ces trois mécanismes, permettant aux cellules endothéliales
d’avancer dans la MEC afin de former de nouveaux vaisseaux sanguins nécessaires a
la croissance tumorale (Devreotes et Horwitz, 2015 ; Lamalice, Le Boeuf et Huot,
2007)

1.6.2 Régulation de la migration cellulaire par les voies MAPK

Les protéines kinases activées par des mitogenes (MAPK) répondent aux stimuli
extracellulaires afin de réguler une panoplie de processus cellulaires dont la
prolifération, la différenciation, la survie, 1’apoptose, 1’homéostasie tissulaire,

I’inflammation et la migration. Un mitogéne favorise la mitose et la division
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cellulaire. Les MAPK sont aussi souvent induites dans les cancers. Leur activation se
fait a travers une cascade de kinases (Figure 1.15). Des MAP kinase kinase kinase
(MAPKKK) activent des MAP kinase kinase (MAPKK) qui, elles, activent les
MAPK en phosphorylant leurs résidus thréonine et tyrosine dans leur boucle
d’activation du domaine kinase (motif Thr-x-Tyr) (Huang, Jacobson et Schaller,
2004). La protéine kinase régulée par le signal extracellulaire (ERK) est activée par
une variété de facteurs de croissance et de substances mitogénes. Les MAPKKK Raf
activent les MAPKK MEKI et MEK2 qui activent ERK1 et ERK2. La
phosphorylation de ERK sur son motif Thr-Glu-Tyr résulte en une régulation de la
transcription de genes cibles de la prolifération, 1’apoptose, le métabolisme et la
réponse immunitaire (Burotto er al., 2014). La MAPKKK TAK active MKK3 et
MKK®6 qui, elles, activent ensuite la p38/MAPK. La p38/MAPK peut également
s’autophosphoryler. Elle régule les facteurs de transcription p53, ATF2, ELKI,
MEF2 et C/EBPB (Wagner et Nebreda, 2009). Dans le cancer, la p38/MAPK agit,
d’un cdté, comme un suppresseur de tumeurs par la régulation négative du cycle
cellulaire et par I’induction de I’apoptose. D’un autre c6té, la p38/MAPK agit comme
promotrice de tumeurs par l’activation de I’invasion, de l’angiogenése et de
Pinflammation. La protéine kinase c-Jun N-terminal (JNK) est phosphorylée par
MKK4 et MKK?7. La cible majeure de JNK est le facteur de transcription AP-1. JNK
est généralement impliquée dans I’inflammation, la différenciation, I’apoptose et la
résistance a ’insuline (Huang, Jacobson et Schaller, 2004). La voie de signalisation
de ERKS est la moins étudiée des MAPK, mais elle aurait un réle dans I’angiogenése
et la transition épithélio-mésenchymale. Pour ce faire, les MEKK2 et MEKK3
activent MEKS qui transduit le signal par ERKS5 (Drew, Burow et Beckman, 2012).
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1.6.3 La Sphingosine-1-phosphate : un facteur pro-angiogénique dans le cancer

La sphingosine-1-phosphate (S1P) est un mitogéne lipidique bioactif qui module la
prolifération cellulaire, I’inflammation, la migration et I’angiogenése (Van Brocklyn
et al., 2005). La production de S1P est finement contrdlée par les sphyngomyélinases,
les glycosidases, les céramidases, les sphingosine kinases (SphK), les sphingosine
phosphatases et les sphingosines lyases (Adada et al., 2013). La majorité de la S1P
est liée aux lipoprotéines de haute densité (HDL) (Xiong et Hla, 2014). Seulement 1-
2% se retrouve sous forme libre active dans la circulation sanguine (Prager,
Spampinato et Ransohoff, 2015).La S1P est principalement sécrétée dans le plasma
par les plaquettes, les mastocytes et les monocytes. La S1P lie de fagon spécifique
cinq récepteurs transmembranaires couplés aux protéines G et appartenant a la famille
des génes de différenciation endothéliale (Sedger et McDermott) (Spiegel et Milstien,
2003) (Figure 1.16). Cela permet ’activation de protéines kinases et de réponses
cellulaires. Le récepteur S1P1 est exprimé dans la plupart des tissus et est couplé
exclusivement a la protéine Gai (Prager, Spampinato et Ransohoff, 2015). Les
récepteurs S1P2 et S1P3 sont aussi exprimés dans la plupart des tissus, mais en plus
d’étre couplés a la protéine Gai, ils sont aussi couplés aux protéines Gal12/13 et Goq
(Prager, Spampinato et Ransohoff, 2015). Le récepteur S1P4 est exprimé dans les
tissus lymphoides et est couplé aux protéines Gai et Gal12/13 (Prager, Spampinato et
Ransohoff, 2015). Le récepteur S1P5 est majoritairement exprimé dans le cerveau, la
peau et les cellules «Natural Killer» (NK), puis il est couplé aux protéines Gai et
Ga12/13 (Prager, Spampinato et Ransohoff, 2015). L’activation de la protéine Gai
par la liaison de SIP a ses récepteurs induit la prolifération via ERK, inhibe
I’apoptose via Akt, induit la migration cellulaire et module les niveaux de calcium
intracellulaire. La protéine Ga12/13 active la famille des GTPases Rho tandis que la
protéine Gagq interagit avec la phospholipase C (PLC). Par ailleurs, les S1P1-2-3 sont
exprimés au niveau de I’endothélium vasculaire. Cela leur confére un réle clé dans la

vasculogenese et I’angiogencse, mais aussi dans la perméabilité et ’intégrité de la



47

BHE (Prager, Spampinato et Ransohoff, 2015). La S1P peut réguler la migration par
chimiotaxie des cellules endothéliales, des fibroblastes embryonnaires murins (MEF)
et des lymphocytes B et T, tout en inhibant la migration de cellules cancéreuses et de
cellules musculaires lisses vasculaires (VMSC) (Takuwa et al., 2012). L’interaction
de la S1P avec les récepteurs S1P1 et S1P3 induit le processus de migration par
chimioattraction. Par contre, I’interaction de la SI1P avec S1P2 régule la
chimiorépulsion en inhibant la migration cellulaire. Le métabolisme des
sphingolipides est perturbé dans le cancer (Don, Lim et Couttas, 2014). La
signalisation activée par la S1P induit I’angiogenése, la résistance aux mécanismes de
mort cellulaire, la prolifération soutenue et I’inflammation (Proia et Hla, 2015). Les
glioblastomes expriment beaucoup de SphK1 (Van Brocklyn er al., 2005). Son
activité y est fortement induite permettant aux cellules de GBM de sécréter beaucoup
de S1P dans la MEC (Bien-Moller ef al., 2016).
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Figure 1.16 Les récepteurs de la sphingosine-1-phosphate.

La SIP est sécrétée dans le plasma par les plaquettes, les mastocytes et les
monocytes. Elle peut se lier & une famille de cinq récepteurs transmembranaires
couplés aux protéines G pour activer des voies de signalisation intracellulaire en aval
afin de produire diverses réponses cellulaires, autant au niveau physiologique que
pathologique. (Spiegel et Milstien, 2003)

1.7 Inflammation

L’inflammation est la premiere ligne de défense en réponse aux Iésions tissulaires et
aux infections (Nathan, 2002). Les monocytes circulants dans le sang sont activés en
macrophages. Ces macrophages sont dérivés de la moelle osseuse et infiltrent les
tissus. Avec les neutrophiles, les macrophages défendent I’organisme, mais
participent aussi & I’inflammation intratumorale entre autres (Galdiero et al., 2013).

Ils sont recrutés par des chemokines au site tumoral (Lee et al., 2013b). Dans les
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cellules tumorales et inflammatoires, la cascade de signalisation inflammatoire est
initiée par les cytokines pro-inflammatoires TNF, IL1 et IL6 notamment (Candido et
Hagemann, 2013). Depuis plusieurs années, on reconnait I’association entre
’activation du facteur de transcription NF-kB et le GBM (Sowers et al., 2014 ;
Westhoff ef al., 2013). NF-«xB induit la transcription des biomarqueurs majeurs de
I’inflammation, MMP-9, VEGF, CSF-1 et COX-2 (Ha ef al., 2014 ; Sever et Brugge,
2015). Environ 20% des morts associées aux cancers sont diles a des infections et a

de I’inflammation chronique (Karin, 2008).
1.7.1 Voie de signalisation du facteur de transcription NF-xB

Le phénoméne inflammatoire est en partie associé a la voie de signalisation du facteur
nucléaire activateur de la chaine légere kappa des cellules B activées (NF-xB)
(DiDonato, Mercurio et Karin, 2012). Le facteur de transcription NF-xB est
effectivement un acteur central de I’inflammation, mais aussi de la réponse au stress,
de la différenciation, de la prolifération et de la mort cellulaire (Hoesel et Schmid,
2013). Cette voie est activée par des agents pro-inflammatoires tels que les cytokines
(ex : IL-1B, IL-6), le facteur a de nécrose tumoral (TNFa), le phorbol 12-myristate
13-acétate (Roepman et Wolfrum), la lectine concanavaline A (ConA), des facteurs
de croissance, des lipopolysaccharides bactériens (LPS) et des infections (Figure
1.17). Les facteurs p65/RelA, RelB, c-Rel, NF-kB1 et NF-kB2 sont les cing membres
de la famille NF-xB. Les facteurs NF-xB1 et NF-kB2 sont les deux seuls a étre
synthétisés en proformes, soit p105 et p100 respectivement, avant d’étre protéolysés
en sous-unités p50 et p52. Grice au domaine d’homologie Rel (RHD), des
homodimeéres ou des hétérodiméres de NF-kB se forment et se lient 4 I’inhibiteur de
NF-xB (IxB). 1l en existe quatre : IxBa, IxBf, IxBe et Bcl-3. Un stimulus active la
cascade signalétique qui débute avec la phosphorylation d’IxB par le complexe IxB
kinase (IKK). On connait les deux sous-unités kinases, IKKa et IKK, ainsi que la

sous-unité régulatrice, IKKy aussi appelée NEMO. Une fois phosphorylé, I’'IkB est
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ubiquitiné puis dégradé par le protéasome. Cela permet la translocation du complexe
NF-kB au noyau. Dans le noyau, I’hétérodimére NF-kB reconnait les séquences
régulatrices kB sur les promoteurs des geénes cibles liés a I’inflammation (Hoesel et
Schmid, 2013). Trois voies passant par NF-kB sont reconnues (Hoesel et Schmid,
2013 ; Lawrence, 2009 ; Viatour ef al., 2005). La voie canonique classique implique
généralement 1’hétérodimaire p50/p65 activé par des cytokines pro-inflammatoires.
La voie alternative indépendante de NEMO, passe plut6t par ’activation de la kinase
inductrice de NF-kB (NIK). Elle active un homodimeére d’IKKa puis celui-ci active
p100 et p52/RelB. Enfin, la voie atypique est indépendante des IKKs et est induite
par des dommages a I’ADN causés par les UV ou la doxorubicine (Viatour et al.,
2005). Dans le cancer, I’inflammation et la voie NF-xB peuvent avoir un double rdle.
D’un c6té, I’inflammation aigiie meéne a 1’activation de NF-xB afin de défendre
’organisme. On appelle cela I’immunosurveillance tumorale (Grivennikov, Greten et
Karin, 2010). De I’autre c6té, I’activation constitutive de NF-kB par 1’inflammation
tumorale engendre la transcription de génes anti-apoptotiques, de cytokines et de
molécules d’adhésion afin de promouvoir la survie et I’invasion (Hoesel et Schmid,
2013).
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Figure 1.17 Voie de signalisation canonique classique de NF-kB.

Des agents pro-inflammatoires, des lipopolysaccharides bactériens et des facteurs de
croissance activent la voie de signalisation par NF-xB par ’interaction avec leur
récepteur membranaire respectif. Le complexe IkB kinase phosphoryle IxBa. Le
phospho-IxB est libéré de I’hétérodimere de NF-«kB puis dégradé par le protéasome.
Le complexe NF-xB, généralement constitué des sous-unités p65/RelA et p50,
transloque au noyau ou il régule la transcription de génes cibles de 1’inflammation.
[Adapté de (Abcam, 2016)]
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1.7.2 Modulateurs inflammatoires : le TNFa et la progranuline

Le facteur de nécrose tumoral (TNFa) a été identifié en 1975 comme une molécule
cytotoxique causant de la nécrose tumorale (Carswell er al., 1975). Le TNFa est
maintenant connu pour jouer un rdle dans les fonctions physiologiques normales,
mais aussi dans les processus aigu et chronique de I’inflammation, dans les maladies
auto-immunes et dans 1’inflammation reliée au cancer (Chu, 2013). Le TNFa est
principalement produit par les macrophages et les lymphocytes T, mais la plupart des
autres types cellulaires peuvent aussi en produire (Chu, 2013 ; Zelova et Hosek,
2013). Son expression est régulée par les facteurs de transcription NF-kB, AP-1, AP-
2, c-Jun et CRE majoritairement (Sedger et McDermott, 2014 ; Zelova et Hosek,
2013). Le TNFo peut se lier 4 deux récepteurs spécifiques : TNFR1 et TNFR2
(Candido et Hagemann, 2013 ; Zelova et Hosek, 2013). Le TNFR1 est exprimé
ubiquitairement et est responsable de la plupart des effets du TNFo notamment les
phénomeénes associés 4 la mort cellulaire et a I’inflammation via la voie de
signalisation du facteur de transcription NF-kB (Puimege, Libert et Van
Hauwermeiren, 2014 ; Zelova et Hosek, 2013). Quant au récepteur TNFR2, il est
exprimé sur les cellules immunitaires, les cellules endothéliales quelques populations
de cellules neuronales (Probert, 2015 ; Puimege, Libert et Van Hauwermeiren, 2014).
La liaison du TNFo au TNFR2 aura plutét ’effet de supprimer 1’inflammation et de
promouvoir la survie cellulaire (Puimege, Libert et Van Hauwermeiren, 2014).
Malgré que les deux récepteurs fonctionnent de fagon indépendante, il peuvent
interagir de fagon croisée (Cabal-Hierro et Lazo, 2012 ; Naude er al, 2011). Au
niveau moléculaire, il active les voies de signalisation de NF-xB et des MAPK (Chu,
2013). Il est un important facteur de risque tumoral puisque les cellules du
microenvironnement tumoral sont capables de produire du TNFa (Candido et

Hagemann, 2013 ; Zelova et Hosek, 2013).
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La progranuline (PGRN), quant a elle, est encodée par le géne GRN et est aussi
connue sous les noms suivants: précurseur de la granuline-épithéline (GEP),
proépithéline, facteur de croissance dérivé des cellules tumorales de la prostate
(PCDGF) ou acrogranine (Toh ef al., 2011). La PGRN est en fait un arrangement de
7,5 motifs de GRN (Palfree, Bennett et Bateman, 2015). La GRN est un peptide de 6
kDa qui module la croissance cellulaire. Elle est riche en cystéine et contient 6 ponts
disulfures. La GRN est générée suite a la protéolyse de la PGRN par des élastases. La
libération des molécules de GRN génére de I’inflammation et stimule le métabolisme
oxydatif des neutrophiles (Daniel ef al., 2000 ; Toh et al., 2011). La PGRN est un
facteur de croissance de 68 & 88 kDa exprimé et sécrété par les cellules épithéliales,
les cellules de la moelle osseuse, immunitaires, neuronales et chondrocytiques. Elle
joue un réle crucial dans la régulation de la cicatrisation et la réparation des tissus.
Elle agit comme facteur chondrogénique dans le développement du cartilage et
’arthrite inflammatoire (Liu et Bosch, 2012). La PGRN est un substrat de MT1-
MMP (Butler et al., 2008). La PGRN peut aussi s’associer avec le récepteur Toll-like
9 (TLR9) afin de prendre part dans le processus d’immunité innée (Park et al., 2011).
Son haut taux d’expression dans les cancers humains lui donne un rdle caractéristique
dans la progression tumorale (Cenik et al., 2012). La PGRN se lie aux récepteurs du
TNF ainsi qu’a la sortiline, ce qui lui permet de moduler la signalisation
intracellulaire et la prolifération cellulaire (Liu et Bosch, 2012). Elle est connue pour
antagoniser le TNFa sur son récepteur (TNFR) et ainsi avoir un effet anti-
inflammatoire via I’inhibition de la voie de signalisation par NF-xB, mais aussi la
voie des MAPKs (Liu et Bosch, 2012). On la retrouve exprimée dans les plaques
athérosclérotiques ou elle posséde une activité anti-inflammatoire (Kojima et al.,
2009). L’expression de la PGRN est induite par les stimuli pro-inflammatoires dans

les astrocytes (Cenik et al., 2012).
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1.8  Transformation cellulaire et oncogenése

Le métabolisme énergétique est a la base du fonctionnement et de la croissance
cellulaire en produisant des hydrates de carbone, des acides gras et des acides aminés
via la génération de molécules d’ATP par la phosphorylation oxydative (Berg JM,
Tymoczko JL et L., 2002 ; Galgani et Ravussin, 2008). En condition physiologique,
le glucose est capté par les GLUT puis transformé en pyruvate lors de la glycolyse
(Lunt et Vander Heiden, 2011). Il entre ensuite dans le cycle de Krebs afin de
produire de I’ATP via la phosphorylation oxydative. La prolifération incontr6lée des
cellules tumorales entraine une reprogrammation du métabolisme énergétique (Xing
et al., 2015). En condition physiopathologique, une baisse de la tension d’oxygéne
entraine la glycolyse anaérobie (Agnihotri et Zadeh, 2016). L’activation de HIFla
induit la transcription des génes des GLUTs, de la PDK, de la LDHA et de myc (Wu
et Zhao, 2013). On mesure donc une augmentation de la consommation du glucose.
Puisque le métabolisme mitochondrial est bloqué en absence d’oxygéne, de faibles
quantités d’ATP sont produites et I’accumulation de lactate est favorisée (Romero-
Garcia et al., 2011). De plus, dans les cellules cancéreuses, on observe la conversion
de glucose en lactate méme en présence d’oxygene, ce qu’on appelle la glycolyse
aérobie ou |’effet Warburg (Devic, 2016). L’augmentation des GLUTs et I’effet
Warburg favorisent la croissance tumorale. L’augmentation de la transcription des
enzymes glycolytiques joue un rdle dans 1’effet Warburg. Pendant 1’oncogenése,
I’activité de la phosphofructokinase (enzyme de phosphorylation du fructose-6-
phosphate) et de I’hexokinase (enzyme de conversion du glucose en glucose-6-
phosphate) sont induites tandis que ’activité de la glycogéne synthase kinase 3
(GSK3) est inhibée. Ensemble, ils ménent a I’activation de la protéine kinase B, aussi
appelée Akt, une protéine de survie cellulaire directement liée a 1’augmentation des
niveaux cellulaires d’ATP (Romero-Garcia ef al., 2011). Par ailleurs, 1’activation de
la voie PI3K/Akt/mTORCI1 régule la croissance cellulaire, améliore la synthése

protéique et promeut la biogenese des mitochondries, en partie via PGCla (Ward et
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Thompson, 2012). Au niveau des tumeurs cérébrales, la reprogrammation
métabolique est marquée par les fonctions anormales des mitochondries (Seyfried et
al., 2011). Ainsi, la transformation d’une cellule normale en cellule tumorale se fait
alors que les processus biologiques normaux sont altérés et ameénent les cellules a se
diviser et proliférer de fagon incontrdlée (Chow, 2010). Etant donné que les génes
p53 et myc sont les principaux régulateurs du métabolisme et du cycle cellulaire, on
accorde de plus en plus d’importance a leur interrelation (Dang, 2013 ; Lee et Finkel,
2013). Le passage a travers les phases du cycle cellulaire est assuré par plusieurs
points de contrdle et leur dérégulation méne a 1’oncogenése (Dominguez-Brauer et
al., 2015). Le centrosome est aussi un important acteur de la mitose servant a la

ségrégation du matériel génétique (Kim et Dynlacht, 2013).
1.8.1 La ciliogenése

A Porigine, le cil primaire était pergu comme un organelle vestige de 1’évolution des
organismes eucaryotes (Carvalho-Santos et al., 2011 ; Davenport et Yoder, 2005). 1
fut donc ignoré pendant tout un siécle. Le cil primaire est une organelle cellulaire
immobile que I’on trouve ubiquitairement sur les cellules mammiféres (Satir,
Pedersen et Christensen, 2010). On en compte un par cellule. Il est d’abord trés étudié
pour ses fonctions sensorielles : mécanique, chimique et photosensible (Ramamurthy
et Cayouette, 2009 ; Resnick et Hopfer, 2007 ; Roepman et Wolfrum, 2007). Puis,
plus tard, des propriétés lui permettant de faire la transduction des signaux
intracellulaires (Basten et Giles, 2013). De plus, le cil primaire régule la croissance
cellulaire (Veland et al., 2009). Lors du développement embryonnaire, il détermine le
patron d’asymétrie gauche-droite (Nonaka et al., 2002). Finalement, il permet la
communication intercellulaire (Stinchcombe et Griffiths, 2014). Sa dysfonction ou sa
perte entraine certaines ciliopathies: la maladie polykystique du rein, la

néphronostise pouvant étre associée a la rétinite pigmentaire, la dégénération de la
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rétine, le syndrome de Joubert et le syndrome de Meckel-Gruber entres autres et il est

trés peu exprimé dans les cellules cancéreuses (Badano et al., 2006).

La ciliogenése est le processus d’assemblage et de croissance du cil primaire lors de
la différenciation cellulaire (Ishikawa et Marshall, 2011). Le cil primaire contient un
axonéme «9+0» (9 paires de microtubules périphériques, mais pas de microtubule
central) et se différencie des cils mobiles qui contiennent un axonéme «9+2»
constitué de 9 paires de microtubules périphériques et d’une paire de microtubules
centraux, les rendant capables de motilité (Figure 1.18). Le cil primaire ne posséde
pas de dynéines, les protéines qui rendent possible le mouvement ciliaire observé
chez les flagelles. Les protéines responsables de 1’assemblage du cil primaire sont
transportées le long de I’axonéme via les protéines de transport intraflagellaires (IFT)
(Ishikawa et Marshall, 2011). La variation de sa longueur et de son expression est
synchronisée avec le cycle cellulaire (Figure 1.19). La formation du cil primaire
débute par la migration du centrosome vers la surface de la cellule qui entre alors en
phase GO du cycle cellulaire. Le centriole mére est attaché aux vésicules dérivées de
I’appareil de Golgi permettant son expansion et sa projection dans la lumiére
vésiculaire. Les microtubules de 1’axonéme se polymérisent et les protéines cargo
sont transférées au systéme de transport intraflagellaire. L’exocytose de la vésicule a
lieu pour laisser place au cil primaire (Ishikawa et Marshall, 2011). Finalement, le
centriole mére s’ancre & la membrane dérivée de I’appareil de Golgi formant le
«collier» de la base du cil primaire. En résumé, les cellules ciliées sont en phase GO,
leur entrée dans le cycle cellulaire est synchronisée avec la résorption du cil primaire
puis a la sortie de la mitose, ’assemblage du cil primaire s’amorce (Quarmby et
Parker, 2005). Le cil primaire est régulé par les modulations des niveaux de calcium,
le récepteur tyrosine kinase, la voie de Sonic hedgehog (Shh), la voie de Wnt, les
récepteurs neuronaux et purinergiques ainsi que par les communications entre les
cellules et la MEC (Broekhuis, Leong et Jansen, 2013). L’activation anormale de la

signalisation dirigée par le cil primaire ou I’absence du cil primaire corréle avec la
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division cellulaire incontr6lée et le développement du cancer dont les astrocytomes et
le GBM (Moser, Fritzler et Rattner, 2009 ; Satir, Pedersen et Christensen, 2010). Des
conditions hypoxiques inhibent la voie de signalisation Shh et engendrent une
diminution du recrutement des protéines de formation du cil primaire. Sa longueur est
affectée dans les cellules souches dérivées de la moelle osseuse (Brown et al., 2014 ;

Proulx-Bonneau et Annabi, 2011).
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Figure 1.18 Le cil primaire

Représentation du cil primaire en microscopie électronique a transmission (a) et en
immunofluorescence (b). Microscopie électronique a transmission des cils immobiles
(¢) et des cils mobiles (d). (e) Représentation schématique du cil primaire. (f) Coupe
transversale montrant la structure d’un cil mobile (9+2). (g) Coupe transversale
montrant la structure du cil primaire (9+0). (Ishikawa et Marshall, 2011)
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Figure 1.19 Synchronisation de I’assemblage et du désassemblage du cil
primaire avec le cycle cellulaire.

Pendant la phase G1, le centriole mére s’attache a la membrane cellulaire. Pendant la
phase S, les centrioles se répliquent. Juste avant la mitose, le cil primaire est
généralement résorbé pour permettre aux centrioles de se rendre au fuseau mitotique
et contribuer a son organisation et son positionnement. Le cil primaire se reforme sur
les deux nouvelles cellules filles produites une fois qu’elles entrent en phase Gl1.
(Ishikawa et Marshall, 2011)



1.9  Avenues thérapeutiques du GBM et résistance aux traitements

Présentement, la thérapie conventionnelle du GBM consiste en la chirurgie de
résection suivie de traitements combinés de chimiothérapie et de radiothérapie
(Wilson, Karajannis et Harter, 2014). La radiothérapie peut consister a 1’utilisation de
5000 a 6000 cGy de rayons radioactifs (Barani et Larson, 2015). La chimiothérapie
comprend, la plupart du temps, I’utilisation du Temozolomide (TMZ), un agent
alkylant qui prévient la réplication de I’ADN et empéche les cellules de se diviser
(Nanegrungsunk er al., 2015 ; Wilson, Karajannis et Harter, 2014). Depuis quelques
années, des traitements anti-angiogéniques ont été mis au point. Par exemple, le
Bevacizumab, un anticorps monoclonal capable de lier le VEGF pour inhiber
’activation de ses récepteurs, a pour but de diminuer la perméabilité¢ vasculaire et
I’cedéme, deux des principales causes de morbidité et mortalité des patients aux prises
avec un GBM (Nanegrungsunk et al., 2015 ; Narita, 2015 ; Wilson, Karajannis et
Harter, 2014). Présentement, le développement des médicaments pour le SNC se fait
soit par essais et erreurs ou de fagon rationnelle avec des essais de criblage & haut
débit, le but étant de trouver des molécules capables de traverser la BHE (Patel ef al.,
2009).

En général, la nécrose cellulaire observée dans le cancer est associée au centre
hypoxique tumoral puisqu’un trop grand nombre de cellules cancéreuses est présent
dans la masse tumorale et que la faible présence de vaisseaux sanguins et leur
désorganisation empéchent 1’oxygéne d’alimenter ces cellules. L’hypoxie permet
’activation de voies de signalisation impliquées dans la résistance thérapeutique
(Shannon et al., 2003). Aussi, la prolifération rapide et incontrdlée, la capacité de
survie cellulaire et ’angiogenése conférent au GBM un phénotype invasif et
inflammatoire favorable a la résistance a la thérapie conventionnelle. La résistance
peut étre acquise quand une tumeur devient insensible aux drogues utilisées ou elle

peut étre intrinséque quand la tumeur ne répond pas de fagon significative au
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traitement (Haar et al., 2012). Le dynamisme de la BHE lui confére un grand role
protecteur du cerveau en assurant son homéostasie et gére I’accés de diverses
molécules. Par exemple, les protéines d’efflux sont, en partie, responsables de la
résistance des GBM aux traitements (Munoz et al., 2015). Les cellules souches
cancéreuses sont aussi problématiques et leurs propriétés pro-inflammatoires et pro-
angiogéniques contrecarrent l’efficacité a traiter le GBM (Seymour, Nowak et
Kakulas, 2015). Finalement, la réparation des dommages a I’ADN et les miARN
jouent aussi un rdle important dans la capacité de résistance (Haar er al., 2012).
Ensemble, ces caractéristiques sont le centre d’un grand défi thérapeutique en ce qui
concerne le traitement des tumeurs cérébrales. Plusieurs autres équipes de chercheurs
mettent au point des molécules capables de traverser le BHE en utilisant notamment

la vectorisation des médicaments (Lalatsa, Schatzlein et Uchegbu, 2014).
1.9.1 Vectorisation des médicaments

Des stratégies sont mises au point afin de trouver un traitement et une distribution
efficace des médicaments dans la tumeur cérébrale. Les approches thérapeutiques
émergentes mettent en lumiére les systémes de distribution chimiques, biologiques ou
mécaniques (Patel er al., 2009). Les modifications chimiques des médicaments se
font de 3 fagons : I'utilisation de liposomes, 1’approche prodrogue et le systéme
«lock-in» (LIS) (Oberoi et al., 2016 ; Patel et al., 2009 ; van Tellingen et al., 2015).
La doxorubicine encapsulée est un exemple de lipidation de petite molécule (Negishi
et al., 2011). L’approche prodrogue, quant a elle, s’est avérée apporter une plus
grande possibilité de toxicité et est donc moins intéressante (Patel et al., 2009). La
méthode biologique vise a créer des peptides vecteurs et a utiliser les systémes de
transport présents a la BHE (décrits a la section 1.3.1). Jusqu’a maintenant, on
reconnait ’OX26, ’HIRMabNP, le 2B3-101, le Cereport, I’Elacridar et ’ANG1005
(van Tellingen et al., 2015). Il est aussi possible de briser de fagon transitoire et

réversible les jonctions serrées des cellules endothéliales par choc hyperosmotique,
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administration de substances vasoactives ou d’alkylglycérols (Erdlenbruch et al.,
2003). Enfin, la fabrication de nanoparticules est aussi une méthode populaire qui

utilise la voie transcellulaire pour traverser la BHE (Li et al., 2016).
1.9.2 Le vecteur peptidique Angiopep-2

La compagnie biopharmaceutique Angiochem Inc. a créé une famille de peptides
dérivés du domaine de Kunitz du peptide aprotinine, nommés Angiopeps (Demeule et
al., 2008b). Parmi les molécules identifiées, 1’Angiopep-2 (An-2) est le meilleur
candidat pour I’administration de médicaments dans le parenchyme cérébral
(Demeule et al., 2008Db). 11 s’agit d’une stratégie novatrice basée sur I’utilisation d’un
peptide cargo sur lequel on peut conjuguer une molécule thérapeutique pour traverser
la BHE. L’ An-2 peut étre conjugué au Paclitaxel, un agent de blocage de la mitose, a
la Doxorubicin, un agent intercalant de I’ADN, puis a I’Etoposide, un inhibiteur de la
topoisomérase et on nomme ces molécules ANG1005, ANG1007 et ANG1009
respectivement (Che et al., 2010 ; Regina et al., 2008). L’ANG1005 a été désigné par
la «Food and Drug Administrationy (FDA) comme traitement contre le GBM
(Angiochem Inc., 2014). Le passage au travers de la BHE se fait principalement via le
récepteur LRP1, capable d’efficacement reconnaitre et internaliser les molécules
d’Angiopeps (Demeule et al., 2008a). De plus, le récepteur LRP1 se trouve souvent
induit dans les cancers (Xing et al., 2016). L’ANG1005 se lie 8 LRP1 pour traverser
les capillaires par transcytose (Figure 1.14). Une fois internalisé dans les lysosomes,
l'ester de I'ANG1005 est hydrolysé en acide carboxylique par des estérases
aboutissant en la libération intracellulaire des molécules de Paclitaxel. Il a ét€ montré
que I’internalisation de 1I’An-2 est stimulée par des conditions acides, hypoxiques et

de sevrage (Bertrand et al., 2011).
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Figure 1.21 Transcytose de I’Angiopep-2 via LRP1.

L’An-2 est chargée positivement, lui permettant d’interagir avec la surface cellulaire
endothéliale. L’An-2 se lie & LRP1 pour étre internalisée puis libérée de 1’autre coté
de la cellule. (Bertrand et al., 2010)



CHAPITRE II

PROJET DE RECHERCHE



2.1  Problématique

L’évolution rapide du GBM provoque plusieurs changements dans son
microenvironnement trés complexe. Ce microenvironnement est principalement
composé des compartiments cellulaires tumoraux et endothéliaux ainsi que celui des
cellules provenant de la circulation sanguine incluant notamment les cellules souches
mésenchymateuses. Les interactions entre ces trois compartiments favorisent le
développement des phénotypes inflammatoires, invasifs et infiltrants qui caractérisent
le GBM. La difficulté 2 traiter le GBM est défini par I’important centre hypoxique
tumoral, mais est aussi due a la présence de la BHE. Les interactions cellulaires au
sein du microenvironnement du GBM nous aménent & croire que des mécanismes
adaptatifs sont a la base des comportements régissant la progression tumorale et la

résistance a la thérapie.
2.2  Hypothéses de recherche

Depuis plusieurs années, les avancées thérapeutiques contre le GBM sont de plus en
plus novatrices, mais sont plus ou moins efficaces & allonger la survie des patients
atteints. Afin de mieux comprendre la complexité des comportements cellulaires au
sein du microenvironnement du GBM nous avons émis une premiére hypothése
concernant la stratégie thérapeutique utilisant le vecteur peptidique Angiopep-2

comme cargo dans le transport de médicaments anticancéreux au travers de la BHE :

1- Nous suggérons qu’il existe des mécanismes adaptatifs dans les systémes de
transport 4 la BHE séparant les compartiments tumoraux et endothéliaux qui
favorisent I’endocytose et la transcytose de 1I’Angiopep-2 en réponse a

I’hypoxie.

Ensuite, nous avons choisi d’approfondir nos connaissances sur le phénoméne
d’angiogénése tumorale, une importante propriété du GBM, en partie responsable de

la difficulté a traiter ce cancer de grade IV. Le GBM sécréte une panoplie de facteurs
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pro-angiogéniques stimulant la prolifération et la migration des cellules endothéliales
prétes & former de nouveaux vaisseaux sanguins pour nourrir la tumeur. Plus
particulicrement, la sphingosine-1-phosphate (S1P) est un lipide bioactif impliqué
dans plusieurs mécanismes cellulaires dont la migration cellulaire et 1’angiogenése.
La S1P est reconnue pour promouvoir la progression tumorale. Puisque le récepteur
membranaire LRP1 est également un important intermédiaire dans la liaison de plus
d’une quarantaine de ligands et qu’il est exprimé dans les cellules endothéliales, nous

avons émis la deuxiéme hypothése suivante :

2- Nous suggérons qu’il se produit des mécanismes adaptatifs dans la migration
cellulaire endothéliale en réponse a la répression du récepteur membranaire
LRP1.

Finalement, nous avons dirigé nos travaux vers 1’étude de la ciliogenése des cellules
souches mésenchymateuses. Le cil primaire est peu exprimé dans les cellules
cancéreuses ayant un grand pouvoir prolifératif. Les cellules souches
mésenchymateuses, quant a elles, ont la possibilité d’étre recrutées au foyer tumoral
et contribuer a la progression tumoral du GBM en s’adaptant et participant
notamment aux mécanismes inflammatoires et angiogéniques. En ce sens, 1’activation
des MSC par le TNFa est directement liée a la promotion de la croissance tumorale.

Nous avons donc émis la troisieme hypothése qui suit :

3- Nous suggérons que des mécanismes adaptatifs corrélent avec la
transformation oncogénique des cellules souches mésenchymateuses en

contexte inflammatoire.
2.3  Objectifs de recherche

Les présents travaux s’inscrivent dans les objectifs du Laboratoire d’Oncologie
Moléculaire dans le but d’approfondir nos connaissances liées a la compréhension des

mécanismes cellulaires et moléculaires responsables de la progression tumorale et &
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I’identification de nouvelles cibles au potentiel thérapeutique principalement envers
les tumeurs cérébrales telles que le GBM. L’objectif général de cette thése est de
mettre en lumiere des processus et des cibles signalétiques pour mieux comprendre
les mécanismes adaptatifs cellulaires régissant 1’oncogenése cérébrale. Les objectifs

spécifiques sont :

1) Déterminer les mécanismes compensatoires 8 LRP1 via I’implication d’autres
récepteurs membranaires dans les cellules des compartiments tumoraux et
endothéliaux cérébraux dans I’internalisation de 1’ Angiopep-2 en réponse a un
stimulus hypoxique.

2) Caractériser les mécanismes adaptatifs des cellules microvasculaires
endothéliales en comparant les états de répression stable ou transitoire de la
protéine LRP1 dans la migration et la signalisation par les récepteurs de la
S1P, un facteur pro-angiogénique.

3) Ftudier la ciliogenése en réponse 4 un stimulus pro-inflammatoire comme
mécanisme de transformation oncogénique des cellules souches

mésenchymateuses.
2.4  Méthodologie expérimentale

Afin de tester la validité de les hypothéses annoncées, nous avons utilisé des
approches expérimentales utilisant des modeles cellulaires in vitro et un modéle
murin in vivo. Nos stratégies expérimentales se basent surtout sur 1’étude de voies de

signalisation intracellulaires régissant les phénomenes tumoraux qui nous intéressent.

Plus spécifiquement, afin de déterminer les mécanismes compensatoires & LRP1 dans
les cellules des compartiments tumoraux et endothéliaux cérébraux dans
I’internalisation de 1’An2 en réponse a I’hypoxie et ainsi répondre a I’objectif #1, des
cellules U87, HBMEC et HBMEC-SV40 ont été maintenues a <1% d’oxygéne dans

une chambre hypoxique jusqu’a 48 heures (Figure 2.1). L’induction génique des
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biomarqueurs hypoxiques VEGF et GLUT1 marquent les modifications générées par
de faibles niveaux d’oxygéne dans 1’environnement cellulaire. Par la suite, nous
avons procédé a des essais cellulaires tels que le marquage de lysosomes et des
expériences de reconnaissance (binding) et d’internalisation (uptake) de 1’An2 dans
les cellules hypoxiées ou non. Ces essais nous ont permis de caractériser les
comportements cellulaires dans les deux types de compartiments que 1’on retrouve au
niveau d’une tumeur solide comme le GBM soit ’endothélium et la tumeur. Le
marquage de protéines & la membrane ou de fagon intracellulaire nous a permis de
qualifier I’importance et le positionnement des récepteurs nécessaires a 1’entrée et au

relargage de 1’ An2 en conditions hypoxiques.

0 24 48 Tempsde
récolte (h)

B mmm mmm

Mise en Adhérence des
plaques cellules et
changement Changement de milieu {(avec ou sans sérum)
milieu

Normoxie
= r— (4) Sérum ————)<
Hypoxie

Normoxie
Hypoxie

Figure 2.1 Traitement hypoxique.

A) Chambre hypoxique. B) Protocole de traitement cellulaire.
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Dans le but de caractériser les mécanismes adaptatifs des cellules microvasculaires
endothéliales et de mieux définir I’interrelation entre LRP1 et la S1P et ainsi répondre
a Dobjectif #2, nous avons utilisé un modele in vitro de HBMEC-SV40 sauvage
(WT), de HBMEC-SV40 LRP17", un modéle in vivo de souris sauvage (Wt) et des
souris dans lesquelles Lrpl a été réprimé de fagon stable par la méthode Cre/Lox
(Lrp1®94). J*ai mis au point une technique d’isolation de cellules microvasculaires
cérébrales de souris inspirée des techniques de Demeule M. et al. (2001); Lu C. et al.
(2008); Wu Z. et al. (2003). La technique consiste a euthanasier entre 4 4 10 souris
par génotype, dépendamment de 1’expérience a faire. Leurs cerveaux sont ensuite
extraits puis homogénéisés manuellement a 1’aide d’un homogénéisateur de type
Potter, dans du milieu de culture réduit en sérum. On retire ensuite la myéline par
centrifugation dans une solution de Dextran 70kDa avant de faire une digestion
enzymatique du matériel extracellulaire avec de la collagénase A. Aprés des
filtrations et des lavages du culot cellulaire, on procéde a un tri cellulaire en utilisant
des microbilles magnétiques sur lesquelles sont attachés des anticorps spécifiques
afin de récolter au maximum des cellules endothéliales et au minimum des autres
types cellulaires (lymphocytes, leucocytes, astrocytes, etc.). L’anticorps CD45 est
utilisé pour cibler les leucocytes et s’en débarrasser. L’anticorps platelet endothelial
cellular adhesion molecule 1 (PECAM-1) aussi appelé CD31 est utilisé pour cibler
les cellules endothéliales. Le tri se fait sur une colonne magnétique MACS® LS
(Figure 2.2). La validation de I’isolation cellulaire a été faite par cytométrie en flux
avec un anticorps CD31 marqué avec I’Alexa Fluor 647 (Figure 2.3). De plus, du
méme coup, il a été possible de mesurer les niveaux d’expression de Lrpl avec un
anticorps marqué avec I’isothiocyanate de fluorescéine (FITC). Nous avons aussi
mesuré 1’expression du marqueur astrocytaire GFAP. Quant aux cellules HBMEC-
SV40 WT et LRP17, elles ont été mises au point par ma collégue stagiaire
postdoctorale Cyndia Charfi.



71

A) Marquage magnétique Séparation magnétique Elutian de la tion cellulair
marquee

o | o
4

Figure 2.2 Schéma de la procédure de marquage utilisé pour le tri
cellulaire par des microbilles magnétiques.

A) Etapes d’un tri cellulaire par sélection grice a un anticorps spécifique couplé 4 des
microbilles magnétiques. Les cellules sont incubées avec les microbilles magnétiques
couplées a I’anticorps de sélection spécifique. La suspension cellulaire est appliquée
dans le réservoir de la colonne de sélection magnétique. La portion négative passe au
travers la colonne alors que la portion positive reste accrochée a I’intérieur de celle-
ci. Enfin, la colonne est retirée du support puis la portion positive est récupérée a
I’aide d’un piston. B) Montage de la colonne sur le support magnétique.
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Figure 2.3 Validation de la pureté de Iisolation des cellules endothéliales

cérébrales murines.

Expression génique de Cd31 (A) et Gfap (B) mesurée dans les cellules endothéliales
isolées a partir des cerveaux de souris. La pureté de la population endothéliale est
validée par le haut niveau d’expression du marqueur endothélial Cd31 en
comparaison aux autres cellules Cd31™#*¥, La pureté de la population endothéliale
se remarque aussi par le faible niveau d’expression du marqueur astrocytaire Gfap
dans la population Cd31P%""¢ en comparaison a la population des autres cellules
Cd3 lnégative.
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Pour répondre a 1’objectif #3 et étudier la ciliogenése des MSC en réponse au TNFa,
nous avons utilisé un modéle de MSC murines dans lesquelles nous avons étudié les
modulations d’expression du cil primaire en réponse a la stimulation
proinflammatoire du TNFa. La meilleure fagon d’étudier le cil primaire est d’en faire
le marquage avec un anticorps dirigé contre la tubuline acétylée. On peut observer les
résultats au microscope a fluorescence. Le cil est facilement visible et on en observe
qu’un seul par cellule (Figure 2.4). Nous avons testé I’hypothése de I’activation et
I'importance de la voie de signalisation passant par NF-kB dans les modulations
d’expression du cil primaire avec un modéle de fibroblastes embryonnaires murins
réprimés pour chacune des sous-unités qui composent le complexe IkB kinase (IKKa,
IKKp, IKKy). De plus, avec un antagoniste du récepteur au TNFa, la progranuline

(PGRN), nous avons pu valider les résultats observés sur la ciliogenése.

Noyau

Cil primaire

Figure 2.4 Exemple de marquage fluorescent du cil primaire.

Le marquage du cil primaire est fait avec un anticorps dirigé contre la tubuline-
acétylée. L’analyse microscopique permet de reconnaitre une structure unique, le cil
primaire (fléche rouge) sur chacune des cellules, positionnée prés du noyau (fleche
bleue).
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2.5  Contributions a I’avancement des connaissances scientifiques

Les GBM sont les tumeurs cérébrales dont les patients atteints ont le plus faible taux
de survie. Malgré les récents progres, il demeure primordial d’approfondir les
connaissances des processus moléculaires liées a la progression oncogénique du
GBM, mais aussi a I’entrée de plateformes thérapeutiques comme 1’An2. Le principal
enjeu scientifique de cette thése demeure dans I’importance d’établir le lien entre
’adaptation phénotypique observée au sein des cellules de tumeurs cérébrales de haut
grade composant le microenvironnement tumoral et la capacité des tumeurs
cérébrales a survivre, migrer vers les tissus sains et produire des signaux (pro-
inflammatoires, pro-angiogéniques, prolifératifs, anti-apoptotiques) favorisant sa
progression. Une meilleure compréhension des mécanismes moléculaires entourant
I’acquisition d’un phénotype inflammatoire et invasif des GBMs permettra de cibler
des marqueurs de la signalisation intracellulaire (kinases, facteurs de transcription,
récepteurs). Cela contribuera a la mise au point d’approches thérapeutiques pouvant
contrecarrer le phénotype de résistance aux traitements conventionnels des GBMs.
Dans un futur rapproché, ces nouvelles études se verront novatrices et prometteuses
afin d’améliorer la taux de survie ainsi que la qualité de vie des patients aux prises

avec des pathologies malignes interreliées a des problémes métaboliques.
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3.1  Avant-propos

Les travaux présentés dans ce premier article répondent au premier objectif de cette
thése, dans le but de mieux caractériser la reconnaissance et 1’internalisation de
I’ Angiopep-2 dans des modeéles cellulaires tumoraux et endothéliaux cérébraux, en
contexte hypoxique. Ce vecteur peptidique, sur lequel il est possible de conjuguer des
drogues anticancéreuses, est trés prometteur dans le traitement du cancer du cerveau.
Son internalisation se fait en partie (environ 50%) par la protéine LRP1 et est
modulée lorsque des changements métaboliques surviennent : diminution des niveaux
d’oxygene, acidification du milieu et sevrage. Je me suis donc penchée sur I’étude des
mécanismes compensatoires & LRP1 responsables de la reconnaissance et
I’internalisation de 1’ Angiopep-2 dans des cellules de GBM et dans deux modéles de
HBMEC : normales et mimant I’endothélium tumoral de par leur capacité a proliférer
de fagon infinie. Les résultats montrent une réponse différentielle des deux sous-types
cellulaires caractérisant le compartiment tumoral et le compartiment endothélial

retrouvé a la barriere hémato encéphalique.

J’ai contribué a la conception de I’étude et a toutes les expériences et leurs analyses
subséquentes. Sous ma supervision, Samuel Sheehy a effectué quelques expériences
de qRT-PCR et Jonathan Pratt a procédé au marquage fluorescent des lysosomes ainsi
qu’a leur analyse en microscopie. La rédaction de l'article, l'interprétation des
résultats, le montage des figures, 1’analyse statistique et les révisions finales du
manuscrit ont été effectués par moi-méme et par le professeur Borhane Annabi. Les
références de I’article sont présentées a la fin de la thése dans la bibliographie

générale.

Les résultats ont été présentés sous forme de communication orale ou par affiche dans

les congres suivants :
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VEZINA A, Sheehy S, Pratt J, Demeule M, Haidara K, Annabi B. (2015) Régulation
des processus d’internalisation et de reconnaissance de 1’ Angiopep-2 en hypoxie dans
les cellules tumorales cérébrales et les cellules microvasculaires endothéliales
cérébrales. Congres annuel CRCQ 2015 (St-Alexis-des-Monts, QC, Canada). Oral
#91.

VEZINA A, Sheehy S, Demeule M, Haidara K, Annabi B. (2015) Evidence for
differential angiopep-2 sorting and upregulated cell surface binding/uptake processes
between brain tumor and brain endothelial cells under hypoxic condiditons. Retraite

du Centre de Recherche BioMed 2015 (Ste-Adeéle, QC, Canada). Affiche #55.



Y2 Résumé

Au sein des glioblastomes de grade IV, les cellules cancéreuses et endothéliales sont
exposées a des conditions hypoxiques et adaptent leur réponse biologique par une
activation accrue des voies de signalisation qui régulent la prolifération,
I’angiogénése et la survie cellulaire. Les cellules tumorales et endothéliales cérébrales
peuvent également acquérir une signature phénotypique moléculaire permettant aux
tumeurs de résister a la chimiothérapie. Sachant que I’hypoxie de ces tumeurs les
associe a un mauvais pronostic et a la résistance a la chimiothérapie, il devient
important d’évaluer I’efficacité de nouvelles stratégies de livraison de médicaments
au sein de ces microenvironnement tumoraux hypoxiques. Dans cette étude, nous
avons évalué I’impact de I’hypoxie sur I’internalisation de 1I’Angiopep-2 (An2), un
peptide connu pour traverser la barriere hématoencéphalique et pouvant améliorer la
livraison de molécules biologiques actives aux tumeurs cérébrales. Nous avons utilisé
trois modeles cellulaires: les cellules de glioblastome (U87), les cellules
microvasculaires endothéliales cérébrales (HBMEC) et les cellules HBMEC
immortalisées par le virus SV40 qui miment le comportement des cellules
endothéliales dérivées de tumeurs cérébrales de par leur capacité a proliférer de fagon
infinie. Nous avons identifié que I’internalisation de 1’An2 était plus efficace dans les
U87 et les HBMEC-SV40 alors que les processus de liaison de 1’An2 étaient plus
efficaces dans les HBMEC. En hypoxie, les processus de liaison de I’An2 étaient
induits dans les U87 et les HBMEC, puis son internalisation était seulement induite
dans les U87. Nous avons également observé une induction des niveaux d’expression
génique et protéique de Low Density Lipoprotein receptor-related protein-1 (LRP1),
Syndecan-2 et Syndecan-4 dans les U87 traitées par I’hypoxie, suggérant un réle pour
ces récepteurs dans I’internalisation de I’An2. Nous avons observé une induction de
I’expression de la Sortilin-1 dans les HBMEC, suggérant son role dans la transcytose
de I’An2 dans le compartiment vasculaire cérébral. L’ensemble de ces résultats
suggerent une premiére évidence différentielle quant a la spécificité des processus de
livraison de I’An2 dans un modéle endothélial normal en comparaison a4 un modé¢le
endothélial tumoral cérébral. En conclusion, nous avons identifié la possibilité de
liaison et d’internalisation de ’An2 par des biomarqueurs tels que LRP1 pour
efficacement délivrer des molécules chimiothérapeutiques dans un compartiment
tumoral cérébrale hypoxique.

Mots clés : Barriere hématoencéphalique, hypoxie, glioblastome, cellules
endothéliales cérébrales, Angiopep-2



33 Abstract

Tumoral and vascular compartment undergo adaptive cellular responses when
exposed to hypoxic conditions such as found within solid tumors. These include
activation of specific signaling pathways which regulate proliferation, angiogenesis
and survival. Cancer and endothelial cells can further acquire a phenotypic molecular
signature allowing tumors to resist to chemotherapy treatments. Given tumor hypoxia
is associated with poor prognosis and resistance to therapy, it becomes imperative to
evaluate the efficacy of chemotherapeutic drug delivery strategies within the hypoxic
tumor microenvironment. In this study, we evaluated the impact of hypoxia on the
uptake of Angiopep-2 (An2), a brain-penetrant peptide known to cross the blood-
brain barrier (BBB) and which can increase the delivery of biologically active An2-
conjugates within brain tumors. Three cellular models were used namely a human
glioblastoma-derived U87 cell line, a human brain microvascular endothelial cell
(HBMEC) line, and a SV40-immortalized HBMEC model which closely mimics
brain tumor-derived endothelial cells. We found that basal An2 cell surface
binding/recognition processes were more efficient in HBMEC than in U87 or
HBMEC-SV40 cells, while the An2 uptake process was more efficient in U87 and
HBMEC-SV-40 cells than in normal HBMEC. An2 intracellular
compartmentalization was also found to be associated within lysosomes in U87 cells
but not in HBMEC, suggesting differential intracellular trafficking processes to be
involved. When cultured under hypoxic conditions, all three cell lines exhibited
increased VEGF transcript levels. However, increase in An2 cell surface binding was
only observed in U87 and HBMEC, while increased An2 uptake was observed in U87
cells. Neither An2 binding nor uptake were modulated in hypoxic immortalized
HBMEC-SV40 cells. Interestingly, hypoxia was found to increase the transcript
levels of LDL receptor-related protein-1 (LRP-1), Syndecan-2 and Syndecan-4 in
U87 cells suggesting these may be involved in intracellular uptake processes, while
Sortilin-1 gene expression was found to be increased in HBMEC and possibly
involved in the An2 transcytosis processes within the brain vascular compartment.
Collectively, these observations are the first evaluating the specificity of An2-
delivery mechanisms in a normal versus a transformed brain endothelium model.
Moreover, we have identified An2 cell surface and intracellular sorting mechanisms
which may allow efficient LRP-1-mediated An2 transcytosis/uptake processes to be
accomplished, and which confirm the capacity of the platform to efficiently target the
hypoxic BBB vascular compartment and to deliver An2 within the tumoral
compartment.

Key words: Blood-brain barrier, Hypoxia, Glioblastoma, Brain microvascular
endothelial cells, Angiopep-2
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Solid tumors are complex heterogeneous systems displaying a combination of cancer
cells and non-malignant cells within an extracellular matrix (ECM) (Saggar et al.,
2013). At a certain point of their development, small tumors start suffering from
anoxia and hypoxia as they are lacking nutrients and oxygen. Vascularization allows
to overcome this stressful state. To do so, hypoxic tumor cells express several
angiogenic factors, of which the up-regulation of hypoxia induced factor-1a (HIF-1a)
plays a crucial role (Pugh et Ratcliffe, 2003). HIF-la is a transcription factor
involved in a myriad of cellular processes including cell cycle arrest, pro- and anti-
apoptotic effects, glycolysis and angiogenesis through up-regulation of vascular
endothelial growth factor (VEGF) (Pugh et Ratcliffe, 2003 ; Semenza, 2003).
However, tumor neovascularisation is typically anarchic allowing the establishment
of hypoxic areas (Hendriksen et al., 2009). The hypoxic tumor phenotype is defined
when the cells face an environment devoid of vasculature to provide enough oxygen

(Brahimi-Horn, Chiche et Pouyssegur, 2007).

As we know, tumor vessels cannot ensure efficient tumor blood perfusion, since they
are structurally aberrant and hyperpermeable and this could be a challenge when it
comes to drug delivery. Endothelial cells, pericytes, smooth muscle cells, and the
basal membrane collectively form the blood vascular wall that therapeutic molecules
have to cross to reach the targeted tissue (Azzi, Hebda et Gavard, 2013).
Bioavailability and selectivity of therapeutic molecules toward tumor cells, depends
on their ability to counteract biological and physical barriers such as drug efflux
pumps that are especially highly expressed at the blood-brain barrier (BBB).
(Gottesman, 2002 ; Regina et al., 2001). Crossing the BBB has been the major
challenge for the design and the discovery of brain targeting therapeutic molecules. A
family of peptides called Angiopep derived from the Kunitz domain and mimicking
the sequence of aprotinin have the significant ability to cross the BBB through
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transcytosis and to accumulate within the brain parenchyma (Demeule et al., 2008a ;
Demeule et al., 2008b). From this peptide family, Angiopep-2 (An2), a 19 amino-
acid peptide, displays higher ability to cross the brain microvascular endothelial wall
(in vitro and in vivo) and to accumulate into the brain parenchyma. Using drug
conjugate strategies, a portfolio of novel anticancer agents was created, including
An2-conjugates of Paclitaxel (ANG1005; also known as GRN1005), Doxorubicin
(ANG1007), and Etoposide (ANG1009) (Che er al., 2010 ; Regina et al., 2008). It has
been shown that these 3 molecules display a better brain penetration compared to

their non-conjugated form, and keep their therapeutic activities.

An? internalization is essentially thought to be mediated at about 50% through the
low-density lipoprotein receptor-related protein-1 (LRP1), a membrane receptor
displaying both scavenging and signaling functions (Bertrand ef al., 2011 ; Demeule
et al., 2008a ; Demeule et al., 2008b). The other mechanisms and/or receptors
responsible for the 50% of An2 uptake remaining is still undefined. Furthermore, it
has been shown that An2 uptake was modified by microenvironment cues of gliomas
such as hypoxia, change in pH and serum privation (Bertrand er al, 2011). An2
internalization and recognition processes remain to be better understood within
hypoxic settings, especially that LRP1 is known to be induced by hypoxic conditions
in a multitude of tumoral and primary cell lines (Castellano et al., 2011 ; Li et al.,
2015 ; Masaldan et Iyer, 2014 ; Revuelta-Lopez et al., 2015 ; Wykoff et al., 2000).
We hypothesis that An2 binding and internalization by LRP1 will be enhanced by
hypoxia and that other receptors at the BBB are responsible of the remaining 50% of
An2 entry in cells. In this study we saught at assessing An2 internalization and
subsequent localization in human glioblastoma cells (U87), human brain endothelial
cells (HBMEC), and in an immortalized SV40-HBMEC model which closely mimics
the brain tumor vasculature in order to better understand how such peptide vector can

cross the BBB and become a cure for aggressive high-grade gliomas such as GBM.



3.5 Material and methods
3.5.1 Materials

Sodium dodecylsulfate (SDS), bovine serum albumin (BSA), and paraformaldehyde
were purchased from Sigma-Aldrich (Oakville, ON) and prepared following
manufacturer protocol. Electrophoresis reagents were from Bio-Rad (Mississauga,
ON). The enhanced chemiluminescence (ECL) reagents were from Perkin Elmer
(Waltham, MA). Micro bicinchoninic acid protein assay reagents were from Pierce
(Rockford, IL). The Alexa Fluor 488 conjugated Angiopep-2 was a kind gift from
Angiochem Inc. (Montréal, QC). The monoclonal antibody against LRP1 (85KDa)
was purchased from Research Diagnostics (Flanders, NJ, USA). Dilutions of 2pg/ml
were used for immunoblotting. The anti-LRP1-PE and its IgG1 k-PE were purchased
from BD Biosciences (Mississauga, ON). The antibodies against Syndecan-2,
Syndecan-4 and Sortilin were purchased from Abcam (Toronto, ON) The respective
IgGs were purchased from Santa Cruz Biotechnology (Dallas, TX). The anti-mouse
and anti-rabbit Alexa Fluor 488 secondary antibodies for immunocytochemistry were
purchased from Life Technologies (Burlington, ON). The monoclonal antibody
against GAPDH was from Advanced Immunochemical Inc. (Long Beach, CA).
Dilution of 1:50,000 was used for immunoblotting. Horseradish peroxidase-
conjugated donkey anti-mouse IgG secondary antibodies were from Jackson
ImmunoResearch Laboratories (West Grove, PA). The Lysotracker Red DND-99 was
purchased from Life Technologies (Burlington, ON).

3.5.2 Cell culture

The human U87 glioblastoma cell line was purchased from American Type Culture
Collection (Manassas, VA) and maintained in Eagle's Minimum Essential Medium
containing 10% (v/v) calf serum (HyClone Laboratories, Logan, UT), and 1 mM
sodium pyruvate. HBMEC were characterized and generously provided by Dr Kwang
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Sik Kim of Johns Hopkins University School of Medicine (Baltimore, MD). These
cells were positive for factor VIII-Rag, carbonic anhydrase IV and Ulex Europeus
Agglutinin I; they took up fluorescently labeled, acetylated low-density lipoprotein
and expressed gamma glutamyl transpeptidase, demonstrating their brain EC-specific
phenotype (Stins, Gilles et Kim, 1997). HBMEC were immortalized by transfection
with simian virus 40 large T antigen and maintained their morphological and
functional characteristics for at least 30 passages (Greiffenberg ef al., 1998). Both
HBMEC lines were maintained in RPMI 1640 (Gibco, Burlington, ON)
supplemented with 10% (v/v) fetal bovine serum (HyClone Laboratories, Logan,
UT), 10% (v/v) NuSerum (BD Bioscience, Mountain View, CA), and endothelial
cells growth supplement (30 pg/mL). Cells were cultured at 37°C under a humidified
atmosphere containing 5% CO.. Hypoxia treatments were made in a Biospherix
hypoxic chamber (Parish, NY). The cells were maintained for different periods of

time under 1% oxygen, 5% COz, at 37°C in a humidified atmosphere.
3.5.3 Immunofluorescence

Cells were grown on coverslips to 80% confluence and then treated for 48 hours (24h
alone, then 24h with 50nM Angiopep-2-AlexaFluor488). The coverslips were
incubated 1 hour with 500 nM LysoTracker Red DND-99, then incubated in 4%
formaldehyde (Fisher Scientific, ON) for 20 minutes. The cells were further
incubated for 1 hour with 10 pg/ml DAPI. The coverslips were then washed 3 times
in PBS and laid down on microscope slides using ProLong Gold Antifade Reagent
from Invitrogen (Carlsbad, NM). The samples were viewed under a Nikon Eclipse Ti
Confocal microscope using NIS Elements software. Three random fields were
acquired for each condition and analyzed with the Image J software (NIH). The

colocalization ratio of green and red was quantified.
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3.5.4 Immunoblotting procedures

Proteins from control and treated cells were separated by SDS-polyacrylamide gel
electrophoresis (PAGE). After electrophoresis, proteins were electrotransferred to
polyvinylidene difluoride membranes which were then blocked for 1 hour at room
temperature with 5% non-fat dry milk in Tris-buffered saline (150 mM NaCl, 20 mM
Tris—-HC], pH 7.5) containing 0.1% Tween-20 (TBST). Membranes were further
washed in TBST and incubated with the primary antibodies in TBST containing 3%
bovine serum albumin and 0,05% NaN3 followed by a 1 hour incubation with
horseradish peroxidase-conjugated anti-mouse IgG (1/5000 dilution) in TBST
containing 5% non-fat dry milk. Immunoreactive material was visualized by

enhanced chemiluminescence (Amersham Biosciences, Baie d’Urfé, QC).
3.5.5 Binding and uptake of Angiopep-2

Cells were cultured as described with 20% or 1% of oxygen. Cells were wash 3 times
with Ringer-Hepes buffer before being incubated with 250 nM of An2-Alexa Fluor
488® from 0 to 60 minutes at 4°C for the binding assay and at 37°C for the uptake
assay. Cells were then washed 3 times in a PBS 1X- BSA 5%-EDTA 2mM solution.
Fluorescence data were collected using a BD Accuri™ C6. Data were analyzed with

BD Accuri™ C6 software.
3.5.6 Immunophenotyping

Cells were detached using PBS-citrate, then resuspended in a PBS-FBS 1%-NaNj3;
0,05% buffer. For the non-permeabilized cell condition: Resuspension was
performed in PBS-FBS-NaN; with either antibodies, rabbit IgG, mouse IgG, anti-
SDC2, anti-SDC4 and anti-Sortilin, for 30 minutes at room temperature. Cells were
washed with PBS-FBS-NaNs. They were incubated with secondary antibody, anti-
mouse-AF488, anti-rabbit-AF488 (1:1000). Cells were lastly washed in PBS-FBS-
NaN; and immunophenotyping performed with a BD AccuriTM Cé6. For the
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permeabilized cell condition: cells were fixed in 1% paraformaldehyde for 20
minutes in the dark, permeabilized in 0,1% Triton X-100 for 5 minutes, then washed
in PBS-FBS-NaNjs-Triton. The same manipulations as for the non-permeabilized cells
were performed for primary and secondary antibody incubations and the event
recording. Anti-LRP1-PE antibody and its IgG-PE were directly incubated 1 hour in
the dark, for both protocols.

3.5.7 Total RNA isolation, cDNA synthesis, and real-time quantitative PCR

Total RNA was extracted from U87, HBMEC and HBMEC-SV40 monolayers using
TriZol reagent (Life Technologies, Gaithersburg, MD). For cDNA synthesis, 1 pg of
total RNA was reverse transcribed using a high capacity cDNA reverse transcription
kit (Applied Biosystems, Foster City, CA). cDNA was stored at -20°C prior to PCR.
Gene expression was quantified by real-time quantitative PCR using SsoFast™
EvaGreen® Supermix (Bio-Rad, Hercules, CA). DNA amplification was carried out
using a CFX Connect Real-Time System (Bio-Rad, Hercules, CA) and product
detection was performed by measuring binding of the fluorescent dye SsoFast™
EvaGreen® to double-stranded DNA. The following QuantiTect human primers were
obtained from Qiagen (Valencia, CA) : LRP1 (QT00025536), SDC1 (QT00037128),
SDC2 (QT00001001), SDC3 (QT00036386), SDC4 (QT01008126), SORTI
(QT00073318), SORL1 (QT00046830), VEGFA (QT01682072), SLC2Al
(QT00068957). The relative quantities of target gene mRNA were compared against
human RPS18 (QT02323251) and RPS28 (QT02310203) internal mRNA controls,
and were measured by following a AC; method employing an amplification plot
(fluorescence signal vs. cycle number) and obtaining a cycle threshold (Ci). The
difference (AC;) between the mean values in the triplicate samples of the target gene
and those of RPS18 and RPS28 mRNAs were calculated by CFX Manager™
Software version 3.1 (Bio-Rad, Hercules, CA) and the normalized expression (AAC;)

was quantified.
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3.5.8 Statistical data analysis

Data are representative of three or more independent experiments. Statistical
significance was assessed using Student’s unpaired #-test. One-way ANOVA with a
post hoc Bonferroni test was performed for figure 2B. One-way ANOVA with a post
hoc Dunett test was performed for figure 2A and 4. Probability values of less than
0.05 were considered significant and an asterisk (*) identifies such significance in

each figure.



3.6 Results

3.6.1 Differential Angiopep-2 cell surface binding and uptake between brain

cancer cells and brain microvascular endothelial cells.

We first aimed at delineating the phenotypic in vitro cellular signature that
characterizes An2 recognition and internalization in brain vascular and tumoral
compartment. Glioblastoma-derived U87 cells, as well as HBMEC and SV40-
transformed HBMEC (HBMEC-SV40) were used to assess An2 binding and uptake.
In all cell models, An2 was found to bind at the cell surface and to be internalized in a
time-dependent manner (Fig.3.1A-B). An2 cell surface binding process was however
found to be more efficient in HBMEC than in HBMEC-SV40 or U87 cells
(Fig.3.1A). On the other hand, when An2 internalization was assessed, we rather
observed that uptake was more efficient in U87 and HBMEC-SV40 than in HBMEC
(Fig.3.1B). Intracellular trafficking of An2 was also compared between the three cell
models used. A marked increased co-localization of An2 within late
endosomes/lysosomes was observed in U87 glioma cells as well as within HBMEC-
SV40 cells, but not in normal HBMEC (Fig.3.1C). Given that transformed HBMEC-
SV40 are suggested to be the in vitro cellular model that best represents brain tumor
vascular cells, one can hypothetize that they acquired some properties similar to those
from brain tumor-derived endothelial cells present within a hypoxic solid tumor

microenvironment.

3.6.2 Hypoxia triggers LRP1 expression, and Angiopep-2 binding and uptake
in U87 glioblastoma cells.

In order to assess the impact of low oxygen tension on HBMEC, HBMEC-SV40, and
U87 glioblastoma cells’ capacity to internalize An2, cells were cultured under
normoxic (20% O2) or hypoxic (1% O2) conditions for 24-48 hours. Hypoxic
conditions were validated through the significant induction of VEGF (Fig.3.2A) and
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GLUT1 (Fig.3.2B) transcript levels in all tested cells, indicating that they all
effectively responded to low oxygen tension conditions. Under hypoxic conditions,
An2 cell surface binding was increased in HBMEC and U87 glioma cells, but not in
HBMEC-SV40 cells (Fig.3.2C). When An2 uptake was assessed under hypoxic
conditions, it was only found increased in U87 glioma cells (Fig.3.2D). Using
LysoTracker® Red DND-99 cell labeling, hypoxia did not alter late
endosomes/lysosomes formation within the cells (data not shown), whereas it rather
triggered the An2 receptor low-density lipoprotein receptor-related peptide (LRP1)
gene (Fig.3.2E) and protein expression (Fig.3.2F) in U87 glioma cells but not in
HBMEC or HBMEC-SV40 cells. Altogether, these observations suggest that an
important molecular adaptation occurs in response to low oxygen tension culture
conditions allowing U87 glioma cells to better recognize and internalize An2. Such
adaptive intracellular trafficking regulation of An2 is independent from increased

targeting to lysosomes and does not seem to occur in transformed HBMEC-SV40.

3.6.3 Differential gene expression profiling of intracellular trafficking and
compartmentalization of molecular players in brain cancer and brain

endothelial cells.

While An2 cell surface recognition and subsequent internalization is believed to
partially involve LRP1 (Bertrand et al, 2011 ; Demeule ef al., 2008a), the
mechanistic stages allowing increased An2 cell internalization and intracellular
trafficking under hypoxia remain poorly understood. Transcriptomic analysis of the
basal expression levels of LRP1 was therefore performed, as well as of intracellular
compartimentation molecular players including the Syndecan-1 to -4 proteoglycans,
the VpslOp-D Sortilin, SorLA, and the SorCS protein families. Their combined
functions are believed to control the intracellular trafficking of numerous ligands in
gliomas (Choi, Kang et Oh, 2013 ; lozzo et Sanderson, 2011 ; Leonova et

Galzitskaya, 2013 ; Watanabe, 2005) as well as in the central nervous system
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(Hermey, 2009). We found that LRP1, Syndecan-1 and Syndecan-2 were highly
expressed in U87 and HBMEC, when compared to HBMEC-SV40 (Fig.3.3). We also
observed lower expression of Syndecan-3 in U87 and HBMEC-SV40 in contrast to
HBMEC, which Syndecan-3 levels were higher (Fig.3.3). Syndecan-4 expression
remained equivalent between all three cell lines tested (Fig.3.3). Low expression
levels of Sortilin were measured in U87 cells, while SorLA was significantly
expressed in HBMEC-SV40 (Fig.3.3). The SorCS members were not significantly
expressed in either cell lines tested (data not shown). Such differential expression
profiling between the cell types suggests that important modulation of the respective
encoded molecular players may impact on the processes of recognition and

intracellular compartmentation of An2.

3.6.4 Transcriptional impact of hypoxia on intracellular trafficking and
compartmentalization of cell surface receptors in brain cancer and brain

endothelial cells.

Increased LRP1-mediated binding/uptake of An2 in hypoxic U87 cells was further
explored. Increases in Syndecan-2 and -4 gene expression were observed upon
hypoxia in U87 glioma cells (Fig.3.4A), whereas only Sortilin gene expression was
induced in HBMEC (Fig.3.4B). No transcriptional regulation was observed in any of
the Syndecan or Sortilin genes in HBMEC-SV40 (Fig.3.4C). These results suggest
that the Syndecans may represent good candidates for An2 intracellular trafficking
within the brain tumor cell compartment, and that Sortilin may rather be involved in
the endocytosis process of LRP1-mediated An2 trafficking within the brain
microvascular endothelial cell compartment. Immunophenotyping was next
performed by flow cytometry to assess the impact of hypoxia on their cell surface and
intracellular expression, and on the potential regulation of LRP1-mediated An2

internalization process.
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3.6.5 LRPI1-mediated Angiopep-2 compartmentation upon hypoxia is dictated

through differential Syndecan-2, Syndecan-4, and Sortilin expression.

U87 and HBMEC cells were assessed for basal expression of cell surface and
intracellular levels of LRP1, Syndecan-2, Syndecan-4 and Sortilin proteins. We
observed that LRP1 and Syndecan-4 expressions were mostly found at the cell
surface of U87 cells (Fig.3.5A), whereas LRP1 expression was evenly distributed
between intracellular compartments and the cell surface in HBMEC (Fig.3.5B).
Higher expression of Syndecan-2 in U87 cells (Fig.3.5A) and of Sortilin-1 in
HBMEC was observed (Fig.3.5B). When cells were cultured under hypoxic
conditions, LRP1 and Syndecan 4 expression levels shifted from cell surface to
intracellular compartments in U87 cells (Fig.3.5A). The impact of hypoxia was
different in HBMEC, where LRP1 levels decreased within the intracellular
compartment while they remained unchanged at the cell surface (Fig.3.5B). In
contrast to LRP1, Sortilin-1 was found to shift from intracellular to cell surface upon
hypoxia in HBMEC (Fig.3.5B). Altogether, our data highlight a dynamic adaptive
compartmentation of LRP1-mediated An2 uptake processes, and suggests that An2
trafficking from cell surface to intracellular compartments requires specific sorting
molecular players, and is differentially regulated between the cancer and the vascular

compartments.



3.7 Discussion

Hypoxia is a well known hallmark that contributes to resistance of solid tumors with
invasive phenotype to therapy. Accordingly, targeting hypoxic biomarkers could
represent a logical avenue for the treatment of high grade tumors, such as
glioblastomas (Cavazos et Brenner, 2015 ; Wilson et Hay, 2011). In brain cancer,
hypoxia occurs when the BBB is disrupted due to abnormal and disorganized
vasculogenesis into the tumoral site (Wolburg et al., 2012). Many proteins and
receptors are regulated under hypoxia to counteract the aberrant vascularisation and
help the tumor to survive (Justus, Sanderlin et Yang, 2015 ; Shannon ef al., 2003). As
such, it is of interest to discover new ways to deliver therapeutic drugs across the
BBB up to the tumoral site and target the cancer cell compartment without affecting
healthy cells. In this study, we analyzed the effect of hypoxia on the recognition and
internalization mechanisms of An2 in brain endothelial and glioblastoma cells. We
report a differential binding and uptake of An2 between normal and transformed
brain endothelial cells, as well as glioblastoma cells. Since they have different
features and roles in the progression of the tumor, this is in part explained by
differentially activated binding and uptake mechanisms involving cell surface and

intracellular trafficking proteins.

Considering the intrinsic hypoxic state of tumoral cells, it is with great interest that
we found that low oxygen tension positively modulated An2 sorting (recognition and
internalization) processes in U87 cells. This means that under hypoxia, U87 cells
have an enhanced capacity to bind and internalize An2. This suggests that one can
deliver any An2-drug conjugate into the cells and help abolish tumoral progression.
However, before reaching the tumoral compartment, An2 needs to transcytose
through the microvascular endothelial compartment. Thus, we documented
HBMEC’s capacity to recognize and internalize An2 in normoxic basal conditions

but we also observed that hypoxia specifically enhanced the ability of HBMEC to
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bind An2. Without LRP1 expression induction under hypoxia, there should be other
proteins responsible for An2 binding induction as endocytic mechanisms require
receptors and/or formation of vesicles. Unlike HBMEC, hypoxic U87 cells showed
increased levels of LRP1, the first known receptor for An2. Given that approximately
50% of An2 can be recognized by LRP1 (Bertrand e al., 2010), we sought to
investigate the potential receptors responsible for the remaining part. Hypoxia is
known to regulate tyrosine kinase receptors signaling through endocytosis (Wang et
Ohh, 2010), but we found that in U87 cells, An2 sorting could be mediated by LRP1,
Syndecan-2 (SDC2) and Syndecan-4 (SDC4) since these genes were upregulated
under hypoxic conditions. Furthermore, they could be compartmentalized in order to
increase their efficiency to process An2. Syndecans are heparin sulfate proteoglycans
(HSPG) integrated into the cell membrane and are known to interact with
extracellular matrix proteins and integrins (Leonova et Galzitskaya, 2013). They also
interact with growth factors receptors such as FGFR, PDGFR, VEGFR and TGFR,
and have an important role in angiogenesis (De Rossi et Whiteford, 2014). In 2003,
the role of syndecans as plasma membrane carriers was highlighted as they can
mediate ligand internalization either independently or in concert with LRP1 (Belting,
2003). The nature of the proteoglycan were also found to dictate the outcome of the
syndecan which can act in plasma membrane shedding, intracellular signaling and
lysosomal degradation (Belting, 2003). Under oncogenic situation, it has been shown
that hypoxia leads to integrin and FGFR membrane localization (Wang et Ohh,
2010). Here we show that under hypoxia, SDC2 and SDC4 are upregulated in U87
cells suggesting a correlated role with or without LRP1 in An2 sorting processes.
Altogether, binding and uptake of An2 may be envisionned to occur upon a

cooperation work between a SDC and LRP1 or between the two SDCs.

In the case of HBMEC, we found that Sortilin was upregulated under hypoxia.
Sortilin is a Vpsl0p domain transmembrane protein also known as Neurotensin

receptor-3 (NT3) (Sarret et al., 2003). It is a sorting receptor implicated in transgolgi
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network (TGN) and mediates endocytosis. Sortilin is normally internalized via
clathrin-coated pits before delivering their ligands to the lysosomes and transport
cargos from the TGN to endosomes (Wahe et al., 2010). It has been shown that
receptor-associated protein RAP, an inhibitor of ligand interaction with the LDL
receptor family (Bu, 2001), binds to sortilin (Hermey, 2009). Knowing that sortilin is
present at 5 to 10% at the cell surface on which the protein is able to bind and
internalize external ligands (Mazella et Vincent, 2006), its induction by very low
oxygen levels may, in part, contribute to enhanced binding of An2 in HBMEC.
Moreover, as predicted, we observed higher levels of intracellular Sortilin in each cell
type independently of oxygen levels. Nonetheless, we were able to measure a higher
pool of Sortilin at the hypoxic HBMEC membrane resulting in a better binding of
An2,

The tumor microenvironment is very harsh on the cells as it triggers HIF 1 a-mediated
activity, the acidification of the environment, the triggering of inflammatory
processes, altogether resulting in a resistance to therapy behavior (Candido et
Hagemann, 2013 ; Wojtkowiak et al., 2011 ; Zeng et al., 2015). Among these
stressful cancerous characteristics, the hypoxic state of solid tumor incoming from a
defective vasculature clearly is useful to increase An2 sorting processes. To date,
there is no treatment for brain cancer and survival is less than one year after diagnosis
(Dubois et al, 2014). Radiotherapy combined with chemotherapy using
temozolomide is until now the most significant advance to treat the symptoms of
brain cancer which location makes it difficult to treat (Cavazos et Brenner, 2015 ;
Yang, Zhou et Lin, 2014). Understanding the mechanisms underlying the sorting
processes of therapeutic peptides-drug conjugate capable of crossing the BBB is a
significant step towards a longer patient survival and even a future for building a
treatment. In order to develop the most effective drug carrier strategy, it is even more
important to better understand the adaptive behavior of each cell type (endothelial

and astrocyte) composing the BBB and forming part of the tumor. Since they
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normally interact to form the BBB, they both have their respective transport system
which includes entry mechanisms and drug resistance processes (Abbott, Ronnback
et Hansson, 2006). Therefore, we report significant phenotypic changes between
these cell types in the recognition and internalisation of An2. Additionally, these
differences were observed when the cells were submitted to stressful culture
conditions as in low oxygen tension (Fig.3.6). As such, the hypoxic state affected
both cell types and made them to recognize An2 better. In conclusion, hypoxia
enhanced receptors expression and sorting processes brings a novel and promising

approach for using An2 conjugate in the treatment of grade IV glioblastoma.



3.8  Acknowledgements

This work was funded by a Collaborative Research and Development (CRD) grant
from the Natural Sciences and Engineering Research Council of Canada to BA
(NSERC; RDCPJ 445033-12). AV is a Fonds de recherche du Québec - Nature et
technologies (FRQNT) awardee. JP is a NSERC awardee.



3.9  Figures

A. 200 _ B. 500 -

o * HBMEC
] /

o HBMEC-sv40

us7

e

. 375

HBMEC-SV40
250+

Angiopep-2 binding (Arb. units)
o >
o o
®
Angiopep-2 uptake (Arb. units)

® usy 125

HBMEC

0 20 40 60 0 20 40 60
Time (minutes) Time (minutes)
Alexad488-An2

Lysotracker Merge

U87 glioblastoma HBMEC

HBMEC-SV40

Figure 3.1 Angiopep-2 cell surface binding, uptake, and intracellular
sorting in brain tumor cells and brain microvascular endothelial cells.

An2 binding (A) and uptake (B) experiments were performed with 250 nM of
AlexaFluor-488 labeled An2. Events were measured by flow cytometry. Data are
expressed as mean = SD. (C) Cells were incubated with Lysotracker Red DND-99
and An2-AF488, and fluorescence measured by confocal microscopy. Cellular
trafficking of An2 within lysosomes was monitored through a colocalization of
AF488 and Red DND-99.
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Figure 3.2 Hypoxia differentially modulates An2 binding, uptake, and
]

sorting between U87 and HBMEC.

Cells were incubated in an environment containing 20% O, (N) or 1% O (H) for 48h,
and transcript levels of VEGF (A) and GLUT! (B), two important hypoxia
biomarkers, were measured. An2 binding (C) and uptake (D) were assessed in U87,
HBMEC, and HBMEC-SV40 as described in the Methods section. LRP1 gene (E)
and protein (F) levels were assessed by qRT-PCR. Data present 3 or more
experiments and are expressed as mean + SEM.
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Figure 3.3  Differential gene expression of LRP1, HSPG, and Vpsl0p-D
between brain tumoral and brain endothelial cells.

U87, HBMEC, and HBMEC-SV40 were cultured as described in the Methods
section. Total RNA was extracted from the cells before being reverse transcripted into
cDNA, and then being analyzed by qRT-PCR using specific primer sequences. Data
present 3 or more experiments and are expressed as mean + SEM.
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Figure 3.4  Transcriptional impact of hypoxia on molecular players in An2
sorting in tumoral and endothelial cells.

U87 (A), HBMEC (B), and HBMEC-SV40 (C) were cultured under normoxic or
hypoxic conditions. Total RNA was extracted from the cells before being reverse
transcripted into cDNA, and then being analyzed by qRT-PCR using specific primer
sequences. Data present 3 or more experiments and are expressed as mean + SEM.
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Figure 3.5 Compartmentation of proteins having a role in An2 sorting.

Cell lines were cultured either under normoxia (20% O2) or hypoxia (1% O2). As
described in Methods section, cells were incubated with specific primary antibodies
tagged either with PE or AlexaFluor488 following the non-permeabilized cells
protocol or the permeabilized cells protocol. Compartmentalization of cell surface
receptors was measured by flow cytometry. A) U87 compartmentation of LRP1,
SDC2, SDC4 and Sortilin. B) HBMEC compartmentation of LRP1, SDC2, SDC4 and
Sortilin. Data present 3 or more experiments and are expressed by mean FL2A +
SEM. H: hypoxia; N: normoxia; N-P: non-permeabilized; P: permeabilized; SORT1
= Sortilin.
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Figure 3.6  Schematic impact of hypoxia on compartmentation of enhanced
sorting An2 proteins.

In endothelial cells, LRP1 and Sortilin are expressed at the cell membrane in
normoxic conditions, while Sortilin is overexpressed at the membrane under low
oxygen levels. In glioblastoma cells, SDC2 and SDC4 are expressed at the cell
membrane under high levels of O, but their pool is upregulated when oxygen is
depleted. LRP1 is highly express at the membrane of normoxic brain tumor cells, but
becomes even more expressed intracellularly under low oxygen tension.
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4.1 Avant-Propos

Les travaux présentés dans ce chapitre répondent au deuxiéme objectif de cette thése.
Le but était de mieux comprendre le réle de la protéine LRP1 dans la migration des
cellules HBMEC en réponse a la S1P. Cela nous a permis de caractériser le lien qui
existe entre la protéine LRP1 et la signalisation de la S1P via ses récepteurs couplés
aux protéines G. Les résultats montrent que la réponse migratoire des HBMEC i la
S1P est dépendante de LRP1 et de S1P3. De plus, nous avons identifié un caractére
adaptatif des cellules endothéliales conséquent a la répression stable de LRP1 in vivo

et in vitro.

J’ai contribué a la conception de 1’étude et a toutes les expériences et leurs analyses
subséquentes. Cyndia Charfi a mis au point les lignées cellulaires HBMEC-SV40 WT
et LRP17-. Sous ma supervision, Alain Zgheib a effectué les expériences de migration
cellulaire. Alain Zgheib était responsable de la colonie de souris. J’ai maintenu les
cellules en culture et j’ai procédé a I’isolation des cellules a partir des cerveaux de
souris. La rédaction de I'article, 'interprétation des résultats, le montage des figures,
’analyse statistique et les révisions finales du manuscrit ont été faits par moi-méme et
par le professeur Borhane Annabi. Les références de I’article sont présentées 4 la fin

de la thése dans la bibliographie générale.

Les résultats ont été présentés sous forme de communication orale ou par affiche dans

les congres suivants :

VEZINA A, Charfi C, Zgheib A, Annabi B. (2016) Adaptive mechanims upon LRP1
repression : Impact on sphingosine-1-phosphate-mediated signaling and migration of
brain endothelial cells. Congres Annuel de l’Association Américaine pour la
Recherche sur le Cancer (AACR) (Nouvelle-Orléans, Louisiane, Etats-Unis) Affiche
#3364.
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VEZINA A, Charfi C, Zgheib A, Annabi B. (2016) Mécanismes adaptatifs et impact
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4.2 Résumé

Le métabolisme des sphingolipides est associ€ a la transformation oncogénique et un
rble de la low density lipoprotein receptor-related protein (LRP1) a été démontré
dans la signalisation pro-angiogénique de la sphingosine-1-phosphate (S1P). Bien que
la S1P joue un rdle clé dans la perméabilité de la barriere hémoencéphalique (BHE),
sa signalisation interdépendante avec LRP1 dans les cellules endothéliales cérébrales
(Plateel, Teissier et Cecchelli) demeure peu connue. Nous émettons 1’hypothése que
des mécanismes adaptatifs altérant 1’axe LRP1/S1P soient requis dans les CEC
microvasculaires humaines (HBMEC) immortalisées par le virus SV40, un modéle
imitant le phénotype de I’endothélium tumoral cérébral. Des lignées de HBMEC-
SV40 réprimant LRP1 de fagon transitoire ou stable ont été générées et la diminution
de I’expression génique de la protéine de liaison activatrice/CCAAT B (C/EBPB), un
facteur transcriptionnel régulant I’expression des récepteurs de la S1P, a été observée
dans les cellules stables. Les processus de migration sont altérés et les récepteurs de
la S1P modulés par une répression stable de LRP1 in vivo dans des CEC isolées de
souris Lrpl (CE)” et in vitro dans les HBMEC LRP17. De plus, le récepteur S1P;3 est
nécessaire a la migration des HBMEC. Enfin, la surexpression de LRP1 rétablit la
réponse migratoire des HBMEC a la S1P, ainsi que les niveaux d’expression génique
de S1Ps. Collectivement, nos résultats mettent en évidence un phénotype adaptatif
liant LRP1 a la signalisation de la S1P, rendant possible le ciblage de I’axe de
signalisation LRP1/S1P a la BHE pour de futures stratégies thérapeutiques.

Mots clés : barriere hématoencéphalique, cellules endothéliales cérébrales, LRP1,
Sphingosine-1-phosphate, angiogenése.



4.3 Abstract

Switches in sphingolipid metabolism have recently been associated with oncogenic
transformation, and a role for the low density lipoprotein receptor related protein 1
(LRP1) in sphingosine-1-phosphate (S1P) proangiogenic signaling inferred. Although
S1P is a key determinant in blood-brain barrier (BBB) permeability, its signaling
crosstalk with LRP1 in brain endothelial cells (EC) remains unclear. Here, we
assessed whether any adaptive S1P/LRP] interdependence mechanisms are required
in SV40-immortalized human brain microvascular EC (HBMEC), a model which
closely mimics the brain tumor endothelium phenotype. Transient in vitro LRP1 gene
silencing and stable LRP1”* HBMEC were compared. We observed decreased
expression of CCAAT/enhancer binding protein B (C/EBPJ), a transcription factor
which multiple binding sites were found within the promoter sequences of all five
S1P receptor members, upon stable but not transient LRP1 repression. Chemotactic
migration of brain EC isolated from Lrp/(EC)” mice and of stable LRP17- HBMEC
became unresponsive to S1P, partly explained by altered ERK and p38 MAPK
pathways, whereas it remained unaltered upon transient in vitro LRP1 repression.
Adaptive diminished S1P1, S1P3, and S1P5 expressions were observed in stable
LRP17- HBMEC and in brain EC isolated from LrpI(EC)” mice. Overexpression of
LRP1 cluster IV rescued S1P-mediated cell migration through S1P3 transcription
increase in LRP17- HBMEC. Collectively, our study highlights an adaptive signaling
crosstalk between LRP1 and specific S1P receptors which could regulate the
angiogenic response of brain EC. Targeting of the SIP/LRP1 signaling axis at the
BBB may thus be envisioned in future therapeutic strategies.

Keywords: blood-brain barrier, brain endothelial cells, LRP1, Sphingosine-1-
phosphate, angiogenesis.



4.4 Introduction

Glioblastomas (GBM) are highly angiogenic tumours with important metabolic
reprogramming that enable them to efficiently use altered metabolic enzymes and
their oncogenic metabolites (Agnihotri et Zadeh, 2016). Reprogramming of
metabolism in cancer cells includes changes in the expression of genes that directly
control the rate of key metabolic pathways such as glycolysis, lipogenesis and
nucleotide synthesis, which are dysregulated upon the adaptation and progression of
tumor cells towards more aggressive phenotypes (Pavlova et Thompson, 2016).
While metabolic shifts, such as towards aerobic glycolysis known as the Warburg
effect, are relatively well characterized in the cancer cell compartment (Palsson-
McDermott et O'Neill, 2013), our knowledge concerning the adaptive mechanisms
taking place at the blood-brain barrier (BBB) and specifically within the

cerebrovascular endothelial cell (EC) compartment remains extremely limited.

Among the growth factors- and cytokines-mediated angiogenic cues released from
brain cancer cells and which impact the cellular functions of the BBB and of the
tumour microenvironment, sphingosine-1-phosphate (S1P) is a pleiotropic lipid
mediator regulating cell survival, migration, recruitment of immune cells,
angiogenesis, and lymphangiogenesis, all processes involved in cancer progression
(Pyne et al., 2012). A shift towards increased S1P synthesis is, in fact, observed in
GBM (Quint ef al., 2014), and results in tumor cell survival and resistance to
chemotherapy. High expression in sphingosine kinase (SphK), the enzyme
responsible for transforming sphingosine into S1P, was proved to correlate with poor
survival of patients with GBM (Van Brocklyn, 2007). Furthermore, the use of
maintenance therapy with a SphK inhibitor, in patients with GBM who had tumor
reduction or stable disease after therapy, has been investigated (Nagahashi et al.,
2014 ; Noack et al., 2014 ; Sordillo, Sordillo et Helson, 2016 ; Van Brocklyn et al.,

2005). Particularly, proliferation of GBM cell lines was decreased and apoptosis was
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increased under SphK inhibitor treatment (Van Brocklyn et al., 2005). It also has
been shown to be an efficient death inducer in vivo in murine and human GBM and to

enhance temozolomide treatment (Noack et al., 2014).

Metabolic reprogramming is also observed in response to increased cell proliferation
and growth and during high turmmover of cell cholesterol for membrane growth
(Munoz-Pinedo, El Mjiyad et Ricci, 2012). Cells requiring cholesterol for membrane
synthesis take up plasma LDL, the main cholesterol carrier in blood, via receptor-
mediated endocytosis (Goldstein et Brown, 2009). The latter is thought to involve
elevated LDL receptor levels in rapidly growing tumor cells (Firestone, 1994).
Overall, high expression of LDL receptors on numerous glioblastoma cells could
potentially be useful for targeting of antitumor agents (Maletinska et al., 2000).
Interestingly, LRP1 has been reported to serve as a receptor-mediated transcytosis
intermediate for drug delivery across the BBB by binding to the targeting ligand
Angiopep-2 (Gabathuler, 2010 ; Srimanee er al, 2016). Recently, switches in
sphingolipid metabolism have been associated with oncogenic transformation, and a
role for LRP1 in S1P proangiogenic signaling has been inferred. The existence of a
S1P/LRP1 signaling crosstalk remains however to be investigated. Moreover, LRP1
was identified to interact with the sphingolipid signaling complex and to promote
vascular development of vascular smooth muscle cells (Nakajima et al., 2014).
Among its modulation of transmembrane proteins, the molecular basis of LRP1’s
interaction with the sphingolipid signaling complex remains less well understood in

the context of brain tumor driven angiogenesis.

The purpose of this study was to examine whether any adaptive S1P/LRP1/S1P
receptors interdependence mechanisms is required in the regulation of brain EC
migration. We compared cell migration in response to S1P in cells with transienlty
silenced Lrp! to a stable sShRNA-mediated LRP17- human brain microvascular EC
model. We also analyzed the adaptive transcriptional crosstalk between LRP1 and
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specific S1P receptors in murine brain EC isolated from LrpI(EC)”" mice.
Collectively, our study will enable us to highlight whether any adaptive
transcriptional crosstalk links LRP1 to specific S1P receptors which account for S1P
signaling in brain EC. A better understanding of the S1P/LRP1 signaling axis at the
BBB may ultimately lead in the design of targeted anti-angiogenic strategies.



4.5 Material and methods
4.5.1 Materials

Sodium dodecylsulfate (SDS) and bovine serum albumin (BSA) were purchased from
Sigma (Oakville, ON). Electrophoresis reagents were from Bio-Rad (Mississauga,
ON). The enhanced chemiluminescence (ECL) reagents were from Perkin Elmer
(Waltham, MA). Micro bicinchoninic acid protein assay reagents were from Pierce
(Rockford, IL). The antibodies against phospho-ERK1/2 (4377), phospho-JNK
(9251), phospho-p38 MAPK (9211), ERK1/2 (9107), INK (9252), and p38 MAPK
(9212) were all purchased from Cell Signaling Technology (Danvers, MA). S1P and
lysophosphatidic acid (LPA) were from Sigma-Aldrich Canada.

4.5.2 Cell culture

The human brain microvascular endothelial cells (HBMEC) were immortalized by
transfection with simian virus 40 large T antigen and maintained their morphological
and functional characteristics for at least 30 passages (Greiffenberg er al., 1998).
HBMEC were maintained in RPMI 1640 (Gibco, Burlington, ON) supplemented with
10% (v/v) fetal bovine serum (FBS, HyClone Laboratories, Logan, UT), 10% (v/v)
NuSerum (BD Bioscience, Mountain View, CA), and EC growth supplement (30
pg/mL). Human Lrpl gene silencing within HBMEC was performed using the
pcDNATM6.2-GW/EmGFP-miR vector system where a specific human Lrpl-shRNA
was cloned (Hmi409872 top LRP1 and Hmi409872 bot LRP1; Invitrogen). Cells
were transfected with this construct or with the empty vector using the lipofectamine
reagent (Invitrogen) and selected 48 hours later with 6 pg/mL Blasticidin. Resistant
clones were isolated and the silencing of LRP1 expression was validated by Western
blot and qPCR. GFP-HBMEC and LRP1”- (GFP, clone 4.3)-HBMEC were
maintained in RPMI 1640 supplemented with 10% (v/v) FBS, 10% (v/v) NuSerum,
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EC growth supplement (30 pg/mL), and blasticidin S (12 pg/ml). Cells were cultured
at 37°C under a humidified atmosphere containing 5% COx.

4.5.3 Mouse brain endothelial cell isolation

All animal experiments were evaluated and approved by the Institutional Committee
for Good Animal Practices (UQAM, Montreal, QC). Genotyped C57/BL6 LrpI(EC)™
mice were obtained through breeding of Tie2-Cre LRP1 (B6;129S7-Lrp1™2He]) and
Tie2-Cre (B6.Cg-Tg(Tek-cre)'?/J) animals in which Cre recombinase expression is
driven by a mouse endothelial-specific receptor tyrosine kinase promoter/enhancer.
Recombinase activity results in the deletion of loxP flanked targets in the female
germline as well as in endothelial cells (Jackson Laboratories, Bar Harbor, MA). The
mouse brain EC isolation procedure was adapted from (Demeule et al., 2001 ; Lu ez
al, 2008 ; Wu, Hofman et Zlokovic, 2003). WT and LrpI(EC)” mice were
euthanized under COx:. Brains of 4 to 10 mice were removed by taking care to detach
the cerebellum, meninges and large vessels. The brains were rinsed in DMEM
containing 2% FBS then cut into small pieces of 1-2 mm?® and placed in tubes
containing DMEM-FBS. The brains were homogenized manually using a Potter, and
homogenates mixed with an equal volume of 31% (w/v) Dextran 70 and stirred for 20
minutes at 4°C. The mixes were ultracentrifuged at 10,000g for 20 minutes at 4°C.
The white and thick supernatant (myelin) was removed. The pellet was resuspended
in a 0.05% collagenase A solution (in PBS) before being incubated for 1 hour at
37°C. The solutions were then filtered on a 180 um Nitex filter and then filtered on a
30 um Nitex filter. The filtrates were centrifuged at 600g for 10 minutes at 4°C.

4.54 Cell migration assay

Cell migration assay experiments were carried out using the Real-Time Cell Analyzer
(RTCA) Dual-Plate (DP) Instrument of the xCELLigence system (Roche
Diagnostics). Cells were trypsinized and 20,000 cells/well were seeded onto CIM-
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Plates 16 (Roche Diagnostics). Isolated mice EC were seeded in the wells
immediately after their extraction. These migration plates are similar to conventional
Transwells (8 pm pore size), with gold electrode arrays on the bottom side of the
membrane to provide a real-time measurement of cell migration. Prior to cell seeding,
the underside of the wells from the upper chamber was coated with 25 pL of 0.15%
gelatin in PBS and incubated for 1 hour at 37°C. SIP or LPA were dissolved in
serum-free culture medium and added to the lower chamber. Cell migration was
monitored for 6 hours. The impedance values were measured by the RTCA DP
Instrument software and were expressed in arbitrary units as Normalized Cell

Migration Index. Each experiment was performed two times in duplicate.
4.5.5 Immunoblotting procedures

Cells were lysed in a buffer containing 1 mM each of NaF and Na3VOQs, and proteins
from control and treated cells separated by SDS—polyacrylamide gel electrophoresis
(SDS-PAGE). After electrophoresis, proteins were electrotransferred to
polyvinylidene difluoride membranes which were then blocked for 1 hour at room
temperature with 5% non-fat dry milk in Tris-buffered saline (150 mM NaCl, 20 mM
Tris—HCl, pH 7.5) containing 0.1% Tween-20 (TBST). Membranes were further
washed in TBST and incubated with the primary antibodies (1/1000 dilution) in
TBST containing 3% BSA and 0,05% NaNjs. The primary antibody was washed in
TBST and this was followed by a 1 hour incubation with horseradish peroxidase-
conjugated anti-mouse IgG (1/5000 dilution) in TBST containing 5% non-fat dry
milk. Immunoreactive material was visualized by enhanced chemiluminescence

(Amersham Biosciences, Baie d’Urfé, QC).
4.5.6 Transfection method and RNA interference

HBMEC were transiently transfected with an equimolar (20 nM) mixture of three
different human siRNA (Qiagen) against C/EBPf (Hs_CEBPB_4 FlexiTube siRNA:
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S100073640; Hs CEBPB_5 FlexiTube siRNA: SI102777292; Hs CEBPB 7
FlexiTube siRNA: S103058062) in order to achieve maximal gene repression. Single
siRNA sequences were used for LRP1 (Hs_LRP1_9 FlexiTube siRNA: SI05113192),
S1P1 (Hs_EDG1_1 FlexiTube siRNA: S100376201), S1P3 (Hs_EDG3_5 FlexiTube
siRNA: SI02757391) gene silencing or scrambled sequences (AllStar Negative
Control siRNA, 1027281) using Lipofectamine 2000 (ThermoFisher Scientific,
Burlington, ON). Specific gene knockdown was evaluated by qRT-PCR as described
below. The m4LRP1 cDNA plasmid was a king gift from Dr Guojun Bu (Washington
University School of Medicine, St Louis, MO).

4.5.7 Total RNA isolation, cDNA synthesis and real-time quantitative RT-PCR

Total RNA was extracted from HBMEC monolayers or from isolated mouse EC
using TriZol reagent (Life Technologies, Gaithersburg, MD). For cDNA synthesis, 1
pug of total RNA was reverse transcribed using a high capacity cDNA reverse
transcription kit (Applied Biosystems, Foster City, CA). Gene expression was
quantified by real-time quantitative PCR using SsoFastTM EvaGreen® Supermix
(Bio-Rad, Hercules, CA). DNA amplification was carried out using a CFX Connect
Real-Time System (Bio-Rad, Hercules, CA) and product detection was performed by
measuring binding of the fluorescent dye SsoFastTM EvaGreen® to double-stranded
DNA. The following QuantiTect human and mouse primers were obtained from
Qiagen (Valencia, CA): LRP1 (QT00025536), S1P1 (QT00208733), SI1P2
(QT00230846), S1P3 (QT00244251), S1P4 (QT01192744), S1P5 (QT00234178),
CEBPB (QT00237580), LRP1 (QT00155981), SI1P1 (QT00243628), S1P2
(QT00262773), S1P3 (QT00132160), S1P4 (QT00260141), S1P5 (QT00282744),
CEBPB (QT00320313). The relative quantities of target gene mRNA were compared
against human GAPDH (QT00079247) and PPIA (QT01866137) or mouse GAPDH
(QT01658692) and PPIA (QT00247709) internal mRNA controls, and were

measured by following a ACt method employing an amplification plot (fluorescence
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signal vs. cycle number) and obtaining a cycle threshold. The difference (ACt)
between the mean values in the triplicate samples of the target gene and those of
GAPDH and PPIA mRNAs were calculated by CFX ManagerTM Software version
3.1 (Bio-Rad, Hercules, CA) and the normalized expression (AACt) was quantified.

4.5.8 Statistical data analysis

Data are representative of three or more independent experiments. Statistical
significance was assessed using GraphPad Prism 5 software with Student’s paired t-

test. *P<(.05 was considered significant.



4.6 Results

4.6.1 C/EBPp contributes to S1P receptors transcriptionnal control in human

brain microvascular endothelial cells

The interconvertible bioactive sphingolipids sphingosine-1-phosphate (S1P) and
ceramide have profound effects on GBM cells, with S1P leading to cell survival,
proliferation and invasion (Van Brocklyn, 2007). Although current evidence supports
a role of S1P signaling at the BBB (Prager, Spampinato et Ransohoff, 2015), little is
known about the vascular plasticity and transcriptional adaptive mechanisms
involved upon oncogenic transformation (Don, Lim et Couttas, 2014). A better
understanding in cerebrovascular S1P receptors expression regulation and in S1P
receptor-mediated signaling pathways may offer potential anti-angiogenic therapeutic
targeting strategies for GBM. In order to predict the transcription factors binding sites
present within the promoter sequences of the five human S1P receptors known, we
used the Ensembl Genome Browser tool coupled to the PROMO algorithm
(Cunningham et al., 2015 ; Farre ef al., 2003 ; Messeguer ef al., 2002). Our in silico
screen of human brain microvascular endothelial cells (HBMEC) enabled us to
identify putative transcription factors binding sites with a dissimilarity rate of less
than 15% (Durasi ef al., 2011). Based on these findings, we extracted each promoter
sequence by annotating all transcription factor sequences with a 0% dissimilarity rate.
We noticed a high frequency of CCAAT/Enhancer binding protein B (C/EBPB)
regulatory sequences within all five receptors of S1P (Fig.4.1A), suggesting a crucial
role may be played by this transcription factor in regulating SIP receptors
transcription. Transient gene silencing of C/EBPp was performed and, indeed, shown
to significantly decrease S1P2, S1P3, and S1P5 gene expression, whereas that of
S1P1 remained unaffected (Fig.4.1B). S1P4 basal gene expression was undetectable
in HBMEC (data not shown).
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4.6.2 Adaptive decrease in C/EBPB gene expression is consequent to stable, but
not transient, LRP1 repression in human brain microvascular endothelial

cells

LRP1 was recently ascribed a role in angiogenesis, and an unexpected link between
lipoprotein receptor and sphingolipid signaling made with potential implications
towards tumor angiogenesis and inflammatory processes (Nakajima et al., 2014).
Given that LRP1 is highly expressed in human brain microvessels (Uchida ez al.,
2011), we next addressed whether any signaling crosstalk existed between LRP1 and
cerebrovascular S1P receptor transcriptional control that potentially involves
C/EBPB. Thus, LRP1 gene and protein expressions were either transiently (siLRP1)
repressed using siRNA approaches (Fig.4.2A), or stable HBMEC LRP17" KO cells
generated through shRNA strategies (Fig.4.2B). Both lead to very significant
decreases in LRP1 gene and protein expression as demonstrated through gqRT-PCR
and immunoblotting (Fig.4.2A and 4.2B, upper panels). While C/EBPf expression
was found unaltered in transient LRP1 repression (Fig.4.2A), a down-regulation of
C/EBPP was observed in HBMEC LRP1” (Fig.4.2B). This observation suggests that
long-term reprogramming mechanisms may be involved in C/EBPP transcriptional
regulation in HBMEC and consequent to constitutive LRP1 lack of function. Whether
adaptive responses upon LRP1 repression further impacted on SIP receptors-

mediated response was next explored.

4.6.3 Stable, but not transient, LRP1 repression prevents S1P-induced
HBMEC migration

Both LRP1 and S1P receptor-mediated molecular signaling are respectively known to
be involved in invasion and angiogenesis processes (Kozlova et al., 2015 ; Pi et al.,
2012 ; Takuwa et al., 2010). In order to investigate the molecular link between LRP1
expression and S1P receptor-mediated response, we assessed HBMEC’s real-time

migration using the xCELLigence system as described in the Experimental
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Procedures section. We found that HBMEC LRP1”- became unresponsive to S1P, as
compared to HBMEC LRP1%* (Fig.4.3A), whereas transient LRP1 gene silencing
(siLRP1) did not affect HBMEC responsiveness to SIP (Fig.4.3B). Chemotactic
response to lysophosphatidic acid (LPA), another natural bioactive lysophospholipid
which signals through defined GPCRs (Kihara, Mizuno et Chun, 2015), was found
unaffected (Fig.4.3A). Given that LRP1 stable repression altered C/EBPPB, a
transcription factor that regulates S1P receptor transcription (Fig.4.1A), we also
assessed the gene expression levels of S1P receptors S/P1, SIP2, SIP3, and SI1P5 in
cells with LRP1 stably repressed (HBMEC LRP17-). We found that S/P/ and SI/P3
expression were down-regulated, while that of S/P5 was not found significantly
altered and that of S/P2 tented to increase (Fig.4.3C). Altogether, the downregulated
S1P1I and SI1P3 receptors are therefore putative candidates which could explain why

S1P response is altered consequent to LRP1 constitutive repression.

4.6.4 Lack of response to S1P in endothelial cells isolated from brains of
Lrp1(EC)” mice

We next examined the impact of in vivo LRP1 repression on S1P-mediated migration
using isolated EC from brains of LrpI(EC)”" mice and compared it to EC isolated
from Wt-LrpI(EC) mice brains. Our in vivo data were found to closely match those
observed in vitro using our stable HBMEC LRP17 cell model with regards to S1P
stimulation. Brain EC isolated from LrpI(EC)” mice lacked LRP1 (Fig.4.4B), and
were also less responsive to S1P than were Wt cells (Fig.4.4A, upper panels).
Response to LPA was preserved between the Wt- and LrpI(EC)”- migration
(Fig.4.4A, lower panels). When S/P! and SIP3, those SIP receptors found to be
down-regulated in vitro upon LRP1 stable repression, were assessed only SI/P3
expression was significantly decreased (Fig.4.4C). Altogether, these in vivo results

strengthen the concept of crosstalk between LRP1 functions and S1P receptor-
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mediated signaling within an adaptive response to constitutive repression of LRP1.

Which specific signaling pathway involved was next investigated.

4.6.5 LRP1 modulation of S1P receptor-mediated signaling requires activation

of p38 MAPK and ERK downstream signaling pathways

Mitogen-activated protein kinases (MAPK) represent good candidates in the
downstream signaling of LRP1 and S1P because they both regulate multiple cellular
processes such as gene expression, proliferation, invasion and migration, metabolism
and apoptosis (Johnson et Lapadat, 2002). Western blot analysis of the
phosphorylation status of three major MAPK downstream signals was performed and
confirmed the involvement of p38 MAPK, ERK1/2, and JNK, in response to S1P-
mediated signaling as they were all maximally phosphorylated within ~10-20 minutes
(Fig.4.5A). When HBMEC LRP1” were stimulated with S1P, only JNK remained
phosphorylated while p38 MAPK and ERK1/2 phosphorylation status significantly
decreased (Fig.4.5B). Collectively, our data again suggest that adaptive mechanisms
take place in response to constitutively repressed LRP1 expression, which prevent
adequate MAPK pathways activation and which lead to HBMEC inability to migrate

under S1P stimulation.
4.6.6 S1P3 is required for proper S1P-mediated migration of HBMEC

S1P signaling is known to activate different pathways through its five receptors
leading to migration and angiogenesis (Takuwa ez al., 2010). Given that S/P/ and
S1P3 expression were initially found to be decreased upon the absence of LRP1, and
that HBMEC LRP17" were defective towards S1P chemotactic cell migration, we next
investigated which of the SIP1 or S1P3 receptor is involved in the repressed S1P-
mediated cell migration. Using transient siRNA gene silencing of S/PI/ and SIP3
(Fig.4.6B), we found that only S1P3 was required for HBMEC to migrate efficiently
(Fig.4.6A). Furthermore, we also observed that the p38 MAPK and ERK /2 signaling
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pathways were completely repressed when S/P3 was transiently silenced (Fig.4.6C)

demonstrating its importance for the angiogenic migration process of HBMEC.

4.6.7 Overexpression of LRP1 cluster IV upregulates S1P3 transcription and
restores S1P-mediated cell migration in HBMEC-LRP1--

In order to delineate the minimal LRP1 structural requirement necessary to ensure
adequate S1P-mediated response, we transfected and overexpressed recombinant
LRP1 cluster IV (m4LRP1) in HBMEC LRP17 cells. Recombinant m4LRP1 anchors
to the plasma membrane and provides access to a short intracellular cytoplasmic
domain (Jen et al., 2010). Transfection efficacy of the m4LRP1 cDNA plasmid was
confirmed (Fig.4.7A, grey bar), and found to rescue S1P-mediated cell migration in
HBMEC LRP17 (Fig.4.7B) to levels approaching those of Wt HBMEC LRP1. Given
constitutive repression of LRP1 lead to diminished S1P1 and S1P3 transcription, we
next questioned whether m4LRP1 overexpression would enable any transcriptional
control of these two genes. We found that, while S/P/ transcript levels remained low,
those of S1P3 were significantly rescued in m4LRP]-transfected HBMEC LRP1"-
cells (Fig.4.7C). This observation suggests that S1P3 is under the direct
transcriptional control of LRP1, whereas S1P1 possibly required an additional level

of control in addition to LRP1 itself,



4.7 Discussion

In the current study, we highlight an original signaling axis linking intracellular
domain capacity of LRP1 to regulate gene transcription to sphingolipid signaling
within the cerebrovascular compartment. More specifically, we identified the S1P
receptor S1P3 as an important downstream actor in the adaptive mechanisms
consequent to constitutive LRP1 expression lowering. Whether such metabolic
reprogramming involves alternate functions from LRP1 in ligand transport or
intracellular trafficking/endocytosis remains to be confirmed. LRP1 is known to
regulate signal transduction and to interact with other cell surface membrane
receptors such as PDGFRP and B2-integrins (Muratoglu ef al., 2010 ; Ranganathan et
al., 2011). How cell surface LRP1 regulates specific S1P receptors trafficking in
brain EC may further be envisioned, but is expected to be ruled out given that
transient LRP1 silencing did not alter brain EC response to S1P. Moreover,
overexpression of only a partial recombinant LRP1 encompassing its transmembrane
and intracellular domain was sufficient to reverse S1P lack of response and to rescue
SIP3 transcription. Through analysis of S1P receptors promoter sequence, we also
found several potential transcription factors binding sites possibly involved in the
regulation of S1P receptors gene expression. Among these, a C/EBPp regulatory
sequence was found to be repeatedly expressed within all five S1P receptors
promoter. Its transient silencing confirmed that it specifically regulated S/P2, S1P3,
and S1P5 transcription, whereas its expression was also significantly diminished in
EC which had LRP1 stably repressed. Collectively, our in vitro and in vivo evidence
clearly confirms that adaptive mechanisms, consequent to LRP1-mediated metabolic

reprogramming, alter brain EC angiogenic response.

Physiological cellular responses to S1P have been associated to angiogenic and pro-
inflammatory processes. In fact, SI1P can be heavily synthesized and secreted from

increased SphK activity, as observed within several solid tumour cancers, and able to
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trigger angiogenesis (Anelli ef al., 2008 ; Anelli et al., 2010). Given S1P can also be
released from platelets and immune cells such as monocyte-derived macrophages and
neutrophils (Baumruker, Bornancin et Billich, 2005), pro-inflammatory paracrine
signaling may also be triggered in order to promote cell death/survival signaling or
cell migration and proliferation (Hait e al., 2006). Incidentally, all these events can
take place within hypoxic tumour microenvironment. As such, low oxygen tension
was found to augment outgrowth of EC sprouting and directed migration in response
to S1P (Williams e al., 2015). Recently, the SphK/S1P signaling pathway was found
to elicit various cellular processes including cell proliferation, cell survival or
angiogenesis (Cuvillier et Ader, 2011). Hypoxia also upregulated LRP1 expression in
human vascular smooth muscle cells through HIF-1a induction (Castellano et al.,
2011). Combined targeting of either the SphK/S1P signaling or LRP1 functions may

thus represent an attractive strategy for therapeutic intervention in cancer.

Metabolic reprogramming is also associated with crucial S1P signaling which can
dictate stem cells differentiation status. In fact, SIP was found to reprogram
mesenchymal stem cells (MSC) towards osteogenic differentiation and to inhibit
adipogenic differentiation (Hashimoto er al., 2015). Interestingly, a Gi-dependent
S1P signaling was found to suppress C/EBPPB expression essential for adipogenic
differentiation (Hashimoto et al., 2015). Given we hypothesize that transcription of
all five S1P receptors is potentially regulated by C/EBPP, a transcription factor of the
basic-leucine zipper (bZIP) class having a role in the CNS, one may question the
possible retroactive mechanism involved in general physiological processes in EC
such as proliferation (Ramji et Foka, 2002), cell death and survival, energy
metabolism and inflammation (Pulido-Salgado, Vidal-Taboada et Saura, 2015).
Given stable repression of LRP1 lead to diminished C/EBPB expression and to
altered S1P-mediated HBMEC migration, our data suggest that the in vivo and in

vitro long term expression status of lipoprotein receptors such as LRP1 can lead an
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adaptive transcriptional machinery to impact on growth factors- and cytokines-

mediated signaling that controls EC migration and angiogenesis.

Pro-angiogenic intracellular signal transducing pathways can regulate cell migration
in a paracrine and autocrine manner (Devreotes et Horwitz, 2015). Among these, S1P
has been shown to require Rho small GTPases and PI3K pathway and to modify
cytoskeletal activity while paxillin/focal adhesion kinase (Pax/FAK) signaling
module triggers adhesion (Belvitch et Dudek, 2012). SI1P can also activate GPCRs
through Ras and Raf, subsequently activating MAPK pathways to potentially regulate
migration (Goldsmith et Dhanasekaran, 2007). Hence, we focused on MAPK
pathways since they are directly associated to migration process. We found that LRP1
was required for proper S1P-mediated ERK1/2 and p38 MAPK activation, but not
JNK. This evidence supports the fact that there is a signaling crosstalk involving
LRP1 and SIP in the migratory response which could represent a promising anti-
angiogenic target in HBMEC to prevent tumour neovascularization. Moreover, it has
been reported that MAPK pathways can modulate and phosphorylate C/EBPf for
further gene transcription (Wagner et Nebreda, 2009), confirming its role as a
candidate feedback transcription factor in differentially expressed S1P receptors in
HBMEC LRP17,

HBMEC were found to only express four of the five S1P receptors transcripts. When
differential gene expression profiling was performed between transient and stable
LRP1 knockdowns, in vitro and in vivo LRP1 silencing strategies both lead us to
conclude that S1P3 was the lead S1P receptor involved in the altered adaptive
response to S1P upon LRPI repression. Among the strongest evidence regarding
LRP1’s role in regulating S/P3 transcription was provided upon overexpression of
LRP1 cluster IV (m4LRP1). Accordingly, constitutive cell surface anchoring of a
transmembrane and cytoplasmic domain of LRP1 was found to significantly rescue

S1P3 transcript levels. Given previous observations have put forward a role for S1P1
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and S1P3 in the chemotactic vascular migration towards S1P (Waeber, Blondeau et
Salomone, 2004), this suggests that migration can mostly be activated through the Gi
and possibly Gizi3 signaling consistent with a decreased in ERK and p38
phosphorylation.

Regulation of LRP1 expression and function during oncogenic transformation may
also be performed through alternate mechanisms. For instance, the membrane type-1
matrix metalloproteinase MT1-MMP, highly expressed in several cancers (Itoh,
2015), has been shown to cleave LRP1 at the cell surface as this is believed to result
in increased invasive phenotype through increase in global ECM hydrolytic activity
(Selvais et al., 2011). In fact, high expression of MT1-MMP has been correlated with
decreased expression of LRP-1 in advanced stages of Wilms tumours (Desrosiers et
al., 2006). Whereas shedding of the extracellular domain of LRP1 has been reported
to impact on its extracellular domain and to functionally decrease the recycling of
LRP] ligands (Emonard et al., 2014), the functions of the remaining LRP1
transmembrane and cytoplasmic domains may however still be unaltered and
sufficient in transducing S1P-mediated signaling. Interestingly, an MT1-MMP/S1P
signaling crosstalk was also recently documented in bone marrow stromal cells
(Annabi et al., 2003b ; Meriane et al., 2006), glioblastoma cells (Fortier et al., 2008),
and CD133+ glioblastoma stem cells (Annabi ef al., 2009). Whether LRP1 modulates
any of this signaling remains to be confirmed. Pharmacological inhibition of S1P
signaling was also found to inhibit differentiation of promyelomonocytic leukemia
cells by EGCG (Chokor, Lamy et Annabi, 2014), an anti-angiogenic and anti-
inflammatory green tea-derived catechin very well documented to inhibit MT1-MMP
catalytic and signaling functions (Annabi er al., 2002 ; Zgheib, Lamy et Annabi,
2013).

In conclusion, our study provides evidence for significant angiogenic reprogramming

consequent to long term adaptive mechanisms taking place within cerebrovascular
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EC and upon LRP1 repression. Targeting of the LRP1/S1P signaling axis at the BBB
should be considered in future antiangiogenic therapeutic strategies. S1P receptors
expression could also hold promise as new cerebrovascular biomarkers in the design

and development of targeted new drugs.
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4.9 Footnotes

The abbreviations used are : BBB, blood-brain barrier; C/EBPB, CCAAT/enhancer
binding protein B; EC, endothelial cells; GBM, glioblastoma; HBMEC, human brain
microvascular endothelial cells; LPA, lysophosphatidic acid; LRP1, low density
lipoprotein receptor related protein 1, MAPK, mitogen-activated protein kinases;
MSC, mesenchymal stem cells; MT1-MMP, membrane type-1 matrix

metalloproteinase; SphK, sphingosine kinase; S1P, sphingosine-1-phosphate.
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Figure 4.1 C/EBPP contributes to S1P receptors transcriptional control in
human brain microvascular endothelial cells.

A) Presence and frequency of various transcription factors binding sites within
promotor sequences of all five SI1P receptors were obtained as described in the
Methods section. Each transcription factor regulatory sequences with a dissimilarity
rate of 0% was grouped. C/EBPP potential binding sites (highlighted in gray) were
the most present in all five S1P receptors promoters. B) Transient gene silencing of
C/EBPB (siC/EBPB, black bars) was performed in transfected HBMEC using specific
siRNA as described in the Methods section, and gene expression of C/EBPB, S1PI,
S1P2, S1P3, S1P5 assessed by qQRT-PCR (S1P4 is not expressed in HBMEC, not
shown). Normalized gene expression over GAPDH and PPIA is shown with the
means + SEM of at least three independent experiments. *P<0,05.
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Figure 4.2 Adaptive decrease in C/EBPP gene expression is consequent to

stable, but not transient, LRP1 repression in human brain microvascular
endothelial cells.

LRP1 silencing was performed in HBMEC either A) transiently (siLRP1), or B)
stably (LRP17") as described in the Methods section. LRP-1 and C/EBPP gene
expression levels were assessed by qRT-PCR, whereas LRP-1 protein expression was
assessed by Western Blot as described in the Methods section.
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Figure 4.3  Stable, but not transient, LRP1 repression prevents S1P-induced
HBMEC migration.

Cells were seeded into the chambers of an xCELLigence system as described in the
Methods section. Cells were then primed with either vehicle (0.1% MeOH for the
S1P stimulations, or 0.1% PBS-BSA for LPA stimulations), 1 uM S1P or 2 uM LPA.
Migration was measured in real-time for 6 hours. A) Migration of HBMEC
expressing LRP1 (LRP1%*) and HBMEC where LRP1 was stably repressed (LRP17")
was performed in the absence (open circles) or presence of SIP/LPA (closed circles).
B) Transient control (siScrambled) or LRP1 (siLRP1) gene repression was performed
in HBMEC as described in the Methods section. Migration was assessed in response
to vehicle (Control, open circles) or 1 pM S1P (closed circles). C) Gene expression
levels of LRPI, SIP1, SIP2, SIP3 and SI1P5 were assessed by gRT-PCR in LRP1**
(white bars) and LRP17 (black bars) HBMEC. Normalized gene expression over
GAPDH and PPIA is shown with the means + SEM of at least three independent
experiments. *P<(,05.
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Figure 4.4 Lack of response to SIP in brain endothelial cells isolated from

LrpI(EC)"- mouse.

A) Endothelial cells were isolated from (LrpI(EC) Wt) or LRP1-deficient (LrpI(EC)
") mice brains as described in the Methods section, then seeded into the chambers of
the xCELLigence system. Cell migration was then monitored in response to vehicle
(0.1% MeOH for the S1P stimulations, or 0.1% PBS-BSA for LPA stimulations), 1
puM S1P or 2 uM LPA. B). Immunobloting of cell lysates was performed to detect
LRP1 expression in the endothelial cells from both animal models. Coomassie blue
staining was performed to show equal loading of proteins. C) Gene expression levels
of LRPI, S1P1, and SIP3 were assessed by qRT-PCR in LrpI(EC) Wt (white bars)
and LrpI(EC)” (black bars) HBMEC. Normalized gene expression over GAPDH and
PPIA is shown with the means = SEM of at least three independent experiments.
*P<0,05.
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Figure 4.6 S1P3 is required for proper S1P-mediated signaling and
migration of HBMEC.

A) Transient control (siScrambled), S1P1 (siS1P1), or S1P3 (siS1P3) gene silencing
was performed in HBMEC as described in the Methods section. Cells were left to
recuperate for 24 hours, seeded into the chambers of the xCELLigence system, and
primed with either vehicle (0.1% MeOH, control open circles) or 1 uM S1P (closed
circles). Migration was measured in real-time for 6 hours. B) Validation and efficacy
of S1P1 (black bars) and S1P3 (grey bars) gene silencing was performed by qRT-
PCR. Normalized gene expression over GAPDH and PPIA is shown with the means
+ SEM of at least three independent experiments. *P<0,05. C) Phosphorylation status
of p38 and of ERK1/2 was performed by immunoblotting upon a 10 minutes S1P
treatment in cell lysates.
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Figure 4.7 Overexpression of m4LRP1 (cluster 4) upregulates S1P3
transcription and restores S1P-mediated cell migration in HBMEC-LRP1*,

A) Stable LRP1-repressed HBMEC (LRP17) were transiently transfected with
pcDNA or a cDNA plasmid encoding LRP1 cluster IV (m4LRP1) as described in the
Methods section. LRP1 gene expression was performed by qRT-PCR. In parallel,
LRP”- HBMEC were either transfected with pcDNA or m4LRP1 and B) real-time cell
migration assessed in response to vehicle (Control, open circles) or SIP (closed

circles) with an xCELLigence system, or C) S/P] and SIP3 gene expression assessed
by qRT-PCR.
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5:l Avant-propos

Les travaux présentés dans ce chapitre répondent au troisiéme objectif de cette these.
Le but était de caractériser la signalisation régissant la ciliogenése dans les MSCs en
réponse au stimulateur pro-inflammatoire TNFa. Les résultats montrent I’implication
de la voie NF-kB. Nous avons aussi identifié un réle spécifique de la voie
TNFo/TNFR/NF-kB grace a |’utilisation d’un antagoniste du récepteur au TNFa, la

progranuline.

J’ai contribué a la conception de I’étude et a toutes les expériences et leurs analyses
subséquentes. Eric Vaillancourt-Jean a fait les expériences pour la figure 4 et a
contribué aux expérimentations de la figure 1. Stéphanie Albarao a contribué a la
validation des transfections transitoires de siRNA apparaissant a la figure 5. La
rédaction de l'article, I'interprétation des résultats, le montage des figures, ’analyse
statistique et les révisions finales du manuscrit ont été faits par moi-méme et par le
professeur Borhane Annabi. Les références de I’article sont présentées a la fin de la

thése dans la bibliographie générale.

Les résultats ont été présentés sous forme de communication orale ou par affiche dans

les congrés suivants :

VEZINA A, Annabi B. (2014) Impact de I’inflammation sur la ciliogénese des
cellules souches mésenchymateuses : contribution de la voie de signalisation NFxB.
82¢ congreés de I’ACFAS (Montréal, QC, Canada) Oral #5, Session Cancer : Biologie

et aspect humain.

VEZINA A, Vaillancourt-Jean E, Annabi, B. (2014) NF-kB signaling regulates the
cell surface expression of the primary cilium in tumor necrosis factor-o-treated
mesenchymal stromal cells. Journée scientifique du GEPROM 2014 (Montréal, OC,
Canada). Affiche #21.



5.2 Résumé

Le cil primaire a longtemps été considéré comme un vestige de I’évolution des
organismes eucaryotes. Depuis quelques années, il est réputé avoir un réle dans la
transduction du signal intracellulaire, la croissance cellulaire et dans la différenciation
des cellules souches. Le cil primaire est une organelle ancrée a la surface cellulaire
dont I’expression est abolie dans les cellules cancéreuses et durant I’adaptation des
cellules souches mésenchymateuses (MSC) a des faibles niveaux d’oxygéne. Sachant
que la signalisation proinflammatoire est une caractéristique importante dans la
progression tumorale, nous émettons 1’hypothése que la signalisation qui module
I’expression du cil primaire passe par une voie NFkB dépendante de I’activation par
la cytokine proinflammatoire, TNFa. L’expression du cil primaire dans les MSC est
diminuée par le TNFa et cela est indépendant de I’expression de la protéine de
transport flagellaire, IFT88. La progranuline, un antagoniste du récepteur au TNFa,
prévient cette répression. Cela est médié par la voie signalétique NF«kB et requiert les
kinases d’IxB (o, P et y) ainsi que la sous-unité p65 composant I’hétérodimére NFxB
responsable de la transcription. En conclusion, nos résultats montrent que le cil
primaire représente un biomarqueur potentiel dans la capacité des MSC a s’adapter a
un environnement inflammatoire. Des nouvelles thérapies pourraient cibler la
ciliogénése dans la prévention du développement des processus tumoraux impliqués
dans la transformation des MSC.

Mots clés : Inflammation, cellules souches mésenchymateuses, NF-kB, cil primaire



53 Abstract

The primary cilium is a cell surface-anchored sensory organelle which expression is
lost in hypoxic cancer cells and during mesenchymal stromal cells (MSC) adaptation
to low oxygen levels. Since pro-inflammatory cues are among the early events which
promote tumor angiogenesis, we tested the inflammatory cytokine tumor necrosis
factor (TNF)-a and found that it triggered a dose-dependent loss of the primary cilia
in MSC. This loss was independent of IFT88 expression, was abrogated by
progranulin, an antagonist of the TNF receptor and required the NF-kB signaling
intermediates IkB kinase o, B, and y, as well as NF-xB p65. These findings
strengthen the concept that the primary cilium may serve as a biomarker reflecting the
tumor supporting potential of MSC and their capacity to adapt to hypoxic and pro-
inflammatory cues.

Key words: Inflammation, mesenchymal stromal cells, NF-xB, primary cilium
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The primary cilium is an immotile microtubule-based organelle anchored to the
membrane of most human cells (Wheatley, Wang et Strugnell, 1996). Originally
believed to be an artifact of evolution with very little physiologic purpose, it is now
clear that the primary cilium bears important signaling and sensory functions
(Gardiner, 2005). Mechanosensation, photosensation, chemosensation, calcium level
regulation, lefi-right patterning asymmetry in embryonic development and
intercellular communication are all crucial physiologic events in which primary cilia
are involved (Nonaka ef al., 2002 ; Ramamurthy et Cayouette, 2009 ; Resnick et
Hopfer, 2007 ; Roepman et Wolfrum, 2007). The primary cilia also represent an
important gateway in cell signaling, providing the extracellular matrix (ECM)
components and growth factors with access to several receptors (Davenport et Yoder,
2005). Bearing such important roles, dysfunction or dysgenesis of the primary cilia
leads to ciliopathies such as polycystic kidney disease, nephronophthisis, Joubert
syndrome and Meckel-Gruber syndrome (Badano ef al., 2006). While most of healthy
human cells express primary cilia, cancer cells have been reported to express very
low or undetectable levels of the cilia (Moser, Fritzler et Rattner, 2009 ; Yuan ef al.,
2010). How ciliogenesis is regulated by procarcinogenic stimulation or within a

tumor-associated pro-inflammatory microenvironment remains poorly understood.

A number of cell signaling pathways associated with tumor cell growth, particularly
the Hedgehog and Wnt pathway, are modulated following ablation of cilia (Wong et
al., 2009). Several studies reported that cilia removal activated GLI2, a known
effector of the Hedgehog mitogenic pathway, leading to repression of the P16 tumor
suppressor (Bishop ef al., 2010 ; Han et al., 2009 ; Humke ef al., 2010). Moreover,
ciliogenesis seems to depend on cell cycle status, as it has been observed that primary
cilium expression only occurs in non-proliferating cells, again supporting the

hypothesis that highly proliferative cancer cells do not display this organelle
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(Quarmby et Parker, 2005). Several other proliferating and ciliated cell types have
been reported, suggesting a complex regulation of ciliary assembly depending on the
cell’s signaling needs and according to the cell cycle status (Seeley et Nachury,
2010). Among these cell types, bone marrow-derived mesenchymal stromal cells
(MSC) express primary cilia although ciliogenesis was abrogated when MSC were
cultured in hypoxic conditions approximating those oxygen levels found within solid
tumors (Proulx-Bonneau et Annabi, 2011). There is growing interest in MSC’s
immunomodulatory properties and links to cancer (Djouad et al., 2003 ; Studeny et
al., 2002), and MSC were found to migrate and engraft within the tumor hypoxic and
inflammatory microenvironment where they express and secrete cytokines that trigger
angiogenesis (Annabi er al., 2004 ; Marigo et Dazzi, 2011 ; Yen et Yen, 2008 ;
Zgheib et al., 2013).

To date, no molecular links have been established between inflammation and
ciliogenesis, and it is unknown whether ciliogenesis is regulated by inflammatory
cues. As tumor-associated inflammation is, in part, triggered through the pro-
inflammatory cytokine tumor necrosis factor (TNF)-o/TNF receptor (TNFR)
signaling pathway (Viatour et al, 2005), we therefore questioned whether
ciliogenesis is affected by TNF-a treatment and whether this required any TNFR
downstream signaling. In the current study, we report that TNF-a triggers the loss of
primary cilium expression and that this occurs through a TNFR-mediated NF-xB
signaling with an absolute requirement for the IkB kinase (IKK) family.



5.5 Material and methods
5.5.1 Materials

Murine progranulin and murine tumor necrosis factor (TNF)-o were from EMD
Millipore (Gibbstown, NJ), sodium dodecylsulfate (SDS) and bovine serum albumin
(BSA) were purchased from Sigma (Oakville, ON). Electrophoresis reagents were
purchased from Bio-Rad (Mississauga, ON). The enhanced chemiluminescence
(ECL) reagents were from Perkin Elmer (Waltham, MA). Micro bicinchoninic acid
protein assay reagents were from Pierce (Rockford, IL). The polyclonal antibody
against IkB was purchased from Cell Signaling (Danvers, MA). The goat anti-
IFT88/Polaris antibody was from MyBioSources (San Diego, CA). Dilutions of
1:1,000 was used for immunoblotting, and 1:200 for immunofluorescence. The Alexa
Fluor 488 donkey anti-goat IgG antibody was from Molecular Probes (Grand Island,
NY). The mouse antiacetylated tubulin antibody (clone 6-11B-1) and the anti-mouse
Red-X secondary antibody for immunofluorescence were purchased from Invitrogen
(Carlsbad, NM). The monoclonal antibody against GAPDH was from Advanced
Immunochemical Inc. (Long Beach, CA). Horseradish peroxidase-conjugated donkey
anti-rabbit and anti-mouse IgG secondary antibodies were from Jackson
ImmunoResearch Laboratories (West Grove, PA). All other reagents were from
Sigma-Aldrich Canada.

5.5.2 Cell culture

Bone marrow-derived MSC were isolated from the whole femur and tibia bone
marrow of C57BL/6 female mice; cells were cultured and characterized as previously
described (Annabi ef al., 2003a). Analysis by flow cytometry, performed at passage
14, revealed that MSC expressed CD44 yet were negative for CD45, CD31,
KDR/flkl (VEGF-R2), flt-4 (VEGF-R3) and Tie2 (angiopoietin receptor) (data not
shown). Wild-type (WT) or mutant murine embryonic fibroblasts (MEF) IKKa-/- (Hu



140

et al., 1999), IKKB-/- (Li et al., 1999), and IKKy/Nemo-/- (Makris et al., 2000) were
described previously and were kindly provided by Dr Terence Dermody (Vanderbilt
University, USA).

5.5.3 Immunofluorescence

MSC were grown on coverslips to 60% confluence and then treated for 18 hours.
Cells were then incubated in 10% formalin phosphate buffer for 20 minutes, followed
by incubation in permeabilization buffer (0.5% triton X-100 in PBS) for 5 minutes
and then blocked in 1% BSA in PBS. The coverslips were incubated 1 hour with a
monoclonal anti-acetylated tubulin antibody 1:200 in 3% BSA, 0.5% NaN3 solution
in PBS (antibody solution). After three PBS washes, the cells were further incubated
for 1 hour with 10 mM DAPI and anti-mouse Red-X 1:200 in antibody solution. The
coverslips were then washed 3 times in PBS and laid down on microscope slides
using ProLong Gold Antifade Reagent from Invitrogen (Carlsbad, NM). The samples
were viewed under a fluorescence microscope using Northern Eclipse software
(Empix Imaging Inc.) with labeled acetylated tubulin in red and DAPI-stained
nucleus in blue. Three random fields were acquired for each condition and analyzed
with the Image J software (NIH). The expression ratio of acetylated tubulin antibody-

labeled cells (primary cilium) over DAPI stained nucleus (total cells) was calculated.
5.5.4 Immunobloting procedures

Proteins from control and treated cells were separated by SDS—polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE). After electrophoresis, proteins were electrotransferred
to polyvinylidene difluoride membranes which were then blocked for 1 hour at room
temperature with 5% non-fat dry milk in Tris-buffered saline (150 mM NaCl, 20 mM
Tris-HCI, pH 7.5) containing 0.3% Tween-20 (TBST). Membranes were further
washed in TBST and incubated with the primary antibodies (1/1,000 dilution) in

TBST containing 3% bovine serum albumin, followed by a 1 hr incubation with
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horseradish peroxidase-conjugated anti-rabbit or anti-mouse IgG (1/2,500 dilution) in
TBST containing 5% non-fat dry milk. Immunoreactive material was visualized by

enhanced chemiluminescence (Amersham Biosciences, Baie d’Urfé, QC).
5.5.5 Transfection method and RNA interference

MSC were transiently transfected with 20 nM murine siRNA (Qiagen) against NF-xB
p50 (Mm_Nfkb 2 Flexitube siRNA, SI01326990) or NF-xB p65 (Mm_Rela 2
Flexitube siRNA, S101399622) or scrambled sequences (AllStar Negative Control
siRNA, 1027281) using Hiperfect (Qiagen). Specific gene knockdown was evaluated
by qRT-PCR as described below. Small interfering RNA and mismatch siRNA were

synthesized by Qiagen and annealed to form duplexes.
5.5.6 Total RNA isolation, cDNA synthesis, and quantitative real-time PCR

Total RNA was extracted from MSC monolayers using TriZol reagent (Life
Technologies, Gaithersburg, MD). For cDNA synthesis, 2 pg of total RNA were
reversetranscribed using a high capacity cDNA reverse transcription kit (Applied
Biosystems, Foster City, CA). cDNA was stored at -80°C prior to PCR. Gene
expression was quantified by real-time quantitative PCR using iQ SYBR Green
Supermix (Bio-Rad, Hercules, CA). DNA amplification was carried out using a CFX
Connect Real-Time System (Bio-Rad, Hercules, CA) and product detection was
performed by measuring binding of the fluorescent dye SsoFast EvaGreen to double-
stranded DNA. The following QuantiTect murine primer sets were obtained from
Qiagen (Valencia, CA): NF-xB p50NF-kB1 (QT00154091) and NF-xB p65RelA
(QT00149415). The relative quantities of target gene mRNA were compared against
murine GAPDH and B-Actin internal mRNA controls, and were measured by
following a ACT method employing an amplification plot (fluorescence signal vs.
cycle number). The difference (ACT) between the mean values in the triplicate
samples of the target gene and those of GAPDH and B-actin mRNAs were calculated
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by iQS5 Optical System Software version 2.0 (Bio-Rad, Hercules, CA) and the relative
quantified value (RQV) was expressed as 2-ACT.

5.5.7 Analysis of cell cycle by flow cytometry

Distribution of MSC throughout the cell cycle was assessed by flow cytometry
(Currie et al., 2007). Serum-starving preparation was performed prior to analysis and
therefore the cell populations were synchronous prior to TNF-a treatment. Cells were
harvested by gentle scraping, pelleted by centrifugation, washed with ice-cold
PBS/EDTA (5 mM), then resuspended in 1 volume PBS/EDTA and fixed with 100%
ethanol overnight. Three volumes of staining solution, containing propidium iodine
(P1, 50 pg/ml) and DNAse-free RNAse (20 pg/ml), were added. The fraction of the
population in each phase of the cell cycle was determined as a function of the DNA
content using a Becton Dickinson FACS Calibur flow cytometer equipped with
CellQuest Pro software.

5.5.8 Statistical data analysis

Data are representative of three or more independent experiments. Statistical
significance was assessed using Student’s unpaired #-test Probability values of less
than 0.05 were considered significant and an asterisk (*) identifies such significance

in the figures.



5.6  Results
5.6.1 TNF-a abrogates primary cilia expression in mesenchymal stromal cells.

The pro-inflammatory cytokine TNF-a was first evaluated for its capacity to affect
primary cilium expression. MSC were cultured on coverslips for immunofluorescence
and serum starved in the presence of increasing concentrations of TNF-a for 18
hours. The resulting slides were incubated with the anti-acetylated tubulin antibody
and nuclei were stained with DAPI. The number of cells expressing a primary cilium
was visualised using fluorescent microscopy (Fig.5.1A) and assessed in three
different random fields for each condition. We observed that the primary cilium was
expressed in more than 80% of MSC (Fig.5.1B, control) and that TNF-a dose
dependently repressed ciliogenesis reaching ~90% inhibition at 10 ng/ml (Fig.5.1B).
This effect of TNF-a was accompanied by a decrease in IkB expression (Fig.5.1C)
and similarly reached a maximal effect at 10 ng/ml (Fig.5.1D).

5.6.2 TNF-o-mediated cilia loss does not alter cell cycle phases and IFT88

nuclear expression.

Loss of primary cilia function is thought to be linked to proliferative diseases and to
cell cycle (Kee et Verhey, 2013). Among components of mammalian intraflagellar
components, the intraflagellar transport protein 88 homolog (IFT88) is essential for
ciliogenesis and has been ascribed regulating functions in G1/S transition (Robert et
al., 2007). We next assessed the effect of TNF on cell cycle phases, and whether the
TNF-mediated loss of acetylated tubulin expression also altered IFT88 expression.
We found that increasing concentrations of TNF-a did not alter cell cycle phases as
no significant difference was observed between control and TNF-treated cells in
GO0/G1, G2/M, and S phases (Fig.5.2A). While COX-2 increased in response to TNF-
a treatment in cell lysates, that of IFT88 and of GAPDH remained unchanged

(Fig.5.2B). IFT88 nuclear expression also remained unaffected, and no co-
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localization of IFT88 with acetylated tubulin was observed within our cell model and
under our experimental settings (Fig.5.2C) suggesting that TNF-mediated loss of the

primary cilium is independent of IFT88 expression.
5.6.3 Progranulin reverses TNF-o-mediated cilia loss.

In order to address whether this primary cilia loss required TNF-a binding to its
receptor TNFR, we next treated MSC with TNF-a, the TNFR antagonist progranulin,
or a combination of both and visualized primary cilium expression (Fig.5.3A). While
progranulin itself was ineffective, TNF-o significantly decreased ciliogenesis, and
this effect was reversed by progranulin (Fig.5.3B). This indicates that TNF-a required
interaction with its receptor TNFR in order to transduce the downstream signaling

that ultimately led to ciliogenesis disruption.
5.6.4 IKKSs are required for TNF-a-mediated cilia loss.

In an attempt to elucidate the NF-kB signaling axis required to transduce TNF-q-
mediated inhibition of ciliogenesis, wild-type mouse embryonic fibroblasts (MEF)
and MEF mutants for IKKa™, IKKB”, and IKKy™” were used. Cells were cultured on
coverslips for immunofluorescence and serum-starved in the presence of TNF-a for
18 hours. The resulting slides were immunolabeled for acetylated tubulin, nucleus-
stained with DAPI and visualised with a fluorescence microscope (Fig.5.4A). The
number of primary cilia was counted in three different random fields for each
condition. Similar to what was found in MSCs, TNF triggered cilia disappearance in
up to 40% of the cells in the wild type condition, suggesting similar mechanisms of
action are found in both murine cell lines. However, deficiency in any of the IKK
family members significantly reversed the TNF effect (Fig.5.4B). These results
suggest that TNF-mediated NF-xB activation is required for cilia loss and that the

IxB kinases are essential in this mechanism.
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5.6.5 Gene silencing of NF-xB p65, but not of NF-kB p50, abrogates the TNF-

a-mediated decrease in ciliogenesis.

TNF-a-mediated activation of the IKK complex leads to the phosphorylation of IxB
and subsequent degradation via the proteasome pathway as observed in Fig.5.1D.
This process is known to release the heterodimer p50/p65, allowing it to translocate
to the nucleus where it binds to specific kB sites (Viatour et al., 2005). We therefore
used gene silencing strategies to reduce either NF-kB p50 or NF-kB p65 murine
genes in MSC, then treated the cells with or without TNF-a. Initially, total RNA was
extracted and gene silencing efficacy found to typically range between 65-82%
(Fig.5.5B). When expression of the primary cilium was evaluated (Fig.5.5A), only
the NF-xB p65 silencing prevented TNF-o from decreasing ciliogenesis (Fig.5.5C).
This observation suggests that NF-kB p65 acts as the primary ciliogenesis repressor

in the TNF-mediated signaling axis.



Sh ) Discussion

The link between inflammation and cancer is well recognized, but current research
still continues to reveal new intricate mechanisms by which they cooperate (Balkwill
et Mantovani, 2001 ; Mantovani et al., 2008). In fact, the tumor inflammatory and
hypoxic microenvironment results in conditions that trigger carcinogenic processes
where the NF-kB signaling axis is thought to play a critical role (Viatour ef al., 2005).
In support, the oncogenic-related hypoxia condition has been shown to downregulate
ciliogenesis in MSC, in part through the Wnt/HIF-1 signaling axis (Proulx-Bonneau
et Annabi, 2011). In the current study, we further provide evidence that cells exposed
to TNF-a-mediated inflammatory stimulation also tend to lose their primary cilia
through NF-kB-mediated signaling with crucial contributions from the IKK family
members and NF-xB p65. Altogether, the above combined hypoxic and inflammatory
cues provide molecular evidence that support MSC oncogenic transformation

capacity as reflected by their loss of the primary cilium biomarker.

Considering that most neoplastic tissues lack expression of the primary cilium and
that MSC possess the capacity to migrate and transform within hypoxic and
inflammation-prone sites of injury, it is tempting to consider monitoring ciliogenesis
in pathologic conditions. It would be of interest to assess primary cilia expression in a
variety of cancer cell lines in order to better understand its importance in tumorigenic
conditions. In addition to primary cilium expression, several MSC biomarkers have
been linked to the tumour-initiating phenotype of primary glioblastomas which
express mesenchymal stem-like properties (Tso et al., 2006). Interestingly,
downregulation of the primary cilium in MSC was found to specifically inhibit their
differentiation along the osteogenic and adipogenic, but not chondrogenic lineage
(Tummala, Amsdorf et Jacobs, 2010). Whether such cell differentiating processes,
consequent to the loss of the primary cilia, are also differentially regulated in MSC

transformation upon hypoxic and inflammatory cues remains to be investigated given
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IFT88 expression was found unaffected by TNF-a in our cell system model. In
support to our current study, neuroinflammation consequent to massive infiltration
and activation of macrophages triggered IKK/NF-kB-mediated signaling and was
found to impair ependymal ciliogenesis (Lattke ef al., 2012). Recent evidence further
supports the view that loss of the primary cilium occurs upon carcinogenic
stimulation. As such, human renal proximal tubular epithelial cells treated with
carcinogens such as ochratoxin A and potassium bromate resulted in the loss of the
primary cilium (Radford er al., 2012). In addition, cilia were found to be
predominantly lost in renal cell carcinomas compared to tissue of the tumor
parenchyma, suggesting that ciliary loss is a common process in renal tumorigenesis
(Basten et al., 2013).

How a decreased ciliogenesis phenotype is involved with cancer initiation or
neuroinflammation is currently unknown and will require better understanding of the
roles of ciliogenesis in cancer cell biology. Furthermore, how decreases in cilia
expression dictate tumor growth, angiogenesis, immune suppression, or cancer cell
proliferation also remain open questions. Cilia loss may possibly contribute to the
sequence of cellular events leading to malignant tumor development. Interestingly,
restoration of primary cilia in tumor cells was recently found to decrease tumor
growth and suggests that such targeting may be a potential therapeutic approach for
cholangiocarcinoma (Gradilone et al., 2013). Ciliogenesis was recently linked to the
centrosome which templates the assembly of the primary cilium. It is hypothesized
that dysregulation of centrosome number, a process known to induce genome
instability and tumor formation, triggers changes in cilium number and affects cilia-
related disease phenotypes (Mahjoub, 2013).

In conclusion, our study highlights the possibility that tumor-associated inflammation
may trigger primary cilia disappearance through NF-kB signaling. Given that the

tumour cells which proliferate within hypoxic and pro-inflammatory conditions also
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lack this sensory organelle, it is tempting to suggest that intrinsic tumor-promoting
signaling mechanisms triggered by inflammation also inhibit ciliogenesis. Future
therapies aimed at restoring or circumventing cilia signaling might therefore aid in

preventing the oncogenic processes involved in MSC transformation.
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Figure 5.1 TNF-a abrogates primary cilia expression in mesenchymal
stromal cells.

(A) MSC were seeded on coverslips for immunofluorescence and serum-starved in
the presence of various concentrations of TNF-o for 18 hours. The coverslipes were
then fixed and incubated with anti-acetylated tubulin antibody, DAPI-stained, then
visualised using a fluorescence microscope. (B) The number of primary cilia (in red)
was counted in three different random locations for each condition and the cilia
expression ratio determined as a proportion of the number of cells (in blue).
Typically, 100-150 cells were evaluated. (C) Lysates of samples which underwent the
various treatments were isolated, electrophoresed via SDS-PAGE and
immunodetection was performed as described in the Methods section. (D)
Quantification was performed by scanning densitometry of the autoradiograms for
GAPDH and IxB.
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Figure 5.2  TNF-a-mediated cilia loss does not alter cell cycle phases and
1IFT88 nuclear expression.

MSC were serum-starved in the presence of various concentrations of TNF-a for 18
hours, then either (A) labeled for GO/G1, G2/M, and S cell cycle evaluation as
described in the Methods section, or (B) total lysates isolated for immunoblotting
detection of IFT88, COX-2, or GAPDH protein expression. (C) MSC were seeded on
coverslips for immunofluorescence and serum-starved in the presence of vehicle
(Control) or 10 ng/ml TNF-a for 18 hours. The slides were then fixed and incubated
with antiacetylated tubulin antibody (red), anti-IFT88 (green), DAPI-stained (blue),
then visualized using a fluorescence microscope. Typically, 100-150 cells were
evaluated. NS: non specific.
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Figure 5.3  Progranulin reverses TNF-a-mediated cilia loss.

(A) MSC were seeded on coverslips for immunofluorescence and serum-starved in
the presence of 10 ng/ml TNF-a and/or 10nM progranulin for 18 hours. The slides
were then fixed and incubated with antiacetylated tubulin antibody, DAPI-stained,
then visualized using a fluorescence microscope. Typically, 100-150 cells were
evaluated. (B) The number of primary cilia (in red) was counted in three different
random locations for each condition and the cilia expression ratio determined as a
proportion of the number of cells (in blue).
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Figure 5.4  IKKs are required for TNF-a-mediated cilia loss.

(A) Four subtypes of mouse embryonic fibroblast cells (MEFs) : Wild Type (WT),
IKKo, IKKB™, and IKKy”" were seeded on coverslips for immunofluorescence and
serum-starved in the presence of 10ng/ml TNF-a for 18 hours. The slides were then
fixed and incubated with anti-acetylated tubulin antibody, DAPI-stained, then
visualized using a fluorescence microscope. Typically, 100-150 cells were evaluated.
(B) The number of primary cilia (in red) was counted in three different random
locations for each condition and the cilia expression ratio determined as a proportion
of the number of cells (in blue).
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Figure 5.5 NF-xB p65, but not NF-xB p50, gene silencing abrogates TNF-a-
mediated decrease in ciliogenesis.

MSC were seeded on coverslips and transiently transfected with siRNA against NF-
kB p50 (sip50), NF-kB p65 (sip65) or with a scrambled sequence (si Scr). Cells were
then serum-starved in the presence of vehicle (Control) or 10 ng/ml TNF-a for 18
hours. (A) The slides were then fixed and incubated with anti-acetylated tubulin
antibody, DAPI-stained, then visualized using a fluorescence microscope. Typically,
100-150 cells were evaluated. (B) Total RNA was isolated from conditions described
above, cDNA synthesis, and qPCR performed to assess the extent of p50 and p65
gene silencing. (C) The number of primary cilia (in red) was counted in three
different random locations for each condition and the cilia expression ratio
determined as a proportion of the number of cells (in blue).



CHAPITRE VI

DISCUSSION ET CONCLUSION



6.1 Généralités

Comme pour plusieurs cancers, le probléme majeur des GBM demeure leur capacité a
résister a la thérapie. Les GBM sont incurables. La plupart des symptomes semblent
banals a premiére vue, rendant encore plus difficile leur diagnostic précoce
(Chandana et al., 2008). IIs incluent des maux de téte, des troubles digestifs, des
changements comportementaux, des anormalités dans les mouvements et la position
du corps, des faiblesses corporelles, des troubles sensoriels (vue, ouie, équilibre), des
étourdissements, de la fatigue et de I’épilepsie dans certains cas (Chandana et al.,
2008). Les mécanismes moléculaires et cellulaires & la base de ces symptomes
méritent une attention particuliere. Les GBM résistent & la médication et & la
chirurgie puisqu’ils ont un trés grand potentiel invasif et une possibilité de réplication
illimitée (Ramirez et al., 2013). La prolifération rapide des cellules tumorales corréle
avec la génération des signaux angiogéniques et inflammatoires. En conséquence,
d’autres types cellulaires sont attirés au foyer tumoral pour contribuer aux
mécanismes de croissance et prolifération cancéreuse. Les cellules astrocytaires se
transforment et ne répondent plus aux signaux de mort afin de progresser dans
I’oncogenése. Les CEC s’adaptent aux changements du microenvironnement et
contribuent & nourrir la tumeur par la formation de nouveaux vaisseaux sanguins. En
réponse aux signaux inflammatoires, prolifératifs et angiogéniques, les MSC se
transforment aussi (Houthuijzen et al., 2012 ; Yagi et Kitagawa, 2013). Ensemble, les
CEC et les MSC promeuvent I’angiogenése pour fournir I’oxygeéne et les nutriments

nécessaires a la croissance de la tumeur solide.

La BHE est une imposante limite au traitement des GBM. La BHE est extrémement
sélective. Sa perturbation est associée a de I’ischémie cérébrale pouvant mener a de
I’cedéme vasculaire (Plateel, Teissier et Cecchelli, 1997). L’hypoxie est une des
conditions menant & la perturbation de la BHE. Pour ce faire, elle induit

principalement I’expression du transpoteur de glucose, GLUT1, et du VEGF ainsi
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que lactivit¢é du facteur de transcription HIFla au sein des cellules du
microenvironnement tumoral (Flynn et al., 2008). L’hypoxie induit aussi le transport
vésiculaire ce qui déstabilise les fonctions protectrices de la BHE (Plateel, Teissier et
Cecchelli, 1997). Aujourd’hui, plusieurs stratégies thérapeutiques sont mises au point
et étudiées dans le but de faire traverser la BHE aux médicaments destinés a guérir ou
soulager les pathologies du SNC. A ce jour, des méthodes novatrices sont a 1’étude
comme [’utilisation de mécanismes osmotiques ou d’ultrasons pour perturber la BHE
de fagon transitoire, la confection d’agents pharmacologiques aux propriétés
favorables au passage a travers la BHE, le raffinement de la structure de ces agents
pharmacologiques, I’inhibition des mécanismes d’efflux (i.e. P-gp, MRP),
I’utilisation de nanoparticules, de plus en plus populaire, et finalement, I’utilisation de
vecteurs peptidiques comme 1’An2 (Oberoi et al, 2016). En plus de réussir a
traverser la BHE, 1’objectif est aussi de cibler efficacement les cellules malades avec
la moindre cytotoxicité envers les cellules saines environnantes. Alors, il convient de
mieux comprendre les systémes de transport de la BHE afin de pouvoir
éventuellement y faire traverser des médicaments ciblant des biomarqueurs
potentiellement nuisibles & la santé du cerveau. Pour ce faire, il faut mieux définir,
caracteériser et reconnaitre les mécanismes et les voies de signalisation impliqués dans
les modulations cellulaires et moléculaires prenant part dans le microenvironnement
tumoral trés dynamique. Nous avons mis en évidence certains génes, protéines et
facteurs de transcription comme cibles dans le processus fondamental de la

découverte de traitements efficaces contre les cancers du cerveau.

6.2  Les cellules du microenvironnement tumoral acquiérent des phénotypes

adaptatifs favorables a leur survie et 4 ’oncogenése

Les interactions entre les cellules du microenvironnement tumoral contribuent
grandement au développement et a la progression du cancer. Chaque type cellulaire

s’adapte pour faire évoluer la tumeur. Les interactions cellule-cellule et cellule-MEC
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dans une tumeur solide lui fournissent des signaux prolifératifs, angiogéniques,
métaboliques et inflammatoires essentiels a sa survie. Les travaux de cette thése ont
permis de définir certains processus adaptatifs et leurs cibles signalétiques au cceur de
I’oncogenese cérébrale afin de faire un pas de plus dans la compréhension de la
progression tumorale. Dans un premier temps, cela a permis d’identifier de quelle
fagon les cellules répondaient & un stress hypoxique dans le but de faire pénétrer
I’An2 dans le cerveau par transcytose, entre autres, par LRP1. Ces travaux
s’inscrivent parmi ceux qui ont contribué au succés de la molécule An2, maintenant
en études cliniques de phase III, avec comme principal objectif de traiter les
métastases cérébrales des patientes atteintes de cancer du sein métastasiques (Inc.,
2016 ; O'Sullivan et al., 2016). Dans un deuxieéme temps, nous avons approfondi les
connaissances sur le role important de LRP1 dans la migration cellulaire stimulée par
un lipide bioactif pro-angiogénique et pro-inflammatoire, la S1P. Dans un troisiéme
temps, nous avons établi que la ciliogenese des MSC était régulée par la voie NF-kB
lorsque modulées par les molécules inflammatoires TNFa et PGRN. En somme, nous
avons découvert des particularités adaptatrices spécifiques aux trois compartiments
cellulaires que représentent les cellules de GBM, les MSC et les CEC. Nous
améliorons notre compréhension fondamentale de leur implication respective dans
I’oncogenése, mais aussi dans les mécanismes associ€s aux caractéristiques du
cancer : I’expression différentielle de récepteurs responsables de I’internalisation de
médicaments en contexte hypoxique, la réponse aux molécules pro-angiogéniques
sécrétées dans le microenvironnement tumoral ainsi que 1’inflammation associée au

cancer.

6.2.1 Les cellules tumorales et endothéliales cérébrales répondent de fagon

différentielle a I’hypoxie

Dans certains cancers, la diminution de I’expression de LRP1 corréle avec un

pronostic défavorable (Van Gool et al., 2015). Pourtant, dans certaines lignées de
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GBM, l’expression de LRP1 est augmentée (Maletinska et al., 2000). LRP1 est un
récepteur membranaire aux multiples fonctions (Van Gool et al., 2015). Parmi ces
fonctions, il a la capacité d’internaliser plusieurs types de ligands. Il a été montré que
I’internalisation de 1’ An2 se fait en partie par LRP1 (Demeule et al., 2008a). Puisque
I’internalisation résiduelle de I’An2 est inconnue, nous avons voulu connaitre les
mécanismes compensatoires responsables de son entrée dans les cellules
endothéliales et tumorales cérébrales. Nous avons identifié que les protéines des
familles des SDC et des Vps10p-D modulent la reconnaissance et 1’internalisation de
I’An2. Ces protéines sont exprimées de fagon différentielle entre les types cellulaires
étudiés. Plus spécifiquement, les protéines de la famille des SDC sont plus fortement
exprimées dans les cellules U87 et HBMEC normales en comparaison aux cellules
HBMEC immortalisées (HBMECi). La famille des récepteurs Vps10p-D est plus
fortement exprimée dans les cellules HBMECi que dans les U87 et les HBMEC.
Cependant, nous avons observé que selon le caractére prolifératif des cellules, les
cellules au potentiel de réplication illimité (U87 et HBMEC-SV40, représentant
I’endothélium vasculaire tumoral) ont une meilleure capacité a internaliser 1’An2 en
comparaison aux HBMEC normales (primaires), qui elles, sont meilleures pour
reconnaitre et lier I’An2 en partie grice aux récepteurs de surface membranaire. Ce
caractére différentiel entre les CEC et les cellules tumorales cérébrales transformées
s’explique, en partie, par le positionnement et la compartimentation dans la cellule
des protéines LRP1, SDC et VpslOp-D. Nous montrons que la liaison de 1’An2
pourrait se faire par LRP1 et sortilin a la surface des CEC tandis que LRP1 et les
SDC2 et SDC4 pourraient étre responsables de I’internalisation de 1’An2 dans les
cellules U87. Il est connu que la SDC2 est hautement exprimée dans plusieurs lignées
tumorales (Essner, Chen et Ekker, 2006). D’autres études ont démontré que les SDC
sont de bons candidats pour lier des médicaments destinés a traiter le cancer (Lindahl,
2007). Des roles dans 1’ Alzheimer et dans 1’anti-angiogenése tumorale ont aussi été
évoqués (Lindahl, 2007). Une diversité de ligands est connue pour lier les SDC. Ils
incluent le FGF2, les polyplexes ADN-peptide, les anticorps anti-HS conjugués a des
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nanoparticules et le VLDL puis ils sont internalisés par des radeaux lipidiques
(Christianson et Belting, 2014). La chaine HS des SDC a une charge hautement
négative leur permettant de lier ces divers ligands (Lindahl, 2007). Récemment, des
travaux ont démontré I’utilité des SDC a lier I’AG73-Dox, des liposomes modifiés
par le peptide encapsulé AG73 et conjugués a la doxorubicine. Améliorant la
pénétrance de la doxorubicine dans les tissus et les cellules, il s’agit d’un bon
exemple de candidat vecteur peptidique pour traiter certains cancers (Negishi ef al.,
2011). La SDC4 s’est également révélée étre efficace dans 1’internalisation de CPP
(Letoha et al., 2010). Quant a la sortilin, elle est reconnue comme le récepteur de la
neurotensine et du facteur de croissance neuronale. Fortement exprimée dans
’appareil de Golgi, elle médie le tri intracellulaire des enzymes lysosomales et joue
un réle dans la phagocytose (Wahe ef al., 2010). Le premier ligand ayant été reconnu
pour lier la sortilin est la protéine RAP (Tauris ef al., 1998). Environ 5 4 10% du
«pool» de sortilin se trouve a la surface cellulaire, lui permettant d’avoir un réle dans
I'internalisation de ligands (Mazella, 2001). Néanmoins, peu d’études ont été
réalisées sur son role endocytique a la membrane cellulaire. Nos travaux révélent de
nouvelles pistes concernant 1’étude de la sortilin en tant que récepteur membranaire.
De plus, nos résultats corrélent avec la colocalisation de I’An2 avec les lysosomes
dans les U87 et les HBMECi. Cette colocalisation est en accord avec la théorie qui
veut que le vecteur peptidique soit clivé de la drogue, dégradé, puis la drogue
relachée dans le parenchyme cellulaire (Demeule e al., 2008a). Ainsi, puisque la
sortilin se trouve fortement exprimée dans I’appareil de Golgi ainsi qu’impliquée
dans la phagocytose, il s’agit d’une protéine intéressante dans le compartimentation

cellulaire de vecteur peptidique comme 1’ An2.

Par ailleurs, nous montrons que certaines caractéristiques microenvironnementales,
comme de trés faibles niveaux d’oxygéne, ont un impact sur la capacité des sous-
types cellulaires & reconnaitre et & internaliser I’An2. En plus d’avoir montré que les

cellules endothéliales et les cellules tumorales présentent des patrons d’expression
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différents des génes des récepteurs responsables de I’internalisation de 1’An2, nous
avons ¢tudié I’impact de conditions hypoxiques sur leur expression. Dans la
littérature, il a €té rapporté que I’hypoxie et le sevrage induisent I’expression de la
protéine LRP1 suggérant I’augmentation de I’internalisation de I’ An2 (Bertrand et al.,
2011). Incidément, c’est ce que nous avons observé. Il est intéressant de voir que
I’hypoxie induit des facteurs pro-angiogéniques, mais aussi des protéines et des
enzymes impliquées dans le métabolisme énergétique (Dang, 2012 ; Jensen, 2009).
C’est pourquoi lorsque nous étudions I’impact de I’hypoxie dans des modéles in
vitro, la mesure de I’expression de VEGF et de GLUTI sert de validation de
I’activation de la transcription de ces génes par le HIFla et donc par 1’absence
d’oxygene dans le systtme (Womeldorff, Gillespie et Jensen, 2014). Nous avons
montré que ’hypoxie induit le niveau de liaison et de reconnaissance de I’An2 dans
les HBMEC et les U87 et I’internalisation de 1’An2 dans les U87 seulement. Ces
mécanismes peuvent étre médiés par les protéines membranaires LRP1, SDC2, SDC4
et sortilin. L hypoxie est la condition centrale et déterminante de 1’oncogenése des
tumeurs solides. L’hypoxie est un important dénominateur du pronostic chez le
patient qui présente une tumeur menée par un phénotype hypoxique (Dhani ef al.,
2015). L’hypoxie est ainisi elle-méme une cible thérapeutique potentielle. Le manque
d’oxygeéne au sein des tumeurs promeut des changements dans la transduction du
signal intracellulaire, mais il induit aussi des transformations cellulaires, en partie
reliées aux changements métaboliques. Dans cette étude, nous avons mis I’hypoxie a
contribution et confirmé un rdle positif pour cette derni¢re dans le potentiel
thérapeutique cancéreux. Nous avons démontré I’utilité de ’hypoxie a modifier les
caractéristiques et comportements des cellules. Nous montrons que méme en
conditions hypoxiques, les cellules s’adaptent en exprimant de fagon différentielle les
récepteurs responsables de la liaison et I’internalisation de 1’An2 pour la faire
pénétrer dans les cellules et surtout lui faire traverser la BHE malgré qu’elle soit

perturbée par le caractére inflammatoire et invasif du GBM. Son transport est médié



162

par les récepteurs membranaires de type I induits dans le cancer du cerveau et

impliqués dans 1’endocytose.

Nos travaux présentent certains biais de sélection. En effet, nous avons étudié les
mécanismes d’internalisation et de reconnaissance de I’An2 dans la lignée cellulaire
tumorale U87 seulement. 1] serait pertinent de comparer les mécanismes adaptatifs
identifiés dans cette étude avec d’autres lignées de GBM qui expriment de maniére
différente les mémes protéines membranaires. Par exemple, il existe plusieurs lignées
de glioblastome de grade IV, mais aussi des lignées cellulaires provenant
d’astrocytome de plus bas grade ou pédiatrique. Cela nous permettrait de déterminer
le profil complet d’expression protéique et génique des récepteurs d’intérét selon la
gravité et I’agressivité tumorale. Dans cette méme étude, les mesures d’An2 auraient
pu aussi étre effectuées par radiomarquage (Demeule et al., 2008b). De cette fagon,
nous aurions pu visualiser et mesurer différemment 1’internalisation d’An2 dans les
cellules hypoxiées. En ce qui a trait a ’étude de I’expression de la localisation des
différentes protéines membranaires, un marquage immunofluorescent aurait permis la
visualisation microscopique de leur emplacement. De plus, on aurait pu visualiser la
colocalisation de I’An2 avec ces protéines en utilisant un double marquage ainsi
qu’une analyse en temps réel de la localisation et du trafic au niveau du réseau trans-
Golgi, par exemple, un peu comme nous avons fait avec le marquage des lysosomes.
Il serait aussi pertinent de caractériser plus finement le transport de ’An2 au travers
de la BHE. Premiérement, il serait approprié de caractériser I’impact de cytokines
pro-inflammatoires sur !’internalisation de I’An2 étant donné que I’inflammation
tumorale est souvent associée a la perturbation de la BHE, en favorisant le
recrutement de cellules immunes (TAM et MSC) au site tumoral (Sowers et al.,
2014). D’autres travaux ont déja été faits en changeant le pH du milieu de culture
cellulaire. Il a été¢ montré que I’acidification du milieu inhibe la capture de I’An2
(Bertrand et al., 2011). Avec toutes ces informations, il devient encore plus

intéressant de reconnaitre 1’An2 comme une méthode de traitement non invasive
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novatrice qui consiste a utiliser les dispositions de la BHE comme alternative aux
méthodes invasives telle la chirurgie (Tajes ef al., 2014). Dans un but thérapeutique,
I’étude de I’efficacité d’utilisation de I’An2 peut se réaliser dans des modeles in vivo,
en se servant de la molécule d’An2 radiomarquée (Thomas et al., 2009). Cette
technique a déja été utilisée dans des modeles tumoraux, mais elle pourrait
maintenant aussi étre utilisée dans des modéles de souris n’exprimant pas une ou
’autre des protéines impliquées dans 1’internalisation de 1’An2. Cela permettrait de
comprendre sa distribution systémique, son efficacité a pénétrer la tumeur et d’entrer
au minimum dans les tissus sains. De plus, I’utilisation d’un modé¢le de BHE en co-
culture de cellules endothéliales et cellules tumorales serait un bon outil pour
caractériser le passage de I’An2 du compartiment endothélial au compartiment
tumoral en plus de mieux définir I’impact des protéines d’efflux (Wilhelm et Krizbai,
2014). Dans ce genre de modéle expérimental, les cellules endothéliales seraient en
contact avec les molécules sécrétées par les cellules tumorales. Cela permettrait de
mieux évaluer I’impact des interactions cellules-cellules dans le contexte d’utilisation

thérapeutique de I’An2.

6.2.2 LRP1 est important dans [’adaptation oncogénique des cellules

microvasculaires endothéliales en réponse a la S1P.

En plus d’avoir un réle important dans I’internalisation des molécules d’ Angiopeps,
LRPI est essentiel au maintien de I’intégrité vasculaire (Candela e al., 2015 ; Lillis,
Mikhailenko et Strickland, 2005 ; Strickland er al., 2014). De ce fait, nous avons
voulu connaitre I’importance de LRP1 dans les phénomenes reliés a la progression
tumorale. En nous attaquant au concept de migration cellulaire stimulée par la S1P,
nous avons constaté que LRP1 est un joueur clé dans la migration des HBMECi. En
I’absence de LRP1, les HBMECi ne migrent plus en réponse a la S1P. Le role de
LRP1 est trés connu dans le métabolisme des lipides et dans la maladie d’ Alzheimer

(Xing et al., 2016). Comme mentionné précédemment, le récepteur LRP1 peut
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reconnaitre une panoplie de ligands tels que des protéases, des protéines de la matrice
extracellulaire, des facteurs de croissance, des toxines et des protéines virales (Van
Gool et al.,, 2015). La reconnaissance de ces ligands leur permet soit d’étre
internalisés ou d’activer des voies de signalisation subséquentes. LRP1 peut
également interagir avec d’autres récepteurs tels que les intégrines et le PDGFRp
(Gonias, Gaultier et Jo, 2011 ; Muratoglu ez al., 2010). Toutes ces interactions lui
permettent d’agir au niveau des mécanismes d’apoptose, d’invasion, de prolifération

et de migration via I’activation des voies MAPK, AKT et NF-kB (Xing et al., 2016).

Dans la littérature, il est montré que LRP1 a un réle direct dans la migration de
plusieurs types cellulaires. Par exemple, la protéine RAP antagonise la liaison de tout
ligand & LRP1, diminuant ainsi la migration cellulaire (Lillis, Mikhailenko et
Strickland, 2005). 11 est aussi connu que la liaison de 1’ Apolipoprotéine E (ApoE) a
LRP1 bloque la migration des cellules musculaires lisses (Boucher et al., 2003). De
plus, LRP1 induit les niveaux de MMP-2 et MMP-9, deux de ses cibles signalétiques
en aval, et cela corréle avec une augmentation de la migration des cellules U87 tandis
que la répression stable de LRP1 diminue la migration des cellules U87 (Song et al.,
2009). L’interaction de LRP1 avec le récepteur de 1’uPA (uPAR) induit la migration
cellulaire (Wujak, Markart et Wygrecka, 2016). La déplétion de LRP1 altére aussi
I’endocytose de protéases et la dégradation de la MEC s’en trouve augmentée,
permettant d’étre remodelée et de faire place a la migration et 1’invasion cellulaires
associées au cancer (Wujak, Markart et Wygrecka, 2016). La répression stable de
LRP1 dans des souris est fatale puisqu’elle méne a 1’arrét de leur développement
(Herz, Clouthier et Hammer, 1992). Avec nos travaux, nous avons montré que la
répression stable plutdt que transitoire de LRP1 empéche les HBMEC de migrer en
réponse a la S1P. Pour ce faire, nous avons utilis¢é un modéle de souris
spécifiquement réprimée de LRP1 dans les cellules endothéliales afin de montrer son
importance dans la modulation des réponses cellulaires comme la migration en

réponse a la S1P. Ce lipide bioactif a comme role physiologique de maintenir
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I’intégrité¢ de la BHE en protégeant sa perméabilité (Azzi, Hebda et Gavard, 2013).
La SIP est aussi une molécule inductrice de la formation de structures capillaires a
partir des MSC (Annabi et al., 2003b). Elle peut aussi inhiber la tubulogenése des
CEC (Pilorget et al., 2005).

La migration cellulaire est un mécanisme qui nécessite 1’activation de voies de
signalisation passant par les MAPK. Nous avons montré que LRP1 semble important
dans ’activation de la signalisation des MAPK ERK et p38 en réponse au S1P.
Récemment, il a été démontré que I’activation de p38 et ERK par la S1P se fait via
I’activation des récepteurs EGFR et PDGFR dans les cellules pulmonaires alvéolaires
épithéliales (Lin er al, 2015). La S1P induit certains facteurs angiogéniques et
inflammatoires : VEGF et MMP2 dans les cellules endothéliales (Heo et al., 2009 ;
Sun et al., 2010) ainsi que COX-2 dans les cellules vasculaires musculaires lisses
(Hsieh et al., 2006). Les lysophospholipides sécrétés normalement par les plaquettes
sont capables d’induire le «remodelage» du cytosquelette ayant été montré pour
favoriser la migration des cellules endothéliales dans la cicatrisation et 1’angiogenése
(Lee, Goetzl et An, 2000 ; Lee et al., 1999). Nous aurions également pu montrer
’activation, I’induction ou la sécrétion de protéines et de génes qui favorisent la
migration cellulaire. La S1P induit le processus de migration potentiellement relié a
I’induction d’enzymes de dégradation de la MEC, comme les MMP, trés fortement
présentes dans les cancers de haut grade et hautement invasifs qui nécessitent une
forte présence angiogénique, quoique chaotique. Puisque LRP1 interagit avec les
MMP et d’autres protéines de la MEC, il est possible que cela affecte la migration des
HBMEC stimulées par la S1P. En absence de LRPI, les MMP sécrétées par les
tumeurs ne peuvent interagir avec la surface cellulaire des CEC pour induire la
dégradation de la MEC et promouvoir leur déplacement vers le site tumoral. Dans
notre étude, nous montrons que c’est SIP3 qui semble réguler la migration des
HBMEC et que cela peut se produire via les voies MAPK, il pourrait s’agir de

’activation de la protéine Gai. Nous aurions pu confirmer cette signalisation avec
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I’utilisation d’agonistes ou d’antagonistes spécifiques des récepteurs de S1P. Etant
donné que la S1P est un facteur oncogénique reconnu pour promouvoir la progression
tumorale, plusieurs agonistes et antagonistes ont été mis au point comme potentielle
thérapie ciblant les récepteurs de SIP (Watters ef al, 2011). Par exemple, les
antagonistes connus de S1P1, S1P2 et S1P3 sont les W146, JTE-013 et CAY 10444
respectivement (Kong et al., 2014). Un des agonistes connus pour les récepteurs
S1P1, S1P3 et SIPS5 est le FTY720 (Roberts et al., 2013). 11 a d’ailleurs été prouveé
que les récepteurs S1P1 et S1P3 induisent la migration des cellules souches dérivées
de 1a moelle osseuse tandis que le S1P2 I’inhibe (Kong et al., 2014). Etant donné que
les récepteurs de la S1P sont couplés aux protéines G, ils activent plusieurs seconds
messagers en aval qui peuvent interagir de fagon croisée (cross-talk) pour activer ou
inhiber les processus cellulaires tels que la prolifération, la croissance et la migration.
Il serait alors approprié d’étudier I’impact de I’interrelation de LRP1 et de la
signalisation de S1P et de ses récepteurs sur d’autres seconds messagers comme
I’adénylate cyclase, la phospholipase C, la voie de PI3K/Akt et les GTPases Rho et
Ras. De cette fagon, nous pourrions mieux caractériser la spécificité de 1’importance

de LRP1 vis-a-vis de la migration des cellules endothéliales en réponse au S1P.

Nous montrons également que la répression transitoire avec un siRNA contre le
facteur de transcription C/EBPP inhibe I’expression des récepteurs de S1P. Avec une
analyse Dbio-informatique simple, nous avons prédit que la régulation
transcriptionnelle des récepteurs de S1P pourrait se faire en grande partie par le
facteur de transcription C/EBP. Il serait avantageux d’effectuer des essais de EMSA,
d’immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) ou de géne rapporteur afin de
confirmer I’interaction entre les séquences de C/EBPP et les promoteurs des
récepteurs de S1P. Cependant, nous pouvons émettre I’hypothése que cette régulation
est probable puisque le nombre de séquences correspondant a celle de C/EBPP est
tres €élevé dans les séquences promotrices des récepteurs de S1P en comparaison aux

autres séquences d’autres facteurs de transcription. Entre autres facteurs de
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transcription probables de réguler la transcription des récepteurs de S1P, il y a le
récepteur de glucocorticoides a (GRa). Il joue un réle dans la prolifération et la
différenciation cellulaires, en se liant aux éléments de réponse GRE ou nGRE
(négatif), et il active ou réprime la transcription de geénes cibles (Buckingham, 2006).
Il a aussi été montré qu’il peut directement interagir avec le C/EBPf (Boruk, Savory
et Hache, 1998). Peut-étre aurait-il donc un impact sur la modulation a la hausse ou a
la baisse de la transcription des génes des récepteurs de SIP. Des séquences du
facteur de transcription multifonctionnel TFII-1 se retrouvent aussi dans les
séquences promotrices des récepteurs de S1P. Le TFII-1 joue un rdle dans la
signalisation par les facteurs de croissance (Hakre er al, 2006). Le facteur de
transcription de la famille paired box protein (Pax-5), quant a lui, joue un rdle dans le
développement embryonnaire (Funahashi ef al., 1999). Son expression a été détectée
dans le SNC (Adams et al., 1992). Cela peut expliquer sa forte présence dans la
séquence du promoteur du récepteur SIPS. Enfin, le facteur de transcription Yin
Yang 1 (YY) joue un réle dans la biosynthése du cholestérol et dans la régulation du
cycle cellulaire (Hakre et al., 2006 ; Thiaville et Kim, 2011). En somme, nous
montrons que LRP1 est important pour 1’expression de C/EBPB et donc pour les
récepteurs de S1P. La répression de LRP1 inhibe I’expression de C/EBPB. LRP1
aurait donc un réle dans la régulation transcriptionnelle des récepteurs de S1P en
modulant I’expression de C/EBPf. La répression de C/EBP est aussi connue pour
diminuer la prolifération, la viabilité, I’invasion, I’angiogenése et les métastases et

pour augmenter 1’apoptose des GBMs (Aguilar-Morante et al., 2011).

6.2.3 La ciliogenése des cellules souches mésenchymateuses est modulée par

une signalisation inflammatoire.

Depuis 1969, la ciliogenése est étudiée dans trois principaux modéles : 1’organisme
unicellulaire Chlamydomonas reinhardtii, le nématode Caenorhabditis elegans et les

cellules embryonnaires fibroblastiques de mammiféres (Wann et Knight, 2012a ;
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Wheatley, 1969). Le cil primaire est maintenant de plus en plus étudié dans les
lignées cellulaires animales et humaines. L’altération de la longueur du cil primaire
est associée a la plupart des ciliopathies (Miyoshi ez al., 2011). La longueur du cil
primaire est modulée par les niveaux de Ca?*, de phosphorylation, de 1’augmentation
de I’AMPc, de la PKC et des MAPKSs, mais plus précisément, elle est augmentée par
Iinterleukine 1 (IL1), un modulateur de la transduction du signal inflammatoire
(Wann et Knight, 2012a). On reconnait aussi un réle pour les protéines IFT dans
I’élongation du cil primaire en condition inflammatoire (Wann et Knight, 2012b).
Alors que le cil primaire est absent dans plusieurs cancers (carcinome du rein, sein,
mélanome, médulloblastome, pancréas), il est requis pour 1’activation des voies de
signalisation Notch, Sonic-Hedgehog (Shh), PDGF, mTOR et Wnt dans les cellules
normales (Hassounah, Bunch et McDermott, 2012 ; Mahjoub, 2013). Depuis
quelques années, il existe une corrélation entre la transformation cellulaire associée
au développement tumoral et le cil primaire (Plotnikova, Golemis et Pugacheva,
2008). 11 a ét¢ montré que le cil primaire joue un réle important dans la
différenciation et la signalisation des cellules souches qui contribuent au
développement embryonnaire (Veland er al., 2009). Le cil primaire posséde le
PDGFR et la signalisation par la voie de Sonic Hedgehog (Seeger-Nukpezah et
Golemis, 2012). La modulation de la voie Shh dans le cil primaire est étroitement
reliée au développement tumoral (Tasouri et Tucker, 2011). L’impact du TNFa. sur le
cil primaire a aussi été observé pour moduler le développement de la polykystose
rénale (Li et al., 2008). Le cil primaire, en tant qu’organelle sensorielle, sert & définir
le patron de différenciation, autant dans le développement embryonnaire que tumoral,
mais aussi au niveau des cellules souches (Han et Alvarez-Buylla, 2010). Son réle
dans la progression tumorale est d’autant plus significatif puisqu’il est en relation
directe avec la MEC (Seeger-Nukpezah et Golemis, 2012). Sa perte méne a de
nombreux défauts de signalisation, rajoutant aux multiples caractéristiques néfastes
des cellules cancéreuses. Outre la nécessité de la présence du cil primaire pour

certaines voies de signalisation, nous avons montré qu’il peut aussi é&tre modulé par la



169

voie de signalisation passant par NF-xB. La stimulation pro-inflammatoire par le
I'NFa représente 1’action paracrine de cellules tumorales sécrétant des cytokines

inflammatoires.

Les MSC ont la particularité d’avoir deux destinées distinctes. Premiérement, elles
sont trés étudiées pour leur potentiel thérapeutique, particuliérement au niveau des
maladies métaboliques ou du systéme nerveux central (Nishikawa, Goldstein et
Nierras, 2008). Deuxiemement, les MSCs ont un rdle significatif dans la progression
tumorale (Hong, Lee et Kang, 2014). Notamment, 1’activation des MSC par le TNFa,
a montré significativement induire le volume de tumeurs de la peau et du sein suite a
leur recrutement au foyer tumoral puis a leur contribution a la progression et la
croissance cellulaire cancéreuse (Ren ef al, 2012 ; Yu et al, 2016). Ainsi, selon
I’hypothése soutenant le recrutement et la contribution des MSC au développement
de la tumeur, il convient de souligner que la perte du cil primaire perturberait des
voies de signalisation importantes a la prolifération et différenciation. Les MSC sont
recrutées au foyer tumoral par des signaux inflammatoires et angiogéniques (Yagi et
Kitagawa, 2013). Leur accumulation & la tumeur en fait de bonnes candidates comme
vecteur de thérapie. Elles possédent des récepteurs & chemokines et cytokines. Le
TNFa permet 1’adhésion des MSC aux CEs pendant que le facteur de transcription
NF-kB régule leur accumulation via VCAM1 (Uchibori et al., 2013). Dans le but de
réguler leur autorenouvellement et leur niveau de différenciation, les cellules souches
et les cellules tumorales activent des voies de signalisation similaires : Wnt, BMP,
MAPK, Notch (Qiao ef al., 2008). Récemment, un role pour RelB, une sous-unité de
NF-xB, a été établi dans la modulation de I’oncogenése par les MSC (Lee et al.,
2013a). Nous avons montré que la régulation du cil primaire par le TNF dans les
MSC n’était pas synchronisée avec le cycle cellulaire contrairement a ce qui est
connu dans la littérature par rapport aux cellules qui proliférent (Goto, Inoko et
Inagaki, 2013). En comparaison a la littérature, nos résultats concernant I’effet du

I'NFa dans les MSC et la ciliogenése corrélent avec le fait que les cytokines sont
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importantes dans les relations entre les MSC et les cellules tumorales cérébrales
(Motaln et Turnsek, 2015). Dans la littérature, la protéine IFT88 est associée au
processus d’assemblage du cil primaire, colocalisant avec le centrosome durant la
progression des cellules a travers les phases du cycle cellulaire (Robert et al., 2007).
Cependant, nous avons montré que la protéine IFT88 était toujours localisée au noyau
des MSC sous I’influence du TNFo. Puisque nous n’avons pas remarqué
d’association entre le cycle cellulaire et la régulation inflammatoire du cil primaire
dans les MSC, il est logique de voir que I’'TFT88 est toujours localisé au noyau. Il a
d’ailleurs été montré que la protéine IFT88 a un impact sur la migration de cellules
épithéliales indépendamment de son rdle régulateur du cil primaire (Boehlke et al.,
2015). L’utilisation d’un siRNA contre la protéine IFT88 aurait pu aussi nous servir &
déterminer son role dans le contexte inflammatoire des MSC. Cet outil a d’ailleurs
déja servi a montrer le role de IFT88 dans la localisation de B-catenine au noyau et

dans la signalisation de Wnt, dans la ciliogene¢se des MSC (McMurray e? al., 2013).

6.3 Conclusion

Dans le but de caractériser les mécanismes moléculaires et cellulaires régulant le
caractére infiltrant et invasif des tumeurs cérébrales, nous avons utilisé des techniques
de biochimie classique et de biologie moléculaire pour comprendre comment divers
types cellulaires s’adaptent dans des conditions retrouvées au sein du
microenvironnement tumoral. Les travaux présentés dans cette thése sont des études
trés fondamentales rapportant des mécanismes adaptatifs qui se produisent dans les
compartiments tumoraux et endothéliaux ainsi que dans les cellules souches
mésenchymateuses. Nous avons mis en évidence des protéines, des génes et des voies
de signalisation modulés par des conditions favorables & la progression des GBMs.
Le cerveau est ’organe le plus complexe du corps humain. Les dérégulations

observées lors de cancers sont d’autant plus complexes. L’hypoxie fait partie des
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facteurs limitant la thérapie des maladies du SNC telles les GBM (Zhang, Xu et Liu,
2015).

L’hypoxie est au centre des phénoménes adaptatifs qui régissent le caractére tumoral.
Parmi les caractéristiques tumorales fondamentales (Figure 1.11), I’inflammation et
I’angiogenése ont été au cceur de nos travaux de recherche. Ils sont en partie
responsables de la progression tumorale. Ensemble, ils favorisent les transformations
des cellules du microenvironnement tumoral. Plusieurs biomarqueurs angiogéniques
sont sécrétés dans le microenvironnement tumoral pour faciliter les interactions
cellule-cellule. Nous avons identifié une réponse différentielle a 1’hypoxie entre les
cellules de GBM et les CEC. Ainsi, nous avons pu étudier le comportement de ces
cellules dans leur capacité a internaliser 1’An2. Nous avons remarqué des
changements phénotypiques représentatifs des mécanismes adaptatifs qui se

produisent au sein d’une tumeur solide.

Le cancer du cerveau demeure difficile a traiter. Malgré les efforts qui sont déployés,
les stratégies thérapeutiques ne font que régler une partie du probléme des tumeurs
primaires cérébrales. Les récidives reliées au caractére invasif et a la présence de
cellules souches cancéreuses sont trés fréquentes (Haar e al., 2012 ; Lathia et al.,
2015 ; Seymour, Nowak et Kakulas, 2015 ; Xie, Mittal et Berens, 2014). Des
thérapies ciblant les caractéristiques du cancer sont mises au point depuis quelques
années (Hanahan et Weinberg, 2011). Certains traitements s’averent efficaces alors
qu’ils ciblent un caractére spécifique du microenvironnement tumoral, tel est le cas
du bevacizumab, un anticorps monoclonal dirigé contre le VEGF-A approuvé par la
FDA en 2009 (Verhoeff et al., 2009). Le but de la thérapie antiangiogénique est de
normaliser la vasculature et de restaurer l’intégrit¢ de la BHE. Les thérapies
antiangiogéniques sont présentement le meilleur espoir de guérison des GBM. Par
contre, les tumeurs récidivent presque tous vu le caractére trés infiltrant des tumeurs

de haut grade. De plus, il a ét¢ montré que des médicaments antiangiogéniques
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réduisaient 1’efficacité du témozolomide (TMZ) (Wick et al., 2011). Toutefois, avec
les années et les récentes études sur les GBM, on se rend compte que les cellules
acquicrent des phénotypes qui favorisent la résistance a la monothérapie. Ainsi, il
convient de commencer a penser a cibler et & co-traiter plusieurs caractéristiques
tumorales en méme temps avec les médicaments spécifiques appropriés (Hanahan,
2014). La diversité des caractéristiques tumorales nous ameéne a vouloir étudier et
expliquer celles-ci plus en détail. Cela permet la meilleure compréhension des
transformations cellulaires au centre de la progression des GBM. En étudiant les
voies signalétiques impliquées, on fait un pas de plus vers la personnalisation de la
médication anticancéreuse. On identifie des biomarqueurs comme futures cibles
thérapeutiques déterminantes de la signature moléculaire tumorale permettant de
mieux traiter le caractére inflammatoire et angiogénique des GBM. Il y a des
mutations spécifiques (mentionnés a la section 1.1.2) des GBM servant de cible
directe a la thérapie. Par contre, les mécanismes de résistance des GBM font en sorte
qu’il demeure de comprendre la signalisation entourant les modifications génétiques

et de mieux cibler les protéines ou les génes des voies signalétiques mutées.

D’un c6té, nous avons approfondi les connaissances entourant les mécanismes
d’internalisation du peptide prometteur An2. Nous avons montré que ce peptide
pénétre dans les cellules par diverses protéines membranaires, et ce, méme en
contexte hypoxique, un état selon lequel les cellules du microenvironnement se
transforment pour survivre et résister aux traitements. D’un autre c6té, nous avons
montré qu'une de ces protéines membranaires, le récepteur LRP1, joue un rdle
important dans la migration des cellules endothéliales en réponse a une stimulation
par la S1P. Afin d’encore mieux caractériser le microenvironnement tumoral ainsi
que les voies de signalisation impliquées, nous avons montré que 1’interrelation entre
LRP1 et les récepteurs au S1P nécessite 1’activation des voies des MAPK. Aussi,
nous avons montré que la voie signalétique passant par le facteur de transcription NF-

kB est importante dans la régulation du caractére tumoral des MSCs, en régulant la
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ciliogenése suggérant que nous devons nous attaquer a I’inflammation associée au

cancer.

Enfin, les GBM contiennent également des cellules souches cancéreuses (CSC),
capables d’autorenouvellement et qui contribuent a 1’initiation oncogénique ainsi qu’a
la résistance a la thérapie. Les CSC sont de plus en plus étudiées. Elles expriment des
marqueurs de cellules souches et se retrouvent fréquemment dans les tumeurs solides.
Elles peuvent se différencier en d’autres lignées cellulaires. Elles sont régulées de
fagon intrinséque par la génétique, 1’épigénétique et le métabolisme puis de fagon
extrinséque par le microenvironnement tumoral, les facteurs de la «niche» vasculaire
et le systtme immunitaire (Lathia e al., 2015 ; Schiffer ez al., 2010). Ce sous-type
cellulaire est une piste de recherche intéressante en vue de fournir de plus en plus
d’informations sur les transformations cellulaires au sein de la tumeur, mais aussi
pour avoir une plus grande connaissance des cibles thérapeutiques potentielles du
GBM.

En conclusion, il reste encore un grand bout de chemin a parcourir avant d’arriver a
trouver la meilleure thérapie au GBM. Comme on a pu le remarquer, le
microenvironnement tumoral est extrémement complexe et nécessite 1’activation des
diverses voies de signalisation au cceur des processus cellulaires qui contribuent a la
survie de la tumeur. Nos travaux permettent toutefois de mettre en lumiére des
mécanismes adaptatifs qui régissent la progression tumorale. De cette fagon, nous

faisons un pas de plus vers une médecine personnalisée.
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REGULATION TRANSCRIPTIONNELLE DU TRANSPORTEUR DE GLUCOSE-
6-PHOSPHATE : UN ROLE METABOLIQUE DANS LA CANCEROGENESE
DES CELLULES CEREBRALES?

Amélie Vézina!, Louis-Charles Levros?, Sébastien Proulx-Bonneau! et Borhane

Annabi!

'Laboratoire d’Oncologie Moléculaire, Département de Chimie, Centre de Recherche

BioMed, Université du Québec 4 Montréal, Québec, Canada.

2Centre de Recherche Biomed, Département des Sciences Biologiques, Université du

Québec a Montréal, Québec, Canada.

Expériences en cours



Ancré a la membrane du réticulum endoplasmique, nous retrouvons le systéme
glucose-6-phosphatase (G6Pase) (van Schaftingen et Gerin, 2002) (Figure A.1). Le
transporteur de glucose-6-phosphate (G6PT) est une protéine a 10 hélices
transmembranaires encodée par le géne SLC37A4 (Chen et al, 2002). 1l est
responsable de faire passer le glucose-6-phosphate (G6P) du cytoplasme cellulaire
vers la lumiére du RE. La glucose-6-phosphatase o (G6Pase o) est une
phosphohydrolase de 357 acides aminés exprimée dans le foie, les reins et I’intestin
(Chou, Jun et Mansfield, 2010b). La G6Pase f3 est aussi une phosphohydrolase de 346
acides aminés, mais exprimée de fagon ubiquitaire (Chou, Jun et Mansfield, 2010a).
Le couplage fonctionnel de G6PT avec les G6Pases permet ’hydrolyse du G6P en
glucose et en phosphate inorganique (Chou, Sik Jun et Mansfield, 2013). Les
transporteurs T2 et T3 sont responsables de I’exportation du glucose et du phosphate
inorganique hors du RE. Le rdle du systétme Gé6Pase est trés bien connu dans les
organes producteurs de glucose. Il constitue la derniére étape des voies de fabrication
du glucose que sont la gluconéogenése et la glycogénolyse. La présence ubiquitaire
de G6Pase 3 suggére que les tissus non hépatiques sont capables de produire du
glucose de fagon endogéne via le systétme G6Pase. Par exemple, le cerveau contient
des réserves de glycogéne dans les astrocytes majoritairement et exprime des niveaux
significatifs de G6PT et G6Pase B, mais leurs fonctions sont peu connues (Ghosh et
al., 2005). Une déficience en G6PT cause ’augmentation de G6P dans le cytoplasme
cellulaire et une accumulation excessive de glycogéne intracellulaire (Chou, Sik Jun
et Mansfield, 2013). Des mutations des composantes du systéme G6Pase engendrent
la maladie de Von Gierke ou Glycogénose (Chou, Jun et Mansfield, 2010a). La
déficience en G6Pase a cause la glycogénose de type la (Chen er al, 2002),
cependant, la G6Pase B peut arriver a prendre le relais. Les symptomes cliniques
observés sont un retard de croissance, une hypoglycémie, une augmentation des
concentrations plasmatiques des triglycérides, du cholestérol, des acides gras libres,
des corps cétoniques, de 1’acide urique et de 1’acide lactique, une augmentation des

réserves de glycogéne au foie et une stéatose hépatique (Chopra et al., 2008). La
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déficience en G6PT cause la glycogénose de type Ib. Les symptdomes associés sont
laltération de I’homéostasie du glucose, la neutropénie et la dysfonction des
neutrophiles (Chopra et al., 2008). Depuis prés d’une quinzaine d’années, des équipes
de recherche s’attardent aux fonctions de G6PT indépendantes de son activité
catalytique au sein du systétme G6Pase. Les travaux du Dr Annabi mettent en
évidence un role pour G6PT dans la progression tumorale des GBMs. Il a d’abord été
démontré que le G6PT est exprimé dans les lignées cellulaires de GBMs adultes
(Belkaid et al, 2006b). 1l a aussi été démontré qu’il joue un réle dans la survie
cellulaire, la migration cellulaire et la mobilisation du calcium au réticulum
endoplasmique (Belkaid ez al., 2006a ; Fortier et al., 2008). Son expression a aussi
été rapportée dans les MSCs, malgré la faible expression des G6Pases. Sa
transcription semble étre régulée par HIF la (Lord-Dufour et al., 2009). De plus, un
r6le pour G6PT a récemment été identifi¢ dans I’induction de I’autophagie
d’hépatocytes (HEK293T), supportant I’hypothése de I’implication de G6PT dans
I’adaptation métabolique des U87 (Ahn et al., 2015).

Le but de ses travaux était de mieux caractériser le role du G6PT dans 1’adaptation
métabolique des cellules U87. Nous avons identifi€ un nouveau rdle central pour
G6PT qui intervient dans les capacités des cellules & survivre. A travers un axe de
signalisation passant par la MTI-MMP, nous montrons que la régulation
transcriptionnelle de G6PT se fait par le facteur de transcription NF-kB. Nous avons
eu recours a des essais de gene rapporteur afin de valider I’implication du facteur de
transcription NF-kB dans la régulation d’expression génique du G6PT. Nous avons
étudié I’impact proinflammatoire sur 1’expression du G6PT. Finalement, nous avons

montré un role pour G6PT dans 1’autophagie des cellules U87.

J’ai contribué a la conception de 1’étude. J*ai procédé a toutes les expériences et leurs
analyses subséquentes. Louis-Charles Levros a congu les mutants de délétion

progressive du promoteur de G6PT. Sébastien Proulx-Bonneau a effectué les
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expériences de transfection de siRNA dans les MEFs. Les références citées sont

présentées a la fin de la thése dans la bibliographie générale.

Les résultats ont été présentés sous forme de communication orale ou par affiche dans

les congrés suivants :

VEZINA A, Annabi B. (2014) Régulation transcriptionnelle de G6PT : un role
métabolique dans la cancérogenése des cellules tumorales cérébrales? 82¢ congrés de

I’ACFAS (Montréal, QC, Canada) Affiche #1, Section Cancer.

VEZINA A, Annabi B. (2014) Régulation transcriptionnelle de G6PT : un rdle
métabolique dans la cancérogencse des cellules tumorales cérébrales? Colloque La

recherche en santé a I’'UQAM, Affiche #B53.

VEZINA A, Levros Jr LC, Annabi B. (2013) Signal transducing functions from the
membrane bound matrix metalloproteinase mtl-mmp impact on the glucose-6-
phosphate translocase transcriptional regulation. 9¢ Colloque Annuel du Centre de
Recherche BioMed (UQTR, Trois-Riviéres, QC, Canada.) Affiche #3.

VEZINA A. (2013) Un rdle pour G6PT dans I’adaptation métabolique des
glioblastomes. Présentation orale lors du concours «Ma soutenance en 180

secondesy (Montréal, QC, Canada)

VEZINA A, Annabi B. (2013) Signal transducing functions from the membrane
bound matrix metalloproteinase mtl-mmp impact on the glucose-6-phosphate
translocase transcriptional regulation. /3e conference annuelle des étudiants en

sciences biomédicales a McGill (Montréal, QC, Canada). Affiche #G1.
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Figure A.1 Le systéeme G6Pase.

Le glucose fait son entrée dans la cellule par le transporteur de glucose (GLUT1). Il
est ensuite phosphorylé en G6P par I’hexokinase. Le G6P est transporté vers la
lumié¢re du réticulum endoplasmique par le G6PT et subséquemment hydrolysé en
glucose et en phosphate inorganique par la G6Pase B. Les produits sont retournés
dans le cytoplasme cellulaire. Le G6P qui ne passe pas par le systtme G6Pase est
transformé en glycogéne ou il passe par la glycolyse afin de produire de I’énergie
sous forme d’ATP et de lactate. Il peut aussi contourner la glycolyse via le «shunt»
hexose monophosphate. (Chou, Jun et Mansfield, 2010a)
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Figure A.2  L’expression de G6PT est régulée par la ConA et la surexpression
de MT1-MMP.

(x-fold over basal)
o
o

G6PT gene expression

Dans les cellules U87, (A) La ConA induit I’expression génique de MT1-MMP tandis
qu’elle inhibe celle de G6PT. (B) La surexpression de MT1-MMP inhibe ’expression
génique de G6PT. La surexpression des constructions de MT1-MMP A-domaine
cytoplasmique et soluble n’a aucun impact sur I’expression de G6PT. (C) Validation
de la transfection de MT1-MMP par la mesure de I’activité gélatinolytique de la
MMP-2. (D) La répression transitoire de MT1-MMP empéche la ConA d’inhiber
G6PT. (E) La répression transitoire de MT1-MMP empéche la ConA d’induire
I’expression de MT1-MMP et I’activation de la MMP-2 mesurée par zymographie
gélatine.



>

-
o0
o

o

G6PT gene expression
(% of ctl)
7

MT1-MMP gene expression
(x-fold over ctl)

N 2]

H

=

(=]

oo
o

S S E— T S e
10 20 30 40 10 20 30 4

[ConA] (ug/mi) [ConA] (ug/mi)

s}
O
=

»N
E=3

~

o

-
@
-

Luciferase activity
(fold induction, a.u.)
3
Luciferase activity
{% of ctl)
% 8
Luciferase activity
{% of ctl)
8

@
»n

1 2 3 4 ¢ 10 20 30 40 05 10 15
G6PT-promoter (ug) {ConA] (ug/ml) MT1-MMP (ug)

-

oo
=]

of

m

[
(=1

(3
(=]

(% of ctl)

Luciferase activity
=

pGL3 pcDNA3.1 MT1-MMP Acyto  soluble

G6PT-promoter

Figure A.3 La transcription de G6PT est inhibée par la ConA et la
surexpression de MT1-MMP

Dans les cellules U87, (A) des doses croissantes de ConA inhibent I’expression de
G6PT et induisent I’expression de MT1-MMP. (B) L’activité du géne rapporteur
luciférase Firefly du promoteur de G6PT a été mesurée par rapport a I’activité de la
luciférase Renilla, un contréle interne. Les niveaux d’induction d’activité ont été
mesurés par rapport au plasmide contréle pGL3. (C) 1 pg du promoteur de G6PT a
été transfecté dans les cellules U87 suivi par un traitement de 30 pg/ml de ConA. Une
diminution de I’activité a été observée. (D) Le promoteur de G6PT a été co-transfecté
avec des quantités croissantes de plasmide MT1-MMP. Une diminution de I’activité
luciférase a été observée. (E) La surexpression de MT1-MMP inhibe la transcription
de G6PT et requiert la présence des domaines cytoplasmique et transmembranaire.
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Figure A.4 La stimulation pro-inflammatoire inhibe la transcription de G6PT

Dans les cellules U87, (A) la TNFa et le PMA inhibent I’expression génique de
G6PT de fagon dose-dépendante. (B) Le TNF a et le PMA stimulent 1’expression de
COX-2. (C) Le TNFa et le PMA inhibent la transcription de G6PT en inhibant
I’activité du géne rapporteur luciférase reliée au promoteur de G6PT.
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Figure A.7 La surexpression de G6PT induit le processus autophagique
dans les cellules U87.

Dans les cellules U87, (A) La surexpression de G6PT induit la formation de vésicules
acides (Boruk, Savory et Hache) alors que la répression transitoire de G6PT n’a mené
a aucune formation d’AVO. (B) Validation de la transfection de G6PT par qPCR et la
visualisation de GFP par immunofluorescence.
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Figure A.8 L’implication de G6PT dans P’autophagie des cellules U87
nécessite I’activation des voies de signalisation de PI3K et de la MAPK ERK.

Dans les cellules U87, (A) La ConA induit la formation d’AVO dans les cellules
U87. (B) L’inhibition de I’expression génique de G6PT par la ConA est renversée par
activité des inhibiteurs des MAPK p38 et ERK, SB203580 et U0126. (C) La
surexpression de G6PT induit I’expression génique de la PI3K et I’expression
génique de la (D) MAPK3 (ERK1). La répression transitoire de G6PT inhibe la PI3K
mais n’affecte pas MAPK3.
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Charfi C, Beauchemin D, Vézina A, Zgheib A, Annabi B.
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B.1 Contribution

Dans le cadre du projet de la Dre Cyndia Charfi concernant la caractérisation des
mécanismes adaptatifs des compartiments tumoraux et endothéliaux cérébraux
réprimés de LRPI, j’ai contribué a la portion des travaux expérimentaux in vivo.
Avec Alain Zgheib, nous étions en charge de la colonie de souris WT et Lrp1(EC)™".
Nous avons procédé au sacrifice de celles-ci. Ensuite, j’ai effectué I’isolation des
cellules endothéliales cérébrales avant de procéder aux expériences de «binding» et
d’«uptake» de I’An2 dans les différentes conditions, soit WT ou Lrp1 KO. J’ai aussi
effectué les qRT-PCR dans ces mémes cellules pour étudier I’expression génique des
récepteurs de surface membranaire d’intérét (Syndecans, Vps10p-D et LRP1). Dre
Charfi a présenté ces travaux au congrés annuel du CRCQ 2015 ainsi qu’a la retraite
du Centre de Recherche BioMed 2015.



189

B.2  Abstract

Dysfunction in intracellular trafficking pathways in many diseases of the nervous
system is also believed to be linked to systemic lipoprotein metabolism alterations.
Given the crucial role low-density lipoprotein receptor-related protein 1 (LRP1) plays
at the blood-brain barrier as well as in pathological situations, including cancer and
neurological disorders, we sought to explore whether any crosstalk exists linking
LRP1 to intracellular trafficking processes in both the brain endothelial and tumoral
compartments. Transcriptomic profiling of grade I-IV human brain tumor tissues
revealed low Lrp!/ gene expression in higher grades brain tumors, which correlated
with high Sdc4, Sortl and Soril transcripts encoding cell surface heparan sulfate
proteoglycans and sortilins involved in intracellular trafficking and
compartmentation. Functional impact of stable Lrp! repression was assessed in
human U87 glioblastoma and brain microvascular endothelial cells (HBMEC), and
uptake of the LRP1 ligand Angiopep-2 (An2) compared to the respective transient
LRP1 repressed cell models. While An2 uptake was at best reduced by ~40% when
LRP1 was transiently silenced, it was rather found increased in selected HBMEC and
U87 cells in which LRP1 was stably knocked-down in vitro, or in brain endothelial
cells isolated from LRP1-KO mice. Such adaptive mechanisms, consequent to
constitutively-reduced LRP1 expression, were found to
trigger Myb and Gata3 transcription factors transcript levels, which silencing reversed
the increases in Sdc4, Sortl and Sorll expression as well as in LRP1-mediated An2
uptake. Overall, we highlight an unreported LRP1-mediated adaptive regulatory axis
acting as an endocytosis biosensor in the control of An2 uptake within the brain
vascular and tumoral compartments. Efficient An2-conjugates delivery can further be
envisioned to occur through a multi-stage intracellular compartmentation hierarchy

cascade.
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C.1  Contribution

Tout au long de ce projet, j’ai été responsable de la culture des cellules promyéloides
HL-60. J’ai effectué leur récolte lorsqu’elles avaient atteint la confluence désirée. J’ai
procédé a leur centrifugation et leur lavage subséquent, avant de les entreposer pour
expériences futures, effectuées par 1’équipe de chercheurs de la Dre Sleno. Les
cellules HL-60 proliferent en suspension dans les flacons de culture. Une trés grande
confluence est requise pour les expérimentations. L’équipe de la Dre Sleno a présenté

ces travaux au 4e Congreés Annuel du groupe de Recherche PharmaQAM en 2012.
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C.2  Abstract

RATIONALE: An isotopic labeling strategy based on derivatizing amine-containing
metabolites has been developed using light ((12) C6 ) and heavy ((13) C6 ) N-

benzoyloxysuccinimide reagents for semi-targeted metabolomic applications.

METHODS: Differentially labeled samples were combined and analyzed
simultaneously by liquid chromatography/high-resolution tandem mass spectrometry
(LC/HR-MS/MS) to compare relative amounts of amine-containing metabolites. The
selectivity of the reaction was determined with model metabolites and was shown to
also be applicable to thiol and phenol moieties. The potential for relative quantitation
was evaluated in cell extracts and the method was then applied to quantify metabolic
perturbations occurring in human cultured cells under normal vs. oxidative stress

conditions.

RESULTS: A total of 279 derivatized features were detected in HL60 cell extracts,
77 of which yielded significant concentration changes upon oxidative stress
treatment. Based on accurate mass measurements and MS/MS spectral matching with
reference standard solutions, 10 metabolites were clearly identified. Derivatized
compounds were found to have diagnostic fragment ions from the reagent itself, as

well as structurally informative ions useful for metabolite identification.

CONCLUSION:This simple derivatization reaction can be applied to the relative
quantitation of amine-, thiol- and phenol-containing compounds, with improved
sensitivity and chromatographic peak shapes due to the increased hydrophobicity of

polar metabolites not readily amenable to reversed-phase LC/MS analysis.
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