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TrkC: tropomyosine related kinase C

VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor

Vsp: vacuolar protein sorting
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Contexte du travail

Les glioblastomes (GBM) sont des tumeurs astroctytaires au pronostic défavorable.
L’échec des thérapies actuelles (chimio et radiothérapie) est notamment lié a la
résistance de certaines cellules tumorales aux traitements, et au caractére infiltrant
de ces tumeurs qui a pour consequences des récidives locales importantes. Depuis
quelques décennies, I'existence d’'une sous-population de cellules possédant des
proprietés proches des cellules souches normales, a savoir capacité d’auto-
renouvelement, de prolifération quasi-illimité et de régénération de la tumeur a été
mise en évidence au sein des GBM. Ces cellules qualifiées de cellules souches
cancéreuses (CSC), sont résistantes aux chimio et radiothérapies permettant ainsi la
croissance de la masse tumorale. Il y a donc une nécessité a développer de
nouvelles thérapies ciblant spécifiquement les CSC. Cependant, les travaux actuels
peinent a identifier des marqueurs des CSC dans le glioblastome. Dans ce contexte,
I'identification de nouveaux biomarqueurs fiables des CSC constituent un prérequis

indispensable au développement de thérapies ciblées contre ces cellules.

Parmi les nombreux candidats, notre équipe s’intéresse particulerement aux
neurotrophines ou NTs (NGF; BDNF, NT-3 et NT-4/5) et a leurs récepteurs (Trk-A,
TrkB, TrkC et p75"™®). Les NTs sont une famille de facteurs de croissance largement
étudiés dans le systéme nerveux, et retrouvés surexprimés dans de nombreux
cancers tels que le cancer du cblon, le cancer bronchique ou encore le GBM. Dans
ce dernier, une étude récente souligne I'importance des récepteurs TrkB et TrkC
dans la survie et la croissance des CSC (Lawn et al., 2015). La survie et le maintien
du caractére souche de ces cellules dépend également du microenvironnement qui
les entoure et conditionne leurs propriétés. Un contrdle permanent du
microenvironnement par des facteurs diffusibles susceptibles d’influencer les cellules
présentes dans le microenvironnement est donc indispensable. Cette communication
entre la tumeur et les cellules environnantes peut se faire via des exosomes qui
permettraient ainsi de transférer du matériel protéique spécifique de la tumeur aux
autres cellules. Bien que différentes données de la littérature aient mis en évidence
le réle des exosomes dans la progression du GBM, les mécanismes moléculaires

dépendants de ces nanovésicules associés a la résistance aux traitements restent
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peu connus.

Ma these s’inscrit dans cette thématique et a pour objectif de déterminer I'implication
des récepteurs des neurotrophines et de leur ligand dans le transfert du phénotype
agressif des cellules souches cancéreuses afin de favoriser la résistance
thérapeutique du glioblastome. Ces travaux ne se limitent pas a la caractérisation
d’'un nouveau mécanisme lié a la tumorigenése mais décrivent également l'intéret
potentiel en tant que biomarqueurs diagnostiques ou pronostiques des récepteurs

aux neurotrophines.
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Introduction

I.1. Les gliomes
1.1.1. Les cellules du systéme nerveux central (SNC)
Le systéme nerveux central (SNC) est un tissu dense constitué par I'encéphale

(cerveau, tronc cérébral et cervelet) et la moelle épiniére qui est composé de 2

grands types cellulaires : les neurones et les cellules gliales (Figure 1).

Capillaires _—

Neurones

Astrocytes

Pied
périvasculaire

Oligodendrocytes

Axones

Ependymocytes

Microglie

Fluide cérébrospinal

Figure 1: Représentation schématique des différents types cellulaires du
systéme nerveux central.

(Physiology Third Edition: The Unity of Companies, 2003 Form and Function). La glie
est constituée de 2 grandes parties : la microglie et la macroglie. Les différents types
cellulaires de la glie interagissent avec les neurones et les vaisseaux sanguins
environnants. Les oligodendrocytes produisent la gaine de myéline afin d’accroitre la
vitesse de propagation de linflux nerveux le long de I'axone. Les astrocytes
entourent les vaisseaux sanguins et les synapses. La microglie protége le cerveau
des dommages et infections.
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1.1.1.1 Les neurones

Le neurone est considéré comme l'unité fonctionnelle du SNC. Les neurones sont
des cellules spécialisées, tant au niveau anatomique que physiologique dans la
réception, l'intégration et la transmission d'informations. En effet, ces cellules
excitables produisent et transmettent le signal nerveux sous forme d’influx électrique

(potentiel d’action).

1.1.1.2 Les cellules gliales

Les cellules gliales, qui constituent le tissu de soutien du systéme nerveux, sont plus
petites que les neurones mais sont environ dix fois plus nombreuses. Les cellules
gliales assurent plusieurs fonctions majeures en permettant la protection, le soutien
et la nutrition des neurones, mais aussi la régulation de l'activité neuronale et la
défense du systeme nerveux (Allen and Barres, 2009). Elles jouent un rbéle majeur
dans la mise en place de la barriere hémato-encéphalique qui constitue une barriere
sélective protégeant le cerveau contre les agents infectieux et les toxines et permet
également I'apport des nutriments essentiels au fonctionnement métabolique du
systéme nerveux en particulier le glucose. Contrairement aux neurones, les cellules
gliales peuvent se multiplier, proliférer. On distingue 4 types de cellules gliales : les

astrocytes, les oligodendrocytes, la microglie, et les cellules épendymaires (Figure

1).

- Les astrocytes, cellules étoilées, constituent la majorité des cellules gliales.
Véritables tissu de soutien, elles assurent le support mécanique et métabolique des
réseaux neuronaux en apportant les nutriments (glucose et oxygéne) et en évacuant
leurs déchets métaboliques. Une classification morphologique permet de distinguer
différents types d’astrocytes ; les astrocytes fibrillaires (ou fibreux) présentant de
longs prolongements radiaires, sont riches en glioflaments et sont localisés
préférentiellement au niveau de la substance blanche. Les astrocytes
protoplasmiques présentant des prolongements courts et contenant peu de
gliofilaments, sont localisés préférentiellement au niveau de la substance grise. En
plus, de ces deux morphologies principales, des sous-populations astrocytaires
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spécifiques de certaines régions du SNC, comme le cervelet, peuvent adopter
d'autres morphologies.

Une classification fonctionnelle permet de distinguer les astrocytes de type | et les

astrocytes de type Il.

Les astrocytes de type | jouent un rdle de barriere puisque l'extrémité de leurs
prolongements appelée pied astrocytaire entoure soit les capillaires sanguins
participant a la formation de la barriere hémato-encéphalique (BHE) et régule les
échanges entre les capillaires sanguins et les neurones, soit les méninges (pie-meére)
participant alors a la formation de la glia limitans (Montgomery, 1994; Sofroniew,
2015).

Les astrocytes de type Il jouent un role métabolique et trophique puisque leurs pieds
astrocytaires entourent les synapses délimitant hermétiquement la fente synaptique
et permettant d’'une part de garantir 'homéostasie du milieu neuronal et d’autre part
de réguler [lintensité de la transmission synaptique par recapture des
neurotransmetteurs. Ces astrocytes jouent aussi un rble dans la cicatrisation
(=gliose) en cas de lésions du tissu nerveux (Pekny and Pekna, 2014; Sarrazy et al.,
2013; Sofroniew and Vinters, 2010).

- Les oligodendrocytes sont spécifiques du SNC. Leurs homologues dans le SNP
(Systéme Nerveux Périphérique) sont les cellules de Schwann. Ces petites cellules
gliales sont a I'origine de la formation de la gaine de myéline. Elles possédent des
prolongements qui entourent les axones de plusieurs neurones. Elles jouent a la fois
un role de soutien et permettent de diminuer les pertes électriques et d’augmenter la

vitesse de conduction de I'influx nerveux.

- Les épendymocytes tapissent les cavités ventriculaires de I'encéphale et le
canal de I'épendyme. Ces cellules constituent une barriére sélective et jouent un role
important dans les échanges entre le liquide céphalo-rachidien (LCR) et le liquide
interstitiel dans lequel baignent les cellules du SNC (Jiménez et al., 2014). Certaines
cellules épendymaires spécialisées vont donner naissance a des cellules épithéliales
qui formeront les plexus choroides. Ces structures vont permettre la production du
liquide céphalo-rachidien au niveau du troisieme et quatriéme ventricule du SNC.

Sandra Pinet | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2016 18
7N v L § N N



- Les cellules microgliales ou microglie représentent environ 5% de I'ensemble
des cellules du systéme nerveux central. A la différence des autres cellules
nerveuses qui dérivent du neuroectoderme, les cellules microgliales dérivent de
cellules souches hématopoiétiques (origine mésodermique) et appartiennent au
systéme immunitaire. La microglie constitue la population de macrophages résidents
du systéme nerveux central. En fonction de leur état d’activation, la morphologie des
cellules microgliales varie. En effet, au cours du développement cérébral, la microglie
est activée et présente une morphologie améboide de forme ovalaire avec de trés
courts prolongements cytoplasmiques et participe a ['élimination des débris
cellulaires. Pendant, la maturation du systéme nerveux central, la microglie alors
activée se différencie en microglie quiescente et adopte progressivement une
morphologie ramifiée en mouvement constant permettant une immunosurveillance
locale. En situation inflammatoire, les cellules microgliales sont activées et
présentent une rétraction des ramifications et une hypertrophie du corps cellulaire.
Les cellules ont alors une capacité de phagocytose augmentée, avec I'expression de
molécules d’histocompatibilité de classe Il et la synthése de cytokines pro-
inflammatoires (Ginhoux et al., 2013).

Contrairement aux neurones, qui ont perdu leur capacité a se diviser (cellules post-
mitotiques), I'évolution clonale d'une cellule gliale et/ou I'existence de cellules
souches canceéreuses pourrait conduire a la formation d’'une tumeur cérébrale ou

gliome

1.1.2. Les gliomes

Les gliomes sont les tumeurs cérébrales primitives les plus fréquentes du systéme
nerveux central. lls correspondent a 'ensemble des tumeurs dont la cellule d’origine
présumeée est une cellule gliale. A ce jour, deux systémes de classification existent ;
la classification de I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) en fonction du
phénotype des cellules tumorales (astrocytomes, oligodendrogliomes et
oligoastrocytomes) et du grade de malignité, du grade | au grade 1V hautement malin
(Louis et al., 2007) et la classification de I'hépital St Anne intégrant les données

cliniques et I'imagerie notamment exploration IRM.
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1.1.2.1 Historique de I’évolution de la classification des tumeurs cérébrales
selon FOMS

La classification de 'OMS résulte d’'un consensus et est considérée comme le
standard international pour le typage histopathologique et le « grading »
histopronostique des gliomes. Le premier modéle de classification des gliomes date
de 1926 et est basé sur la morphologie histologique des cellules tumorales et sur la
théorie des restes embryonnaires (Bailey and Cushing, 1926). Selon ces auteurs, les
gliomes seraient issus de cellules embryonnaires arrétées a différents stades de
'embryogeneése. A la suite de cette étude, en 1949, Kernohan et al. (Kernohan and
Mabon, 1949) propose que les gliomes se développent a partir de cellules adultes
spécialisées qui sont capables de se dédifférencier. La notion de classification en
grade (grading) en fonction de la malignité des Iésions apparait en 1979. L'OMS
définit la premiére classification officielle basée essentiellement sur la localisation
tumorale, I'histo-morphologie et le grade de la tumeur (Zulch, 1979). Cette
classification évolue en 1993 par lintroduction de I'immunohistochimie dans le
diagnostic pathologique (Kleihues et al., 1993), puis en 2000 par I'ajout du profil
geénetique et épigénétique des tumeurs tel que la méthylation du promoteur du gene
MGMT (Méthyl Guanyl Méthyl Transférase) pour les glioblastomes ou la détection de
pertes de régions chromosomiques 1p et/ou 19q pour les tumeurs oligodendrogliales
(Kleihues and Sobin, 2000; Kleihues et al., 2002). L’édition 2007, incorpore des
données de biologie moléculaire et de cytogénétique en complémeént de I'histologie
(Louis et al., 2007). La nouvelle classification histo-moléculaire apparait en 2014 et
compléte la précédente en ajoutant notamment le statut d’expression du géne ATRX
(Alpha Thalassemia/mental retardation syndrome X-liked) dans les tumeurs
cérebrales (Louis et al., 2014; Vigneswaran et al., 2015). L’évolution de cette

classification au cours du temps a permis d’améliorer la classification des gliomes.
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1.1.2.2 Classification actuelle des gliomes selon ’'OMS

Les gliomes sont classés en fonction de leur morphologie/composition. Trois sous-

types de gliomes sont ainsi distingués :

les astrocytomes qui partagent les caractéristiques morphologiques et
immunhistochimiques des astrocytes notamment caractérisés par un
marquage GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein) positif

les oligodendrogliomes qui partagent les caractéristiques des
oligodendrocytes

les oligo-astrocytomes qui sont considérés comme des tumeurs mixtes et
partagent les caractéristiques des deux types cellulaires; astrocytes et

oligodendrocytes.

Le grade des gliomes est défini selon la présence de certains critéres d’anaplasie a

savoir une augmentation de la densité cellulaire, des atypies nucléaires, de I'index

mitotique, de la néo-angiogenése tumorale et la présence de zone de nécrose
(Louis, 2006).

Les astrocytomes sont divisés en 4 grades de malignité distinctes: astrocytomes

pilocytiques (grade 1), astrocytomes diffus (grade Il), astrocytomes anaplasiques

(grade lll) et glioblastomes multiformes (grade 1V) (Tableau 1).

Concernant les deux autres sous-types de gliomes (oligodendrogliomes et oligo-

astrocytomes), ils sont classés en grade |l et grade Ill (ou anaplasiques) (Tableau 1).

Sandra Pinet | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2016 21
7N v L § N N



Astocytomes:
¢ Grade IL: Bien différencié ~ Modéremment  Occasionnelles Absentes Absentes Absentes
Asytrocytomes Diffus augmentée
* GradeTIL e \ . :
Astrocytomes Anaplasiques d anaplas.165 Augmentée Présentes Présentes Absentes Absentes
focales ou difuses
o GradeIV: Elevée Marquées Nombreuses Présentes Présentes
Glioblastomes Faible
Oligodendrogliomes:
* GradeIL: Bien différencié Modérée Possiblement Absentes ou Absente Non proéminente
marquées occasionnelles
¢ Grade III: Anaplasie focales  Eventuellement Eventuellement Souvent Possible Possible
ou difuses augmentée marquées nombreuses
Oligoastrocytomes:
e GradeII: Bien différencié Modérée ? Absentes ou Absente Absente
rares
¢ Grade III: Anaplasie des Eventuellement Eventuellement Possible Possible
contingents astro- forte présentes Eventuellement
et/ ou oligo- nombreuses

Tableau 1 : Classification des gliomes selon 'OMS. (WHO, 2000)

Les criteres diagnostiques issus de cette classification entrainent un manque de
reproductibilité inter-observateur (Coons et al., 1997) lié a I'existence de différents
facteurs; I'nétérogénéité tumorale ainsi que I'absence de marqueurs spécifiques de
lignage afin de reconnaitre le type précis des cellules tumorales, la difficulté a
distinguer les cellules tumorales du parenchyme résiduel sain et le fait que le
prélevement ne puisse pas toujours étre représentatif de la tumeur. De plus, elle ne
prend pas en considération des données de la clinique et de I'imagerie (Figarella-
Branger et al., 2012).

En 2016, lintégration de parametre phénotypiques et génotypiques a permis
d’ajouter un niveau d’objectivité supplémentaire dans la classification des tumeurs du
SNC (Louis et al., 2016).

Plusieurs changements majeurs ont été apportés par cette nouvelle classification
(Figure 2):

v' Contrairement a la classification de ’OMS 2007 qui classait les gliomes selon
le type cellulaire prédominant (astrocytaire, oligodendroglial et mixte), la
nouvelle classification oppose distinctement les gliomes diffus des autres.
Ainsi, on distingue trois grandes catégories: les gliomes infiltrants diffus de
type astrocytaire ou oligodendroglial, les autres gliomes astrocytaires
(astrocytome pilocytique ...) et les autres gliomes (gliome chordoide du
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troisieme ventricule, gliome angiocentrique et astroblastome).

v' Les gliomes infiltrants de Il'adulte sont classés selon deux altérations
moléculaires : les mutations d'IDH1/2 (Isocitrate Déshydrogénase 1/2) et la

codélétion 1p/19q.

v" La notion de NOS « Not Otherwise Specified » a été introduite. Il s’avére que
pour ces groupes de tumeurs, les informations sont insuffisantes pour
permettre un diagnostic plus précis. C’est sur ce point que la classification

tend a étre améliorée.

v' Le groupe des gliomes mixtes type oligoastrocytome, tend a disparaitre et si
cette terminologie est utilisée, ce le sera uniquement avec NOS. Des travaux
récents (Sahm et al., 2014) montrent que les gliomes mixtes présentaient soit
un profil de type astrocytaire (IDH muté et 1p/19q non-codélété) ou de type
oligodendroglial (IDH muté et 1p/19p codélété). Si le profil moléculaire est
discordant ou si ces altérations n’ont pas été recherchées, il s’agira d’'un

gliome mixte NOS.

v" Une nouvelle entité apparait : le gliome diffus de la ligne médiane qui
présente une mutation gain-de-fonction du géne codant pour I'histone H3
(H3K27M) et un nouveau variant pour les glioblastomes IDH non-muté : le

glioblastome épithélioide

v |l est introduit la notion de glioblastome moléculaire qui correspond a tout
gliome IDH non muté qui présente un gain du chromosome 7 et une perte du

chromosome 10.
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Histologie

1 | - 1

Statut IDH IDH muté IDH non muté IDH muté IDH non muté
‘ Glioblastome IDH muté
Altérations génétiques Perte ATRX" Codeélétion 1p/19q : - i
Mutation TP53* : | Glioblastome IDH non muté

|

i - . Tests génétiques non réalisés ou ne
Astrocytome diffus IDH muté permettant pas de conclure

Oligodendrogliome IDH muté et 1p/19qg codélété

Apres exclusion d'autres entités:! v

* Caractéristique mais non Astrocytome diffus IDH non muté . :
requis pour ﬂe diagnostic Oligodendrogliome NOS Jsiitcylome:diffus NOS

Oligodendrogliome NOS
Oligoastrocytome NOS
Gliobastome NOS

Figure 2: Principales catégories histo-moléculaires des gliomes diffus de
I'adulte.

D’aprés (Louis et al., 2016). La nouvelle classification histo-moléculaire 2016 devrait
conduire a une plus grande précision diagnostique en permettent une amélioration
de la gestion des patients et des déterminations plus précises de pronostic et de
réponse au traitement.

1.1.2.3 Classification de I’hépital Saint-Anne

Le second systéme de classification repose sur la classification de I'hépital Saint-
Anne proposée par le Pr Daumas-Duport (Daumas-Duport et al., 1997a). Cette
classification tente de pallier le manque de reproductibilité puisqu’elle integre les
données cliniques et l'imagerie aux données histologiques augmentant ainsi la
pertinence de I'évaluation pronostique. De plus, elle aboutit a I'établissement d’un
nouveau systéme de «grading» fondé sur [l'existence ou non dune
microangiogenese. La structure spatiale des gliomes qui peut étre infiltrante pure,
solide pure ou mixte et leur mode de croissance peuvent alors étre établies grace a
la corrélation de ces différentes données (Daumas-Duport et al., 1997a, 1997b).
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Quant a l'analyse des images IRM (Imagerie par Résonnance Magnétique), elle
permet de voir les signes de nécrose et de néo-vascularisation caractéristiques des

gliomes de haut grade (Daumas-Duport et al., 2000).

Deux types de structures histologiques ont pu étre mis en évidence au sein des
gliomes : une structure tumorale solide et une structure infiltrante a cellules

tumorales isolées :

- La structure tumorale solide formée uniquement de cellules tumorales avec peu ou
pas de parenchyme résiduel s’accompagne d’'une micro-angiogenese qui se
caractérise par une prise de contraste a I'imagerie (IRM).

- La structure a cellules tumorales isolées est représentée par la présence d'un
parenchyme sous-jacent morphologiquement intact et sans microangiogenése. Cette
composante ne prend donc pas le contraste.

La microangiogenése, élément principal de ce systéme de classification est
représentée par I'association de deux critéres qualitatifs ; la présence d’hyperplasie
endothéliale au niveau microscopique et la présence d’'une prise de contraste au
niveau macroscopique. Le «grading» distingue alors, parmi les gliomes

infiltrants (Daumas-Duport et al., 2005);

* les oligodendrogliomes et oligo-astrocytomes de grade A se caractérisent par
'absence d’hyperplasie endothéliale et de prise de contraste en IRM. Ces
tumeurs sont associées a une survie médiane de 11 ans.

* les oligo-astrocytomes de grade B se caractérisent par la présence d’'une
hyperplasie endothéliale et/ou une prise de contraste en IRM. Ces tumeurs
sont associées a une survie médiane de 3,5 ans.

* les glioblastomes peuvent étre représentés par une structure mixte associant
structure tumorale solide et des cellules tumorales isolées. Ces tumeurs sont

associées a une survie moyenne de 12 mois (ISREC 2014).

Les problemes liés a la non représentativité de I'échantillon au sein d’une tumeur
hétérogéne peuvent donc étre palliés grace a la prise en compte de ces données

d’'imagerie.
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Cependant, I'existence de deux classifications des gliomes montre les limites de
I'analyse histologique. En effet, le manque de criteres morphologiques reproductibles
ainsi que I'absence de biomarqueurs spécifiques rendent difficile la distinction entre
des oligodendrocytes inclus et des oligodendrocytes tumoraux de méme qu’entre
des astrocytes tumoraux et des astrocytes réactifs (changements fonctionnels au
sein des astrocytes en réponse a une situation pathologique).

L’analyse des tumeurs tend a identifier les différentes altérations génétiques et
épigénétiques dans le but de mieux comprendre les processus moléculaires
impliqués dans l'invasion et I'angiogenese, considérées comme les deux principales

caractéristiques d’agressivite-du GBM.

1.1.3. Incidence, épidémiologie

Les tumeurs du systéme nerveux central se divisent deux catégories :

* les tumeurs secondaires ou métastases résultent de la migration d’une cellule
tumorale issue d’'un cancer primitif (poumon, sein, peau, rein) vers un autre
organe. Les métastases cérébrales représentent 20 a 40% des cancers et leur
épidémiologie reste liée en grande partie aux tumeurs primitives.

* les tumeurs primitives constituent toutes les tumeurs bénignes ou malignes
ayant pour origine un des constituants du SNC, de ses enveloppes

(méninges) ou des nerfs périphériques.

Dans le cadre de cette thése, nous nous sommes focalisés sur les tumeurs primitives
du systéme nerveux central (TPSNC) les plus fréquentes a savoir le glioblastome
(GBM), tumeurs astrocytaires de grade IV qui représentent environ 70% des tumeurs
du SNC (Brandes et al., 2008).

Les TPSNC sont un groupe hétérogéne comprenant plus de 140 types et sous types
histologiques (CBTRUS, 2005; ENCR, 1998). Les TPSNC représentent 2 a 3 % de
'ensemble des cancers. Les gliomes sont les tumeurs primaires du SNC les plus
fréquentes chez I'adulte (70%).
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Au sein des GBMs, deux principaux types génétiques sont individualisés
correspondant a deux identités évolutives; les glioblastomes primaires et les

glioblastomes secondaires (Ohgaki, 2005).

- les GBM primaires ou de novo représentent plus de 90% des GBM et de
développent chez des sujets agés de plus de 60 ans. L’histoire clinique est
courte (< 3 mois) et sans symptémes prédictifs. L'origine cellulaire de ces
tumeurs serait la transformation maligne d’'une cellule souche neurale.

- Les GBM secondaires représentent 10% des GBM et résultent de la
transformation anaplasique d’'un gliome infiltrant de grade Il ou Ill chez des
patients plus jeunes (< 60 ans). Ces tumeurs présentent une histoire clinique
plus longue et sont de meilleurs pronostics (Ohgaki and Kleihues, 2007).

Le GBM représente 60 a 75% des gliomes de haut grade (DeAngelis, 2001; Fisher et
al., 2007). L’incidence du GBM, en France, correspond a environ 5 cas pour 100000
habitants (INCA, 2015) et augmente chaque année d’1% (Baldi et al., 2010; Zouaoui
et al., 2012). Le vieillissement de la population ainsi que les progrés dans le domaine
de lI'imagerie et du diagnostic pourraient expliquer cette augmentation. Environ 60%
des patients diagnostiqués avec un GBM ont entre 55 et 74 ans. Dans ce groupe
d’age, l'incidence est de 4 cas pour 100000 habitants (ENCR, 2001). Les hommes
paraissent plus touchés par la survenue d’'un GBM, avec un ratio homme/ femme

compris entre 1,5 et 1,8 selon les études (Brandes et al., 2008).

Le pronostic de ces tumeurs reste défavorable car la survie relative pour un adulte
atteint d’'un GBM, en Europe ou aux Etats-Unis, est de moins de 30% & 1 an, de 5%
a 3 ans et ne représente plus que 3% a 5 ans, sans différence homme / femme
(Capocaccia et al., 2003; Crocetti et al., 2012; SEER, 2007).

Parmi les facteurs favorisant la survenue d’'un GBM, seules les radiations ionisantes
a haute énergie (rayons X) ainsi que certains facteurs génétiques peuvent étre
retenus avec certitude (Louis et al., 2007). Les syndromes héréditaires connus
(neurofiboromatose de type | et Il, syndrome de Li-Fraumeni, syndrome de Turcot)
pouvant conduire a I'apparition d'un GBM ne rendraient compte que de 1% des cas
(Ohgaki and Kleihues, 2005). Aucun facteur environnemental (pesticides, composés
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nitrosurés) ni sociétal (alcool, ondes électromagnétiques) n’a pu étre clairement mis
en cause (Baldi et al., 2010).

Cependant le risque d’apparition d'un GBM serait diminué chez les personnes avec
un terrain atopique ou allergique tel que I'eczéma ou I'asthme ou atteints d’'une
maladie auto-immune telle que la sclérose en plaque ou la polyarthrite rhumatoide
(Loiseau et al., 2009).

1.1.4. Gliomagenése et anomalies génétiques

1.1.4.1 Gliomagenése

La gliomagenese résulte d'une accumulation séquentielle d’altérations génétiques. A
l'origine, la prolifération incontrolée de cellules d’origines gliales conduit au
développement d’'un gliome. Ce phénoméne s’explique en partie par I'acquisition, au
sein de la cellule tumorale, d’altérations de leur code génétique lui permettant
d’échapper aux différents points de contrble « check point » du cycle cellulaire. Une
surexpression de régulateurs positifs du cycle nommeés proto-oncogénes et/ou
l'inhibition de régulateurs négatifs nommés « suppresseurs de tumeurs » ainsi que
des génes impliqués dans la réparation de 'ADN conduisent a ces changements
genetiques et rompent I'équilibre fragile de ce cycle (Dirks and Rutka, 1997). Ces
changements génétiques se traduisent progressivement par une prolifération
incontrélée, une perte de contréle de la régulation du cycle cellulaire, une diminution
de I'apoptose en réponse aux dommages a I'’ADN, une augmentation de l'instabilité

geéneétique et une dérégulation des voies de signalisation aux facteurs de croissance

(Hanahan and Weinberg, 2000).

Sur le plan moléculaire, les deux types de GBMs primaires et secondaires sont
caractérisés par des profils differents (Watanabe et al., 1996). Les GBM de novo
présentent une amplification du récepteur au facteur de croissance épithélial
(Epidermal Growth Factor Receptor, EGFR) dans 40% des cas, des mutations de
PTEN (Phosphatase and TENsing homolog) dans 25% des cas, mais rarement des
mutations de TP53 (Tumor suppressor p53) (28%) et d'IDH1 ou 2 (Isocitrate
DeHydrogenase) (<10%) (Yan et al.,, 2009). Dans les GBM secondaires, les
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mutations de TP53 sont plus fréquentes (65%) ainsi que celles d'IDH1 ou 2 (50 a
85%). Les mutations de PTEN (4%) et d'EGFR (8%) sont plus rares. Dans les 2
types de GBM, les altérations du chromosome 10 sont les plus fréquentes (60%) qu’il
s’agisse d'une perte totale ou d’'une perte partielle de 10p ou 10q. En revanche, les
délétions 1p (14% des GBM en moyenne) ou 19q (23,9% des GBM en moyenne)
sont plus rares dans les GBM que dans les oligodendrogliomes. Les codélétions
1p19q sont rares (0 a 5%) (Ohgaki and Kleihues, 2007). Les principales différences
entre GBM primaires et secondaires définissent deux voies distinctes dans I'évolution
de ces tumeurs. (Figure 3)
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Figure 3: Altérations génétiques impliquées dans la gliomagenése pour les
GBM primaires et secondaires.

D’aprés (Aldape et al., 2015; Ohgaki and Kleihues, 2007, 2013) IDH, Isocitrate
déshydrogénase ; LOH, Perte d’hétérozygotie ; EGFR, Epidermal growth factor
receptor ; PTEN, Phosphatase and TENsin homolog ; Rb, Rétinoblastome ; NF1,
Neurofibromatose de type 1, CDKNZ2 Cyclin dependent kinase 2 ; MDM, Murine
double minute ; PDGFRA, Platelet-derived growth factor receptor alpha.

Les principales altérations génétiques du GBM, ciblant le cycle cellulaire ou les voies
de transmission du signal, se caractérisent par la surexpression de facteur de
croissance, des mutations « gain de fonction » des récepteurs a activité tyrosine-

kinase, a l'inverse des mutations « perte de fonction » des génes suppresseurs de
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tumeurs et constituent pour chacune d’entre elles une cible thérapeutique (Figarella-
Branger et al., 2010).

1.1.4.2 Altérations génétiques

> Voie EGFR/ PI3K/PTEN/ AKT:

Les récepteurs a activité tyrosine kinase (RTK) tels que 'EGFR ou PDGFR sont
activés apreés fixation de leur ligand respectivement EGF, TGF-a, PDGF. La fixation
du ligand entraine [I'activation du récepteur via la dimérisation et ['auto-
phosphorylation de ce dernier au niveau des résidus tyrosine. L’activation du
récepteur permet le recrutement de la PI3K (phosphoinositide-3 kinase) au niveau de
la membrane plasmique ou 'activation de la protéine RAS qui a son tour peut activer
la PI3K. La PI3K est composée de deux sous-unités, une sous-unité catalytique et
une régulatrice et permet la phosphorylation de la phosphatidyl-inositol-4,5-
biphosphate (PIP2) en PIP3. Cette phosphorylation induit I'activation d’effecteurs
dont AKT (protein kinase B) puis de seconds messagers tels que mTOR (mammalian
target of rapamycin), cible de la rapamycine (Figarella-Branger et al., 2010; Ohgaki,
2005). Cette voie de signalisation permet la transcription de genes impliqués dans la
prolifération cellulaire et dans linhibition de I'apoptose (Brennan et al., 2013a;
Cancer Genome Atlas Research Network, 2008). (Figure 4)

La protéine Phosphatase and tensin homology (PTEN) posséde une activité
phosphatase pour le PIP3 qui génére alors du PIP2 et qui permet de bloquer la voie
de signalisation de la PI3K (Ohgaki and Kleihues, 2007). Le géne codant pour PTEN

est présent sur le chromosome 10. (Figure 4)

Les principales altérations génétiques, mutation ou amplification du géne EGFR,
mutation de PTEN, touchant cette voie conduisent alors a une activation de la PI3K.
L’amplification du proto-oncogéne EGFR, principalement observée dans les GBM
primaires, constituerait un évenement tardif dans la progression tumorale (Hoang-
Xuan et al., 2005). Environ 50% des GBM avec une amplication d EGFR expriment
le variant Ill muté de 'EGFR (EGFRVIII), qui est caractérisé par une délétion de
801pb couvrant 'exon 2 a 7 de la région codante de 'EGFR (Verhaak et al., 2010).

Sandra Pinet | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2016 30
7N v L § N N



Ce récepteur tronqué, incapable de fixer son ligand I'EGF, conserve une activité
tyrosine kinase intracellulaire et active de fagon constitutive la voie de signalisation
de la PI3K favorisant la survie cellulaire, la prolifération et I'invasion (Huang et al.,
1997). Les GBM exprimant 'EGFRvIII sont caractérisés par un phénotype plus
invasif et corrélés a une faible survie (Barker et al., 2001; Shinojima et al., 2003).

Les différentes altérations génétiques touchant le géne PTEN localisé en 10923,
comprennent des mutations, des délétions ou des insertions de codon-stop et
conduisent a la traduction d’une protéine tronquée (Myers et al., 1998).

> Voie p16™**/RB1/CDK4:

Cette voie intervient dans le contréle du cycle cellulaire puisque la protéine
Rétinoblastome 1 (RB1) permet la progression de la phase G1 a la phase S. En effet,
le complexe CDK4/Cycline D1 phosphoryle RB1 qui libere le facteur de transcription
E2F et permet I'expression de génes impliqués dans la transition G1/S (Sherr and
Roberts, 1999). La protéine p16™<* codée par le géne suppresseur de tumeur,
INK4A (ou CDKNZ2A) inhibe les CDK (Chien and Ffrench, 2006). La liaison de
p16INK4A

cycle cellulaire en G1. (Figure 4)

a CDK4 empéche la formation du complexe CDK4/Cycline D1 bloquant le

78% des GBM présentent des altérations de cette voie, parmi les plus fréquentes, on
retrouve des altérations au niveau des génes INK4A et RB1 telles que des
mutations, des délétions homozygotes ou une méthylation du promoteur (Cancer
Genome Atlas Research Network, 2008; Nakamura et al., 2001; Ohgaki and
Kleihues, 2007).

> Voie TP53/MDM2/p14°%F:

La protéine P53 est codée par le géne TP53 localisé sur le chromosome 17p13.1 et
joue un réle clé dans divers processus cellulaires tels que I'arrét du cycle cellulaire
entre la phase G1 et la phase S, la réparation de 'ADN, I'apoptose, I'autophagie, la
différenciation, la sénescence et I'auto-renouvellement (Vousden and Prives, 2009).
90% des GBM présentent des mutations du géne TP53 qui inactiveraient sa fonction
de régulateur négatif de la proliféeration cellulaire et favoriseraient donc la
tumorigenése (Van Meir et al., 2010). L’amplification du gene MDM2 (Murine Double
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Minute) inactive également cette protéine puisque la protéine MDM2 s’associe avec
p53 entrainant son inhibition et sa dégradation (Furnari et al., 2007). Le géne p14°F*
code pour une protéine qui se lie a MDM2 et inhibe la dégradation de P53. Les GBM
présentent une perte d’expression de p14*"F due notamment a une délétion
homozygote ou a une méthylation du promoteur du géne (Ohgaki and Kleihues,
2009). La perte de fonction de P53 peut donc étre liée a la modification de plusieurs
génes dont TP53, MDM2 et p14*~F. (Figure 4)
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Figure 4 : Principales voies de signalisation altérées dans le glioblastome.

D’aprés (Brennan et al.,, 2013a; Cancer Genome Atlas Research Network, 2008;

Ohgaki and Kleihues, 2007). Sont représentées en rouges les altérations activatrices
et en bleues les altérations inactivatrices. EGFR, Epidermal growth factor receptor ;
PDGFR, Platelet-derived growth factor receptor ; PTEN, Phosphatase and TENSsin
homolog ; PI3K, Phosphoinositide 3-kinase ; NF1, Neurofiboromatose de type 1 ;
mTOR, Mammalian Target of Rapamycin ; HIF, Hypoxia inductible factor ; VEGF,
Vascular endothelial growth factor ; MDM, Murine double minute ; CDKN2 Cyclin
dependent kinase 2 ; CDK, Cyclin-depedent kinase ; Rb, Retinoblastome.
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> Perte d’hétérozygotie du chromosome 10 ou LOH (Loss of Heterozygosity)

Les altérations génétiques du chromosome 10 présentent des profils de perte
allélique différents en fonction du type de GBM (primaire ou secondaire). Etant
fréquente, la LOH indique la perte d'un ou de plusieurs génes suppresseurs de
tumeurs sur le chromosome 10 dont PTEN localisé au niveau 10923. La perte totale
du chromosome est retrouvée dans les GBM primaire alors que la LOH partielle au
niveau 10q est spécifique du GBM secondaire (Ohgaki and Kleihues, 2007).

> LOH 1p/19q

La codélétion du bras court du chromosome 1 (1p) et du bras long du chromosome
19 (19q) a été identifiece comme le résultat d’'une translocation déseéquilibrée qui
conduit @ une perte du matériel génétique concerné (Jenkins et al., 2006) et serait
impliquée dans l'inactivation de genes suppresseurs de tumeurs. Les conséquences
fonctionnelles et cliniques de cette anomalie font actuellement I'objet d’investigations.
La codélétion 1p/19q est caractéristique d’'un sous-groupe d’oligodendrogliomes a
évolution clinique nettement plus lente, présentant une plus grande chimio- et radio-

sensibilité et donc un meilleur pronostic (Fontaine et al., 2008).

> Mutations IDH1/IDH2

Deux isoformes principales existent pour les génes IDH codant pour des enzymes
participant au cycle de l'acide citrique, permettant ainsi la production d’énergie. IDH1
code pour l'isocitrate déshydrogénase cytosolique, qui transforme l'isocitrate en a-
cétoglutarate et IDH2 code pour lisocitrate déshydrogénase mitochodriale. Les
mutations des génes IDH1 et 2 sont caractéristiques des gliomes de bas grade
(Rossetto et al., 2011). Les mutations se trouvent dans un codon spécifique et
résultent en une nouvelle fonction enzymatique, induisant de fortes concentrations
d’'un meétabolite normalement absent, le 2-hydroxyglutarate (2-HG) (Dang et al.,
2009). Cet «oncométabolite» inhibe des enzymes impliqués dans la régulation
épigénétique, ce qui induit une hyperméthylation de 'ADN «CpG-island methylator
phenotype» (CIMP) et des histones. Ces modifications épigénétiques sont
considérées comme déterminantes dans le processus tumoral puisque -cette
hyperméthylation concerne notamment la méthylation du promoteur du géne de la
MGMT. Les mutations IDH1/2 sont typiques des GBM secondaires puisqu’elles sont
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étroitement associées au profil moléculaire, en effet elle est retrouvée constante
dans les gliomes avec codélétion 1p19q, et est pratiquement absente dans les
gliomes avec amplification de 'EGFR. La mutation d'/DH1 ou IDHZ2 est considérée
comme un facteur majeur de bon pronostic, quel que soit le sous-type et le grade
histologique (Yan et al., 2009).

> Mutations de génes impliqués dans la régulation des téloméres

Les téloméres sont des régions répétitives situées a I'extrémité des chromosomes
permettant leur protection. lls sont impliqués dans la régulation de la survie, de la
division et de la proliféeration des cellules cancéreuses. La télomerase reverse
transcriptase (TERT) est une ribonucléoprotéine qui contréle la longueur des
téloméres par l'ajout de séquences télomériques aux extrémités 3’ (Rufer and
Nabholz, 2003). Plus l'activité de TERT est importante, plus les télomeres sont longs
et plus la survie des cellules tumorales est prolongée (Londofo-Vallejo et al., 2008).
Le gene Alpha Thalassemia/Mental Retardation Syndrome X-Linked (ARTX) joue un
réle critique dans ’homéostasie de ces téloméres. Des mutations des génes TERT et
ATRX ont été retrouvées dans les gliomes de haut et bas grades (Jiao et al., 2012).

La perte d’expression dATRX est associée a la mutation IDH1/2, et est fortement
corrélée a la mutation p53 mais mutuellement exclusive de la co-délétion 1p19q (Jiao
et al., 2012). Cette altération est retrouvée dans 7% des GBMs | adultes et 57% des
GBMs Il. Le statut d’expression d’ATRX permet de discriminer deux groupes au sein
des astrocytomes IDH mutés, corrélé avec la médiane de survie. Les patients
présentant une perte d’expression d’ATRX et une mutation /DH survivent mieux que
les patients ayant une tumeur /IDH mutée associée a une expression normale
d’ATRX (55,6 vs 31,8 mois) (Wiestler et al., 2013). Le statut ’ATRX permet d’affiner
la classification des oligoastrocytomes, car ATRX est un marqueur des
astrocytomes. Tout comme la mutation /DH, la mutation ATRX semble jouer un role

déterminant dans l'origine de tumeurs de bas grades (Kannan et al., 2012).

En 2013, une étude a découvert des mutations activatrices du géne TERT dans 80%
des GBMs | de l'adulte, exclusives a celles du géne ATRX et associées a une
amplification EGFR dans les GBM |. Les patients non mutés pour TERT présentent

une médiane de survie plus longue que ceux présentant la mutation (27 vs 14 mois)
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(Killela et al., 2013).
» Meéthylation du promoteur de la du gene MGMT

Le géne MGMT (MethylGuanine MethylTransferase) est un géne situé sur le
chromosome 10 et code pour une protéine, la O-méthyl-guanine-ADN-
méthyltransférase. Cette enzyme joue un role clé dans la réparation des dommages
a I'ADN, plus précisément elle maintient l'intégrité¢ de I'ADN en enlevant les
groupements alkyls en position O° sur les guanines provoqués par des agents
alkylants (chimiothérapie telle que le témozolomide). Apres transfert des
groupements alkyls au niveau du site actif de I'enzyme, celle-ci est dégradée par le
protéasome. La méthylation des ilots CpG situés dans le promoteur du géne MGMT
induit une inhibition de la transcription de ce dernier et augmente la sensibilité des
cellules aux traitements et notamment au témozolomide. Cette modification
épigénétique est retrouvée dans 45% des GBM (Brennan et al., 2013a). Jusqu'a
présent, la méthylation de MGMT était reconnue pour étre un marqueur prédictif de
la réponse au traitement par le témozolomide (Hegi et al., 2005). Ceci indique qu'elle

serait un marqueur de bon pronostic.

Finalement, les recherches menées visent une meilleure caractérisation moléculaire
des gliomes en s’effor¢cant de décrire au mieux les différentes altérations du génome,
du transcriptome, du protéome et de I'épigénome afin d’en apprécier leur pertinence
et leur intérét clinique. L'analyse de I'ensemble de ces molécules permet ainsi
d’établir une véritable carte d’identité moléculaire de la tumeur. En outre, les GBMs
primaires présentent une amplication de 'lEGFR, une mutation de PTEN et une perte
totale du chromosome 10 alors que les GBMs secondaires sont caractérisés par une
mutation de p53, une LOH19q et une mutation IDH1/2 (Ohgaki and Kleihues, 2007).

1.1.4.3 Signature moléculaires des glioblastomes

Une méthode regroupant les données d’expression génique, de transcriptomique et
de protéomique a permis de classer les GBMs en sous-classes et de définir une
signature moléculaire pour chacun des sous-ensembles. Plus que des phénotypes,
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cette classification tente de mieux définir I'origine cellulaire ainsi que les mécanismes

moléculaires impliqués dans I'apparition et le devéloppement de ces tumeurs.

Une premiére étude basée sur I'analyse du transcriptome a permis de distinguer trois
sous-ensembles de GBMs: proneuraux, proliférants et mésenchymateux (Phillips et
al., 2006). Cette classification moléculaire s’appuie sur les profils d’expression de 35
génes appelés « génes signatures ». Ces génes sont d’abord triés sur un critére de
corrélation avec la survie des patients. Une classification hiérarchique de ces génes
définit ensuite trois sous-ensembles de gliomes de haut grade qui semblent
correspondre a différents stades de la neurogenése.

Les GBMs proneuraux sont de « bon » pronostic avec une médiane de survie de
174,5 semaines et expriment des génes impliqués dans le développement du
systéme nerveux central tels que OL/G2 (Oligodendrocyte transcription factor 2),
DLL3 (Delta-like 3) et BCAN (Brevican core protein). Les GBMs proliférants
(classique) et mésenchymateux sont de « mauvais » pronostic avec une survie
médiane de 60,5 et 65 semaines respectivement. Les GBMs proliférants expriment
les genes PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen) et TOP2A (Topoisomerase |l
alpha) qui sont impliqués dans les voies de prolifération alors que les GBMs
mésenchymateux expriment les génes YKL-40/CHI3L1 (Chitinase-3-like protein 1),
CD44 et VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) impliqués dans I'angiogenése
et présentent un profil d’expression similaire a celui des cellules souches neurales.
La progression des gliomes semble corrélée avec les étapes de la neurogenese,
expliquant de ce fait lI'agressivitt des GBMs de types mésenchymateux et
proliférants (Figure 5).

Par la suite, d’autres études, et notamment grace a la réalisation de l'atlas du
génome des glioblastomes (TCGA, The Cancer Atlas Genome), ont publié des
classifications assez similaires basées sur les différentes altérations génétiques ainsi
que sur le profil d’expression génique retrouvés au sein des gliomes de haut grade
(Brennan et al., 2009; Verhaak et al., 2010). La classification, basée sur I'expression
de 840 geénes, divise les GBMs en 4 sous-groupes différents; classique,

mésenchymateux, neural et proneural (Figure 5).

» GBM classique : la dénomination « classique » vient du fait que ce sous-type
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de GBMs regroupe les altérations génétiques les plus communes tels que
'amplification du chromosome 7 ou la délétion du chromosome 10,
I'amplification de 'EGFR ou une délétion homozygote de CDKNZ2A. Ce groupe
nommeé proliférant par Philips montre une augmentation de la prolifération des
cellules tumorales dans ces tumeurs.

» GBM mésenchymateux : la principale caractéristique de ce sous-type est une
forte association entre la mutation du géne NF1 et une faible expression des
transcrits de NF1. De plus, ces tumeurs présentent des mutations de PTEN et
expriment fortement les marqueurs mésenchymateux YKL-40 (CHI3L1) et
MET. Les mutations de NF1 et PTEN entrainent une altération de voie de
signalisation PIBK/AKT. D’autre part, lors d’'une récidive les tumeurs tendent a
adopter un phénotype mésenchymateux (Verhaak et al., 2010).

» GBM neural : ce sous-type tumoral n’a pas d’altérations génétiques définit
mais son profil d’expression tend a se rapprocher de celui d’'un tissu cérébral
sain.

» GBM proneural : ce sous-type présente des altérations du géne PDGFRA
ainsi que des mutations de TP53 et d’IDH1 qui sont plus souvent associées
aux GBMs secondaires (Ohgaki and Kleihues, 2007; Phillips et al., 2006;
Verhaak et al., 2010). Ces tumeurs sont aussi associées a des patients plus

jeunes et présentent une meilleure survie.

En 2010, la classification évolue en divisant les GBMs proneuraux en deux sous-
groupes : le groupe G-CIMP-positif et G-CIMP-négatif (CpG island methylator
phenotype) (Noushmehr et al., 2010). Cette subdivision prend en compte le profil
de méthylation de I’ADN correspondant au statut mutationnel d’IDH1. Il apparait
que les tumeurs présentant une mutation IDH1 sont associées a un phénotype G-
CIMP-positif et a une survie plus importante. Cette meilleure survie serait

conférée par le statut G-CIMP-positif (Brennan et al., 2013b). (Figure 5)
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Récidive

I |

Classification selon Philipps ——> Proncural Prolifératif
—
| |
Classification selon Verhaak ——— Pronecural Neural Classique
Génes mutés P33, IDHI, PDGFRA, TP53, NF1,

PDGFRA amplification chr 7, PTEN
perte chr 10

I l

Signature Olig2, DDL3, MBP/MAL  EGFR/AKT2 YKL40MET,
BCAN/SOX2 CD44 VEGF

Niveau de méthylation \

G-CIMP+  G-CIMP-

Figure 5: signature moléculaire des GBMs selon les classifications de
Verhaak, Phillips et Brennan.

D’aprés (Brennan et al., 2009, 2013a; Phillips et al., 2006; Verhaak et al., 2010).
EGFR, Epidermal growth factor receptor ; NF1, Neurofiboromatose de type 1 ; PTEN,
Phosphatase and TENsin homolog ; IDH1, Isocitrate déshydrogénase ; PDGFR,
Platelet-derived growth factor receptor ; YKL- 40, Chitinase-3-like protein 1 ; VEGF,
Vascular endothelium growth factor ; Olig2, Oligodendrocyte Lineage Transcription
Factor 2 ; DDL3, Delta-Like 3 ; BCAN, Brevican core protein ; SOX2, SRY-box2 ;
AKT2 v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 2; CIMP, CpG island
methylator phenotype

1.1.5. Principaux mécanismes physiopathologie des glioblastomes

Les GBMs sont principalement caractérisés par une vascularisation importante et
une invasion rapide du parenchyme cérébral sain. Ces critéres sont des éléments

d’agressivité importants dans le GBM traduisant leur degré de malignité.
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1.1.5.1 Néo-angiogenése tumorale

C’est Folkman en 1975 (Folkman, 1975) qui émet en premier I'’hypothése selon
laquelle la croissance tumorale serait dépendante de l'angiogenése. La néo-
angiogénése tumorale permet la formation de nouveaux vaisseaux, structurellement
imparfaits a partir de vaisseaux primitifs. Le déclenchement de I'angiogénése
tumorale fait suite a un déséquilibre entre les facteurs pro- et anti-angiogéniques au
sein de la tumeur. Ce déseéquilibre, en faveur des facteurs pro-angiogéniques est
appelé « switch angiogénique » (Folkman, 1975). Ce mécanismes induit une
accélération de la néo-vascularisation tumorale et une croissance tumorale rapide
conduisant au développement de zones hypoxiques et nécrotiques. En réponse a
I'nypoxie, les cellules tumorales qui bordent la zone de nécrose s'organisent en
palissades caractéristiques du GBM et sur-expriment le facteur HIF-1 alpha
(Inducible Factor 1). HIF-1a et HIF-1f induisent I'expression du géne codant pour le
VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor). La sécrétion du VEGF par les cellules
tumorales dans le microenvironnement va stimuler la prolifération et la migration des
cellules endothéliales a l'origine du développement des néo-vaisseaux (Acker and
Plate, 2004). Les néo-vaisseaux ainsi formés sont anormaux, fragiles et présentent
un calibre irrégulier avec de nombreux shunts créant ainsi un réseau vasculaire
anormal responsable d’'une diminution du flux sanguin entrainant un mauvais apport
en oxygéne et nutriments ainsi qu’'un mauvaise diffusion des chimiothérapies au sein

de la masse tumorale (Brahimi-Horn et al., 2007).

1.1.5.2 Invasion tumorale

L’infiltration des cellules tumorales au niveau du parenchyme cérébral sain est
responsable en grande partie de I'échec du traitement chirurgical puisque dans la
plupart des cas, la récidive tumorale a lieu au niveau des marges de résection ou a
quelques centimetres de ces derniéres (Giese et al., 2003). L’invasion cellulaire
tumorale se déroule en quatre étapes distinctes. Dans un premier temps, les cellules

tumorales se détachent de la masse tumorale et cette perte d’adhésion semble
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associée a une perte d’expression de N-cadhérines qui sont des molécules
d’adhésion cellulaire (Asano et al., 2004; Nakada et al., 2007). Ensuite les cellules,
ayant acquises des capacités invasives, vont pouvoir adhérer a la MEC (matrice
extracellulaire) via des interactions dynamiques. La dégradation protéolytique de la
MEC est alors dépendante de I'activité des MMP (Matrix Métalloprotéinase) qui sont-
elles-méme régulées par de nombreux facteurs sécrétés par les cellules tumorales
ou par les cellules du stroma tumoral, les CAF (Cancer Associated Fibroblasts)
(Giese et al., 2003). Cette dégradation peut étre associée ou non a un remodelage
de la MEC par les cellules tumorales leur permettant d’acquérir une mobilité accrue.
Les cellules de GBM migrent préférentiellement le long des voies myéliniques, des
vaisseaux et au niveau l'espace sous-piale, zones toutes dépourvues d’acide
hyaluronique (Louis, 2006; Onishi et al., 2011).

Dans le GBM, l'angiogenése tumorale induit des changements structuraux et
fonctionnels de la BHE (barriere hémato-encéphalique). Cette BHE est formée de
cellules endothéliales, a la morphologie et a la composition biochimique différente du
reste de 'organisme, des pieds des prolongements astrocytaires, d’une lame basale

et de péricytes.

On retrouve, chez les patients atteints de GBM, une rupture de la barriére hémato-
encéphalique favorisant le passage des agents chimiothérapeutiques ciblant la

tumeur.

1.1.6. Prise en charge thérapeutique des GBMs

Le pronostic pour un patient atteint d'un GBM reste particulierement sombre mais
une prise en charge adéquat, combinant chirurgie, radiothérapie et chimiothérapie,

permet d’améliorer la survie médiane.
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1.1.6.1 Biopsie et résection chirurgicale

La chirurgie contribue autant au diagnostic qu’au traitement des GBMs. Dans le cas
du diagnostic, I'exérése tumorale permet d'obtenir le matériel tumoral nécessaire
pour l'analyse histo-pathologique. Elle permet également de réduire la masse
tumorale et ainsi diminuer I'hypertension intra-cranienne et une partie des troubles
neurologiques induits par la compression du parenchyme (Weller et al., 2014).
Malheureusement, I'exérése n’est que trés souvent partielle en raison du caractére
infiltrant de certains GBM et ne permet pas toujours d'éradiquer les cellules

tumorales ayant envahi le parenchyme sain.
La biopsie reste rare et est pratiquée seulement en cas de non-opérabilité.

Les progrés chirurgicaux, dus notamment a une amélioration des techniques
d'imagerie cérébrale comme [I'IRM, ont permis de mieux définir l'extension
macroscopique de la tumeur et donc d’améliorer I'exérese. L'IRM permet de
réséquer le maximum de tissu pathologique, tout en conservant le parenchyme
cérébral sain. Les « limites » tumorales peuvent également étre visualisée via
I'utilisation d’'une molécule fluorescente, 'acide 5-aminolevulinique (5-ALA) (Stummer
et al., 2006). Cependant la chirurgie reste toujours incompléete/partielle en raison du

caracteére infiltrant des GBM au niveau du parenchyme sain.

1.1.6.2 Radiothérapie et chimiothérapie

La radiothérapie a montré son efficacité dans le traitement des GBMs depuis de
nombreuses années. L'objectif de la radiothérapie est d’assurer le contréle et la
guérison locale ou locorégionale des processus tumoraux et de diminuer
l'inflammation. Elle peut étre exclusive ou associée a la chirurgie et/ou concomitante
de la chimiothérapie. Seule ou associée a une exérése tumorale limitée, elle n’est
pas sans lésion pour le reste des cellules du SNC a savoir un blocage de la
neurogenése et des troubles mnésiques mais elle vise avant tout a compléter la
chirurgie en éliminant le maximum de cellules tumorales (Wefel et al., 2004; Welzel

et al.,, 2008). En effet, les rayonnements ionisants n’agissent pas directement sur
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I’ADN mais interagissent directement avec les molécules intracellulaires provoquant
soit des ionisations soit des excitations. Les excitations ont peu d’'impact sur la cellule
mais les rayonnements ionisants entrainent des réactions physico-chimiques
aboutissant a un effet biologique. Les radiations peuvent ainsi provoquer des
interactions entre les électrons libérés et les molécules intracellulaires, dont ’ADN,
ou encore entrainer la production de radicaux libres, via la radiolyse de l'eau,
hautement réactifs et interagissant avec 'ADN. Ces interactions entrainent des
cassures simples ou doubles brins de 'ADN ; en cas de non-réparation, les cassures
chromosomiques générent des aberrations chromosomiques, induisant la mort
cellulaire. Pour le GBM, plusieurs études indiquent une meilleure survie lorsqu’une
radiothérapie est administrée aprés la chirurgie (Laperriere et al., 2002). Cependant,
malgré ce traitement, la récidive au niveau du site original de la tumeur est observée

dans 90% des cas.

Quant a la chimiothérapie, de nombreux essais thérapeutiques soulignent I'efficacité
des agents alkylant de 'ADN tel que le Témozolomide (Chamberlain, 2015). Le
témozolomide est un agent alkylant exergant une action principalement cytotoxique.
Il délivre un groupement méthyl sur les bases guanines en position 0° et N” de 'ADN.
Cet adduit va étre a l'origine d’'un appariement aberrant des bases lors de la
réplication de I’ ADN ainsi méthylé, entrainant une cassure du brin d’ADN, puis une

mort cellulaire par apoptose (Zhang et al., 2012).

A T'heure actuelle, le traitement classique du GBM, repose sur une résection
chirurgicale de la partie la plus importante de la tumeur suivie d’un traitement
concomitant radio-chimiothérapeutique selon le protocole Stupp (Stupp et al., 2005).
L’agent chimiothérapeutique de référence est le Témozolomide (TMZ). Ce schéma
thérapeutique, essentiellement applicable aux patients de moins de 70 ans, associe
une radiothérapie a la dose de 60 Gray (Gy) en 30 fractions (2 Gy/fraction) délivrées
en six semaines, associées a la prise orale de témozolomide (TMZ) a la dose de 75
mg/m2 pendant toute la durée de l'irradiation. Puis six cycles de chimiothérapie orale
de 150 a 200 mg/m2 de J1 a J5 sont renouvelés tous les 28 jours. Avec le protocole
thérapeutique STUPP la durée médiane de survie est allongée de 2.5 mois avec
'ajout du TMZ. Le traitement posséde une efficacité supérieure a un traitement par
radiothérapie seule avec une probabilité de survie a 5 ans de 9.8% contre 1.9%
(Stupp et al., 2009). En cas d’échec du traitement avec le TMZ, les nitrosourées, telle
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que la carmustine, sont les agents alkylants de chimiothérapie les plus utilisés en
seconde ligne pour le traitement des GBMs. Ce traitement consiste en I'implantation
de polyméres biodégradables contenant de la carmustine (BCNU) (Gliadel®, MGI
Pharma) au niveau de la zone d'exérése. Cela a pour but d’éradiquer les cellules
tumorales résiduelles aprés résection par libération de carmustine sur plusieurs

semaines (Qi et al., 2015).

Les patients présentant une méthylation du géne MGMT ont une survie plus longue
lorsque le protocole Stupp est appliqué, cependant il n’existe aucun traitement
efficace entrainant la guérison d'un GBM (Hegi et al., 2005). De part les
caractéristiques de cette tumeur, le patient développe, a plus ou moins long terme
une récidive tumorale. Dans ce cas, les options thérapeutiques restent limitées a

savoir intervention chirurgicale, irradiation ou chimiothérapie de deuxiéme ligne.

1.1.6.3 Thérapies ciblées

Les thérapies ciblées sont des traitements qui ciblent des molécules surexprimés par
les cellules gliales tumorales, responsables de la progression tumorale via leur réle
dans la prolifération, la migration ou l'angiogenése ou dans la résistance aux
traitements conventionnels. Ces traitements peuvent étre associés ou non avec la
radiothérapie ou le TMZ. Ces nouvelles molécules permettent d’agir de fagon
spécifique sur les cellules de GBM en limitant les effets indésirables et toxiques

rencontrés lors de traitements par chimiothérapie.
* Thérapie ciblant I'angiogenese

Le bevacizumab (Avastin®) est le traitement de thérapie ciblée a visée anti-
angiogénique. |l a été reconnu par les autorités de santé américaines telle que la
Food and Drug Administration (FDA) comme traitement dans les GBM récurrents
(Cohen et al., 2009). Le bevacizumab est un anticorps monoclonal humanisé ciblant
spécifiquement le VEGF. Le VEGF n’est alors plus capable d’activer son récepteur,
le VEGFR (VEGF receptor) présent a la surface des cellules endothéliales. La
suppression de l'activité biologique du VEGF induit alors une diminution de la
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vascularisation tumorale et donc une diminution de la croissance tumorale
augmentant le taux de survie a 6 mois (Nagpal et al., 2011; Reardon et al., 2011a).
Plusieurs études ont évalué l'efficacité du bevacizumab en association avec
l'irinotécan (inhibiteur spécifique de I'ADNtopo-isomérase 1) qui traverse la BHE.
Méme si les résultats semblaient encourageants, la légitimité de lirinotécan a été
mise en cause en raison d’une toxicité importante (Prados et al., 2006; Vredenburgh
et al., 2007).

D’autres inhibiteurs de I'angiogenése ont été utilisés et évalués dans le traitement du
GBM. L’aflibercept, est un récepteur « leurre » qui piége plusieurs isoformes du
VEGF (VEGF-A, VEGF-B et PGF, Placental growth factor). Cependant il ne montre
qu’'une faible efficacité et une faible tolérance chez des patients atteints de GBM
ayant récidivé (essai clinique de phase Il) (de Groot et al., 2011). Des ITK (Inhibiteurs
de Tyrosine Kinase) dirigés contre le VEGFR tels que le sorafenib ou le sunitinib,
utilisés en monothérapie, n'ont pas montré de bénéfice clinique par rapport au
protocole Stupp dans les GBMs nouvellement diagnostiqués ou récidivants (Balafia
et al., 2014; Hainsworth et al., 2010). Le cilengitide est un inhibiteur sélectif des
intégrines avB3 et avf. Les intégrines sont exprimées dans les GBMs et a la surface
des cellules endothéliales de la tumeur et participent au phénoméne d’angiogenése.
Le cilengitide est associé a une toxicité ainsi qu’a une faible activité anti-tumorale
chez des patients récidivant (Reardon et al., 2008) et nouvellement diagnostiqués
porteurs d’une méthylation du promoteur MGMT (Stupp et al., 2010). Par la suite,
une étude randomisée multicentrique de phase Il a montré que le cilengitide en
association avec le temozolomide et la radiothérapie n’avait pas d’'impact ni sur la

survie globale, ni sur la survie sans progression (Reardon et al., 2011b).

Malgré I'amélioration de la prise en charge thérapeutique des patients ainsi que
I'apparition de nouveaux traitements prometteurs beaucoup plus ciblés, le taux de
survie des GBMs reste trés faible et la récidive est quasi systématique. Le
phénoméne d’échappement thérapeutique joue un réle clé dans le mécanisme de
récidive. Il dépend directement de la résistance aux traitements de certaines cellules
tumorales, ainsi que de leur caractére invasif. Il semble donc primordial d’identifier et

de cibler de maniére spécifique les cellules a l'origine de la tumeur.
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1.1.6.4 Mécanismes de résistance des GBM

Méme si les thérapies moléculaires ciblées semblent étre une approche
prometteuse, en termes de survie globale, les résultats obtenus restent modestes.
Une mauvaise compréhension des mécanismes moléculaires de résistance au sein
des différentes sous-populations cellulaires tumorales pourrait étre responsable de
ces resultats. En effet, de nombreux facteurs influencent la réponse aux traitements.
En plus du caractére infiltrant de ces tumeurs, la fragilité du tissu cérébral sain et
'isolement du systéeme nerveux central par la présence la barriere hémato-
encéphalique (BHE) peuvent interférer avec l'action des molécules thérapeutiques
méme si cette derniére est dans la plupart du temps Iésée (Grossman and Batara,
2004). D’autre part, les thérapies actuelles ciblent efficacement les cellules tumorales
proliférantes jusqu’a la disparition de la masse tumorale. Cependant, une sous-
population cellulaire en phase de quiescence a la capacité de donner naissance a
une nouvelle tumeur soit au méme endroit soit a distance, (Hanahan and Weinberg,
2000). L’hypothése concernant I'existence de cette sous-population cellulaire, qui
présente une agressivité et une résistance aux traitements supérieure aux autres
cellules constituant la masse tumorale, est avancée en 2001 par Reya et coll. Deux
modeéles hypothétiques sont proposés afin d’expliquer la formation de tumeurs ainsi
que la récidive tumorale (Reya et al., 2001), le modéle stochastique et le modéle

hiérarchique (Figure 6):

* Le modéle stochastique ou modeéle d’évolution clonal prédit que toutes les
cellules composant une tumeur détiennent le méme potentiel tumorigénique et
possedent la méme capacité a régéneérer la masse tumorale (Nowell, 1976)
(Figure 6).

* Le modéle hiérarchique suggére que I'ensemble des cellules constituant la
tumeur dérivent d’une cellule unique qui posséderait des propriétés d’auto-
renouvelement et de prolifération quasi-illimitée ainsi qu’un caractére
multipotentiel lui permettant de se différencier selon les différents types
cellulaires dans un lignage donné. Cette cellule, nommeée cellule souche
cancéreuse (CSC), serait alors a l'origine d’'un nombre réduit de cellules, au

sein de la masse tumorale et posséderait une capacité de régénération de la
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tumeur (Reya et al., 2001). (Figure 6)
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Figure 6: Modéles d'évolutions clonale et hiérarchique.

D’aprés (Visvader and Lindeman, 2012). Le modéle stochastique ou d’évolution
clonal repose sur l'acquisition de mutations (éclair rouge) au sein d’une cellule
quelque soit son stade de différenciation. Toutes les cellules tumorales issues de ce
clone possedent un potentiel tumorigéne similaire. Le modéle hiérarchique est basé
sur I'existence d’'une cellule unique appelée cellule souche cancéreuse (CSC), au
sein de laquelle surviendrait des mutations, capable de maintenir le clone malin,
tandis que ses capacités de différenciation Iui permettraient de maintenir
I'hétérogénéité tumorale.

La prise en charge habituelle du glioblastome reste complexe malgré le
développement de nouvelles stratégies innovantes dans le but immédiat de
diagnostiquer de maniere efficace la pathologie, d’améliorer la survie des patients.
Une meilleure compréhension des mécanismes de développement de ces tumeurs
est indispensable. Etant donné le rble clé des cellules souches cancéreuses et leur
intérét en tant que nouvelles cibles thérapeutique, la caractérisation de nouveaux
marqueurs spécifiques de ces cellules CSC pourrait permettre de faciliter leur
diagnostic, de les isoler et de découvrir de nouvelles cibles thérapeutiques
permettant de les éradiquer.
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l.2. Agressivité du GBM

L’agressivité du GBM est due en partie a ses propriétés intrinséques, telles que la
néo-angiogenese, l'invasion et sa résistance aux thérapeutiques actuelles. D’autre
part, le concept des CSCs (cellules souches cancéreuses) et leur ciblage au sein du
tissu tumoral reste un élément clé dans la compréhension des mécanismes

impliqués dans la résistance du GBM.

1.2.1. Les cellules souches cancéreuses

1.2.1.1 Découverte des CSC

La notion de CSC a été abordée pour la premiere fois en 1994, dans les tumeurs
hématopoiétiques, puis elle a été étendue aux tumeurs solides (tumeurs cérébrales,
tumeurs du sein). En effet, les CSC isolées a partir de patients atteints de leucémie
aiglie myéloide partageaient les mémes marqueurs (CD43", CD387) que les cellules
souches hématopoiétiques (Bonnet and Dick, 1997; Lapidot et al., 1994). Ce concept
de CSC a été élargi aux tumeurs solides telles que le GBM (Galli et al., 2004;
Ignatova et al., 2002; Singh et al., 2004) et par la suite au cancer du sein (Al-Hajj et
al., 2003). Des neurosphéres provenant de CSC isolées a partir de patients adultes
atteints de tumeur gliale corticale ont été mises en culture dés 2002 (Ignatova et al.,
2002). Leur pouvoir tumorigénique a été mis en évidence dés 2004 a partir de CSC
issues de patients atteints de GBM qui exprimaient le marqueur de surface CD133
(Promin 1) (Singh et al., 2004). En parallele, des CSC issues de GBMs pédiatriques
ont pu étre isolées par la méthode du « neurosphere assay » (Galli et al., 2004).

Les CSC constituent une petite sous-population de cellules indifférenciées au sein de
la masse tumorale qui possédent des propriétés analogues a celles des cellules
souches normales du SNC. A ces propriétés viennent s’ajouter des caractéristiques
propres aux CSC qui dépendent directement de la « niche » dans laquelle ces

cellules survivent et proliférent.
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1.2.1.2 Propriétés et origine des CSC

Dans le cas du GBM, différentes terminologies peuvent étre employer pour définir les
CSC, telles que Glioma Stem Cells (GSC) ou encore Brain Tumor Stem Cells
(BTSC) (Lathia et al., 2015; Modrek et al., 2014). Les CSC représentent une faible
sous-population de la masse tumorale (0,5 % a 5 %) qui présentent des
caractéristiques particuliéres, puisqu’elles sont indifférenciées, multipotentes et ont la
capacité de s’auto-renouveler. Lors de leur prolifération, elles peuvent subir, soit une
division symeétrique qui donne naissance a deux cellules filles identiques, soit une
division asymétrique qui génére simultanément une cellule souche et un progéniteur
multipotent. Ce progéniteur conserve la capacité de se diviser rapidement mais de
fagon limitée. |l peut alors s’engager dans une voie de différenciation, afin de donner

des cellules matures et fonctionnelles.

Les CSC possédent un caractére indifférencié ce qui rend leur caractérisation et leur
isolement difficiles a réaliser. Elles expriment a leur surface des marqueurs similaires
a ceux des cellules souches neurales normales comme CD133 (marqueur
controversé des CSC), intégrine a6, nestine (Tabatabai and Weller, 2011) ainsi que
des facteurs de transcription impliqués dans la régulation de I'auto-renouvélement et
dans le maintien du phénotype souche tels que Oct4 (POUSF1, POU class 5
homeobox 1), Nanog, Sox2 (SRY (sex determining region Y)-box 2) (Huang et al.,
2010).

Le potentiel d’auto-renouvellement des CSC peut étre étudié grace a la méthode de
Colony Forming Units (CFU) in vitro et in vivo. En effet, ces cellules sont isolées a
partir de biopsies de tumeurs, dissociées et mises en culture dans un milieu de
culture spécifique dit « défini », identique a celui utilisé pour amplifier les cellules
souches neurales, a savoir sans sérum et supplémenté en facteurs de croissance
tels que 'EGF (Epidermal Growth Factor) et le bFGF (basic Fibroblast Growth
Factor) (Reynolds et al.,, 1992). Dans ces conditions, les cellules poussent en
suspension sous forme d’agrégats sphériqgues nommés neurospheres ou
gliomasphéres qui sont, elles-mémes par la suite, isolées, dissociées et remises en
culture dans les mémes conditions de fagcon a valider leur capacité d’auto-
renouvellement et de prolifération illimitée (Yuan et al., 2004). La multipotence des
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CSCs est caractérisée par leur capacité a se différencier dans les 3 lignages du
SNC. Le caractere multipotent peut étre étudié en plagant les neurosphéres dans un
milieu différenciant contenant du SVF10% et sans EGF et bFGF. Les CSCs perdent
alors les principaux marqueurs souches au profit de marqueurs de différenciation tels
que la GFAP, la Blll-tubuline ou la Galactocérébroside-C exprimés respectivement
par les astrocytes, les neurones et les oligodendrocytes (Singh et al., 2003).

La capacité des CSCs, issues d’'un GBM, a régénérer la masse tumorale peut étre
déterminée par la réalisation de xénogreffes orthotopiques chez des souris
immunodéprimées. Dans ce contexte, I'identification et le tri des CSCs basés sur
'expression du marqueur CD133 (marqueur des CSCs) ont permis de montrer que
seule une petite sous-population de cellules CD133+ (environ 100 cellules) étaient
capables de former des tumeurs identiques a la tumeur d’origine. A l'inverse, un
nombre élevé de cellules CD133- (100 000 cellules) ne permettait pas le
développement de tumeurs (Singh et al., 2004).

Deux concepts sont proposés pour expliquer l'origine des CSCs. La premiére
hypothése supporte l'idée d'une dédifférenciation ou les CSCs proviendraient de
cellules tumorales différenciées ayant subi une succession d’altérations génétiques
alors que la seconde hypothese, plus probable, supporte I'idée d’'une transformation
maligne ou les CSCs proviendraient de cellules saines telles que des CSNs ou des
progéniteurs gliaux plus ou moins engagés dans une voie de différenciation (Galli et
al., 2004; Singh et al., 2003).

Enfin, les CSCs seraient déterminantes dans l'initiation des récidives et dans I'échec
des thérapies actuelles. Plusieurs études ont mis en évidence la résistance des
CSCs a la chimiothérapie et a la radiothérapie (Bao et al., 2006; Liu et al., 2006b).
Ces travaux mettent en évidence une sensibilité plus importante aux rayonnements
ionisants et a certains agents anti-cancéreux comme le TMZ, pour des cellules
CD133- en comparaison avec des cellules CD133+. La radiorésistance des CSCs
serait due a une activation exacerbée des points de contrdle des dommages a 'ADN,
dépendant des protéines ChK1 et ChK2 (pour checkpoint kinases 1 et 2), ainsi qu’a
une augmentation de l'efficacité des mécanismes de réparation de 'ADN (Cheng et
al., 2009; Rich, 2007). De plus, la surexpression des génes appartenant a la famille
des transporteurs ABC (ATP Binding Cassette) impliqués dans l'efflux des principes
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actifs dont les agents de chimiothérapie et I'expression de la MGMT sont des
éléments importants dans la résistance au TMZ (Liu et al., 2006b).

1.2.1.3 Marqueurs des CSC

Une multitude de marqueurs membranaires de surface tels que CD133, A2B5,
intégrine a6, CXCR4 ou de marqueurs intracellulaires tels que la nestine, Sox2, TIx
(tailless), ALDH1 (aldéhyde déhydrogénase 1) sont utilisés pour caractériser et isoler
les CSC et parmi eux, CD133 est le marqueur le plus décrit et le plus controversé.
Son utilisation a permis notamment de déterminer les propriétés de ces cellules a

savoir la progression tumorale et la résistance aux chimio et radiothérapies.
» CD133

La protéine CD133 pour Cluster of Differentiation est une glycoprotéine de surface a
cing domaines transmembranaires de 97 kDa considérée comme marqueur de CSC
dans de nombreux cancers et initialement utilisé pour identifier les cellules souches
hématopoiétiques (Yin et al.,, 1997). Le développement d’un anticorps monoclonal
ciblant spécifiquement I'épitope glycosylée extracellulaire AC133 de 120 kDa a donc
permis d’isoler les CSCs au sein d’'une population hétérogéne de cellules de GBM
(Campos et al., 2011; Singh et al., 2003). Cependant l'utilisation de CD133 comme
marqueur d’identification spécifique des CSCs est controversée puisque différents
travaux montrent que, lors de xénogreffes, une forte concentration de cellules
CD133- est également capable de reformer une tumeur in vivo. D’autre part, les
travaux de Kemper en 2010, montrent que le statut d’indifférenciation des cellules de
GBM n’est pas di au variation d’ expression du récepteur CD133 mais a son statut
de glycosylation (Kemper et al., 2010). Le récepteur CD133 est en effet conservé au
cours de la différenciation des CSCs tandis que la glycosylation de ce récepteur
disparait au cours de ce processus (Kemper et al., 2010). Au final, I'expression de
CD133 permet de distinguer trois types de cellulaire au sein des neurosphéres. Le
premier type CD133- et le deuxieme type CD133+ donne naissance a des cellules
CD133+ et CD133-, alors que le troisitme type CD133- donne uniquement

naissance a des cellules CD133- (Chen et al., 2010). Lottaz en 2010, confirme
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I'existence de deux groupes distincts de CSCs dérivant d'une cellule d'origine
différente. L'analyse basée sur I'étude de 24 génes, distingue les CSCs de type | qui
ressemblent aux CSNs foetales, présentent une signature « proneurale », expriment
le marqueur CD133 et poussent en neurosphére alors que les CSCs de type |l
ressemblent aux CSNs adultes, présentent une signature « mésenchymateuse »,

n’expriment pas CD133 et sont semi-adhérentes (Lottaz et al., 2010).

Les CSCs représentent donc une sous-population tumorale particulierement
agressive et hétérogéne qui s’avere étre déterminante dans la récidive tumorale et
pourraient représenter une cible privilégiée pour les thérapies anti-cancéreuses. Leur
hétérogénéité rend malheureusement complexe leur ciblage et les marqueurs utilisés
ne peuvent a eux seuls définir les CSCs. Différentes stratégies thérapeutiques contre
ces CSCs pourraient étre développées en ciblant les voies impliquées dans l'auto-
renouvellement, la prolifération et I'invasion ou en sensibilisant ces cellules a la
radiothérapie et a la chimiothérapie notamment en induisant leur différenciation. I
n’existe actuellement pas de marqueurs clairement définis qui interviennent dans les
mécanismes précédemment cités. Cependant notre équipe a caractérisé plusieurs
marqueurs de CSC dans le glioblastome. Parmi eux, un géne est déja connu pour
participer a I'agressivité tumorale dans plusieurs cancers solides.

1.2.2. YKL-40 (CHI3L1)

1.2.2.1 Découverte de YKL-40

YKL-40 est une glycoprotéine sécrétée qui a été découverte pour la premiére fois
dans le milieu d’'une lignée d’ostéosarcome humain, la lignée MG-63. Son nom, YKL-
40 est base sur les trois premiers acides aminés situés dans la partie N-terminale de
la protéine, tyrosine (Y), lysine (K) et leucine (L) et sur son poids moléculaire de 40
kDa (Johansen et al., 1992). En 1993, la séquence d’ADNc de YKL-40 ainsi que sa
séquence protéique compléte est identifiée et publiée (Hakala et al., 1993). YKL-40
est aussi connu sous le nom de human cartilage glycoprotein-39 (HC-gp39) (Hakala
et al., 1993), 38-kDa heparin-binding glycoprotein (gp38k) (Shackelton et al., 1995),
chitinase-3-like-1 (CHI3L1) (Rehli et al., 1997) et chondrex (Harvey et al., 1998).
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CHI3L1 fait partie de la famille des homologues des chitinases, des endo-3-1,4-N-
acétylglucosaminidases qui dégradent la chitine, un polysaccharide qui constitue la
paroi de certains insectes, crustacés et nématodes (Bleau et al., 1999). Lors de leur
morphogenése, ces organismes produisent des chitinases pour remodeler la chitine.
Les chitinases sont également produites par certaines bactéries et plantes ce qui
constitue un mécanisme de défense lors de leur invasion par les organismes
contenant la chitine. Chez les Mammiferes, CHI3L1 fait partie des chitinases de la
famille 18 (Bussink et al., 2007) et la protéine est trés conservée entre les espéces
telles que 'homme (Hakala et al., 1993), le chimpanzé, le cochon (Shackelton et al.,
1995), la vache, le cochon d’Inde (Mohanty et al., 2003), le mouton, le rat et la souris
(Morrison and Leder, 1994). Malgré I'absence de chitine chez les mammiferes, deux
chitinases, la chitotriosidase (ChTRase), et la chitinase acide (AMCase), ainsi que
leur homologue, CHI3L1, ont été clonées chez 'homme. Contrairement aux deux
autres chitinases, CHI3L1 ne posséde pas, dans sa structure chimique, le domaine
de liaison a la chitine caractérisé par la présence de six résidus cystéines ce qui
induit une perte de son activité catalytique (Bleau et al., 1999).

Le gene CHI3L1 codant pour la protéine YKL-40 est isolé en 1997, il est localisé sur
le chromosome 1q32.1, a une taille de 7948 paires de base et comporte 10 exons
(Rehli et al., 2003). Deux variants sont reportés dans la littérature, I'isoforme 1 qui est
constitué de I'exon 1 a 10 alors que I'isoforme 2 est délété de I'exon 8. La protéine
YKL-40 humaine est composée d'une simple chaine polypeptidique de 383 acides
aminés et a un poids moléculaire de 40 kDa (Hakala et al., 1993).

En condition physiologique, les principales sources de YKL-40 sont les
chondrocytes, les cellules synoviales et musculaires lisses vasculaires, les
macrophages différenciés et les polynucléaires neutrophiles (Johansen et al., 1999;
Junker et al., 2005; Recklies et al., 2002; Shackelton et al., 1995; Volck et al., 1999).
D’autre part, YKL-40 est retrouvée de facon abondante dans les cellules souches
embryonnaires humaines et leurs progéniteurs (Schultz and Johansen, 2010) ainsi
gue dans tous les stades précoces de développement du muscle et du squelette.

En condition pathologique, des travaux regroupant analyses génomiques et dosage
immunoenzymatique a partir de sérum de patients montrent une surexpression de la

protéine et de son ARN messager dans différentes maladies inflammatoires
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chroniques telles que I'athérosclérose, I'arthrite rhumatoide, la maladie de Crohn ou
la fibrose hépatique caractérisées par un remodelage tissulaire (Michelsen et al.,
2010). De méme, une surexpression de YKL-40 dans le sérum de patients atteints
d’asthme, de diabete et de maladies cardio-vasculaires a pu étre observé (Johansen
et al., 2007; Lee and Elias, 2010; Rathcke et al., 2010). Plusieurs hormones et
cytokines semblent réguler la production de YKL-40 telles que I'lL6, I'lL13 ou I IFNy
(Johansen, 2006).

Concernant I'asthme, la concentration de YKL-40 circulante est positivement corrélée
avec la sévérité de la maladie, I'épaississement de la membrane basale et la
détérioration de la fonction pulmonaire (Chupp et al., 2007). Ainsi YKL-40 pourrait

étre un biomarqueur sérique de I'asthme et de la présence d’'un remodelage.

1.2.2.2 Role de YKL-40 dans le GBM

Depuis 10 ans, une attention particuliere est portée sur le réle potentiel de YKL-40
dans le développement d’'une multitude de cancers. Des analyses transcriptomiques
différentielles ont montré des taux d'expression significativement plus élevé de YKL-
40 dans les tissus de carcinome de l'ovaire, du sein et de cerveau que celles
observées dans les tissus normaux adjacents (Lal et al., 1999; Lau et al., 2006).
YKL-40 est déja considéré comme un marqueur d’agressivité dans le cancer du sein
(Shao et al., 2011), de I'ovaire (Hagdall et al., 2003), dans le cancer colorectal (Cintin
et al., 2002) ou dans le cancer du poumon a petites cellules (Johansen et al., 2004).
Dans le cancer de I'ovaire, la surexpression de YKL-40 est associée a la résistance
des cellules aux traitements radio ou chimio-thérapeutiques ainsi qu’'a la diminution
du taux de survie des patientes (Gronlund et al., 2006). Dans le cancer bronchique,
YKL-40 régule la TEM (Transition Epithélio-mésenchymateuse) et augmente
l'invasion tumorale (Jefri et al., 2015). Cependant, la fonction réelle de YKL-40 n’est

pas encore déterminée.

D’autre part, des niveaux particulierement élevés de YKL-40, dans le sérum de
patients atteints de carcinomes semblaient refléter I'agressivité tumorale (Cintin et
al., 2002; Jensen et al., 2003; Johansen et al., 2004). De la méme fagon, chez des
patients atteints de GBM, les niveaux d’ARNm et protéiques (sériques et tissulaires)
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de YKL-40 étaient sensiblement plus élévés et ces taux sont associés a une
radiorésistance et a un mauvais pronostic (Hormigo et al., 2006; Iwamoto et al.,
2011; Ku et al., 2011; Nigro et al., 2005; Pelloski et al., 2005; Tanwar et al., 2002).
Toutes ces données suggerent que YKL-40 serait un bon biomarqueur diagnostique
et pronostique.

Son réle dans I'angiogenése est largement documenté dans de nombreux cancers. I
agirait également sur le remodelage et la dégradation de la matrice extracellulaire, ce
qui suggeére qu’il puisse étre impliqué dans les processus d’invasion tumorale. YKL-
40 a pu étre identifié, dans le GBM et le cancer du sein, comme un facteur pro-
angiogénique puissant capable d'induire I'angiogenése des cellules endotheliales
indépendamment du VEGF (Figure 7). Cette angiogenése est dépendante de
l'interaction entre le récepteur membranaire syndecan-1 et l'intégrine av3 qui induit
I'activation de FAK (Fokal adhesion kinase) et de la voie des MAP Kinase (Shao et
al., 2009, 2011, 2015). Dans la lignée de GBM humain U87-MG, la sécrétion de YKL-
40 par les cellules induit la néo-vascularisation tumorale en régulant positivement
'expression du VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor). Dans ce dernier cas,
YKL-40 induit l'interaction du récepteur membranaire syndecan-1 et de l'intégrine
avp5 déclenchant ainsi une cascade de signalisation passant par FAK et ERK1/2 qui
aboutit a 'augmentation du VEGF et a I'activation de I'angiogenese (Figure 7).
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Figure 7 : Voies de signalisations activées par YKL-40 dans les cellules de
glioblastome et endothéliales.

D’aprés (Shao et al., 2015). Dans les cellules endothéliales, la fixation de YKL-40 sur
les sulfates d’héparane (HS) active linteraction de Syn-1 (syndecan-1) et de
l'intégrine avB3 qui induit l'activation de FAK et de la voie des MAP Kinase
permettant I'angiogenése et la migration cellulaire. L’activation de VEGFR2 (FIk-1)
induite par YKL-40 améliore les réponses angiogéniques. YKL-40 favorise aussi
l'intéraction de Syn-1 avec cadhérine vasculaire (VE-cad), qui recrute alors la [3-
caténine (B-cat) et le cytosquelette d'actine permttant la stabilité des vaisseaux. Dans
les cellules tumorale, YKL-40 induit I'interaction de Syn-1 avec lintégrine avp5
déclenchant ainsi une cascade de signalisation passant par FAK et ERK1/2 qui
aboutit a 'augmentation du VEGF et a 'activation de I'angiogenéese. YKL-40 permet
la survie cellulaire via I'activation de la voie PI3K-AKT.

YKL-40 joue également un réle dans les mécanismes de résistance aux traitements
ionisants. Ainsi, apres irradiation, une augmentation de I'expression de YKL-40 dans
des cellules de GBM les protége de la mort cellulaire et favorise I'angiogenése
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tumorale (Francescone et al., 2011a). L’inhibition de YKL-40 via [lutilisation
d’anticorps bloquants, de siRNA ou de shRNA ralentit la croissance tumorale,
I'angiogeneése ainsi que l'invasion in vivo (Ku et al., 2011; Shao et al., 2009). De plus,
une étude récente montre qu’une combinaison thérapeutique associant un anticorps
anti-YKL-40 et des irradiations inhibent la vascularisation et la progression tumorale
des cellules de GBM (Shao et al., 2014).

Au sein de l'équipe, des travaux précédant ont permis d’identifier une signature
spécifique des CSC de GBM (Cheray et al., 2011). Nos résultats montrent des génes
spécifiguement exprimés, dont CHI3L1, dans des cellules indifférenciées par rapport
a des cellules différenciées. Cette étude repose sur une analyse transcriptomique
différentielle, a I'aide de la technique de Tagman Low Density Array (ou TLDA), du
niveau d’expression des génes impliqués dans la glycosylation selon I'état de
différenciation des cellules issues de 2 lignées de GBMs. En effet, le niveau
d'expression relatif des génes a été comparé dans des cellules cultivées en
conditions différenciantes (en présence de SVF) comparativement a celles cultivées
en milieu défini favorisant I'enrichissement et I'émergence de cellules souches
cancéreuses. La surexpression de CHI3L1 a pu étre confirmée a partir de
neurospheres issus de tumeurs de patients. Une surexpression de la protéine YKL-
40 a également pu étre démontrée dans les lignées cellulaires soumises aux mémes

conditions.

Le role de la protéine YKL-40 dans le caractere agressif des cellules tumorales était
déja reconnu dans de nombreux cancers. Dans le cas des glioblastomes, les taux
élevés dARNm de YKL-40 sont associés a la diminution du taux de survie des
patients et a la diminution de la réponse aux traitements (lwamoto et al., 2011; Ku et
al., 2011; Pelloski et al., 2005; Tanwar et al., 2002). Néanmoins, ces données,
associées aux connaissances sur les CSCs et aux résultats de I'analyse TLDA,
suggeéraient pour la premiére fois que YKL-40 pourrait étre un bon marqueur des
CSCs de glioblastomes (Cheray et al., 2011).

Des travaux récents démontrent que YKL-40 pourrait agir sur différents mécanismes
oncogéniques tels que [Il'angiogenése et linvasion tumorale. Ces différents
mécanismes peuvent étre contrblés via le relargage de microvésicules (50-100 nm)
appelés exosomes.
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1.2.3. Les exosomes

Les exosomes correspondent a des nanovésicules extracellulaires qui permettent la

communication inter-cellulaire et participent au processus de tumorigenese.

1.2.3.1 Découverte des exosomes

Le terme exosome apparait en 1981 avec Trams (Trams et al., 1981) qui montre,
pour la premiéere fois, in vitro, la sécrétion dans le milieu extracellulaire de
microvésicules hétérogénes contenant une activité 5-nucléasique par plusieurs
lignées cellulaires tumorales (Gliome C-6, neuroblastome N-18). Ces microvésicules
ont une composition lipidique, enrichie en phospholipides polyinsaturés, et en
sphingolipides, et protéique différente de celle de la membrane plasmique suggérant
alors une origine difféerente (Trams et al., 1981). Quelques années plus tard, deux
équipes avancent l'origine endocytaire de ces microvésicules apres observation, en
microscopie électronique, de I'exocytose de microvésicules de 50 nm de diametre
dans des cultures de réticulocytes de rat et de mouton (Harding et al., 1983; Pan et
al., 1985).

Différentes études montrent que les exosomes sont produits, in vitro, par tous les
types cellulaires et peuvent aussi étre retrouvés dans divers fluides biologiques
(Lakkaraju and Rodriguez-Boulan, 2008) tels que le sang (Caby et al., 2005), I'urine
(Pisitkun et al., 2004), la salive (Ogawa et al., 2008), le liquide céphalo-rachidien
(Street et al.,, 2012), le lait maternel (Admyre et al., 2007), ou encore le liquide
amniotique (Mincheva-Nilsson and Baranov, 2010). Cependant le terme de vésicules
extracellulaires regroupe les exosomes, d’origine endocytaire mais aussi d’autres
types de vésicules, d'origine membranaires, telles que les microvésicules, les
ectosomes, les particules membranaires ou les corps apoptotiques (Akers et al.,
2013).
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Les exosomes sont hétérogénes par leur taille, leur composition et leurs fonctions qui
varient selon le type de cellules dont ils proviennent. Aujourd’hui, ils sont définis
comme des microvésicules mesurant 30 a 150 nm de diamétre, de forme concave,
sédimentant apres une centrifugation a 100 000 g, flottant sur un gradient de sucrose
a une densité de 1,13 a 1,19 g/mL et ayant une composition protéique, lipidique et en

acides nucléiques particuliere.

1.2.3.2 Biogenése des exosomes

La principale caractéristique des exosomes réside dans leur origine endosomale
puisqu’ils correspondent aux vésicules intraluminales (ILVs) qui sont contenues dans

les corps multivésiculaires (MVBs) intracellulaires.

> Voie de formation des ILVs:

Lorsque la cellule décide de recycler ou de dégrader des molécules extracellulaires
ou transmembranaires, elle fait appel a une voie de transport particuliére, la voie
d’endocytose. Celle-ci se déroule en différentes étapes (Figure 8); tout d’abord la
membrane plasmique s’invagine pour former une vésicule d’endocytose. Ensuite ces
vésicules fusionnent avec les endosomes précoces qui fusionnent a leur tour avec
les endosomes tardifs. Puis la formation d’invagination au niveau de la membrane
limitante des endosomes tardifs conduit a la formation de vésicules intraluminales
(ILVs). A ce stade, les endosomes tardifs correspondent aux corps multivésiculaires
ou endosomes multivésiculés. Les MVBs peuvent alors soit fusionner avec les
lysosomes, processus qui aboutira a la dégradation de leur contenu, soit fusionner
avec la membrane plasmique (Harding et al., 1983; Pan et al., 1985; Raposo et al.,
1996), pour libérer les ILVs dans le milieu extracellulaire. Les vésicules relarguées
prennent le nom d’exosomes, et leur bicouche lipidique conserve la méme
orientation que la membrane plasmique des cellules. Concernant le choix de la

destination d’'un MVB, la littérature démontre I'existence de différentes populations,
aux devenirs distincts, dans une méme cellule. Dans les lymphocytes B, au moins

deux populations de MVBs sont présentes dans la méme cellule : des MVBs enrichis
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en cholestérol et d’autres non (Mobius et al.,, 2003). De plus, 'EGF (Epidermal
Growth Factor) et son récepteur, 'TEGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) une
fois internalisés, sont uniquement transportés dans la cellule via des MVBs marqués
négativement pour [l'acide lyso-bisphosphatidique (LBPA), un marqueur
d’endosomes tardifs (White et al.,, 2006). Pourtant les deux sous-populations,
marquées ou non pour le LBPA expriment CD63, un marqueur spécifique des

exosomes, et sont morphologiquement identiques en microscopie électronique.
O Microvesicles
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Figure 8: Formation des MVB.

D’aprés (Raposo and Stoorvogel, 2013). Les vésicules d’endocytose, nouvellement
formées, peuvent fusionner avec des endosomes précoses ou étre recyclées a la
membrane plasmique, et le contenu réexposé au milieu extracellulaire. L’endosome
précoce peut subir une maturation en un endosome tardif avec une accumulation de
vésicules intraluminales (ILVs) dans les endosomes ou les corps multivésiculés
(MVBs). Les MVBs et leurs contenus peuvent fusionner avec le lysosome induisant
leurs dégradations grace a l'activité enzymatique lysosomale, ou alors fusionner
avec la membrane plasmique, libérant leurs contenus, notamment les vésicules intra-
lumunales (ILVs), appelées exosomes une fois sécrétées.

Tous les acteurs moléculaires impliqués, soit dans la formation des MVBs et des
ILVs, soit dans la sécrétion des exosomes ne sont pas connus. La formation des
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exosomes ne résulterait pas d’'une seule et unique machinerie mais de différents
mécanismes indépendants en fonction du type cellulaire ou de la molécule adressée
(Keller et al., 2006).

» Mécanisme ESCRT-dépendant:

L’ubiquitinylation d’'une protéine, ajout d’'une ubiquitine sur une lysine, joue plusieurs
réles majeurs dans la cellule en particulier celui de favoriser la dégradation. Au
niveau de 'endosome, la partie cytosolique ubiquitinylée de la protéine va permettre
la formation des complexes ESCRT (Endosomal Sorting Complexe Required for
Transport) qui vont ensuite agir de maniére séquentielle. Les protéines ESCRT sont
impliquées dans le processus d’invagination membranaire (déformation + scission)
aboutissant a la formation des ILVs et dans la sélection des protéines contenues
dans ces vésicules (Williams and Urbé, 2007) (Figure 9).

Dans un premier temps, le phospholipide PI(3)P présent a la membrane endocytaire
va recruter, via sa liaison avec la protéine adaptatrice HRS (Hépatocyte Receptor
tyrosine kinase Substrate), le complexe ESCRT 0 qui est alors constitué de la
protéine HRS (Vps27) et des protéines STAM 1 et 2 (Signal Transducing Adaptor
Molecule). L’amarrage du complexe va permettre de concentrer les cargos
d’ubiquitine dans des micro-domaines membranaires formés de manteaux plats de
clathrine (Katzmann et al., 2001, 2003). En effet, HRS contient deux motifs UIM
(Ubiquitin Interaction Motifs) qui lui permettent d’interagir avec l'ubiquitine et la
clathrine au niveau de son extrémité C-terminale (Raiborg et al., 2001). Le complexe
ESCRT 0 va ensuite permettre le recrutement du reste de la machinerie ESCRT.
HRS recrute Tsg101 (Tumour Suceptibility Gene) et permet ainsi 'assemblage du
complexe ESCRT | (Bache et al., 2003). Le complexe ESCRT | se forme suite au
recrutement de Tsg101 a la membrane de 'endosome par Hrs (Bache et al., 2003).
ESCRT | est composé des protéines Tsg101, Vps37 A,B,C,D (Vacuolar protein
sorting) qui permettent la fixation du complexe a la membrane, et de Vps28
(Katzmann et al., 2001). La protéine Tsg101 semble indispensable au processus de
formation d’ILVs puisque son inhibition, via l'utilisation de siARN, diminue de 40%

leur formation. De méme, la protéine Alix semble jouer un réle de régulateur de cette
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formation d’ILV (Falguiéres et al., 2008). Les complexes ESCRT Il (Babst et al.,
2002a) et Ill (Babst et al., 2002b) s’assemblent ensuite par une cascade

d’interactions protéiques.

ESCRT Il va pouvoir se fixer aux cargos d’ubiquitine grace a ses protéines EAP30
(ELL-associated protein of 30 kDa) et SNF8 (Vacuolar protein sorting SNF8) (ou
Vps22). La protéine EAP45 (ELL-associated protein of 45 kDa) (ou Vps36) s’associe
a la protéine Vps28 permettant de lier les complexes ESCRT | et ESCRT Il (Babst et
al., 2002b). Cette association induit une courbure de la membrane endocytaire

piégeant alors les cargos.

ESCRT-Ill est un complexe dynamique, capable de polymériser au niveau de la
membrane des endosomes (Babst et al., 2002a). Contrairement a ESCRT-Il et
ESCRT-II, le complexe ESCRT-Ill ne constitue donc pas un ensemble stable. Les
protéines CHMP2 (ou Vps2), CHMP3 (ou Vps24), CHMP4 (ou Vps32) et CHMPG (ou
Vps20) forment le noyau central du complexe ESCRT-III. Le complexe ESCRT-III va
recruter les désubiquitinylases dont I'action est de cliver I'ubiquitine des protéines
cargos. Puis la déformation et la scission de la membrane par ESCRT Ill aboutit a la
libération de la vésicule dans la lumiere du MVB (Rusten et al., 2012). La dissociation
du complexe ESCRT Ill nécessite a terme l'action de 'ATPase Vps4/SKD1, de la
famille des AAA-ATPases (ATPase associated with diverse cellular activities), qui est
recrutée a la membrane endosomale par son interaction avec CHMP3 et CHMP2
(Babst et al., 1998; Saksena et al., 2009). Les protéines CHMP sont connues pour

leur rle dans la déformation membranaire (Figure 9).
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Figure 9: Les complexes ESCRT et la formation d’'un endosome multi-
vésiculaire.

D’aprés (Rusten et al., 2012).Les molécules du complexe ESCRT-0 (bleu),
permettent linitiation de la formation des complexes de la voie ESCRT et la
formation des MVBs. Elles se lient au PI3P (Phosphatidyl Inositol-3 Phosphate), et
participent au regroupement des protéines ubiquitynilées, Ub (vert). Les molécules
du complexe ESCRT-I (rose) sont recrutées par ESCRT-0, notamment par la
protéine Vps27. Le complexe ESCRT-II (vert) interagit via la protéine Vps36 avec le
complexe ESCRT-I, le PI3P et les domaines ubiquitynilés. La sous-unité Vps25 sert
de support au complexe ESCRT-IlIl (Orange), qui va séquestrer les protéines
ubiquitynilées vers l'intérieur du bourgeonnement de la vésicule en formation. Le
complexe Vps4 formé (gris), gréace a son activitt ATPasique, catalyse Ila
déstructuration du complexe ESCRT-IIl, induisant une scission de la vésicule
d’environ 50 nm de diametre chez ’'Homme.

Cependant, d’autres mécanismes, indépendant des ESCRT peuvent conduire a
I'adressage des protéines dans les exosomes. Ces différents mécanismes font appel
soit aux tétraspanines (Buschow et al., 2009; van Niel et al., 2011), soit a I'agrégation
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de protéines (Fang et al., 2007), soit a un lipide, la céramide (Trajkovic et al., 2008).

» Meécanisme tétraspanine-dépendant :

Les tétraspanines sont une famille de protéines a 4 domaines transmembranaires
enrichies dans les endosomes et les exosomes. Elles peuvent servir de marqueurs
exosomaux spéecifiques. Parmi elles, on retrouve les protéines CD63, CD9, CD81 qui
semblent participer a plusieurs niveaux de la voie de sécrétion des exosomes. En
paralléle, ces protéines jouent un réle de récepteurs de surface et interviennent dans
I'adhérence cellulaire. Leur association permet la formation de réseaux protéiques au
sein de la bicouche lipidique appelées TEM (tetraspanin-enriched microdomain) qui
lient le cholestérol et I'actine (Delaguillaumie et al., 2004). Les TEM interviendraient
dans le clustering de certains récepteurs a la membrane plasmique et influenceraient
ainsi leur trafic (Hemler, 2003). Plusieurs travaux effectués sur des cellules
dendritiques immatures montrent que les tétraspanines forment des complexes
multimoléculaires avec différentes molécules notamment le CMH II, chargées de
présenter les antigénes. Ces dernieres sont ubiquitinylées, incorporées dans les ILVs
et dégradées dans les lysosomes via un mécanisme ESCRT dépendant. Le
phénomeéne d’ubiquitinylation et donc de dégradation des molécules de CMH Il prend
fin dans les cellules dendritiques activées, induisant alors une augmentation de leur
expression a la surface cellulaire. Malgré 'arrét de leur dégradation, les molécules de
CMH Il se retrouvent enrichies dans les exosomes via un mécanisme alternatif,
ESCRT indépendant (Segura et al., 2005). La présence de ces molécules au sein
des TEM indique que I'adressage de ces protéines dans les exosomes fait intervenir
les tétraspanines (Buschow et al., 2009). Dans les mélanocytes, CD63 participe a la
formation des ILVs et a I'adressage de la protéine PMEL (pigment cell-specific type |
integral membrane protein) dans les ILVs de fagcon indépendante des protéines

ESCRT (van Niel et al., 2011).

» Fusion des MVBs avec la membrane plasmique et sécrétion des exosomes :

Les protéines de la famille Rab sont des petites GTPases (Guanosyl tri-phosphatase)
monomeriques de 20 a 25 kDa qui font partie de la super-famille des Ras (Ras
sarcoma). Ces protéines, présentes a la surface cytosolique des compartiments
intracellulaires alternent entre deux états, un état actif lié au GTP (Guanosine tri-
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phsphate) et un état inactif lié¢ au GDP (Guanosine di-phosphate). Chaque protéine

Rab est associée a un compartiment spécifique nommé Rab domains.

Elles participent au contréle du trafic intracellulaire et interviennent a différentes
étapes de la biogenése des exosomes. Les protéines Rab11, Rab27 et Rab35
participent a la sécrétion des exosomes dans certains types cellulaires (Figure 10),
Rab11 dans la lignée érythrocytaire K562 humaine (Savina et al., 2002), Rab27 a et
b dans des cellules HeLa (carcinome utérin humain) (Ostrowski et al., 2010) et
Rab35 dans la lignée Oli-neu (lignée oligodendrogliale murine) (Hsu et al., 2010).
Rab11 est un marqueur des endosomes de recyclage et semble intervenir dans la
sécrétion exosomale puisque cette protéine favoriserait la fixation et la fusion des
MVB a la membrane plasmique d’'une maniére calcim-dépendante (Savina et al.,
2005).

Une surexpression de Rab35 entraine une augmentation de la sécrétion exosomale
alors que son inhibition la diminue induisant I'accumulation des compartiments
endosomaux tardifs dans les cellules (Hsu et al., 2010). Rab35 serait impliquée dans

'ancrage des MVBs a la membrane plasmique.

Concernant Rab27, les deux isoformes Rab27a et Rab27b n'ont pas la méme
localisation cellulaire mais elles semblent importantes dans sécrétion des exosomes
(Ostrowski et al., 2010) (Figure 10). Rab27b participe au transfert des MVBs, a leur
maintien en périphérie cellulaire et a leur ancrage a la membrane plasmique. Rab27a
est moins connus mais semble participer a l'inhibition de la fusion des MVBs entre
eux ou avec d’autres compartiments cellulaires et semble Iui aussi participer a
'ancrage des MVBs a la membrane plasmique. D’autre part, son inhibition, dans des
cellules de carcinome mammaire, diminue la sécrétion exosomale (caractérisés par
des marqueurs spécifiques : CD63, Tsg101, Alix, Hsp70). In vivo, l'inhibition de
Rab27a conduit @ une diminution de la croissance tumorale et a la dissémination de
métastases mais est sans effets sur une tumeur non-métastatique (Bobrie et al.,
2012a). Cependant les différents roles et mécanismes imputés au Rab restent

dépendants du type cellulaire.
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Figure 10 : Sécrétion exosomale et implication des Rab.

D’aprés (Kowal et al., 2014). Plusieurs molécules sont impliquées dans la biogenése
des vésicules intraluminales, tels que la machinerie ESCRT, les lipides (tels que
céramide) et les tétraspanines. On ignore encore si ces mécanismes agissent
simultanément sur le méme corps multivésiculé (MVB) ou sur différents MVBs. Le
MVB peut fusionner soit avec les lysosomes soit avec la membrane plasmique, ce
qui permet la libération de leur contenu au milieu extracellulaire. Plusieurs protéines
RAB (Rab11, Rab27 et Rab35) se sont révélées étre impliquées dans le transport
des MVBs a la membrane plasmique et dans la sécrétion d'exosomes. De plus, les
protéines SNAREs (Soluble N-éthylmaleimide-sensitive-factor Attachment protein
REceptor) sont probablement impliquées dans la fusion de ces MVBs avec la
membrane plasmique. D'autres types de vésicules peuvent étre sécrétées dans le
milieu extracellulaire par bourgeonnement de la membrane plasmique, et sont
appelés microvésicules.

Pour résumer, la sécrétion exosomale met en jeu des mécanismes complexes
faisant intervenir une multitude d’acteurs. Cette sécrétion méme si elle est présente
en condition physiologique (ex : sécrétion neuronale), semble pouvoir étre régulée
par un stimulus externe, le calcium, le cholestérol, le stress, par I'état d’activation des

cellules ou lors d’'une pathologie comme le cancer.
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1.2.3.3 Composition des exosomes

Les exosomes contiennent des protéines, des lipides et des acides nucléiques (ADN,
ARN et microARN) (Figure 11). Une base de donnée, « Exocarta »
(http://www.exocarta.org/), permet de répertorier toutes les données accumulées ces
dernieres années comprenant les différents modes de purification et de
caractérisation des exosomes ainsi que leurs propriétés biophysiques et

moléculaires.
» Composition lipidique

La composition lipidique des exosomes est différente de celle de la membrane
plasmique puisque leur membrane est spécifiquement enrichie en cholestérol, en
sphingolipides dont le ganglioside GM3 et la sphingomyéline, en céramide et en
glycérophospholipides dont le phosphatidylinositol, la phosphatidylcholine, Ila
phosphatidylsérine, la phosphatidyléthanolamine et I'acide phosphatidique (Subra et
al., 2007; Trajkovic et al., 2008; Wubbolts et al., 2003). Cependant, le cardiolipide et
le LBPA (acide lysobisphosphatidique) y sont absents. Les exosomes ont une
composition proche de celles des rafts lipidiques et présentent une résistante a la

solubilisation par différents détergents (de Gassart et al., 2003).
» Composition en acide nucléique

L’échange de matériel génétique, grace aux exosomes, a été montré pour la
premiére fois par Valadi et son équipe (Valadi et al., 2007). Cette étude révele que
des ARN sont présents dans des vésicules, qui flottent sur un gradient de sucrose a
une densité comprise entre 1,11 et 1,21 g/mL, tout comme le marqueur exosomal
CD63. Les exosomes de mastocytes murins contiennent 1272 ARNm dont la plupart
sont intacts et fonctionnels puisqu’ils peuvent étre traduits, in vitro et in vivo, dans les
cellules cibles (Valadi et al., 2007) et 121 microARN capables de réguler I'expression
génique de la cellule réceptrice.

En 2008, Skog et al démontrent que des cellules de glioblastome en culture
sécrétent des exosomes contenant des ARNm (Skog et al., 2008). Ces derniers

peuvent étre internalisés par des cellules vasculaires endothéliales qui expriment
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alors les protéines codées par ces ARNm. Le transfert de 'ARNm codant pour
'EGFR, enrichit dans les exosomes de GBM, semble provoquer une augmentation
de la prolifération des cellules vasculaires endothéliales et de ce fait, favoriser la néo-
angiogénése tumorale (Skog et al., 2008).

De plus, dans le cancer colorectal, 241 ARNm ont été retrouvés en quantité plus
importante dans les exosomes que dans les cellules donneuses dont 27 étaient
associés au cycle cellulaire et induisaient la prolifération des cellules endothéliales
(Hong et al., 2009).

Les microARN, certes moins nombreux, sont aussi présents dans les exosomes de
GBM et montrent des profils similaires a ceux de la cellule d’origine (Skog et al.,
2008). A l'inverse, dans les cellules de cancer gastrique métastatique, une famille de
miR est particuliérement enrichie dans les exosomes et reflete le potentiel
oncogénique des cellules sécrétrices (Ohshima et al., 2010).

Ces données indiquent que le contenu exosomal ne refléte pas systématiquement le
contenu cellulaire et pourrait refléter un enrichissement spécifique de certains ARNm
ou familles de miR en fonction de la pathologie et du type cellulaire (Pigati et al.,
2010).

D’autre part, la présence de séquences d’ADN, correspondant soit a des
retrotransposons soit a des séquences oncogeniques amplifliées ou mutées, a aussi

éteé retrouvé dans des exosomes issus de cellules de GBM (Balaj et al., 2011).
» Composition protéique

La composition protéique des exosomes a été déterminée grace a l'analyse
d’exosomes de différents types cellulaires (lymphocytes B, cellules dendritiques,
neurones et cellules tumorales) (Raposo et al., 1996, 1997; Zitvogel et al., 1998) par
analyse protéomique, western-blot, immuno-histochimie, microscopie électronique,
cytométrie de flux (Niel et al., 2006). Suite a ces découvertes, des analyses ont été
effectuées sur des exosomes, issus de différents types cellulaires, sécrétés in vitro
dans le surnageant de culture ou in vivo dans différents fluides biologiques (sérum,
urine...) (Bard et al., 2004; Pisitkun et al., 2004; Skog et al., 2008). La composition

du cargo exosomal peut varier en fonction de la cellule d'origine, mais les exosomes
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transportent aussi dans leurs membranes des protéines spécifiques, qui peuvent étre
utilisées comme marqueurs exosomaux (Théry et al., 2002). Parmi celles-ci, on

retrouve essentiellement (Figure):

* des protéines impliquées dans le transport vésiculaire dont les protéines Rab
et les annexines

* des protéines impliquées dans la formation des MVB telles que Tsg101, Alix et
la clathrine

* des tétraspanines comme CD63, CD9, CD82 et CD81

* des protéines du cytosquelette ou associées au cytosquelette: actine,
tubuline, myosine

* des molécules impliquées dans I'adhésion comme les intégrines

* des protéines associées aux radeaux lipidiques comme la flotiline 1 (Street et
al., 2012)

* des protéines chaperonnes : HSP70, HSP90

* des molécules de signalisation intracellulaire et du métabolisme

* des protéines impliquées dans la présentation des antigénes comme les

molécules du CMH de classe | et || (Lamparski et al., 2002).
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Figure 11 : Composition d’un exosome.

D’aprés (Colombo et al., 2014). Les exosome sont composés de lipides
(sphingomyeéline, céramide, phosphatidylsérine..), d’acides nucléiques (ARN,
microARN...) et de protéines (enzyme, récepteur membranaire, protéine

cytosolique...). lls sont enrichis en marqueurs endosomaux spécifiques permettant
leur caractérisation (CD63, CD81, Tsg101...)

Parmi les protéines contenues dans les exosomes, on utilise celles qui sont
spécifiquement enrichies dans les fractions exosomales, Alix, CD63 et Tsg101, par
rapport aux autres vésicules sécrétées comme marqueurs exosomaux. Ces
protéines sont directement impliquées dans les mécanismes de formation des ILV a
I'intérieur des MVB.

D’autre part, un méme type cellulaire peut produire différentes sous-populations
d’exosomes qui présentent un enrichissement spécifique pour certaines protéines
tout en partageant des protéines communes. C’est le cas notamment pour les
cellules polarisées épithéliales de lintestin (van Niel et al., 2001), du rein
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(Kapsogeorgou et al., 2005), de la glande salivaire (Pisitkun et al., 2004) et pour les
cellules de mastocytes murins (Laulagnier et al., 2005).

1.2.3.4 Recapture des exosomes

Les exosomes jouent un réle clé dans la communication intercellulaire. Une fois
relargés par la cellule émettrice dans le milieu extracellulaire, les exosomes peuvent
interagir avec des cellules réceptrices présentes dans I'environnement via différents
mécanismes (Figure 12). Les exosomes sont complexes a étudier par microscopie a
fluorescence compte tenu de leur taille qui se trouve dans la limite de résolution.
Cependant [l'utilisation de colorants lipophiles fluorescents (PKH26 ou 67), qui se
concentrent dans la membrane des exosomes, permet de les suivre et de visualiser
leur mode d’interaction avec la cellule réceptrice. La microscopie électronique permet
elle aussi de les visualiser mais elle reste une technique couteuse et difficile a mettre

en place.

Dans le cas d’interaction en surface, des molécules d’adhésion ou des récepteurs
membranaires contenus dans les exosomes peuvent suffirent a activer une
signalisation au niveau de la cellule réceptrice, sans nécessiter une étape
d’internalisation de ces derniers. C’est le cas pour les exosomes des lymphocytes B
portant a leur surface, des intégrines fonctionnelles qui sont capables de se fixer a
des composants de la matrice extracellulaire (collagéne, fibronectine) ou a des
fibroblastes activés par le TNF-a responsables de variations de calcium cytosolique
(Clayton et al., 2004). De la méme maniére, la fixation d’exosomes porteurs de
complexe CMH-antigéne sur des cellules dendritiques (CD) permet I'activation des
lymphocytes T. Cette fixation résulte de I'interaction entre ICAM-1 présent sur les
exosomes et son récepteur LFA-1 exprimé a la surface des cellules dendritiques
(Segura et al., 2007).

Les exosomes peuvent aussi libérer leur contenu intraluminal directement dans le
cytoplasme de la cellule réceptrice (Figure 12). Cette internalisation requiert la fusion
compléte ou partielle de la membrane exosomale avec la membrane plasmique et

dépend de la présence de microdomaines lipidiques enrichis en cholestérol au
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niveau des membranes exosomale et plasmique (Montecalvo et al., 2012; Parolini et
al., 2009).

D’autre part les exosomes, et de ce fait leur contenu, peuvent étre endocytés par la
cellule réceptrice. Des travaux montrent, que des exosomes sécrétés par les cellules
dendritiques, in vitro, peuvent étre endocytés par d’autres cellules dendritiques
environnantes (Morelli et al., 2004). L'internalisation de ces exosomes, marqués au
PKHG67, et incubés avec des cellules dendritiques a pu étre suivie en microscopie
confocale et électronique et montre que ces derniers réintégrent le systeme
endosomal de la cellule cible puisqu’ils sont localisés, dans un premier temps, au
niveau des compartiments endosomaux précoces et intégrent les compartiments
plus tardifs par la suite (colocalisation avec Lamp1 aprés 20 minutes). Des résultats
similaires ont été retrouvés dans des cellules cancéreuses (Tian et al., 2013), mais
également in vivo, aprés injection d’exosomes chez la souris (Morelli et al., 2004).

Enfin, les exosomes peuvent étre captés par la cellule réceptrice via un mécanisme
de phagocytose. C’est le cas pour les exosomes issus de cellules K562 ou
l'internalisation de ces derniers est inhibée aprés une perte d’expression de la
dynamine 2 connue pour jouer un réle primordial dans le mécanisme de phagocytose
(Feng et al., 2010). Ce mécanisme semble étre aussi utilisé par les cellules
dendritiques ou une partie des exosomes est retrouvée dans les phagosomes
(Montecalvo et al., 2012). (Figure 12)
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Figure 12: Mécanismes d’internalisation des exosomes.

D’aprés (Raposo and Stoorvogel, 2013). Les mécanismes d’intéraction des
exosomes avec la cellule cible sont encore a I'étude mais les exosomes pourraient
soit (1) intéragir avec un constituant de la membrane plasmique (ex: récepteur
membranaire) de la cellule réceptrice et induire une réponse cellulaire soit (2)
fusionner avec la membrane de la cellule réceptrice, soit (3) étre endocyté ou
phagocyté aboutissant a la libération de protéines et ARNs dans la membrane ou le
cytosol de la cellule cible.

1.2.3.5 Réles des exosomes dans le processus tumoral

Les exosomes ont tout d’abord été considérés comme un mécanisme d’élimination
des protéines indésirables ou inutiles (Johnstone, 2006). Puis, ils se sont avérés étre
des acteurs clés dans la communication intercellulaire (Pap et al., 2009).

* Rodles dépendants du systéme immunitaire :

Diverses études ont étudié I'influence des exosomes produits par les tumeurs sur le
systéme immunitaire et leur action dans la croissance tumorale (Bobrie et al., 2011).
Selon leurs propriétés, et principalement leur composition protéique et nucléique, les
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exosomes peuvent influencer la réponse immunitaire vers un rble anti ou pro-
tumorale (Bobrie et al., 2011). Ainsi, en 1998, une étude démontre que des
exosomes produits in vitro par des cellules dendritiques (Dex) exposées
préalablement a des antigénes tumoraux, induisent lorsqu’ils sont administrés a
I'animal un rejet de la tumeur (Zitvogel et al., 1998). Ces exosomes présentent a leur
membrane des complexes CMH | ou Il, lié a I'antigéne, capables d’'activer les LT
ainsi que des facteurs de co-stimulation nécessaires pour déclencher une réponse
immunitaire. La présence d’antigénes tumoraux au sein des exosomes peut induire
une réponse immunitaire anti-tumorale qui pourrait étre utile dans la vaccination et
dans les processus anti-cancéreux comme cela est suggéré par la présentation des
antigénes tumoraux au systéme immunitaire via les exosomes des cellules

dendritique (Greening et al., 2015).

A linverse, les cellules cancéreuses, comme tout autre type de cellules, produisent
des exosomes. lls sont appelés Tex pour « Tumor-derived exosomes » ou
« oncosomes » et contiennent entre autres des protéines chaperonnes Hsp70, des
complexes CMH | et des antigénes. Les exosomes agissent comme des agents de
limmunité capables de moduler les effets anti-tumoraux des lymphocytes T en
transférant leurs antigénes aux cellules dendritiques (Wolfers et al., 2001). D’autre
part, la présence de la chaperonne Hsp70 a leur surface induit I'activation de la
migration et de l'activité cytotoxique des cellules tueuses NK (Natural Killer). Les
cellules NK pré-incubée avec les exosomes Hsp70 positif sont alors capables
d’initiée 'apoptose via le relargage de granzyme B (Gastpar et al., 2005). A l'inverse,
les Tex transportent des molécules immunosuppressives ou pro-apoptotiques (TNF
pour Tumor Necrosis Factor ou Fas-ligand) leur conférant un rdle pro-tumoral
immunosuppresseur (Kunigelis and Graner, 2015; Muller et al., 2016). Ces
exosomes peuvent in vitro diminuer la prolifération des lymphocytes T CD4 et CD8
(Andreola et al., 2002; Huber et al., 2005), ou inhiber le pouvoir cytotoxique des
cellules NK ( Natural Killer) (Liu et al., 2006a). In vivo, I'activité cytotoxique des NK
est inhibée par la présence de Tex (Liu et al., 2006a). Les Tex seraient ainsi a la fois

capables d’activer et d’inhiber la réponse immunitaire anti-tumorale.
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* Rodles des exosomes dans la tumorigenése:

» Transfert de protéines oncogéniques impliquées dans la survie et la
croissance tumorale:

Les Tex ne jouent pas seulement un réle dans la régulation du systéme immunitaire.
En contact avec des cellules tumorales in vitro, les exosomes issus de cancer
gastrique sont capables d’induire la prolifération cellulaire via une activation de la
voie de la PI3K/AKT et de la voie des MAPK/ERK (Qu et al., 2009). Les exosomes
issus des cellules tumorales sont capables d’amplifier le processus tumoral via les
molécules cargo qu’ils contiennent. En effet, la sécrétion d’exosomes permet le
transfert de protéines oncogéniques et de matériel génétique (ARNm, miRNA) de la
cellule productrice d’exosomes vers une cellule cible (tumorale ou non). Ces
protéines sont biologiquement fonctionnelles et donc capables de détourner les
cellules du micrenvironnement tumoral. Comme précédemment décrit, chez les
patients atteints d’'un GBM, certaines des cellules tumorales expriment une isoforme
tronquée oncogénique du récepteur a 'lEGF : EGFRVIII, qui est considérée comme
un marqueur de mauvais pronostic. Les exosomes sécrétées par les cellules de
glioblastome expriment ce récepteur in vitro (Al-Nedawi et al., 2008; Skog et al.,
2008). Le transfert d’EGFRVIII par les exosomes a également été montré dans le
sérum de patients atteints de glioblastome (Skog et al., 2008). Dans ce dernier cas,
les exosomes exprimant 'EGFRVIIl sont capables de le transférer a des cellules de
glioblastome dépourvues de ce récepteur, et ainsi d’activer les voies de signalisation
passant par les MAPK et Akt (Al-Nedawi et al., 2008). Le rdle des exosomes dans
'angiogenése a pu étre démontré par le transfert de protéines (angiogénine, VEGF
ou l'lL-8) aux cellules endothéliales induisant la formation de nouveaux tubules.
Ainsi, les exosomes favorisent la croissance tumorale via le transfert d’'un cargo

oncogénique et modulent le phénotype des cellules cibles au profit de la tumeur.

> Facilitation de I'invasion tumorale et des métastases :

L’inhibition de la sécrétion des exosomes par I'inactivation du gene Rab27a bloque
les propriétés tumorigéniques des cellules de carcinomes mammaires, de

mélanomes et de gliomes (Bobrie et al., 2012a).

Sandra Pinet | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2016 74
7N v L § N N



Les exosomes produits par des cellules de glioblastomes de patients contiennent de
nombreux facteurs pro-angiogéniques : IL-8, IL-6, angiogénine, Vascular Endothelial
Growth Factor (VEGF) (Skog et al., 2008). Lorsque les exosomes sont mis en
contact avec des cellules endothéliales du systéme microvasculaire cérébral humain
(HBMEC), une induction de la prolifération des HBMECs et un accroissement du
réseau vasculaire sont observés. Ces changements sont similaires a ceux induits par
I'ajout de facteurs angiogéniques (Skog et al., 2008). Ainsi, les exosomes de GBM
induisent l'angiogenése tumorale. D’autre part, en stimulant l'angiogenese, la
modulation des cellules stromales, et le remodelage de la matrice extracellulaire, les
exosomes tumoraux (cancer du poumon ou du sein) peuvent étre considérés
comme des facteurs déterminants dans la mise en place d'une niche
prémétastatique, en générant un microenvironnement approprié dans les sites
métastatiques éloignés (Peinado et al., 2011). De plus, il a été démontré que des
souris prétraitées avec des exosomes de mélanome ont une augmentation

significative du développement de métastases pulmonaires (Liu et al., 2010).

Par ailleurs, les exosomes sécrétés par les cancers du sein et de I'ovaire se sont
révélés contenir des métalloprotéinases qui contribuent a la dégradation de la
matrice extracellulaire et augmentent ainsi l'invasion tumorale dans le stroma
(Nieuwland et al., 2010).

Etant donné l'importance des exosomes et de leur contenu dans la communication
entre la tumeur et son microenvironnement, de leur implication dans de nombreux
processus tumorigéniques (l'initiation  tumorale jusqu’au au processus
meétastasiques), ces derniers représentent une source potentiel de biomarqueurs

tumoraux circulant dans le sang des patients.

> Exosomes et modifications du microenvironnement

Les exosomes tumoraux sont aussi capables de refléter une réalité
environnementale. En conditions d’hypoxie les exosomes présentent un contenu
différent de celui des exosomes produits par ces mémes cellules dans des conditions
de normoxie. Ces exosomes hypoxiques auraient alors la capacité d’activer
'angiogénése et le développement de la tumeur (Kucharzewska et al., 2013; Park et
al., 2010).
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D’autre part, ils peuvent également témoigner d’un stress extérieur et jouer un réle
de communication en modifiant le contenu de la matrice extracellulaire. Les
exosomes provenant de cellules Hela (cancer du pancreas) transportent la
survivine, une protéine a la fois présente sur leur surface membranaire et dans leur
espace intra-vésiculaire. La survivine qui est active a la capacité, tout comme la
survivine extracellulaire, d’inhiber la mort cellulaire (Khan et al., 2010). De plus, aprés
irradiation cellulaire, la quantité d’exosomes produite n’est pas affectée mais le
contenu en survivine est trés fortement augmenté. La sécrétion d’exosomes enrichis

en survivine pourrait donc entrainer une radiorésistance cellulaire (Khan et al., 2010).

> Exosomes et cellules souches

Les cellules souches cancéreuses secretent, elles aussi, des exosomes qui peuvent
étre transférés aux cellules environnantes modulant ainsi la progression tumorale
(Hannafon and Ding, 2015). Dans le cancer du rein, les exosomes produits par les
cellules souches cancéreuses activent le switch angiogénique et facilitent la
production de métastases (Grange et al., 2011). De plus, les travaux de Kumar
indiquent que les cellules souches cancéreuses provenant de cancers du sein et de
la prostate pourraient communiquer avec les cellules néoplasiques disséminées
dans leur microenvironnement via la sécrétion d’exosomes (Kumar et al., 2014). Les
exosomes issus de cellules souches de glioblastome participent a [invasion

tumorale, a la croissance des neurospheres et a la formation des tubules

endothéliaux (Bronisz et al., 2014).

A l'inverse, les cellules cancéreuses et les cellules stromales libérent également des
exosomes qui peuvent étre recaptés par les cellules souches conduisant alors a des
altérations de leur phénotype (Hannafon and Ding, 2015). Des cellules souches non-
tumorigéniques associées au gliome sont capables d’augmenter I'agressivité des
cellules initiatrices de gliome via le relargage d’exosomes (Bourkoula et al., 2014).

Les exosomes ont donc un réle clé dans le processus de tumorigénése soit en ayant
un effet néfaste, tumorigéne et prémétastatique soit en ayant un effet an-titumoral

par stimulation du systeme immunitaire.

Il existe un autre type de cellule souche présente dans le microenvironnement des

GBM, les cellules souches mésenchymateuses (CSM). Les liens entre ces cellules et
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les cellules cancéreuses commencent a étre bien établis (Niemoeller et al., 2011).
Les cellules souches mésenchymateuses sont capables sous l'effet de différents
facteurs d’acquérir de nouvelles caractéristiques. En effet, le traitement de CSM par
des vésicules extracellulaires produites par des cellules tumorales d’origines
différentes (cancer de la prostate, cholangiocarcinome) résulte en une modification
des CSM vers un phénotype fibroblastique positif pour 'a-SMA (alpha Smooth
Muscle Actin) avec des effets favorisant la progression de la maladie (Chowdhury et
al., 2015; Haga et al., 2015). Les cellules ainsi modifiées vont sécréter des facteurs
de croissance avec une action en faveur de la progression tumorale. Il a été
néanmoins montré que des CSM exogénes pouvaient migrer et présenter un
tropisme spécifique pour les tumeurs gliales in vitro (Pendleton et al., 2013a) et in
vivo (Hong et al., 2014; Liu et al., 2014; Nakamizo et al., 2005). De plus, I'activation
du comportement migratoire des CSM serait dépendante de I'activité proliférative des
cellules souches cancéreuses. Ces cellules favorisent, in vitro, le maintien de I'état
souche des CSC, leurs capacités prolifératives et leur tumorigénicité bien que les
CSM ne soient pas intrinséquement tumorigéniques (Hossain et al., 2015a).
Cependant l'implication des exosomes secrétés par les cellules de GBM dans le
contrble des CSM reste encore a établir. Récemment, une étude montre que le
transfert fonctionnel, aux cellules tumorales de GBM, d'un anti-MiR-9 via des
exosomes issus de CSM modifiees dans un but thérapeutique confere une
chimiosensibilité aux cellules réceptrices (Munoz et al., 2013a) et de ce fait pourrait
améliorer la réponse thérapeutique. Une publication récente d’un travail réalisé in
vitro montre un effet différent des exosomes de CSM sur une lignée cellulaire de
glioblastome en fonction de I'origine tissulaire de ces CSM (Del Fattore et al., 2015).
En fonction de l'origine des CSM (Tissu adipeux, cordon ombilical ou moelle
osseuse), leur exosomes ont un rdle anti-prolifératif et pro-apoptotique sur les
cellules de GBM.

» Utilisation des exosomes comme biomarqueurs :

La composition lipidiqgue des exosomes joue un rOle protecteur et permet de
conserver l'intégrité des diverses molécules (protéines, ARNm et microARN)
transportées au sein des fluides biologiques (sang, plasma, sérum, urine). Les
marqueurs présents au sein des exosomes peuvent donc étre analysés aprés avoir

été prélevés dans le sang.
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Dans le cancer de la prostate, les cellules sénescentes sécretent a la suite de
l'irradiation des exosomes surexprimant certaines protéines qui pourraient constituer
de bons biomarqueurs possédant une valeur pronostique sur la réponse

thérapeutique (Lehmann et al., 2008).

L’utilisation des miRNAs contenus dans les exosomes en tant que biomarqueurs est
également abondamment rapportée dans la littérature. Dans le cancer de 'ovaire, les
exosomes extraits du sérum de patientes permettraient le diagnostic, puisque ces
derniers transportent 8 miRs spécifiques exprimés uniquement dans les cellules
tumorales. Les mémes auteurs apportent la preuve que deux miRs, miR-200c et
miR-214, permettraient de suivre la progression tumorale puisqu’ils sont retrouvés
surexprimés dans des exosomes de patientes atteintes d’'un stade de cancer avancé
(Taylor and Gercel-Taylor, 2008).

Dans le cancer du poumon, 12 microRNAs sont uniguement exprimés dans les
exosomes circulants des patients. Ces miRNAs seraient potentiellement des
biomarqueurs permettant un diagnostic de la pathologie (Rabinowits et al., 2009).
Dans le cancer de I'cesophage, c’est le miR-21 qui est enrichis dans les exosomes
contenu dans le sérum des patients et est corrélée avec I'évolution de la tumeur
(Tanaka et al., 2013). Pour les cancers de la téte et du cou, la salive contient des
exosomes tumoraux transportant les biomarqueurs CD44 et CD95L. Ce fluide est a
proximité des tumeurs et est facilement récoltable (Principe et al., 2013).

Dans le cas des glioblastomes, le miR-21 est un biomarqueur potentiel de
'agressivité de la tumeur transporté par les exosomes tumoraux dans le sang. Le
liquide cérébro-spinal contiendrait lui aussi des exosomes tumoraux provenant du
tumeur du SNC (Balaj et al., 2011).

L’étude du cargo exosomal pourrait donc aider au diagnostic de différentes
pathologies, notamment cancéreuses. Ce diagnostic, a distance, par simple
prélevement sanguin constitue un moyen d’étude non invasif et peu couteux qui
pourrait épargner aux patients des biopsies répétées a l'origine de lourds effets
secondaires. Dans le cas du GBM, cette méthode permettrait, dans le cadre d'un
protocole clinique, de mettre en évidence [I'échappement thérapeutique. La

recherche de nouveaux biomarqueurs permettrait de connaitre rapidement les
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caractéristiques moléculaires des tumeurs dans le but d’améliorer le traitement ou le
pronostic (Al-Nedawi et al., 2009). Les exosomes pourraient aussi constituer de
nouveaux vecteurs thérapeutiques biocompatibles capables de protéger les
molécules en leur sein et de libérer leur contenu directement dans le cytoplasme des

cellules cibles ou a éliminer.
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I.3. Les neurotrophines

1.1.1. Découverte des neurotrophines

En 1986, Rita Levi-Montalcini et Stanley Cohen regoivent le prix nobel de médecine
pour la découverte d’'une protéine, le Nerve Growth Factor (NGF) capable de stimuler
la croissance neuritiques (Cohen et al., 1954; Levi-Montalcini, 1987). Leurs travaux
reposent sur l'induction de la croissance de fibres nerveuses aprés implantation
d’'une tumeur de souris chez un embryon de poulet. L’hypothése sur I'existence d’un
facteur soluble sécrété par la tumeur qui permettrait son innervation est alors
avancee (Cohen et al., 1954; Levi-Montalcini, 1987). Par la suite, d’autres protéines
structurellement homologues au NGF sont identifiées et purifiées ; le Brain-derived
Neurotrophic Factor (BDNF) (Barde et al., 1982) favorise la survie des neurones
sensoriels et la neurotrophine-3 (NT-3) participe a la survie neuronale et au
développement embryonnaire du tube neural (Maisonpierre et al., 1990). Chez les
mammiféres, le dernier membre découvert et isolé chez I'homme est la
neurotrophine-5 (Ip et al., 1992), orthologue de la neurotrophine-4 chez le xénope
(Hallbook et al., 1991) et nommeé neurotrophine 4/5 (NT-4/5).

1.1.2. Structures des neurotrophines

Les génes humains des neurotrophines proviennent de duplications successives
d’'un géne ancestral (Hallbook, 1999). Les genes codant pour le NGF, le BDNF, la
NT-3 et la NT-4/5 sont localisées respectivement sur les chromosomes 1, 11, 12 et
19 et les différentes protéines synthétisées partagent un certain nombre de
caractéristiques chimiques telles que des poids moléculaires trés proches (Hallbdok,
1999), des points isoélectriques similaires et la présence de 6 cystéines permettant

la formation de trois ponts disulfures (Seidah et al., 1996a).

Les quatres genes des NTs codent pour des précurseurs protéiques glycosylés ou
pré-proneurotrohines de 31-35 kDa qui sont ensuite clivés par des protéases, pour
donner naissance aux formes matures (de 13,2 a 15,9 kDa) (Figure 13). Ces
protéines précurseur sont composées d'un peptide signal, permettant la
séquestration dans le réticulum endoplasmique. Le clivage du peptide signal donne
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lieu a la formation de Pro-Neurotrophines (Pro-NT) (Figure 13). Celles-ci peuvent
s’homodimériser de fagon non covalente, par des ponts disulfures grace a la
présence de résidus cystéine conserveés dans toutes les neurotrophines (Lessmann
et al.,, 2003). Ces protéines sont ensuite distribuées dans le réseau trans-golgien
(Trans-Golgi Network, TGN) et pourront par la suite;

* soit subir un clivage par des protéases intracellulaires telles que les furines et
les proconvertases 1 et 2 (PC1 et PC2) avant d’étre sécrétées (Seidah et al.,
1996a, 1996b).

* soit étre sécrétées puis clivées par des protéases extracellulaires telles que la
plasmine ou certaines MMPs (Lee et al., 2001).

* soit étre sécrétées sans clivage ultérieur (Lu et al., 2005).

Une fois sécrétées les pro-neurotrophines ainsi que les neurotrophines matures vont
pouvoir s’homodimériser et se fixer sur leurs récepteurs de fortes ou de faibles

affinités (Lessmann et al., 2003).
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Figure 13: Structure primaire des neurotrophines.

D’aprés (Lessmann et al., 2003). Le peptide signal situé du co6té N-terminal de la
protéine (pre) est clivé au niveau du réticulum endoplasmique (RE); la partie
progénitrice (pro) posseédant un ou plusieurs sites de N-Glycosylation potentiels est
clivée par des protéases spécifiques a différents niveaux, au niveau du réseau trans-
golgien, au niveau des vésicules de sécrétion ou au niveau extracellulaire, donnant
naissance au peptide mature (neurotrophine mature) localisé dans la région C-
terminale.
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l.2. Les récepteurs aux neurotrophines

Les NTs peuvent de fixer sur deux types de récepteurs; les récepteurs
tropomyosine-related kinase (Trk) de haute affinité (figure 14) et le récepteur
neurotrophine p75 (p75""7) de faible affinité (Chao and Hempstead, 1995). Au cours
du développement neuronal, les NTs sont des facteurs essentiels a la survie, la
différenciation et a la myélinisation des neurones (Nykjaer et al., 2005). Le devenir
de la cellule cible dépend de la dualité fonctionnelle des NTs et du récepteur avec

lequel elles vont interagir (Chao and Hempstead, 1995; Lu et al., 2005).

1.2.1. Les récepteurs a activité tyrosine kinase

» Deécouverte des TrK

En 1986, le premier membre de la famille Trk est découvert, dans le cancer du colon,
comme un oncogene dans lequel la tropomyosine est fusionnée aux domaines
transmembranaires et cytoplasmique d'une protéine kinase (Martin-Zanca et al.,
1986). Ce proto-oncogene est donc nommé Tropomyosine-related kinase (Trk). En
1991, des études montrent que le le trk proto-oncogene code pour une protéine a
activité tyrosine kinase, gp140irk ou TrkA (NTRK1), et sert de récepteur pour
certains facteurs neurotrophiques dont le NGF (Kaplan et al., 1991; Klein et al.,
1991a) et la NT-3 (Cordon-Cardo et al., 1991). Deux autres membres de la méme
famille, TrkB (NTRK2) et TrkC (NTRK3), sont ensuite rapidement isolés et sont
exprimés dans différentes structures du SNC suggérant qu'’ils peuvent aussi codés
pour des récepteurs neurogeéniques (Klein et al., 1989, 1990, 1991b; Lamballe et al.,
1991). Le ligand du récepteur TrkB est le BDNF (Klein et al., 1991b) alors que la NT-
3 se fixe sur le récepteur TrkC (Lamballe et al., 1991) mais posséde aussi une
affinité réduite pour TrkA et TrkB (Cordon-Cardo et al., 1991; Klein et al., 1991b)
(Figure 14). Comme pour les neurotrophines, les récepteurs TrK sont issus du méme
géne ancestral expliquant ainsi leurs trés fortes homologies de séquence et de
structure. Les récepteurs Trks, récepteurs a activité tyrosine kinase, lient les NTs

matures avec une forte affinité et sont essentiels pour une induire une réponse
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fonctionnelle. Les protéases qui participent a la maturation des NTs régulent aussi
I'activation des récepteurs Trk puisque ces derniers ne peuvent pas étre activés par
les pro-NTs (Lee et al., 2001).

» Structure protéique des récepteurs

Les récepteurs sont constitués de trois domaines ; une région extracellulaire, un
domaine transmembranaire et une région cytoplasmique (Figure 14). La région
extracellulaire, fortement glycosylée, comprend certains motifs dont un domaine riche
en leucine entouré de deux régions riches en cystéines et suivis de deux domaines
analogues a ceux des immunoglobulines (Ig-like domain (IgC2). Seuls 4 sites de
glycosylation sont conservés entre les différents récepteurs Trk, il s’agit d’asparagine
en position 26, 90, 174 et 223. La N-glycosylation pourrait jouer un réle majeur dans
le contrdle de I'activation de ces récepteurs en régulant l'interaction avec le ligand.

La région intracellulaire comprend le domaine catalytique constitué de cinq tyrosines
(Y490, Y785, Y670, Y674, Y675) essentielles pour la signalisation des récepteurs car
une fois phosphorylées, les tyrosines constituent des sites de liaisons pour des
protéines adaptatrices et des enzymes (Huang and Reichardt, 2003). En effet, les
tyrosines Y670, Y674 et Y675 sont situées dans la boucle d’activation du domaine
kinasique, leur phosphorylation potentialise l'activité tyrosine kinase. La tyrosine
Y490 est située dans la partie juxtamembranaire et constitue un site de fixation pour
les protéines Shc ou FRS2 et permet I'activation de Ras et de la PI3 kinase (PI3K).
La tyrosine Y785 située a I'extrémité C-terminale de la protéine constitue un site de
fixation pour la PLCy. Il existe d’autres résidus tyrosine capables de fixer d’autres
protéines adaptatrices impliquées dans les voies PI3K et MAPK (Huang and
Reichardt, 2003). D’autre part, cette région intracellulaire est fortement conservée
entre TrkA, TrkB et TrkC (Nakagawara et al., 1995). L’'activation du récepteur
nécessite une étape de dimérisation induite par la fixation de la NTs mature, puis une
étape d’autophosphorylation. Cette autophosphorylation induit alors Ia
phosphorylation de substrats cytosoliques impliqués dans la cascade de signalisation
intracellulaire (Reichardt, 2006). Les quatre neurotrophines présentent chacune une
spécificité dans leurs interactions avec les différents membres des récepteurs Trk.
NGF active TrkA, BDNF et NT-4 activent TrkB, et NT-3 active TrkC. En outre, NT-3

peut activer les autres récepteurs Trk mais avec moins d'efficacité. Les NTs
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interagissent avec ces récepteurs au niveau d’un site particulier, dans le domaine de
type immunoglobuline proche de la membrane (Reichardt, 2006). Les différentes
régions du domaine extracellulaire des Trk contrélent les « dimérisations
indépendantes du ligand » puisque des délétions des domaines immunoglobulines
accentuent le potentiel de dimérisation et I'activation spontanée des récepteurs TrkA
indiquant qu’ils inhibent la dimérisation du récepteur en absence de NGF (Arevalo et
al., 2000).
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Figure 14 : Structure des différents récepteurs aux neurotrophines.

D’aprés (Arévalo and Wu, 2006). Les Neurotrophines matures se lient a deux types
de récepteurs transmembranaires : i) soit de haute affinité aux récepteurs Trk , TrkA
fixe le NGF, TrkB le BDNF et la NT4/5, et le récepteur TrkC la NT-3, /i) soit de faible
affinité au récepteur p75"'~, p75""R appartenant a la superfamille des récepteurs au
TNF et possédant une séquence de domaine de mort (Death Domain) dans sa partie
intracellulaire. p75"'" est également capable de fixer avec une haute affinité les pro-
Neurotrophines (pro-NT).
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» |soformes des récepteurs

Les Trk sont soumis a un épissage alternatif conduisant a de nombreux isoformes de

fonctions biologiques diverses.

e TrkA

Le prototype de la famille des Trk est le produit du géne TrkA initialement appelé trk.
Le proto-oncogéne TrkA code pour une protéine transmembranaire de 790 acides
aminés qui partage les mémes caractéristiques que les récepteurs tyrosine kinases
(Martin-Zanca et al., 1989). Trois isoformes de TrkA nommeés TrkA-I, TrkA-Il, TrkA-Ill
sont produits suite a un épissage alternatif de I'exon 9 (Barker et al., 1993). (Figure
15) Ces isoformes difféerent par la présence d'un insert de 6 acides aminés
supplémentaires dans le domaine extracellulaire de TrkA-Il qui n’affecte pas I'affinité
de liaison du ligand et la transduction du signal (Barker et al., 1993). Cependant, sa
présence jouerait un réle dans la sélectivité du récepteur TrkA pour la NT-3 qui ne se
lie pas a la forme TrkA-l. Ces 2 isoformes TrkA-I et TrkA-Il sont exprimés de facon
différentielle dans les tissus ; TrkA-I (originellement cloné comme TrkA) est exprimeé
de fagon ubiquitaire, préférentiellement dans les tissus non-neuronaux alors que
TrkA-1l I'est dans les tissus neuronaux (Barker et al., 1993). L’expression de
'isoforme TrkA-lll, régulée par I'hypoxie a été découverte dans des cellules de
neuroblastome (Tacconelli et al., 2004). Ce variant, déplété des exons 6,7 et 9, du
domaine extracellulaire 1G-C1 et des sites de N-glycosylations, est majoritairement
exprimé dans les progéniteurs neuraux a un stade indifférencié, dans le thymus
humain et murins (Tacconelli et al., 2007) ainsi que dans des tumeurs dérivées des
crétes neurales. TrkA-Ill a un pouvoir oncogénique, via la voie PISK-AKT-NFkB et
indépendamment du NGF, dans les cellules NIH3T3 et des cellules de
neuroblastome (SH-SY&Y) en favorisant la survie des cellules, I'angiogenése et la

croissance tumorale (Tacconelli et al., 2004).
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Figure 15 : Principales isoformes issues de I’épissage alternatif du transcrit du
géne de TrkA (NTRK1).

D’aprés (Brodeur et al., 2009). L'isoforme TrkA-I lie le NGF et son activation induit la
différenciation cellulaire via la voie des MAP Kinase et de la PI3K. L'isoforme TrkA-II
induit I'apoptose alors que l'isoforme TrkA-lll est constitutivement actif et induit la
survie cellulaire et 'angiogenése via I'activation de la PI3K.

* TrkB

Plus d'une centaine d’isoformes d’ARN de TrkB sont décrits dans la littérature
cependant, seul 10 protéines sont codées et 3 sont retrouvées majoritairement chez
I'homme (Stoilov et al., 2002) (Figure 16). L’isoforme TrKB entier ou Full-lenght (FL)
est epissé des exons 16 et 19, I'isoforme TrkB-T1 contient un codon stop dans I'exon
16 et l'isoforme TrkB-T-shc est epissé de I'exon 16 et contient un codon stop dans
I'exon 19 (Luberg et al., 2010) (Figure 16). En 1991, les protéines TrkB FL (145 kDa),
TrkB-T1 (95 kDa) et TrkB-T-shc (105 kDa) sont retrouvées dans du cerveau de rat
adulte. Les transcripts TrkB-T1 et TrkB-T-shc codent pour des protéines possédant

une courte région intracellulaire alors que les régions extracellulaires et
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transmembranaires sont intactes (Middlemas et al., 1991) (Figure 16). Chez 'homme
seul I'isoforme TrkB-T1 est retrouvée dans les tissus neuronaux et non-neuronaux
tels que le cceur, les poumons, les reins, le pancréas ou la moelle osseuse
(Labouyrie et al., 1999; Ricci et al., 2004). TrkB-T1 est dépourvu du domaine
catalytique tyrosine kinase mais a conservé le domaine de liaison du ligand
extracellulaire lui permettant de lier le BDNF et la NT-3 (Biffo et al., 1995). Plusieurs
hypothéses ont été avancées concernant son rdle, les plus probables proposent un
réle en tant que dominant négatif qui inhiberait la signalisation induite par la protéine
TrkB FL (Fryer et al.,, 1997). En effet, TrkB-T1 pourrait soit piéger le ligand et
'empécher de se fixer au récepteur TrkB FL (Fryer et al., 1997), soit former un
hétérodimere avec le récepteur TrkB FL et empécher la phosphorylation et donc
I'activation de ce dernier (Knusel et al., 1994). Finalement, TrkB-T1 s’est révélé étre
plus qu'un simple dominant négatif. En effet, dans les neurones corticaux
pyramidaux, les isoformes tronquées et entieres ont des effets différents sur
'arborisation dendritiques puisque TrkB-T1 est impliqué dans [|'élongation des
dendrites distaux alors que le TrkB FL augmentent les dendrites proximaux
suggérant un mode différent de croissance des dendrites en fonction de I'expression
du récepteur (Yacoubian and Lo, 2000). De plus, dans les astrocytes, une
signalisation intracellulaire induite suite a la stimulation de TrkB-T1 par le BDNF
aboutie a une entrée de calcium (Rose et al., 2003). Le rble de TrkB-T1 n’est pas
encore bien défini mais il semble pouvoir réguler et moduler des effets biologiques.

Contrairement a lisoforme TrkB-T1, lisoforme TrkB-T-shc conserve un court
domaine cytoplasmique permettant la liaison aux protéines shc. Cette isoforme
membranaire est retrouvée exclusivement dans le cerveau. TrkB-T-shc ne peut étre
phosphorylé par le récepteur entier indiquant qu’il pourrait étre un régulateur négatif
de la signalisation induite par TrkB dans le cerveau (Stoilov et al., 2002).
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Figure 16 : Principales isoformes issues de I’épissage alternatif du transcrit du
géne de TrkB (NTRK2).

D’aprés (Brodeur et al., 2009). Les trois isoformes de TrkB lient le BDNF cependant
seule I'activation de I'isoforme TrkB-FL induit 'angiogenese, les métastases et la
chimiorésistance, les deux autres isoformes étant inactifs.

e TrkC

TrkC présente chez 'homme 4 isoformes issus de I'épissage alternatif présentant
pour certaines des séquences d’insertion (Figure 17). En effet, pour I'un des variants,
une insertion de 14 acides aminés située dans le domaine protéine kinase modifie la
reconnaissance par le substrat et de ce fait altére la réponse cellulaire (Tsoulfas et
al., 1996). Il existe aussi une forme non-catalytique du récepteur TrkC humain
dépourvue du domaine consensus tyrosine kinase et qui est remplacé par un
domaine intracellulaire de 83 acides aminés (Shelton et al., 1995). Les animaux
portant une invalidation de ce TrkC (Knock-out, KO) ont un développement postnatal
normal. Cependant, peu aprés la naissance, ces animaux présentent des

modifications posturales qui refletent un défaut de la proprioception, dues a une
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perte de certains neurones des ganglions des racines dorsales, ainsi que des
défauts cardiaques. Ce récepteur pourrait avoir un effet inhibiteur type dominant
négatif (Palko et al., 1999).

TrkC-full TrkC-T1*
NT3+ NT3+

........
........

+ MAPK+ =
+ PI3K+ + Inactif
+ Différenciation

2 Soka e -

Figure 17 : Principales isoformes issues de I’épissage alternatif du transcrit du
géne de TrkC (NTRK3).

D’aprés (Brodeur et al., 2009). La forme compléte TrkC-FL posséde une partie
intracellulaire dotée d’'un domaine Tyrosine Kinase, capable d’activer les voies PI3K
en faveur de la survie et de la différenciation cellulaire. Plusieurs isoformes
tronquées sont connues ; I'isoforme TrkC-T1 reste la forme majoritaire, tronquée de
sa partie intracellulaire contenant le domaine Tyrosine Kinase, et jouerait un role de
dominant négatif. (* : Isoforme majoritaire des TrkC tronqués).

» Voies de signalisation induites par les neurotrophines

L’interaction des neurotrophines et de leur récepteur se fait par l'intermédiaire de 2
régions specifiques appelées «conserved patch» qui constitue un motif de liaison
conserve pour tous les membres de la famille et « specificity patch » qui est plutdt un
motif spécifique a chaque NT (Wiesmann et al., 1999).
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Différentes voies peuvent étre activées par les récepteurs Trk. Il s’agit principalement
de voies activatrices de la survie et prolifération cellulaire (Huang and Reichardt,
2003; Reichardt, 2006) (Figure 18);

- la voie des Ras-MAP kinases (mitogen-activated protein Kinases) incluant les
ERK (extracellular signal-regulated) kinases

- la voie de la (PI3K)-Akt

- la voie de la Phospholipase C (PLC)-y

La transmission du signal déclenchée par I'activation du domaine catalytique tyrosine
kinase a été beaucoup étudié pour le récepteur TrkA et le NGF (Kaplan and
Stephens, 1994). De plus, la plupart des études concernant I'activation des voies de
signalisation dépendantes des Trk ont été réalisée sur une lignée de fibroblaste
embryonnaire de souris NIH3T3 et la lignée PC12.

¢ La voie Ras/MAPK/ERK

La fixation du ligand sur le récepteur entraine, aprés homo- et/ou hétérodimérisation,
I'activation de ce dernier par phosphorylation de la tyrosine 490. La fixation de la
protéine Shc via son domaine PTB sur la tyrosine 490 phosphorylée de Trk induit sa
phosphorylation, puis, le recrutement de la protéine adaptatrice (Rozakis-Adcock et
al., 1992). Les domaines SH3 (domaine d’homologie a Src) de Grb2 intéragissent
avec la protéine SOS, un facteur activateur de la petite protéine G Ras (Margolis and
Skolnik, 1994). En effet, I'échange de GDP en GTP par SOS active Ras qui a son
tour active la kinase Raf. La cascade de phosphorylation des MAPK peut alors avoir
lieu, avec les phosphorylations de MEK1/2 puis Erk1/2 et de p38 (Loeb et al., 1992;
Moodie et al., 1993). De facon similaire a shc, la protéine FRS2 se fixe via son
domaine SH2 a la Y490 et est phosphorylée par le Trk activé (Kao et al., 2001).
FRS2 recrute les protéines adaptatrices Grb2 (Figure 18).

La phosphorylation de ERK1/2 va conduire a I'activation et a la translocation dans le
noyau de facteurs de transcription comme CREB (cAMP Response Element Binding)
ou Elk-1 (membre de la famille ETS) qui vont pouvoir activer la transcription de
génes essentiels pour la différentiation neuronale (Reichardt, 2006).

* La voie PI3K/AKT
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La voie de la PI3K peut étre activée soit par RAS, soit dans les PC-12 par
I'intermédiaire de la protéine GAB qui est recrutée par le complexe shc-Grb2 apres
activation du récepteur par son ligand (Holgado-Madruga et al., 1997). Dans une
culture de neurones corticaux, I'activation du récepteur TrkB par le BDNF permet la
phosphorylation de IRS1 (Insulin-Receptor Substrate) et le recrutement et I'activation
de la PI3K. La PI3K participe a la formation du phosphatidyl inositol 3,4-biphosphate
(P13,4,5)P3 qui recrute la sérine/thréonine kinase AKT a proximité de la membrane
plasmique, ou elle est alors phosphorylée et activée par la PDK1
(phosphatidylinositol 3-dependent kinase 1). AKT permet de réguler la survie
neuronale (Dudek et al., 1997). D’autre part, AKT est un proto-oncogéne, qui a de
nombreuses cibles protéiques et qui peut agir soit directement sur la transcription
génique ou soit sur les protéines impliquées dans la cascade apoptotique
(Patapoutian and Reichardt, 2001) (Figure 18).

* LavoiedelaPLC-y

L'activation des récepteurs TrkA par le NGF peut aussi induire la fixation de la PLC-
y sur la tyrosine phosphorylée Y785 ou au niveau de sites équivalents sur TrkB et
TrkC. L’activation de la PLC-y entraine I'hydrolyse du phosphatidylinositol 4,5-
bisphosphate en [linositol 1,4,5-triphosphate (IP3) et en diacylglycerol (DAG)
(Obermeier et al., 1993a, 1993b). L'IP3 provoque le relargage du calcium, ce qui
entraine une augmentation de sa concentration intracellulaire (Berninger et al., 1993)
et qui active les enzymes dépendante du calcium telles que la calmoduline et la
protéine kinase C (PKC) alors que le DAG stimule les différents isoformes de la PKC
(Figure 18) (Corbit et al., 1999). Cette voie module la plasticité synaptique neuronale

et la croissance des neurites.
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Figure 18 : Voies de signalisation des Trk.

D’aprés (Brodeur et al., 2009)). La fixation des neurotrophines sur leur récepteur
tyrosine kinase les active par dimérisations et phosphorylation des tyrosines Y490,
Y670, Y674, Y675 et Y785 (nomenclature des tyrosines de TrkA). Les tyrosines
phosphorylées, recrutent des adaptateurs et activent les voies de signalisation Ras /
Raf / MAPK, PI3 kinase / AKT et PLCy (Phospholipase C y). Shc : Src homology-2
containing protein ; Grb-2 : Growth factor receptor-bound protein ; GAB 1/2 :GrB2
Associated Binding Protein 1/2; FRS2: Fibroblast growth factor Receptor Substrate 2;
SOS : Son Of Sevenless ; Ras : Ras GTPase activating protein ; Raf : Raf kinase;
ERK1/2 : Extracellular signal-Regulated Kinase ; MEK : MAP ERK Kinase ; PKC :
Protein Kinase C ; DAG : Diacylglycerol ; PI3K : Phosphatidyl Inositol Tri-Phosphate
Kinase P38 : P38 MAP Kinase.
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1.2.2. Le récepteurs p75"N '~

> Découverte de p75"R

En 1973, un récepteur capable de lier le NGF est découvert et est appelé NGFR
(NGR receptor) (Herrup and Shooter, 1973). Il est cloné en 1986 et est appelé low
affinity NGF receptor car il lie le NGF avec une faible affinité (Johnson and Taniuchi,

1987). Puis, ce récepteur prend le nom de P75"R

pour Neurotrophin Receptor p75
puisqUu’il est capable de lier toutes les NTs, avec la méme affinité (Kd=10°M) et ce
quel que soit le type cellulaire (Rodriguez-Tébar et al., 1990; Rodriguez-Tébar et al.,

1992).

> Le récepteur p75"'" : géne et protéine

Le géne du récepteur p75"'R contient 6 exons et est localisé sur le chromosome 17.
La protéine p75" " est constituée, aprés clivage de son peptide signal, de 399 acides
aminés et comprend un domaine extracellulaire, un domaine transmembranaire, et
un domaine intracellulaire (Figure 19). Son domaine extracellulaire posséde des sites
de N- et O-glycosylations qui lui confére une masse moléculaire de 45 a 75 kDa. De
plus, la présence dans le domaine extracellulaire de quatre régions riches en
cystéine et dans la région cytoplasmique, un domaine de mort DD (Death Domain)
permet d’inclure le P75N™™ dans la superfamille des récepteurs du TNF (tumor
necrosis factor) (Chapman, 1995). Son domaine extracellulaire est impliqué a la fois
dans la fixation du ligand et dans la dimérisation du récepteur. Le court domaine
intracellulaire est dépourvu d’activité enzymatique, est trés conservé entre les
espéces et posséde un site de palmitoylation (Barker et al., 1994) et des résidus
sérine et thréonine susceptibles d’étre phosphorylés (Taniuchi et al., 1986). Ces
modifications post-traductionnelles pourraient étre impliquées dans [linteraction
protéine-protéine, dans la maturation et la localisation de la protéine au niveau des
rafts lipidiques, dans I'endocytose et le transport vésiculaire ou dans la régulation de
la signalisation de p75"™® (Bronfman and Fainzilber, 2004).
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Figure 19 : Structure du récepteur des neurotrophines p75"'~.

D’aprés (Roux and Barker, 2002) La partie extracellulaire est composée de 4
domaines riches en cystéines permettant la liaison des neurotrophines matures et
des pro-neurotrophines, comportant plusieurs sites de O- et de N- glycosylation. La
partie intracellulaire comporte un domaine de mort ainsi qu’'un domaine d’activation
des protéines-G.

L’épissage alternatif de ce géne donne lieu a plusieurs isoformes (Dechant and
Barde, 1997); cependant ces variants tronqués peuvent aussi étre le produit d’'une

protéolyse (Figure 20). En effet, le clivage du p75"™"

par une protéase permet de
produire un fragment extracellulaire composé des 4 régions riches en cystéines,
appelé p75-ECD (Extracellular Cell Death Domain) capable de lier les NTs et un
fragment C-terminal P75-CTF (carboxiterminal fragment) qui pourra subir un second
clivage, via I'action d’'un complexe y-sécretase, qui génere un fragment intracellulaire
appelé p75-ICD (Intracellular Domain) pouvant induire une signalisation (Bronfman,

2007).
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Figure 20 : Les différentes formes du récepteur p75"'~.

D’aprés (Roux and Barker, 2002). Les formes de p75""" sont générées par épissage
alternatif ou protéolyse. p75-ECD (Extracellular Domain), p75-CTF (C Terminal
Fragment), p75-ICD (Intracellular Domain).

> Signalisation induite par le récepteur p75™'"

De nombreux réles sont attribués au récepteur p75"'} & la suite de son activation.
Comme les autres membres de la famille des récepteurs au TNF, il ne posséde pas
d’activité enzymatique intrinséque et sa signalisation est donc possible grace a des
protéines adaptatrices intracellulaires. Cellle-ci induisent majoritairement 2 voies de
signalisation antagonistes selon le contexte cellulaire: la survie et la mort cellulaire
(Figure 21). Par ailleurs, contrairement & d'autres récepteurs de mort, p75"'~ ne
nécessite pas de molécules adaptatrices pro-apoptotiques comme FADD (Fas-
associated death domain) ou TRADD (TNFR-associated death domain) pour induire

I'apoptose dans les cellules neuronales (Wang et al.,, 2000). Cependant, dans le
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cancer du sein, l'interaction entre p75"'}

NFkB, qui induire I'effet anti-apoptotique du NGF (El Yazidi-Belkoura et al., 2003).

et TRADD est nécessaire pour activer

* Les voies apoptotiques

Concernant I'induction de la mort cellulaire programmée ou apoptose, la fixation du
NGF sur le récepteur p75"'® peut permettre 'activation de certains membres de la
famille des caspases, comme les caspases 1, 2 et 3. C’est par exemple le cas au
niveau des oligodendrocytes (Gu et al., 1999). La cascade des JNK joue aussi un
réle important dans le déclenchement de la mort cellulaire programmeée (Figure 21).
Le récepteur p75"'" peut, suite & la fixation du NGF, entrainer I'activation de ces
kinases dans les neurones sympathiques (Casaccia-Bonnefil et al., 1996). La kinase
JNK phosphoryle c-jun, active p53 et la voie apoptotique mitochondriale en activant
les membres de la famille « BH3-domain only » Bad et Bim, la translocation
mitochondriale de Bax, et la libération de cytochrome c qui stimule a son tour les
caspases 9, 6 et 3 (Nykjaer et al., 2005). En amont, la petite protéine G Rac est un
activateur établi de JNK, cependant elle ne peut se lier directement au récepteur
p75NTR
de la queue intracellulaire de p7

et requiert des adaptateurs cytosoliques. Le lien entre les adaptateurs directs
5NTR et de Rac reste a démontrer, néanmoins
certains des adaptateurs ont été montrés pour initier la mort cellulaire. NRIF, NADE,
NRAGE, Sc-1 et les TRAFs ont, seuls ou en combinaison, été décrits pour initier

I'apotose dépendante de p75™'".

Une voie annexe impliquant les céramides a également été décrite pour son action

dans I'apoptose dépendante de p75™'".

Linteraction de p75"™®

avec un co-récepteur des neurotrophines, la sortiline forme
un complexe capable de lier des pro-NTs et d’induire la mort cellualire (Nykjaer and

Willnow, 2012) (Voir chapitre sortiline).

Enfin p75""" modifie l'activit¢ de la protéine p53. P53 est une protéine dite
suppresseur de tumeurs impliquée dans la mort cellulaire, particulierement aprés

lésions de I'’ADN ou stress cellulaires. Ainsi, 'activation du récepteur p75" '~

par du
BDNF conduit a une augmentation de la quantité de protéine p53 dans les neurones

sympathiques et a l'induction de la mort des cellules (Aloyz et al., 1998). Ce
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phénomeéne pourrait étre activé suite a sa phosphorylation par les JNK.

e Les voies de survie

D’autres études ont montré que le récepteur p75™' R

pouvait faciliter la survie ou la
différenciation cellulaire plutét que l'apoptose et toujours, indépendamment ou en

association avec les Trks.

En effet, dans certaines cellules tumorales (Schwannome vestibulaire) ou non-
néoplasiques (cellules de Schwann) quand le récepteur p75"'® est activé, le facteur
de transcription NF-kB est transloqué dans le noyau. Ce facteur de transcription
régule I'expression de nombreux génes impliqués dans la survie cellulaire (Ahmad et
al., 2014). Cette voie de signalisation est activée par le NGF, mais pas par le BDNF
ni la NT-3 (Carter et al., 1996), et nécessite plusieurs protéines parmi lesquelles on
trouve TRAF-6, p62, IRAK, et RIP2 (Figure 21).

NTR
5

p7 module également une GTPase RhoA, membre de la famille des protéines

Rho qui contrblent 'organisation du cytosquelette d'actine. Dans les neurones, en

NTR
5

I'absence de NTs, p7 interagit avec RhoA et I'active pour inhiber la croissance

axonale. Cette inhibition est contrdlée par I'association de p75"'}

a d’autres acteurs,
le récepteur Nogo-R, et la protéine transmembranaire Lingo-1 (LRR and Ig-domain-
containing Nogo-receptor interacting protein-1). En revanche, la liaison de NTs
provoque la dissociation de RhoA et p75"'}, bloquant ainsi I'activitt de RhoA et

favorisant la croissance axonale (Figure 21).
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Figure 21 : Voies de signalisation du récepteur p75"'~.

D’aprés (Arévalo and Wu, 2006). La liaison des NTs matures ou des pro-NTs induit
'activation de différentes voies de signalisation. Elles peuvent conduire vers
I'apoptose, I'arrét du cycle cellulaire, la survie cellulaire ou la croissance axonale. 1 :
Les protéines adaptatrices NRAGE et NRIF induisent I'activation de la signalisation
JNK, puis la phosphorylation des facteurs pro-apoptotiques Bim, Bid, Bax et p53
stimulant la libération de cytochrome c a partir des mitochondries, et ainsi I'activation
des caspases -9,-6 et -3 qui conduit a 'apoptose. 2 : L’activation de SC-1 meéne vers
I'arrét du cycle cellulaire. 3 : Le NGF induit la I'activation de NFkB par I'intermédiaire
de protéines adaptatrices comme TRAF-6, p62, IRAK, et RIP2. 4 : en I'absence de
NTs, p75NTR active RhoA pour inhiber la croissance axonale. En revanche, la liaison
de NTs provoque la dissociation de RhoA et p75"™®, bloquant ainsi I'activité de RhoA
et favorisant la croissance axonale. Le clivage de p75"R par des métalloprotéases et
par des a- et y- sécrétases entraine sa translocation dans le noyau, induisant une
mort cellulaire. Cyto-c : cytochrome c ; IRAK : interleukine-1-receptor-associated
kinase; MAPK : Mitogen Activated Protein Kinase; JNK: c-Jun N-Terminal Kinase ;
NRIF: Neurotrophin-Receptor Interacting Factor ; NADE: Neurotrophin-Associated
Cell Death Executor ; NRAGE : Neurotrophin-Receptor-Interacting MAGE Homolog;
NFkB : Nuclear Factor-kappa B; RIP2 : receptor-interacting protein-2 ; SC-1:
Schwann cell factor-1; TRAF6: TNF Receptor-Associated Factor 6.

NTR
5

D’autre part, le récepteur p7 peut aussi activer la voie PI-3 kinase/Akt.

L’activation de cette voie, est importante pour induire la survie cellulaire de facon
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indépendante ou dépendante des Trk (Roux et al., 2001).

Ainsi, I'interaction p75""R-Trk permet la liaison des NTs et induit la survie cellulaire

neuronale, tandis que [linteraction p75N™}

-sortiline permet la liaison des pro-
neurotrophines et induit la mort cellulaire (Nykjaer and Willnow, 2012) (voir chapitre

sortiline).

Parallélement a ses fonctions d’activateur soit de mort, soit de survie cellulaire, le

récepteur p75" 'R

agit aussi sur le transport axonal des NTs et des Trks. En effet, il
existe des mouvements incessants de matériel depuis le corps cellulaire du neurone
jusqu'a sa terminaison axonale (transport axonal antérograde) et inversement
(transport rétrograde). Le transport axonal est donc vital pour le fonctionnement du
systéme nerveux. Il a été montré que p75"'™}

transport rétrograde du NGF, du BDNF et de la NT-3 (Curtis et al., 1995).

jouait un réle dans l'internalisation et le

» Signalisations induites par I'interaction P75NR-Trk

Les récepteurs Trk, longtemps considérés comme les récepteurs de haute affinité
des neurotrophines, sont aujourd’hui décrits pour avoir une affinité pour les
neurotrophines similaire a celle de p75"'" (Kd=10°M) lorsque les récepteurs sont
exprimés séparément. Cependant lorsqu’ils sont coexprimés, p75"'~ améliore
Iaffinité (Kd=10""M) et la sélectivité des ligands aux Trk ce qui permet une meilleure
réponse des récepteurs Trk aux neurotrophines (Hempstead et al., 1991). Ce site de
liasison de haute affinité pour le NGF (Hempstead et al., 1991) disparait lors de
mutations dans les domaines cytoplasmiques ou transmembranaires de I'un des
deux récepteurs (Esposito et al., 2001). Le complexe TrkA- p75"' est alors activé
par le NGF et non par la NT-3, et de facon semblable, TrkB- p75" " répond au BDNF
mais moins a la NT-4/5 et peu a la NT-3.

L’association physique des récepteurs donnant lieu au complexe Trk-p75NTR est
encore sujette a controverse. Certains travaux basés sur des expériences de co-
immunoprécipitation montrent des interactions directes entre les récepteurs TrkA,
TrkB, TrkC et p75"'" (Bibel et al., 1999).

Les domaines transmembranaires et cytoplasmiques de TrkA et de p75"™" seraient
responsables de la formation des sites de haute affinité et p75"'" serait en effet
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capable d’altérer la conformation de TrkA pour générer un site de haute affinité pour
le NGF (Esposito et al., 2001).

5NTR et Trk lors de leur association

Des protéines sont connues pour lier a la fois p7
physique. Parmis ces protéines, on retrouve la protéine ARMS (Arévalo et al., 2004;
Roux and Barker, 2002), la cavéoline qui est impliquée dans la formation de
plateforme de signalisation au niveau de la membrane plasmique (Bilderback et al.,
1999), FAIM (Fas Apoptosis Inhibitor Molecule). De la protéine p62 du complexe
p62-TRAF6-IRAK est essentielle pour I'association des 2 récepteurs, TRAF6

assurant la liaison & p75""" et p62 a TrkA (Wooten et al., 2001).

A Tl'inverse d’autres travaux proposent une convergence des voies de signalisation
des 2 récepteurs plutdt que des interactions directes de leurs domaines
extracellulaires (Wehrman et al., 2007).

Enfin l'action de p75"® peut étre modulée par son association & un co-récepteur
appelé la sortiline. Ce complexe p75"'" /sortiline fixe avec une grande affinité les
pro-NTs et induit le plus souvent un signal pro-apototique (Nykjaer and Willnow,
2012) (Figure 22). Ainsi p75"™® agit comme un récepteur dont la signalisation est
dépendante du ligand et du co-récepteur auxquels il est associé. Il présente donc
une dualité fonctionnelle et permet d’induire tantdt une signalisation pro-apoptotique,

tantot une signalisation de survie (Nykjaer et al., 2005; 2012).

1.2.3. La sortiline

» Découverte et structure protéique

La sortiline/NTR3 (gp95) est une glycoprotéine membranaire d’environ 95 kDa avec
un seul domaine transmembranaire. Elle fait partie dans la famille des récepteurs a
domaine Vps10p et est retrouvée exprimée dans différents tissus tels que le cerveau
ou les muscles (Zsurger et al., 1994). La sortiline est synthétisée sous la forme de
précurseur puis convertie en protéine mature, par I'action de la furine, au niveau des
compartiments golgiens tardifs (Munck Petersen et al., 1999). Du fait de la petite
taille de sa queue carboxyterminale cytoplasmique, ne peut transmettre seule un

signal intracellulaire. En effet, cette protéine est capable de s’associer avec de
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multiples partenaires et de servir de co-recepteur. En 1997, son association avec la
RAP (receptor associated protein), de 40 kDa a permis la purification et le clonage
du gene codant pour la sortiline (Petersen et al., 1997). Puis en 1998, le récepteur de
la neurotensine (NT) est purifiée par chromatographie d’affinité, il est nommé NTR3
et s’avere étre identique a la sortiline (Mazella et al., 1998). Plus récemment, il a été
démontré que la sortiline était capable de lier et d’internaliser la lipoprotéine lipase
(LpL), une protéine de 50 kDa (Nielsen et al., 1999). L’'une de ses principales
fonctions est le transport de neurotrophines : elle est capable en effet de lier et de
transporter les neurotrophines matures mais aussi les pro-neurotrophines (Nykjaer
and Willnow, 2012).

> Roles de la sortiline

La sortiline est impliquée dans une multitude de pathologies humaines et
neurologiques (Wilson et al., 2014a). Les effets pro-apoptotiques du proNGF passent
par une interaction directe entre le p75"'" et la sortiline (Nykjaer et al., 2004). La

5NTR et induit une action

sortiline apparait clairement comme le co-récepteur du p7
pro-apoptotique activée par le proNGF alors que l'association du NGF au complexe
TrKA-p75N™ induit plutdt une signalisation de survie cellulaire (Nykjaer et al., 2005).
Le NGF et son précurseur semblent capables de réguler I'équilibre mort/survie selon
le complexe moléculaire auquel ils se lient. Comme pour le proNGF, en présence de

sortiline, le pro-BDNF se lie avec une plus grande affinité & p75"'"

qu’'a TrkB (Teng
et al., 2005). Par lintermédiaire du complexe sortiline/p75"'" le pro-NGF et le pro-
BDNF, vont pouvoir induire I'apoptose (Nykjaer et al., 2004; Teng et al., 2005). En
effet, des animaux portant une invalidation de la sortiline (Knock-out, KO) présente
une diminution de I'apoptose neuronale (Jansen et al., 2007), suggérant l'implication

du complexe proNT-p75NR-sortiline dans la régulation de la viabilité neuronale.

Seul 10% de la sortiline exprimée par les cellules est présente a la membrane pour
assurer le réle de récepteur membranaire. Les 90% restants constituent le stock
intracellulaire de sortiline situé dans I'appareil de Golgi. Parallelement a sa fonction
de co-récepteur membranaire la sortiline régule le trafic intracellulaire entre différents
compartiments cellulaires. Elle a une fonction de protéine de transport notamment
pour le transport des récepteurs aux neurotrophines (Trks) (Vaegter et al., 2011). Elle

facilite l'adressage de nombreuses protéines vers différents compartiments

Sandra Pinet | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2016 101
7N v L § N N



intracellulaires. La queue cytoplasmique de la sortiline interagit avec la protéine de tri
cytosolique GGA2 (Golgi-localizing, y-adaptin ear homology domain, ADP-
ribosylation factor-binding protein), via le domaine VHS (Nielsen et al., 2001) et cette
interaction permet a la sortiline de contribuer a I'adressage des SAP (sphingolipid
activator proteins) dans les lysosomes (Lefrancois et al., 2003). Son implication dans
le trafic intracellulaire est confirmée aussi en condition pathologique, puisque dans le
cancer du poumon, la sortiline joue un réle majeur dans la sécrétion des exosomes
en agissant, de concert, avec deux récepteurs a tyrosine kinase, TrkB et 'lEGFR
(Wilson et al., 2014).
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NTs Receptor complex ProNTs Receptor complex MGBI complex

Survie cellulaire/Prolifération  Mort cellulaire Remodelage du cytosquelette
et de la croissance neuronale

Figure 22 : Les différents co-récepteurs de p75""™}

activation selon leurs ligands.

et les conséquences de leur

D’aprés (Barker, 2004). p75""® interagit avec les récepteurs Trk (TrkA, TrkB et TrkC)
et augmente [laffinité et la spécificitt du récepteur Trk a sa neurotrophine
préférentielle, formant un complexe de récepteurs aux neurotrophines « NTs
Receptor complex ». La liaison de la NT au récepteur Trk induit I'activation du
domaine Tyrosine Kinase et l'activation d’un signal de survie et de prolifération
cellulaire. La sortiline est capable de lier les neurotrophines sous leur forme
immature (Pro-NT), formant un complexe de récepteurs aux pro-neurotrophines «
Pro-NT Receptor Complex», grace a la présence d’'un domaine VPS10 (Vacuolar
protein sorting 10). L’hétérodimérisation de p75"'" avec la sortiline conduit & un
signal délivré par I'interaction d’une pro-neurotrophine avec la sortiline, induisant un
signal de mort cellulaire médié par le domaine de mort de p75"®. Finalement,
p75"R peut également former un complexe MBGI « MBGI-Complex» (Myelin-Based
Growth Inhibitors Complex) avec les récepteurs Nogo et Lingo-1. En réponse aux
ligands Nogo, MAG et OMgp, on observe un recrutement de la Rho-GDI inhibitrice
du remodelage du cytosquelette et de la croissance neuronale.
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1.3. Réles physiologiques et pathologiques des NTs

Les neurotrophines sont capables d’induire des réponses biologiques variées et
parfois mémes antagonistes telles que la mort ou la survie cellulaire, la

différenciation, la plasticité synaptique.
1.3.1. Réles des NTs dans le développement du systéme nerveux

La réalisation d'animaux transgéniques, porteurs d'invalidation des génes codant
pour les neurotrophines ou leurs récepteurs a permis d’établir le role et la sensibilité
des populations neuronales aux différentes neurotrophines. Les résultats montrent
que l'inactivation des genes TrK entraine de graves effets sur le développement du
systéme nerveux et conduit a la disparition de populations neuronales. Les exemples
suivants démontrent que la famille des récepteurs Trk a un réle majeur dans les
fonctions biologiques telles que la survie neuronale ou la croissance neuritique. Ainsi
leur inactivation peut induire des déficits fonctionnels ou étre Iétal pour les individus

au cours de la période post-natale.

- Les souris chez lesquelles le géne TrkA est invalidé présentent des déficits
sensoriels durant la premiére semaine post-natale. D’autre part, ces animaux
sont viables a la naissance mais meurent environ un mois aprés (Smeyne et
al., 1994). L’axe NGF/TrkA semble indispensable pour le développement du
systéme nerveux central et périphérique.

- L'invalidation de TrkB, qui cible le domaine catalytique, est létale (Klein et al.,
1993) dans la premiére semaine postnatale par suite d'une incapacité des
nouveaux-nés de se nourrir et d’'un important déficit de neurones sensoriels et
moteurs dans le systéme nerveux central et périphérique.

- Seuls les animaux hétérozygotes survivent a un double KO des génes codant
pour NT-4/5 et BDNF. Les homozygotes meurent dans les 48 heures aprés la
naissance, alors que les homozygotes porteurs d’'une seule d'invalidation se
développent jusqu'a l'dge adulte. Ces KO ont permis de montrer une
dépendance de certaines populations neuronales a la NT-4/5 et au BDNF. Les
souris présentent un déficit des neurones sensoriels mais pas des
motoneurones (Ernfors et al., 1994; Liu et al., 1995). Par ailleurs le KO de la

NT-4/5, seul, provoque des déficits au niveau des ganglions sensoriels mais
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les animaux ont un développement adulte normal. lls sont ainsi capables de
se reproduire bien qu’ils présentent des anomalies de développement des
ganglions sensoriels (Liu et al., 1995).

- Lorsque TrkC, et NT-3 sont inactivés, le développement postnatal reste
normal mais, peu de temps aprés la naissance, les animaux présentent des
mouvements anormaux associés a une posture incorrecte des membres
postérieurs suggérant un défaut de la proprioception. Les souris montrent un
déficit important en motoneurones qui innervent les muscles. L'axe NT-3/TrkC
régule ainsi la survie et la prolifération des précurseurs neuronaux et les
branchements collatéraux des axones avec leurs cibles (DiCicco-Bloom et al.,
1993; Klein, 1994; Schnell et al., 1994).

- Linvalidation du géne codant pour p75"'™R

induit un phénotype moins
dégeénéré que pour les récepteurs Trk (Snider, 1994). Cependant ces souris
présentent une diminution de l'innervation sensorielle et sympathique. Il est

NTR
5

possible que l'absence de p7 soit compensée dans le cerveau par

d’autres récepteurs tels que les formes non catalytiques de TrkB ou TrkC.

Les neurotrophines sont donc des facteurs de croissance actifs sur les neurones ou
les cellules gliales dont ils contrélent la croissance, la prolifération et la différenciation
(Thoenen et al., 1987). Leurs principaux roles physiologiques s’exercent a plusieurs
niveaux : la croissance neuronale normale, le maintien des capacités de stimulation
ou de réponse des neurones ainsi que linhibition de I'apoptose. Ces facteurs
neurotrophiques ainsi que leurs récepteurs contrélent le développement du systéme
nerveux et sont essentiels au maintien des fonctions cérébrales ainsi qu’aux
phénoménes de plasticité adaptative. La synthése des neurotrophines et de leurs
récepteurs ainsi que leur implication dans la survie et la prolifération cellulaire ne
sont pas restreints au systeme nerveux. Ainsi, notre équipe a montré que le BDNF
était impliqué dans la boucle de survie autocrine des lymphocytes B normaux
(Fauchais et al., 2008). Cette fonction de survie a également été observée dans

différentes pathologies ainsi que dans de nombreux cancers.

1.3.2. Neurotrophines et glioblastome
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L’'implication des neurotrophines dans les processus de cancérogenése est
largement documentée via des expressions déregulées. En effet, elles participent a
la tumorigenése dans plusieurs cancers du systéme nerveux tels que le
neuroblastome, le médulloblastome ou le GBM (Giraud et al., 2005, 2011; Wadhwa
et al.,, 2003; Washiyama et al., 1996). Ces NTs, selon le récepteur impliqué,
participent a différents mécanismes : angiogenése, invasion tumorale, maintien du
caractére « cellules souches » cancéreuses. Quelquefois elles peuvent représenter
des facteurs de bon pronostics notamment dans le neuroblastome et le
meédulloblastome (Grotzer et al., 2000; Nakagawara et al., 1993).

> GBM et TrkA

Diverses études montrent que les récepteurs Trk sont exprimés dans les gliomes et
que la liaison du NGF a TrkA est de bon pronostic (Hamel et al., 1993; Wadhwa et
al., 2003; Wang et al., 1998). Il existe en effet une corrélation entre de I'expression
de TrkA et le grade de malignité. Ainsi, dans les astrocytomes de bas garde
'expression de TrkA est significativement plus élevée que dans les glioblastomes
(Wadhwa et al., 2003; Wang et al., 1998). Ces résultats suggérent que l'inhibition de
la voie NGF/TrkA favorise la transformation oncogénique vers le GBM. Le NGF induit
une inhibition de la croissance et de la différenciation des cellules de gliomes
humaines et murins, in vitro et vivo (Kimura et al., 2002; Kokunai et al., 1999; Pflug et
al., 2001; Watanabe et al.,, 1999). D’autre part, le récepteur TrkA induit la mort
cellulaire, in vitro dans une lignée de GBM humain, par induction d’'un processus

d’autophagie (Hansen et al., 2007).

Cependant, des études fonctionnelles de I'axe NGF/TrkA dans les gliomes révelent
des résultats contradictoires. Le NGF stimulerait en effet la prolifération des cellules
de gliomes, via une activation du récepteur TrkA (Engebraaten et al., 1993; Oelmann
et al., 1995; Singer et al., 1999).

> GBM et TrkB

Des analyses immunohistochimiques révélent que le BDNF et son récepteur de
haute affinité TrkB sont surexprimés dans les tissus de gliomes humains (Wadhwa et
al., 2003; Xiong et al., 2015). Le BNDF mature ainsi que TrkB, in vitro, sont aussi
fortement exprimés dans les cellules C6 de gliomes murins (Xiong et al., 2013a).
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Concernant le GBM, une étude récente, montre l'importance de TrkB dans la survie
des CSC (Lawn et al., 2015). En effet, des tissus humains issus de gliome malin ainsi
que des CSC isolées de gliomes malins humains expriment le récepteur TrkB ainsi
que son ligand le BDNF. L’activation spécifique de TrkB par le BDNF améliore la
survie des CSC via l'activation des voies de signalisation Akt et ERK. Inversement,
un KO ou une inhibition pharmacologique de TrkB diminue I'activation de ERK (qui
est neurotrophine dépendante) et de ce fait diminue la croissance des CSC (Lawn et
al., 2015). D’autre part, une inhibition de la croissance des CSC via I'utilisation
d’inhibiteurs de I'EGFR peut étre reversée grace a la signalisation induite par les
neurotrophines, ce qui suggére que cette signalisation suffirait a induire la croissance
a long terme des CSC sous forme de sphéres, en l'absence de FGF et I’'EGF (Lawn
et al., 2015). Ces données suggérent que les Trks pourraient représenter une
nouvelle cible thérapeutique des gliomes de haut grade.

> GBM and TrkC

Dans le GBM, I'expression de TrkC est corrélée a celle de TrkB et favorise la survie
des CSC (Lawn et al., 2015). L’activation spécifique de TrkC par la NT3 améliore la
survie des CSC via l'activation des voies de signalisation Akt et ERK. Inversement,
un KO ou une inhibition pharmacologique de TrkC diminue I'activation de ERK et de

ce fait diminue la croissance des CSC (Lawn et al., 2015).

Une grande partie des travaux publiés concernant le réle de TrkC dans les tumeurs

cérebrales portent majoritairement sur le médulloblastome et le neuroblastome.

En effet, TrkC est reconnu pour étre un récepteur a dépendance c'est—-a-dire qu'il
peut transduire deux signalisation différentes en fonction de la disponibilité du ligand
(Tauszig-Delamasure et al., 2007). En absence de son ligand NT-3, son clivage
protéolytique entraine le relargage d’'un fragment pro-apoptotique qui va induire
I'apoptose des cellules de neuroblastomes immortalisées via un mécanisme caspase
9 dépendant. A linverse, cette activité pro-apoptotique est inhibée en présence de
NT-3 (Tauszig-Delamasure et al., 2007).

> GBM et p75"™R

L’axe proBDNF / p75"™R induit la mort cellulaire et inhibe la croissance et la migration

Sandra Pinet | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2016 107
7N v L § N N



des cellules de gliome C6 in vitro, tandis que le BDNF mature induit I'effet inverse sur
les cellules de gliome C6 suggerant ainsi le rble essentiel du BDNF dans le

développement des gliomes malins (Xiong et al., 2013a, 2013b).

D’autre part, la séquestration de p75"® dans I'appareil de Golgi participe a la
résistance a I'apoptose des cellules favorisant la formation de tumeurs a partir de la
lignée U87-MG de GBM humain (Giraud et al., 2011).

5NTR 3 été identifié dans le gliobalstome comme un régulateur de l'invasion gliale

p7
(Johnston et al., 2007; Wang et al., 2015) et de la prolifération (Forsyth et al., 2014)

des cellules souches cancéreuses.

Les CSC de gliomes, expriment les récepteurs aux neurotrophines (p75"'%, TrkA,
TrkB et TrkC) ainsi que leurs ligands (NGF, BDNF, et NT-3) et sécretent du NGF.

Une inhibition de p75N'™"

, via l'utilisation de siRNA, diminue significativement la
prolifération de ces cellules. Inversement, une stimulation avec du NGF exogéne
stimule leur prolifération via le clivage de p75"'™" par des o- et y-secrétases libérant
le domaine intracellulaire (ICD) (Forsyth et al., 2014). Ces résultats suggerent que la
protéolyse de p75"™" est nécessaire pour la prolifération des CSC (Wang et al.,
2008b). De plus, I'inhibition de la signalisation Trk bloque la prolifération des CSC,
dépendante d'une stimulation du NGF et du clivage de p75""}, soulignant
limportance du role de la signalisation de Trk-p75"'® dans les gliomes. Une autre
étude montre que dans les CSC de gliomes issus de patient, p75"'~
protéine adaptatrice PDLIM1 (PDZ And LIM Domain 1) (Ahn et al., 2015). Une

inhibition de PDLIM1 via l'utilisation de shRNA in vitro et in vivo bloque l'invasion

interagit avec la

médiée par le p75""" (Ahn et al., 2015). Ces données indiquent que l'invasion gliale

NTR
5

mediée par p7 nécessite une interaction avec la protéine PDLIM.
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Objectifs
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Objectifs de la these

Les glioblastomes (GBMs) sont des tumeurs d'origine astrocytaire
particulierement agressives. Malgré les thérapies existantes combinant chirurgie,
radiothérapie et chimiothérapie, les GBMs restent a I'heure actuelle des tumeurs
incurables avec une médiane de survie d’environ 15 mois (Kesari et al., 2008; Louis
et al., 2007). L’échec des thérapies actuelles (chimio- et radiothérapies) est d’origine
multifactorielle, et pourrait mettre en jeu des mécanismes de résistance dus a la
présence de cellules souches cancéreuses (CSC) ou encore des changements du

microenvironnement tumoral (Eramo et al., 2006).

La tres grande hétérogenéité cellulaire du GBM contribue a I'agressivité tumorale.
Les CSC représentent une petite sous-population cellulaire au sein de cette masse
cellulaire tumorale trés hétérogéne dont les propriétés sont similaires a celles des
cellules souches normales (Reya et al., 2001). Les données actuelles indiquent que
les CSC seraient a l'origine des meécanismes de résistance et des récidives
constatées dans le GBM. Ces mécanismes pourraient dépendre de leur capacité a
communiquer et a contrdler leur microenvironnement via le relargage de
nanovésicules ; les exosomes (Grange et al., 2011; Nakano et al., 2015). Ces
exosomes sont capables de transférer des protéines oncogéniques telle que 'EGFR
(Al-Nedawi et al.,, 2008), des ARNm et des microARN impliqués dans différents
processus tels que I'angiogenése (Kucharzewska et al., 2013), l'invasion tumorale et
les métastases (Soung et al., 2015) ou la transformation oncogénique des cellules du
stroma (de Vrij et al., 2015). Les exosomes transportent dans la circulation générale
des marqueurs tumoraux qui pourraient permettre de détecter la présence de CSC
chez les patients ou encore de cibler ces cellules en les utilisant comme vecteur
thérapeutique afin de les éradiquer. Des travaux récents ont permis de démontrer
que le variant tronquée de 'lEGFR (EGFRUVIII) était transporté par les exosomes issus
de patients atteints de GBM et qu’il pouvait constituer un nouveau biomarqueur.
Notre équipe s’intéresse a d'autres types de récepteurs oncogéniques, les
récepteurs aux neurotrophines ainsi qu'aux fonctions de ces derniéres dans la survie

cellulaire tumorale.

L’intérét de I'étude des neurotrophines et de leurs récepteurs s’explique par le fait

qu’ils jouent un rdle crucial dans I'agressivité d’'un grand nombre de cancers dont le
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GBM. Les modifications d’expression des neurotrophines et de leur récepteur, au
sein des cellules de GBM, influencent la prolifération ou l'invasion gliale (Johnston et
al., 2007; Wang et al., 1998). Plus particulierement, les récepteurs TrkB, TrkC ainsi
que p75"TR

et al., 2015).

, régulent la prolifération et la survie des CSCs (Forsyth et al., 2014; Lawn

Mon projet de thése a donc porté sur I'étude de la fonction des neurotrophines et de
leurs récepteurs dans le transfert d’agressivité au sein du GBM entre les CSCs, les
cellules tumorales et les cellules du microenvironnement. Ce transfert d’agressivité
dépend de la sécrétion d’exosomes via ces cellules et permet de mieux comprendre
la mise en place des mécanismes de résistance. Les neurotrophines et leurs
récepteurs pourraient ainsi représenter de nouveaux biomarqueurs susceptibles
d’étre utilisés en tant qu’outils diagnostique ou pour leur valeur pronostique sur la

réponse thérapeutique.

Pour répondre a notre obijectif principal, ce travail de thése s’articule autour de 3

axes:

Les récepteurs aux neurotrophines apparaissent comme un vecteur d’agressivité des
CSC et pourraient constituer une cible thérapeutique majeure dans la résistance du
GBM, c’est pourquoi;

» La premiére partie consiste a établir une corrélation entre le stade de
différenciation des cellules de GBM, I'expression des neurotrophines et leur
interaction avec le microenvironnement tumoral via les exosomes. Dans ce
but, et compte tenu des travaux antérieurs du laboratoire, des lignées
modifices de GBM ont été développées afin de moduler I'agressivité et le
stade de différenciation des cellules. Au sein de ces lignées, le niveau
d’expression des neurotrophines et de leurs récepteurs, au niveau cellulaire et
au niveau exosomal, a été recherché. En paralléle, une analyse comparative,
de I'expression de certains récepteurs aux neurotrophines, a été effectuée
dans des exosomes issus de sérum de patients sains et atteints de GBM.
Enfin, 'impact du transfert des récepteurs aux neurotrophines, au sein des
exosomes, dans la modulation de l'agressivité des cellules réceptrices, a été

évalué in vitro et in vivo.
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En plus, du caractére tumorigéne des exosomes de GBM, leur implication dans les
meécanismes de radiorésistance a été recherchée. En effet, le GBM, de par sa forte
radiorésistance, présente des récidives locales aprés irradiation. La réponse
thérapeutique semble largement influencée par des facteurs biologiques tumoraux

intracellulaires et par le microenvironnement, c’est pourquoi ;

By

> La deuxiéme partie consiste a étudier I'implication des exosomes dans la
radiorésistance des cellules de GBM. Pour évaluer la capacité des exosomes
de GBM a protéger la tumeur des radiations ionisantes, I'état physiologique et
les fonctions de cellules irradiées puis traitées avec des exosomes non
irradiés ont été évaluées. Enfin, le réle des récepteurs aux neurotrophines, via
leur transfert par les exosomes, dans les mécanismes de radiorésistance a

été recherché.

Une communication étroite et complexe entre les cellules souches cancéreuses et le
microenvironnement de la tumeur (stroma tumoral), via les exosomes pourrait
favoriser la tumorigenése. Ainsi, appréhender les mécanismes et les acteurs
intervenant dans cette communication semble essentiel pour le développement de

nouvelles stratégies thérapeutiques, c’est pourquoi ;

> La troisiéme partie consiste a étudier I'impact des exosomes de GBM sur la
modulation des cellules du microenvironnement. Dans le GBM, les
mécanismes doncogenése et d’inflammation peuvent conduire au
recrutement de Cellules Souches Mésenchymateuses (CSM) au niveau du
site tumoral. Etant donné le réle clé de la sécrétion exosomale dans la
communication entre les cellules tumorales et le microenvironnement, nous
avons exploré la capacité des CSM a capter puis a intégrer l'information
transmise par les exosomes tumoraux. Enfin, I'impact de ces exosomes de
GBM sur le phénotype et la fonctionnalité des CSM a été étudié. En paralléle,
l'influence d’un stress cellulaire, tel que la radiothérapie, sur l'information

transmise par les exosomes de GBM aux CSM a été évaluée.
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Materiels et
meéthodes
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Matériels et méthodes

1.4. Culture cellulaire

1.4.1. Lignées cellulaires

* Lignée cellulaire de glioblastome humain

Les cellules U87-MG sont des cellules de glioblastome humain (American Type
Culture Collection : ATCC). Ces cellules sont cultivées dans du Minimum Essential
Medium (MEM) avec sels de Earles (Gibco), supplémenté avec 10% de sérum de
veau foetal (SVF ; IDBio, France), 1.5 g/L de bicarbonate, 2 mM de L-glutamine, 1
mM de pyruvate sodium, 1% d’acides aminés non essentiels, 50 Ul/ml de pénicilline

et 50 uyg/mL de streptomycine (Gibco), ce qui correspond au milieu complet.

* Les cellules endothéliales microvasculaires du cerveau ou HBMEC (Human
Brain Microvascular Endothelial Cell)

Les HMBEC (Lonza) sont cultivées dans du milieu EBM (endothelial basal medium)
supplémenté avec 5% de serum et en facteurs de croissance. Les HBMECs sont

utilisées pour les expériences du passage 2 au passage 6.

* Les cellules souches mésenchymateuses (CSM)

Les cellules souches mésenchymateuses humaines issues de moelle osseuse
humaine (BM-MSC; Bone Marrow — Mesenchymal Stem Cells) ont été
préalablement isolées, phénotypées et mises en culture au laboratoire (cf annexes).
Elles sont mises en culture dans du DMEM/F12 1 :1 (Gibco) supplémenté avec 10%
de SVF, 2 mM de L-glutamine, 1 mM de pyruvate sodium, 1% d’acides aminés non
essentiels, 20ng/mL de FGF-2 (Fibroblast Growth Factor 2 ; Miltenyi Biotec), 50 Ul/ml
de pénicilline et 50 pg/mL de streptomycine (Gibco).

* Culture primaire

Sandra Pinet | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2016 114
7N v L § N N



Une extraction de cortex issus de rats Sprague Dawley nouveau-nés P1 a P3
(Janvier LABS, Saint Berthevin, France) est réalisé a I'aide d’'une solution de Hank’s
Balance Salt Solution (HBSS, Invitrogen, Cergy Pontoise, France). Les cortex sont
alors dissociés mécaniquement. Aprés centrifugation a 1300 rpm pendant 10 min, les
surnageants sont éliminés et les cellules sont reprises dans du milieu DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) avec GlutaMAX™ et 4,5g/L de glucose
(Invitrogen) supplémenté de 10% de Sérum de Veau Feetal (SVF), 1% de pénicilline
et streptomycine, 1% d'acides aminés non essentiels et 1% de pyruvate de sodium

pour effectuer une culture primaire.

Pour visualiser l'internalisation des exosomes dans les différentes populations
astrocytaires, des rats transgéniques dont les cellules expriment la protéine
fluorescente verte (« green fluorescence protein » ou GFP) ont été utilisés (Japan
SLC, Inc., Hamamatsu, Japon).

1.3.3. Entretien des cultures

Toutes les lignées sont incubées en normoxie (21 % d’O, et 5% de CO,) a 37°C

sous atmosphere humide.

Les cellules ont été cultivées dans des flasques de 75 cm? (Falcon) avec 10 ml de
milieu complet. Lorsque les cellules sont a confluence, elles sont rincées au PBS 1X
(Phosphate Buffer Saline, Gibco) puis décollées a I'aide de 5 mL de Verséne (Gibco)
pour les lignées U87-MG et de 5 ml de trypsine-EDTA (Gibco) pour les CSM pendant
10 min a 37°C. Le Verséne ou la trypsine sont inactivé par addition de milieu
supplémenté en SVF. Les cellules sont centrifugées a 300 g pendant 5 a 10 min a
température ambiante. Le surnageant est retiré et les cellules du culot sont comptées
sur un hématocytométre de Malassez et remises en culture en flasque de 75 cm?
pour I'amplification et le maintien en culture ou dans des supports adéquats pour les

expérimentations (cf : ensemencement des cellules pour les expérimentations).
* Culture des cellules en milieu défini

Les cellules U87-MG ont été cultivées en milieu défini dont la composition est
présentée dans le tableau 2. Brievement, aprés décollement et centrifugation des
cellules, celles-ci sont réensemencées a une densité de 500000 cellules par flasque.
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Aprés 4 jours de culture, les cellules organisées en neurosphéres flottantes sont
reprises et dissociées mécaniquement. 500000 cellules par flasques sont ensuite

réensemenceées afin d’obtenir des neurosphéres secondaires qui seront utilisées lors

des différentes expérimentations.

Composés Fournisseurs Concentration
DMEM/F12 Gibco
Bicarbonate de sodium Sigma Aldrich 1,2%
Glucose Sigma Aldrich 0,6%
B27 Gibco 2%
HEPES Sigma Aldrich 5mM
Putrescine Sigma Aldrich 9,6 mg/L
ITSS Roche 10 mg/L
Progesterone Sigma Aldrich 0,0629 mg/L
EGF Sigma Aldrich 20 pg/L
bFGF Sigma Aldrich 20 pg/L
Héparine Sigma Aldrich 1,83 mg/L

Tableau 2 : Composition du milieu défini

* |rradiation cellulaire par curiethérapie

Lors des expériences d’irradiation, les cellules ont été ensemencées a 250000
cellules par puits dans des plaques 6 puits. Les cellules ont été ensemencées avec
du milieu EFM.

Les plagques de 6 puits ont été irradiées a l'aide d'un prototype de contention
permettant le passage d'une source haut débit d’iridium 192 au-dessus et au-
dessous des puits de la plaque de culture. Ce prototype permet une
homogénéisation de la dose au niveau des différents puits a la dose de 7 Gy en une

séance.
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* Ensemencement des cellules pour les expérimentations

Les différentes cellules sont ensemencées en plaques 6 puits (BD Falcon) a raison
de 250 000 cellules par puits dans du milieu complet pendant 24h, puis le
surnageant est retiré et remplacé par du milieu dépourvu en exosomes, EFM

(Exosome Free Medium) (Cf : purification et isolations des exosomes).

I.5. Extinction de génes par shRNA

Nous avons utilisé la technique d’extinction de génes (shRNA) par utilisation de
vecteurs lentiviraux. Cette technique utilise des plasmides contenant une séquence

permettant I'extinction du géne d’intérét.
1.5.1. Amplification du plasmide porteur de la séquence d’intérét
Les plasmides utilisés sont des vecteurs circulaires pLKO.1 commerciaux (Réf.

SHCO001) (Sigma-Aldrich). La carte de ce plasmide est présentée ci-dessous (Figure
23).
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Figure 23 : Carte du vecteur pLKO.1 utilisé pour I'’extinction de génes par
shRNA.

Cppt: Central polypurine tract, hPGK: Human phosphoglycerate kinase eukaryotic
promoter, puroR: Puromycin resistance gene for mammalian selection, SIN/LTR: 3'
self inactivating long terminal repeat, f1 ori: f1 origin of replication, ampR: Ampicillin
resistance gene for bacterial selection, pUC ori: pUC origin of replication, 5' LTR: 5'
long terminal repeat, Psi: RNA packaging signal, RRE: Rev response element.

Pour chaque géne d’intérét, plusieurs clones sont testés afin de choisir celui dont
I'efficacité d’extinction est optimale. Chaque clone correspond au vecteur pLKO.1
comprenant la séquence spécifique du géne qu'il éteindra.

Les plasmides sont donc dans un premier temps amplifiés par transformation
bactérienne. 20ng de plasmide (soit 1uL) sont ajoutés a 50uL de bactéries DH5a

compétentes (Invitrogen) préalablement mises sur glace. Le mélange est incubé sur

Sandra Pinet | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2016 118
s 7 T AN



glace pendant 30 min. L'insertion du plasmide dans les bactéries se fait par choc
thermique a 42°C pendant 45s, les tubes contenant les bactéries sont ensuite
replacés sur glace pendant 2min. Pour chaque transformation bactérienne, 950uL de
milieu Luria Broth sans antibiotique (LB, sigma aldrich) est ajouté et les tubes sont
incubés 1h a 37°C sous agitation (225rpm). Les bactéries transformées sont ensuite
étalées sur boites de LB gélosé (200uL de bactéries par boite) contenant un
antiobiotique de sélection : I'ampicilline (100pg/mL, Invitrogen) (le plasmide pLKO
contient un géne de résistance a I'ampicilline, Figure 22). Les boites ensemencées
sont incubées a I'envers a 37°C sur la nuit. Le lendemain, une colonie est repiquée
et ensemencée dans SmL de LB liquide contenant de I'ampicilline et incubée a 37°C
sous agitation pendant environ 6h. 200uL de suspension bactérienne (bactéries
amplifiées) sont ensuite déposés dans 100mL de LB contenant de I'ampicilline et
incubée a 37°C sous agitation toute la nuit.

Aprés amplification des bactéries transformées, celles-ci sont récupérées et une Midi
prep est effectuée avec le kit NucleoBond Xtra Midi kit (Macherey-Nagel, France) afin
d’extraire le plasmide amplifié. Brievement, les bactéries sont centrifugées 5000 x g
pendant 10min a 4°C, les culots sont ensuite lysés. Les lysats sont lavés, 'ADN est
élué puis précipité dans de I'isopropanol. Aprés centrifugation (6000 x g, 45min, 4°C)
le culot d’ADN est lavé a I'éthanol et centrifugé a nouveau (6000 x g, 10min,
température ambiante). Apres élimination et évaporation de I'éthanol, 'ADN est
reconstitué dans 200uL d’eau ultrapure. La concentration des en ADN plasmidique
déterminée par lecture de la densité optique a 260nm avec un Nanodrop (ND1000

Spectrophotometer, Labtech, France).

1.5.2. Transformation des cellules HEK293T

Afin de produire les lentivirus contenant le plasmide d’intérét pour chaque géne, il est
indispensable de passer par une étape de transfection de cellules HEK293T (Human
Embryonic Kidney). Ces cellules 293T sont modifiées et possédent un insert
contenant I'antigéne SV40 T. Ces cellules permettent donc la production de virions a
partir de la transfection au JetPEl des plasmides d’interéts. Le jetPEl est un
polycation linéaire qui forme avec I'ADN des agrégats faiblement toxiques et plus
stables que ne le sont les complexes lipides-ADN. Dans la cellule, il se comporte
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comme une « éponge a protons » : il induit la rupture des endosomes par gonflement
osmotique, provoquant le largage rapide de 'ADN dans le cytoplasme tout en le

protégeant des nucléases cytosoliques (figure 24).

nucleus

Effet éponge

Figure 24 : Principe de la transfection cellulaire par le réactif JetPEI

(Schéma Polyplus Transfection). Le complexe JetPEI-ADN formé pénétre dans la
cellule par endocytose. Il est libéré au de I'endosome niveau du cytosol par un effet
dit "effet éponge”.

Les cellules sont ensemencées au jour 1 (J1) & une densité d’environ 2 a 2,5.10°
cellules par flasque de 75cm? (falcon) pour chaque transfection contenant 10mL de
milieu de culture. A J2, la transfection est effectuée : cette étape est réalisée avec du
milieu de culture ne contenant ni SVF, ni antibiotiques pour des cellules ayant une
confluence entre 50% et 70% dans les plaques 6 puits. Le plasmide d’intérét (3,5uQ)
ainsi que le « packaging » sont dilués dans un volume final de 250uL de NacCl
150mM et parallélement le JetPEI (20pL) est dilué dans un volume final de 250uL de
NaCl 150mM. Le mélange s’effectue en ajoutant délicatement 100uL de la solution
de JetPEI diluée aux 100uL de la solution contenant 'ADN (attention, pas l'inverse).
L’homogénéisation est réalisée au vortex pendant 3s puis le tout est incubé 20min a
température ambiante. Pendant cette incubation, le milieu de culture des cellules est
remplacé par 2mL de milieu de culture complet frais dans les puits contenant les
cellules. La totalité du mélange de transfection est mise en contact avec les cellules.
Aprés 24h a 48h, les cellules sont analysées.
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1.5.3. Infection lentivirale des cellules U87-MG

Le protocole d’infection débute a J4 : le milieu de culture des cellules HEK293T
transfectées est récupéré et remplacé par du milieu frais, les cellules sont ensuite
replacées a I'incubateur. Le surnagent des cellules HEK293T est ensuite centrifugé
pendant 5min a 3000rpm a température ambiante afin de culotter les cellules ou les
débris et de garder les virions dans le surnagent. Parallelement, 2mL de milieu frais
sont déposés dans des tubes auxquels sont ajoutés 8ug par mL (pour les 10mL
finaux de chaque flasque) de polybréne (Sigma-Aldrich) qui permettra une
augmentation de l'efficacité d’infection. Aprés centrifugation, 8mL de surnagent sont
récupérés et ajoutés au 2mL de milieu contenant le polybréne. Enfin, le milieu de
culture des cellules U87-MG est éliminé et remplacé par le surnagent des cellules
HEK293T additionné de milieu de culture frais et de polybréne. Les cellules sont

ensuite replacées a l'incubateur.

Le sixiéme jour de ce protocole (J6) correspond a la sélection des cellules ayant
intégré le plasmide et donc ayant une extinction du géne d’intérét. Pour cela, le
milieu de culture des cellules U87-MG infectées est éliminé et remplacé par du milieu
de culture frais contenant 1ug/mL de puromycine. Cet antibiotique permet de tuer les
cellules ne possédant pas de gene de résistance a la puromycine. Au contraire, les
cellules ayant intégré les virus et donc le plasmide d’intérét possédent un géne de
résistance a la puromycine présent dans la séquence du plasmide (cf carte du
plasmide Figure M1). Les cellules sont alors incubées 72h avec ce milieu de culture
de sélection. A J9, les cellules U87-MG sont passées, et le milieu de culture changé
et remplacé par du milieu de culture contenant 0,5ug/mL de puromycine afin de
toujours maintenir une pression de sélection. Les cellules peuvent alors étre utilisées

pour différentes expérimentations.

1.6. Analyse transcriptomique par qPCR

1.6.1. Extraction des ARNs totaux

Aprés culture, les cellules sont récupérées, centrifugées, lavées 1 fois en PBS et
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culotées. L’extraction d’ARNs totaux est effectuée sur culot sec avec un kit (Qiagen).
La concentration en ARN est ensuite déterminée par lecture de la densité optique a

260 nm avec un Nanodrop (ND1000 Spectrophotometer, Labtech, France).

1.6.2. Retrotranscription des ARNs

L’intégrité des ARNs extraits a été vérifiée par I'utilisation d’'une puce RNA 6000
Labchip kit (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA). Les ADNc sont ensuite
geéneéreés par rétrotranscription de 1ug d’ARN total avec le kit High-Capacity cDNA

Reverse Transcription kit (Applied biosystems, Courtaboeuf, France).

1.6.3. La PCR quantitative

La g-PCR est réalisée avec le kit Tagman Universal Master Mix Il (life technologies).
Le milieu réactionnel contient 'enzyme, les dNTP, les amorces, les sondes TagMan
et les produits de la RT. L’enzyme utilisée est une ADN polymérase, I'amplification
ne peut débuter que lorsque le programme de PCR commence. De plus, les amorces
et les sondes sont spécifiqgues d’ARN. Les réactions sont réalisées en triplicat et
plusieurs contrdles sont effectués a chaque expérience tels que des contrbles
négatifs contenant seulement de I'eau donc sans échantillon pour chaque paire
d'oligonucléotides testée. L'analyse de I'expression génique est faite selon la
meéthode des AACT.

I.7. Tri cellulaire par la technique de couplage flux/force de sédimentation
(SAFFF)

1.7.1. Principe

La SdFFF a été utilisée dans notre étude afin de trier des cellules ainsi que
d’analyser des profils de tri de cellulaires en fonction des modifications apportées
aux cellules par extinction de génes. La SAdFFF est donc composée de différentes
parties (Figure 25) menant a un appareillage permettant de trier des cellules en

fonction de leur taille et de leur densité :
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- Une pompe permettant de régler un flux constant de la phase mobile (PBS).

- Un injecteur relié par une tubulure au canal de séparation et permettant d’injecter la

suspension cellulaire.

- Un joint tournant (Les Ateliers Modernes, Limoges) reliant une tubulure fixe a un

axe en rotation.
- Un canal de séparation situé dans un bol de centrifugation.
- Un moteur permettant la rotation du canal.

- Un détecteur mesurant la densité optique des particules a une longueur d’'onde de
254nm.

Canal / _ _
contre canal

Joint R —————
] tournant <
-~

N

Injecteur _ _ —3- G = -‘
l— /Y ’ ~
Detecteur

53

Pompe
¥ Bol de centrifugation
N\
Rotor
Systeme de serrage
—

Figure 25 : Représentation de I'appareillage composant la machine de SdFFF.

Avant un tri cellulaire, la machine est nettoyée suivant différentes étapes permettant
une stérilisation des tubulures. Ainsi, différents ringages sont effectués en eau
distillée, en Clenz (Beckman Coulter) et en eau de javel pour finir par de I'eau

distillee.
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1.7.2. Préparation des cellules et tri cellulaire

Les cellules sont ensemencées 72h avant le tri & une densité de 700000 a 1.10°
cellules par flasques. Les cellules sont décollées en verséne, centrifugées, comptées
et resuspendues en PBS & une densité de 3.10° & 3,5.10° cellules par mL.
Parallélement, la machine de SAdFFF est mise en PBS sous un flux d’1mL par min

pendant environ 20 min avant le tri.

Les cellules U87-MG sont donc triées selon des conditions particuliéres a cette
lignée cellulaire. Le flux est donc réglé a 1mL par minute et la vitesse de rotation
d’environ 400 rpm (soit un champ externe d’environ 259g).

1.8. Purification des exosomes

1.8.1. Centrifugations différentielles

Pour extraire les exosomes a partir des différentes lignées tumorales, les cellules
doivent étre cultivées dans un milieu dont le sérum est préalablement déplété en

exosome « milieu exosome-free » par ultracentrifugation de 18 heures a 200 000g.
A 48 heures, le surnageant de culture est récupére.

La purification des exosomes tumoraux est adaptée du protocole de Théry et al,
2006 et toutes les étapes s’effectuent a 4°C (Théry et al., 2006).

Le surnageant de culture subit une premiere centrifugation a 200 g pendant 10
minutes afin d’éliminer les cellules mortes, le culot est éliminé et le surnageant subit
une deuxieéme centrifugation a 2000 g pendant 10 minutes afin d’éliminer les débris
cellulaires. Le surnageant obtenu est ensuite filtré avec un filtre de 0,2 um de
diamétre puis ultracentrifugé a 10 000 g pendant 30 minutes. Le culot n’est pas
conserve et le surnageant est ultracentrifugé a 120 000 g pendant 80 minutes. Aprés
élimination du surnageant, le culot de microvésicules est lavé dans du PBS1X et
ultracentrifugé a 120000 g pendant 80 minutes.

Le culot contenant les exosomes est alors repris soit :

- dans du PBS1X pour étre ajouté sur les différentes cultures cellulaires
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- dans du tampon RIPA en vue d’une analyse western blot
- dans 400ul d’'une solution de sucrose a 2,5 M pour un fractionnement sur

gradient de sucrose.

1.8.2. Fractionnement des exosomes sur gradient continu de sucrose

Cette méthode permet de mesurer la densité des exosomes dans un gradient de
sucrose. La littérature indique que les exosomes flottent a une densité comprise

entre 1,15 et 1,21 g/ml sur gradient continu de sucrose.

Le culot d’exosomes repris dans une solution de sucrose a 2,5M est déposé au fond
d’un tube. Un gradient continu de sucrose 0,4M a 1,8M (dans du PBS 10X + H»0) est
préparé puis coulé en surface dans le tube contenant préalablement le culot
d’exosome, la premiére fraction déposée correspondant a la fraction 1. Le gradient
est centrifugé sur la nuit (18 heures) a 210 000 g a 4°C. Des fractions de 600pl sont
ensuite prélevées (10 fractions au total), et I'indice de réfraction est mesuré pour
chaque fraction a I'aide d’un refractométre.

Une fois I'indice de réfraction calculé, pour chaque fraction du gradient, les protéines
sont précipitées. Dans un premier temps, 120ul d’acide trichloracétique (TCA) et 60pl
d’acétone sont ajoutées dans chaque fraction. Aprés 1 heure a -20°C, un premier
lavage est effectué (18000 g pendant 30 min), le surnageant est enlevé et le culot
repris dans 200ul d’acétone. Aprés deux lavages en acétone, le culot est séché a
37°C pendant 15 min et resuspendu dans 15ul de tampon de charge laemmli (2X)
(Biorad, France). L’expression des protéines contenues dans chaque fraction
exosomale est recherchée par western blot.

1.8.3. Collection de sérum de patients atteints de GBM

Une collection de sérum de patients atteints de GBM et de patients sains (appareillés
en age) a été réalisée aprés validation du comité d’éthique du CHU de Limoges
(Protocole : 141-2014-08). Aprés centrifugation des tubes SST a 4000 rpm pendant
15 min, le sérum est prélevé et conservé a -80°C. A partir de 1mL de sérum, les
exosomes sont purifiés par centrifugations différentielles. Le sérum est centrifugé a
2000g pendant 10 min puis le surnageant est recupéré et ultracentrigugé a 10 000g

pendant 30 min. Deux ultracentrifugations a 120 000g pendant 80min sont effectuées
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et le culot d’exosomes est repris dans 30 pl de tampon RIPA pour une analyse
protéique par western blot.

1.8.4. Test d’internalisation des exosomes

Deux méthodes différentes ont été utilisées pour visualiser l'internalisation des

exosomes :

-La premiére méthode consiste a marquer le culot d’exosomes avec une sonde
fluorescente lipidique ; le PKH67 (Sigma). Comme indiqué dans le protocole du
fournisseur, le culot d’exosomes obtenu est repris dans 1ml du diluent C (fourni dans
le kit). Le PKH67 est mélangé a 1ml de diluent C, puis ajouté aux exosomes. Les
exosomes sont incubées avec le colorant pendant 5 minutes a température ambiante
puis la réaction est stoppée par addition de 50% final de sérum de veau fcetal
déplété en exosomes. Les exosomes sont a nouveau centrifugés (120 000g pendant
70 min), et repris dans 1mL de PBS stérile avant d’étre ajouté sur des cellules.
Ensuite, pour les cinétiques d’internalisation, les cellules traitées aux exosomes
marqués au PKH76 sont lavées deux fois en PBS puis culotées avant d’étre fixée en
PFA 4%. Aprés deux lavages en PBS, les cellules sont reprises dans 500 pl de PBS

et I'internalisation des exosomes est quantifiée par cytométrie en flux.

-La seconde méthode pour rendre fluorescents les exosomes sécrétés par les
cellules U87-MG a été de transfecter ces cellules avec un plasmide codant pour la
protéine de fusion CD63-GFP (environ 55 kDa). Cette construction plasmidique a
été réalisée par Thomas Naves, post-doctorant au sein du laboratoire. Nous avons
testé en paralléle I'expression et la sécrétion exosomale de cette protéine de fusion
(données non montréeés). L’internalisation des exosomes exprimant la CD63-GFP

dans les cellules cibles a ensuite pu étre détectée en immunofluorescence.
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1.8.5. Microscopie électronique

Le microscope utilisé pour les observations est un microscope électronique a
transmission Jeol JEM 1200EX. Les grilles (Gilder Grids Copper/paladium,
Euromedex) sont lavées dans de I'éthanol 100% puis placées sur un film de Formvar
2% (préparé dans du chloroforme). Apres séchage, elles sont carbonées puis

conservées a I'abri de la poussiére.

Les exosomes sont culottés a 100 000 g pendant 2h. Le culot 100 000 g est repris
dans de la PFA 2% (diluée dans du PBS). Une goutte de 5ul de I'échantillon est
déposée sur une grille carbonée, et incubée a température ambiante pendant 20
minutes. Le surplus d’échantillon est retiré en passant la grille sur un papier buvard
(Wattman).

1.9. Tests fonctionnels

1.9.1. Test d’invasion en chambre de Boyden

Une des méthodes les plus décrites pour observer les propriétés invasives des
cellules en culture est l'utilisation de chambres de Boyden. Pour notre étude, ce test
nous permet d'évaluer les capacités migratoires des HBMEC (Human Brain
Microvascular Endothelial Cells) ou des CSM en fonction de nos différentes
conditions. Dans ce test, des inserts placés sur un puits de culture sont utilisé, ce qui
permet de délimiter deux compartiments superposeés, séparés par une membrane
microporeuse de 8um de diamétre (Corning Incorporated, Corning, NY, Etats-Unis).
Dans un premier temps, 70. 10° cellules de chaque condition sont ensemencées
dans le compartiment inférieur en milieu EFM et traitées ou non avec des exosomes.
24 heures plus tard, 25. 10° HBMEC ou des CSM sont déposées dans le
compartiment supérieur. Les chambres de Boyden sont mises a incuber 16 heures a
37°C. La quantification du test d’invasion est réalisée en comptant le nombre
d’HBMEC ou de CSM qui ont migré au travers de la membrane, attirées par les
cellules issues des différentes conditions (réle chimio-attractant). Plus précisément,

12 pl de calcéine (Sigma) est ajoutée dans les chambres supérieures et les
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chambres de Boyden sont placées a 37°C pendant 15 minutes. Puis, la face
supérieure des membranes est nettoyée avec un coton-tige pour enlever les cellules
n‘ayant pas traversé la membrane poreuse. Les HBMEC adhérentes a la face
inférieure de la membrane ainsi colorées sont ensuite observées au microscope,

photographiées et comptées.

1.9.2. Test de prolifération

La prolifération cellulaire étudiée dans chacune de nos conditions nous permettra
d’évaluer le réle des exosomes dans la prolifération tumorale. La prolifération
cellulaire est directement corrélée a lincorporation du BrdU (bromodéoxyuridine),
analogue de la thymine, au niveau de 'ADN néo-synthétisé, et quantifiée avec un
anticorps anti-BrdU. La mesure de la prolifération cellulaire est proportionnelle a la
quantité de BrdU incorporé.

Les différentes cellules sont ensemencées en plaque 6 puits a hauteur de 150 000
cellules par puit, apres adhésion, le PBS ou les exosomes sont ajoutés. 24h aprés
cet ajout, 1uL de BrdU (1X) (BromodéoxyUridine) par puit est ajouté. Aprés 4 heures
de traitement, l'incorporation de BrdU est étudiée. Les cellules sont décollées,
reprises en PBS 1X et ensemencées a raison de 10.10° cellules / puits en triplicat en
plaques 96 puits. Le test est réalisé selon les recommandations du fabricant
(Proliferation assay kit, Cell Signaling). La révélation du BrdU s’effectue a I'aide d’'un
anticorps anti-BrdU aprés dénaturation de 'ADN par une solution d’HCI 0.1N. La
lecture des résultats est effectuée par spectrophotométrie a une longueur d’'onde de
450 nm (Multiskan FC).

1.10. Analyse protéique

1.10.1. Western blot

* Préparation des échantillons protéiques :

Pour l'analyse cellulaire; les cellules issues des différentes conditions sont
préalablement lavées dans du PBS 1X, culotées a 1500 rpm pendant 10 minutes et

lysées dans du tampon de lyse RIPA (composition) pendant 30 min sur glace.
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Pour I'analyse exosomale; apres ultracentrifugation, le culot contenant les

exosomes est lysé dans du tampon de lyse (RIPA) pendant 30 min sur glace.

Le lysat protéique cellulaire ou exosomal est ensuite homogénéisé puis centrifugé a
10 000 g pendant 25 min a 4°C. Le surnageant contenant les protéines exosomales

ou cellulaires totales est alors récupére.

* Dosage de Bradford :

La concentration en protéines totales est déterminée selon un dosage colorimétrique
basé sur I'utilisation du réactif de Bradford (Sigma Aldrich, France). La gamme étalon
de la réaction est réalisée a l'aide d’'une solution de BSA (Sigma Aldrich) de
concentration connue (de 0 ug/mL a 2000 wg/mL). Les densités optiques (DO)
obtenues pour chaque solution sont mesurées grace a un spectrophotométre a la
longueur de 595 nm. La droite étalon permet de mesurer la concentration de chaque
solution a partir de la DO obtenue.

* Electrophorése en gel de polyacrylamide :

30 pg de protéines ont été dilués dans du tampon laemmli (Biorad, France) puis
dénaturés 5 min a 95°C. Les lysats protéiques dénaturés sont ensuite déposés dans
différents puits du systeme de migration et un marqueur de poids moléculaire
(Fisher, France) est utilisé comme référence pour déterminer les poids moléculaires

des protéines d’intéréts.

La séparation protéique est réalisée par migration électrophorétique en gel pré coulé
avec gradient de polyacrylamide (4 a 15%) contenant du SDS (10%) (BioRad,
France). La migration s’effectue pendant 1h (130 V) dans un tampon de migration
(Tris-HCL 25 mM, pH 8,5 /Glycine 250 mM/SDS 0,1%) (BioRad).

* Transfert des protéines sur membrane de PVDF (polyfluorure de vinylidéne)

Aprés migration, les protéines sont transférées sur une membrane de PVDF (Pall)
préalablement activée quelques minutes dans un bain de méthanol (Sigma Aldrich,
France) puis équilibrée dans le tampon de transfert (Tris/Glycine/méthanol, BioRad).
Le gel de polyacrylamide est également équilibré quelques minutes dans le tampon
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de transfert avant d’étre mis en contact avec la membrane selon les instructions du

fabricant (BioRad). Le transfert s’effectue pendant 30 minutes a 20V.

* Immunodétection des protéines :

Afin de bloquer les sites de fixation non spécifiques des anticorps sur la membrane,
une saturation des membranes est effectuée avec une solution de TBS1X, 0,1 %
tween contenant 5 % de lait écrémé pendant 1h sous agitation a température
ambiante. Les membranes de PVDF sont ensuite incubées sur la nuit a 4°C sous
agitation avec I'anticorps primaire spécifique de la protéine d’intérét, dilué soit dans
du TBS 1X/Tween 0,1%/lait 5%, soit dans du TBS 1X/Tween 0,1%/BSA 5% (tableau
3). Les membranes sont ensuite rincées en TBS1X/tween 0, 1% 3 fois pendant 5 min
puis incubées avec l'anticorps secondaire couplé HRP (Horseradish Peroxydase)
correspondant, a ’héte de I'anticorps primaire utilisé. Les anticorps secondaires sont
dilués dans du TBS1X/tween0.1%/lait 5% (tableau 4) pendant 1 heure a température

ambiante.

Les protéines de la membrane sont détectées par chémiluminescence
(Millipore, France). La peroxydase en présence d’'H;O», permet I'oxydation du
diacylhydrazide en un composé lumineux. Les photons émis au cours de cette
réaction sont détectés grace a une Gbox (Genesnap Syngene, Cambridge, UK) qui
possede une caméra sensible aux photons. Pour quantifier les protéines contenues
dans chaque lysat protéique, les membranes sont réhybridées soit avec un
anticorps dirigé contre I'actine (Sigma-Aldrich) pour les lysats cellulaires, soit avec un
anticorps dirigé contre CD63 (Biorad) pour les lysats exosomaux.

Une quantification des expressions protéiques de chaque échantillon cellulaire est
réalisée en comparant I'intensité d’expression de la protéine d’intérét a I'intensité de

I'actine ou de CD63 grace au logiciel image J.
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Anticorps Taille kDa Hote Dilution Fournisseur
EGFRuvlll(novocastra) 175 souris 1/125 Leica Biosystem
EGFR 145 souris 1/1000 Cell signaling
CD63 60-70 souris 1/1000 AbD SEROTEC MCA2142
Rab27 25 lapin 1/500 Sigma Aldrich HPA001333
CHI3L1/YKL-40 43 lapin 1/1000 ABCAM
TrKB 145-95 souris 1/200 R&D
P75 75 lapin 1/300 Santa Crouz
Sortiline 95 souris 1/1000 BD Bioscience
CD9 27 lapin 1/500 Sigma
Flotillin 47 lapin 1/1000 Cell signaling
TSG101 45 lapin 1/500 Cell signaling
CD44 80 lapin 1/1000 Sigma
GFAP 50 lapin 1/200 DAKO
N-cadhérine 100 souris 1/500 Sigma
Alpha-SMA 43 souris 1/500 Sigma
Runx2 27 lapin 1/500 Sigma
TrkC 145 souris 1/200 R&D
BDNF 27 lapin 1/500 Sigma
NGF 27 lapin 1/500 Sigma
NT3 27 lapin 1/500 Sigma
HSP90 90 lapin 1/500 Sigma
Actine 42 souris 1/10000 Sigma
Tableau 3 : Liste des anticorps primaires utilisés en western blot.
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Anticorps Hote Dilution Fournisseur

Anti mousse HRP Mouton 1/1000 DAKO

Anti rabbit HRP mouton 1/1000 DAKO

Tableau 4 : Liste des anticorps secondaires utilisés en western blot.

1.10.2. Immunofluorescence indirecte

L’internalisation des exosomes a été étudiée par immunofluorescence sur différentes
lignées. Les cellules (2 x 10°) sont ensemencées par puits en plaque 6 puits ot ont
été préalablement déposées des lamelles de verre. Aprés irradiation, 30 ug/mL
d’exosomes issus de la lignée U87CD63 GFP sont ajoutés dans chaque puits. Aprés
48h de -culture, le surnageant est retiré et conservé et les cellules sont
perméabilisées grace a l'ajout de méthanol glacé pendant 5 minutes. Aprés 3
lavages en PBS stérile, une saturation des sites de fixation non spécifique est
réalisée par incubation des cellules avec une solution de PBS-BSA 4% pendant 2
heures a température ambiante. Les cellules sont lavées en PBS puis incubées sur
la nuit a 4°C avec des anticorps primaires dilués dans la solution de saturation
(tableau 5). Aprés 3 lavages en PBS, 'anticorps secondaire anti-Ilg de souris couplé
a un fluorochrome est incubé avec les cellules pendant une heure a température
ambiante (tableau 6). Un marquage au Dapi dilué au 1/10000 en PBS, pendant 10
min a température ambiante a I'abri de la lumiere est effectué. Aprés lavage, les
lames sont montées en mowiol 4-88 puis laissées sécher a 4°C pendant 24h. Les
cellules ayant incorporées les exosomes sont analysées en microscopie confocale
(LSM 510 META, ZEISS).

Anticorps Hote Dilution Fournisseur
CD63 souris 1/1000 AbD SEROTEC
MCA2142

Tableau 5 : Liste des anticorps primaires utilisés en immunofluorescence indirecte.

Sandra Pinet | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2016 132
7N v L § N N



Spécificité Héte Dilution | Fluorochrome | Fournisseur

Ig totale de Chévre 1/5000 | Alexa fluor Invitrogen
souris 594

Tableau 6 : Liste des anticorps secondaires utilisés en western blot.

1.11. Modéle in vivo

1.11.1. Animaux

Les manipulations ont été réalisées chez un modéle de souris immunodéprimées :
les souris SCID dont les lymphocytes T ne sont pas fonctionnels (NMRI, Janvier,
France) agées de 6 semaines. Les animaux en cours d’expérimentation sont
hébergés dans des cages a couvercles filtrants autoclavés et leur alimentation est
stérile. Les cages sont placées dans des armoires dont I'air est filtré, la température
de l'isolateur et des armoires est maintenue a 22°C avec un cycle lumineux de 12
heures. La manipulation de ces souris est réalisée sous hotte a flux laminaire.
L’ensemble de ces expériences a été effectué en respectant les régles d’éthique en

vigueur.

75 souris ont été utilisées pour le modéle de greffe hétérotopique et plusieurs

conditions ont été testées ;

- 15 souris SCID greffées avec des cellules U87-pLKO ou 15 souris greffées
avec des cellules U87 sh YKL-40 et traitées au PBS stérile et de I'hydrogel
sont considérées comme témoin

- 15 souris SCID greffées avec des cellules U87-pLKO et traitées avec des
exosomes U87-pLKO resuspendus dans de I'hydrogel

- 15 souris SCID greffées avec des cellules U87-pLKO et traitées avec des
exosomes U87 sh YKL-40 resuspendus dans de I'hydrogel

- 15 souris SCID greffées avec des cellules U87 sh YKL-40 et traitées avec des

exosomes U87-pLKO resuspendus dans de I'hydrogel
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1.11.2. Xénogreffes

1.10° de cellules U87-pLKO et U87 sh YKL-40 sont préparées dans du PBS stérile
et injectée en sous-cutané, au niveau de la patte, sur des souris SCID aprés
anesthésie de I'animal a l'isoflurane. Une semaine aprés la xénogreffe, les tumeurs
sont traitées avec des exosomes issus de cellules U87-pLKO ou de cellules U87 sh
YKL-40.

1.11.3. Traitement des souris aux exosomes

Les exosomes U87 pLKO ou U87 sh YKL-40 (30 pg/mL), repris dans du PBS et de
I'hydrogel, sont injectés a proximité de la tumeur en sous-cutané. L'opération est
répétée deux fois par semaine durant trois semaines. Le volume tumoral ainsi que le
poids des animaux est veérifié tous les jours jusqu'a sacrifice de I'animal. Pour
calculer le volume tumoral approximatif on utilise la formule suivante : Longueur x
largeur®/2. A 35 jours post-greffe, les souris sont sacrifiées, les tumeurs prélevées et
photographiée puis placée dans du formol pour la réalisation de coupes
immunohistochimiques ou placée a sec a -80°C pour des analyses transcriptomiques

et protéiques.
1.12. Etude immunohistochimique

Des analyses histologiques et immunohistologiques ont été réalisés. Pour I'étude
histologique, les tumeurs sont fixées pendant 12 h dans du paraformaldéhyde 4%
puis inclus en parrafine. Une fois la tumeur incluse dans le boc de parrafine, des

coupes de 4 ym sont réalisées grace a un microtome.

Pour I'étude immunohistochimique, le marqueur des cellules endothéliales, le CD31
(1/30, Histonova), a été recherché sur les coupes de tumeurs par
immunohistochimie. L'étude de la prolifération cellulaire a pu étre effectuée grace a
un marquage de l'antigéne Ki-67 (1/50, Dako). Les marqueurs Oct-4 (1/200, Abcam)
et YKL-40 (1/1000, Abcam) ont permis de déterminer la présence de CSC et les
récepteurs aux neurotrophines, TrkB (1/200, RetD), p75"'" (1/300, Santa Cruz) et le
corecepteur la sortiline (1/1000, BD bioscience) ont été recherchés pour chaque

condition.
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Pour chaque marquage, une étape de prétraitement a été réalisée afin d’éliminer la
paraffine et réhydrater les tissus : 2 bains de 5 minutes dans du Toluéne, 2 bains de
5 minutes dans I'éthanol absolu puis 1 bain dans du PBS1X jusqu’a utilisation des
lames. Celles-ci sont alors immergées dans du tampon citrate (pH 7 ; soit 200 uM
acide citrique et 9,8 mM citrate de sodium) dans un récipient allant au four a micro-
ondes, et subissent 3 cycles de 5 minutes a 750 W (pour les antigénes
cytoplasmiques) ou 4 cycles de 5 minutes a 750 W (pour les antigénes nucléaires).
Cette derniére étape permet la perméabilisation des membranes et le démasquage
des antigénes. Aprés refroidissement, les lames sont laissées dans du PBS1X

jusqu’a utilisation.

L’inhibition des peroxydases endogénes est ensuite effectuée par un bain de 10
minutes dans du Méthanol - 5% H20,. A la suite de ce bain, les lames subissent un
lavage de 5 minutes en eau puis un second bain de 5 minutes en PBS1X.

Afin de limiter les réactions aspécifiques, la saturation des sites antigéniques est
réalisée par un bain de 30 minutes dans du PBS1X-BSA 3%. L’incubation avec
I'anticorps primaire dilué dans du PBS1X-BSA 3 % (1 heure) est suivie de 2 lavages
en PBS. Puis, les lames sont incubées pendant 30 minutes avec I'anticorps
secondaire du systeme Envision anti-Lapin (K4011, Dakocytomation) qui correspond
a un polymeére couplé a la HRP (Peroxydase de raifort / Horseradish Peroxydase).
Cette étape est suivie de 2 lavages en PBS1X.

L’étape de révélation est obtenue en fournissant le substrat a 'HRP, la DAB
(DiAminoBenzidine). La HRP catalyse la conversion de la DAB en un produit
chromogéne qui prend une coloration marron. La réaction est stoppée par lavage

intensif des lames a I'eau courante.

Afin de mieux distinguer les constituants tissulaires, une étape de contre coloration a
I’'hnématoxyline (coloration des noyaux) est requise, suivie d’'un bain au carbonate de

lithium afin d’accentuer le contraste.

Les tissus sont ensuite déshydratés par des bains successifs dans I'éthanol absolu
puis des bains de toluéne, dans lequel les lames peuvent rester jusqu’au montage.
Celui-ci s’effectue entre lame et lamelle a I'aide du milieu de montage Eukit (03989,

Fluka). Les lames sont conservées dans du milieu de montage non aqueux et les
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images sont acquises avec un microscope Leica DMRX et le logiciel d’acquisition
LAS.

Sandra Pinet | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2016 136
7N v L § N N



Resultats
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Résultats

1.13. Le transfert de TrkB, via les exosomes de GBM, permet de moduler
I’agressivité des cellules inactivées pour YKL-40

TrkB-containing exosomes promote the transfer of glioblastoma
aggressiveness to YKL-40-inactivated cells

Dans le glioblastome, les neurotrophines participent a I'agressivité tumorale en
permettant notamment la croissance et la prolifération des cellules souches
cancéreuses (CSC) (Forsyth et al., 2014; Lawn et al., 2015).

Ces CSC peuvent communiquer leur agressivité et détourner le microenvironnement
via le relargage d’exosomes. Les exosomes transportent des protéines impliquées
dans les mécanismes de prolifération cellulaire, d’angiogenéese et de survie tumorale
tel que 'EGFRUvIII (Skog et al., 2008).

Notre équipe a précédemment montré que dans le cancer du poumon, un complexe
compose de TrkB/EGFR/sortiline (TES) est transféré via les exosomes et permet de
controler les cellules endothéliales et d’activer 'angiogenése (Wilson et al., 2014b).
Cependant aucune étude n’a mis en évidence le réle des exosomes de GBM dans le
transfert des neurotrophines et de leurs récepteurs ainsi que leur implication dans le
controle du GBM et la dissémination du phénotype agressif au microenvironnement.

L’agressivité des cellules tumorales dépend de leur caractére indifférencié. Afin de
déterminer si les changements de I'état de différenciation des cellules tumorales ainsi
que leur perte d’agressivité pouvaient induire des modifications d’expression des
neurotrophines et de leur récepteur au niveau cellulaire ainsi que dans les exosomes
sécrétés, nous avons utilisé une lignée cellulaire inactivée pour le gene CHI3L1. Ce
dernier code pour une protéine YKL-40 connue comme marqueur des cellules
souches qui est considéré comme étant de mauvais pronostic dans le GBM en raison
de son implication dans l'invasion et I'angiogenese tumorale du GBM (Ku et al.,
2011).

La modulation du stade de différenciation des cellules et, par conséquence, de leur
agressivité via l'inactivation de CHI3L1 conduit a des variations significatives des

niveaux d’expression de certaines neurotrophines et de leurs récepteurs. Ainsi, une
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diminution des récepteurs TrkB, p75N™R

et du co-récepteur la sortiline a été
principalement observée dans la lignée inactivée exprimant un phénotype moins
agressif. Ces changements d’expression sont également présents dans les
exosomes issus de cette lignée. Nos résultats in vitro suggerent que les cellules de
GBM sont capables de transférer leur agressivité aux cellules environnantes via le
transfert de TrkB a la membrane des exosomes. Au contraire, le volume tumoral est
réduit quand ces derniéres sont traitées par des exosomes issus de cellules
inactivées pour YKL-40 dans lesquels I'expression de TrkB est significativement
diminuée. Ces observations suggerent que I'expression de TrkB dans les exosomes
influence le statut de différenciation des cellules de GBM in vivo. Ex vivo, I'existence
d'un transfert actif de TrkB dans les exosomes provenant de sérum de patients

atteints de GBM a pu étre confirmée sur une cohorte de 11 sujets.

L’ensemble de ces résultats met en évidence l'importance de TrkB dans la
dissémination de [I'agressivité tumorale et son intérét en tant que nouveau

biomarqueur du GBM.
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ABSTRACT

The neurotrophin receptors are known to promote growth and proliferation of
glioblastoma cells. Their functions in spreading glioblastoma cell aggressiveness to
the microenvironment through exosome release from glioblastoma cells are unknown.

Considering previous reports demonstrating that YKL-40 expression is associated
with undifferentiated glioblastoma cancer stem cells, we used YKL-40-silenced cells
to modulate the U87-MG differentiated state and their biological aggressiveness.
Herein, we demonstrated a relationship between neurotrophin-receptors and
YKL-40 expression in undifferentiated cells. Differential functions of cells and
derived-exosomes were evidenced according to neurotrophin receptor content and
differentiated cell state by comparison with control pLKO cells.

YKL-40 silencing of glioblastoma cells impairs proliferation, neurosphere
formation, and their ability to induce endothelial cell (HBMEC) migration. The
modulation of differentiated cell state in YKL-40-silenced cells induces a decrease of
TrkB, sortilin and p75"™®R cellular expressions, associated with a low-aggressiveness
phenotype. Interestingly, TrkB expressed in exosomes derived from control cells
was undetectable in exosomes from YKL-40 -silenced cells. The transfer of TrkB-
containing exosomes in YKL-40-silenced cells contributed to restore cell proliferation
and promote endothelial cell activation. Interestingly, in U87 MG xenografted mice,
TrkB-depleted exosomes from YKL-40-silenced cells inhibited tumor growth in vivo.

These data highlight that TrkB-containing exosomes play a key role in the control
of glioblastoma progression and aggressiveness. Furthermore, TrkB expression was
detected in exosomes isolated from plasma of glioblastoma patients, suggesting that
this receptor may be considered as a new biomarker for glioblastoma diagnosis.

INTRODUCTION

Glioblastoma (GBM), the most frequent type of
malignant tumor in the adult central nervous system, is
associated with poor prognosis with a mean survival of
12 months despite advances in surgery, radiotherapy and
chemotherapy [1, 2]. Among the hypotheses of therapeutic
resistance, YKL-40-expressing cells are identified as
mesenchymal cell markers associated to temozolomide

resistance [3] and worse prognosis [4]. Additionally, the
cellular heterogeneity of tumors containing glioblastoma
stem cells (GSC) (also named brain tumor initiating
cells) have been reported in GBM [5, 6]. Their ability to
remodel actively their microenvironment, contributes to
promote tumorigenesis [7]. The exosomes released from
tumor cells are described to control the microenvironment.
These small bilayer microvesicles (50—150 nm in size)
have been extensively studied for their ability to transfer
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molecular cargo to surrounding cells, influencing the
tumor phenotype [8, 9]. Indeed, the transfer of oncogenic
receptors such as EGFRvVIII in GBM contributes to spread
aggressiveness to microenvironment via exosomes [8].

Neurotrophins (NTs), a family of growth factors
initially identified in the nervous system [10] are
involved in proliferation, differentiation or cell death
in several malignant cells. These functions depend on
the activation of two types of receptors. Neurotrophin
tyrosine kinase receptors, also named tropomyosin kinase
(Trk) receptors (TrkA or NTRK1, TrkB or NTRK2, and
TrkC or NTRK3), are high affinity receptors for the
mature neurotrophins, nerve growth factor (NGF), brain-
derived neurotrophic factor (BDNF) and neurotrophin-3
(NT3), respectively. p758™®, a member of TNF receptor
superfamily, is the common receptor for mature NTs and
their precursors, the pro-NTs [10]. Neurotrophins and their
tyrosine kinase receptors are involved in several solid
tumor aggressiveness [11]. The overexpression of these
receptors was reported in glioblastoma. Indeed, TrkB
and TrkC receptors promote the growth of brain tumor-
initiating cells [12] and p75N™® was also described in
high grade gliomas [13] promoting glioma invasion [14].
Furthermore, TrkB is considered sufficient to transform a
neural crest-derived cell line into a malignant phenotype
[15]. We have previously described the release of TrkB
in exosomes from other malignant cells, the non-small
cell lung cancer cells [16]. Interestingly, in this model,
the exosome release consisted in the association of TrkB
with another oncogenic receptor, EGFR, in presence of
sortilin, promoting angiogenesis, proliferation and cell
survival [16]. In glioblastoma, the transfer of neurotrophin
receptors through exosomes has never been investigated.
We hypothesize that the transfer of TrkB through
exosomes in GBM may play a key role in spreading
aggressiveness and promoting tumorigenesis.

YKL-40 coded by CHI3LI gene, a member of the
mammalian chitinase-like glycoprotein family is a lectin
lacking chitinase activity due to amino acid substitutions
in the region corresponding to the chitinase active site.
YKL-40 may have a role in cell migration [17] and
connective tissue modeling [18] and is involved in the
inflammatory response [19, 20]. Additionally, it has been
implicated as a serum marker for aggressive disease in
colon [21], ovarian [22], breast carcinoma [23] and GBM
[24]. Despite the association of increased expression of
YKL-40 with many diseases, its biological function is
still largely unknown. YKL-40 is involved in growth and
survival of glioblastoma cells [25]. YKL-40 is a marker
of worse prognosis in high-grade gliomas [26], involved
in invasion, angiogenesis [25] and in maintaining the
mesenchymal signature of primary glioblastoma [27, 28].
In GBM, elevated serum levels of YKL-40 are positively
correlated with cancer invasiveness, radioresistance,
recurrence, and reduced patient survival times [4, 24, 29]

We have previously demonstrated that the gene
(CHI3L1) coding for YKL-40 was overexpressed

in undifferentiated cells [30]. In order to define the
relationship with neurotrophin-receptor expressions in
YKL-40-expressing cells and their derived exosomes, a
silencing of YKL-40 in U87-MG cells was achieved to
characterize their functional properties.

This study highlights for the first time that YKL-40
silencing induces a decrease of TrkB, sortilin and p75N™®
expressions, associated with a low aggressive phenotype.
Interestingly, we have evidenced that the release of TrkB
in exosomes from control glioma cells, was able to rescue
both migration and activation of YKL-40-inactivated cells.
By contrast, exosomes from YKL-40-inactivated cells
suppressed these functions in control cells.

RESULTS

Characterization of YKL-40-inactivated
glioblastoma cells: differentiated state and
functional properties

YKL-40 coded by CHI3LI gene, a member of the
chitinase-like glycoprotein family, is involved in growth
and survival of glioblastoma cells [25]. We have previously
shown that CHI3L1 is overexpressed in undifferentiated
U87-MG cells and in neurosphere-forming glioblastoma
stem cells, isolated from GBM patients [30].

Before studying the neurotrophin receptors
expression, we have analysed the functional changes
induced by YKL-40 inactivation. To address this, YKL-40
inactivation was performed by shRNA in U87-MG cells.
The selected clone was the lower YKL-40-expressing
cell line in comparison with pLKO control cells (Figure
1A). This silenced cell line was studied to determine the
modulation of undifferentiating cell markers and their
functional properties i.e invasion and cell proliferation.
According that YKL-40 expression was similar in U87-
MG cells and pLKO cells (data not shown), pLKO cells
were used as control.

To determine whether the lack of YKL-40 cell
expression influences proliferation and migration, invasion
assays were performed. Proliferation and capacity to
induce HBMEC migration, were significantly decreased
in sh YKL-40 cells (P=0.0008, P=0.0006, respectively)
(Figure 1B).

According that stemness properties were maintained
in defined medium [31], we have compared sh YKL-40
cells to pLKO cells, cultured in defined medium (DM).
The neurosphere-forming cells and the number of
undifferentiated cells were evaluated in parallel to YKL-
40 mRNA and protein expressions. A lack of YKL-40-
expressing cells in DM was observed in sh YKL-40 cells,
by contrast to pLKO cells in DM cultures (Supplementary
Figure S1). In parallel, the number, surface and diameter
of neurospheres were significantly decreased in sh
YKL-40-DM cultures compared to pLKO-DM cultures
(P=0.0010, P=0.0384, P=0.0108, respectively) (Figure
1C). To search for a relationship of these data with the
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diminution of undifferentiated cells, we have evaluated
the expression levels of the main markers for glioma
stem cells (GSC), AC133, Sox2 and Oct4 [31-33].
As expected, GSC markers (AC133 and Oct4) were
increased in defined medium (pLKO-DM) compared to
pLKO cells cultured in serum-containing medium due

to GSCs selection. In contrast, these GSCs markers are
reduced when YKL-40-silenced U87-MG cells cultured in
defined medium (pLKO-DM) (Figure 1D). Cell sorting by
SAFFF confirmed the variation of cancer stem cell content
based on the discrimination of differentiated cell sub-
population eluted in fraction F1 and undifferentiated cells
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Figure 1: YKL-40 expression is essential to maintain the undifferentiated state cell related to GSC. A. Quantification of
YKL-40 mRNA by RT-qPCR and protein expression for YKL-40 by western blotting performed in human U87-MG pLKO control cells
(pLKO) and sh YKL-40 cells. The fold change of YKL-40 mRNA was normalized by GAPDH and plotted as means = SD compared to
controls. (Student t-test. ***P< 0.001). B. BrdU incorporation (left) was performed to analyze proliferation in sh YKL-40 or pLKO cells.
Cell (HBMEC) migration assay (right) evaluated by fluorescence intensity was carried out with sh YKL-40 or pLKO cells and compared
to VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor 10 pg/mL) and culture medium (MEM) as positive and negative controls respectively.
C. Number, area and diameter of spheres for pLKO-DM and sh YKL-40-DM cells (Student’s t-test, *P< .05; ***P< .001). D. AC133,
Sox2 and Oct4 expression (western blotting) in pLKO, sh YKL-40, pLKO-DM and sh YKL-40-DM. Values indicate the ratio of relative
densitometric values of AC133, Sox2 and Oct4 compared to f-actin as loading control, normalized to an arbitrary value of 1 obtained with
pLKO cells. E. Representative fractograms of pLKO (blue), pLKO-DM (orange) and sh YKL-40 (red) after cell sorting in SAFFF. VP
corresponds to Void Peak; Fractions 1 (F1) and 3 (F3) are indicated by vertical lines.
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eluted in fraction F3 [34, 35]. Obviously, F3 is increased
in pLKO-DM cell fractogram compared to pLKO cells
cultured in serum-containing medium. By contrast, the
most undifferentiated sh YKL-40 cells cultured in serum-
containing medium cells disappeared in F3 by comparison
to PLKO cells and sh YKL-40 cells cultured in DM were
undetectable (Figure 1E).

Altogether, these data suggest that YKL-40
inactivation modulates differentiation cell state inducing
the disappearance of undifferentiated neurosphere-forming
cells.

According that neurotrophin receptors were
identified in GSCs and are associated to glioma
aggressiveness [12—-14] we hypothesized that their
expression could be modified in YKL-40-silenced cells.
Therefore, we have evaluated the neurotrophin receptors
TrkA, TrkB, TrkC, p75"™ and sortilin in YKL-40
inactivated cells, in comparison to control pLKO cells.

YKL-40 glioma cell-inactivation decreased TrkB,
p75 ™R and sortilin cell expressions

According that YKL-40 inactivation suppressed
the undifferentiated glioma cells and that neurotrophin
receptors are associated to the activation of brain tumor-
initiating cells [12] we searched for their association with
specific changes in the expression level of neurotrophins
and their receptors. To address this, we have compared
their expressions in YKL-40 silenced U87-MG cells and
in pLKO control cells.

Therefore, mRNA and protein expression of both
TrkB isoforms (TrkB 145, full-length) and truncated
TrkB 95 (Data not shown), p75N®, sortilin and NGF were
significantly down-regulated in sh YKL-40 compared to
pLKO cells (Figure 2A-2B) while the expression of TrkC,
BDNF and NT3 remained unchanged (Figure 2A-2B) and
TrkA was undetected whatever the cells (data not shown).
Taken together, these data suggested that TrkB, p75N™ and
sortilin expressions were related to those of YKL-40.

Accordingly, we next investigate the exosome
release from these cells and their contents in neurotrophin
receptors.

Neurotrophin receptors, TrkB, p75~"™ and
sortilin are decreased in sh YKL-40-derived
exosomes

Considering that glioblastoma exosomes are
implicated in the activation of tumor growth [36] and that
neurotrophin receptors play a key role in glioblastoma
aggressiveness, we then analysed their expressions in
exosomes isolated from sh YKL-40 cells in comparison to
those from pLKO control cells. Isolation of pure and intact
exosomes, performed by differential ultracentrifugation
protocol [37] were characterized by dynamic light
scattering (DLS), transmission electronic microscopy

(TEM) and proteomic analysis. DLS analysis showed a
similar size between exosomes released from pLKO cells
(pLKO exosomes) (90.0 £ 9.4 nm) and those from sh
YKL-40 cells (sh YKL-40 exosomes) (80.0 = 19.6 nm)
(Supplementary Figure S2). TEM data confirmed that
two cell types released a homogenous mixture of rounded
vesicles (Figure 3A).

Main exosome markers were found in nanovesicles
derived from both cell subtypes (Figure 3B). Our results
demonstrated that exosome structure and specific markers
are conserved in both cell types.

The specific expression of YKL-40, TrkA, TrkB,
TrkC, p75N™ and sortilin was studied by western blotting
in exosomes derived from pLKO cells and from sh YKL-
40 cells cultured in exosome-free medium. As expected,
YKL-40 expression was undetectable in sh YKL-40
exosomes. TrkB, p75N™ and sortilin receptors were down-
regulated in sh YKL-40 exosomes compared to pLKO
exosomes (Figure 3C). Strikingly, phosphorylated TrkB
was detected only in exosomes from pLKO cells (Figure
3C). Similarly to cell expression, TrkA was undetected and
TrkC was unchanged in both cell line-derived exosomes
(Supplementary Figure S3). As EGFRVIII was detected
in exosome released from glioblastoma cells [8], we have
studied in parallel its expression. Interestingly, we have
detected that EGFRVIII was also decreased in exosomes
released from sh YKL-40 cells, compared to pLKO cells
(Supplementary Figure S3). To specifically determine
the differential distribution of neurotrophin receptors
and YKL-40 within exosome subpopulations, protein
analyses were achieved on fractions after sucrose gradient
separation [37, 38] (0.2-2.5M/density: 1.06-1.21 g/mL) of
total exosomes validated by CD9 and CD63 expression
(Supplementary Figure S4). The pattern of protein
expression in fractions was distinct in the two cell lines.
Concerning pLKO exosomes, YKL-40, TrkB, sortilin and
p75N™® was mainly expressed in the high-density fractions
of 1.16-1.21 g/mL. By contrast, in exosomes derived
from shYKL-40 cells, YKL-40, TrkB, sortilin and p75N™®
expression were absent (Supplementary Figure S4).

Taken together, these data assessed that inactivation
of YKL-40 in glioma cell consistently reduced TrkB,
p75N™® and sortilin in exosomes. Therefore, we have
looked for their functional effects in proliferation and
invasion properties.

Functional properties of exosomes were
depending on the transfer of TrkB

Since exosome-derived from cancer cells can
promote angiogenesis and tumor growth [16, 39], the
effect of pLKO and sh YKL-40 exosomes on glioma
cell proliferation and HBMEC migration were analyzed.
Moreover, the expression levels of TrkB and phospho-
TrkB following exosome internalization were evaluated
in both cell lines. For these experiments, cross treatments
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Figure 2: Expressions of neurotrophins and its receptors are modulated by YKL-40 expression level in cells. A. Analyses
of changes in mRNA expression were achieved on different neurotrophin receptors, TrkB, TrkC, p75™™® and co-receptor sortilin, NGF,
BDNF and NT-3 by real time PCR in pLKO and sh YKL-40 cells. mRNA values represent fold-change (mean + SD of three independent
experiments) relative to mRNA levels corresponding to pLKO -transfected cells as controls (Student’s t-test, *P< .05; **P< .01; *** P<
.001). B. The pattern of protein expression from each gene was studied by western blotting in pLKO and sh YKL-40 cells. Values indicate
the ratio of relative densitometric values of TrkB, TrkC, p75N™®, sortilin, NGF, BDNF and NT-3 compared to B-actin as loading control,
normalized to an arbitrary value of 1 obtained with pLKO control cells. Results are representative of three independent experiments.

www.impactjournals.com/oncotarget 5 Oncotarget

Sandra Pinet | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2016 144
s | 7 T AN



were performed. Hence, pLKO cells were treated by sh
YKL-40 exosomes (30pg/mL) for 24 hours, whereas sh
YKL-40 cells were treated by pLKO exosomes (30pug/
mL) in same conditions. Each condition was compared to
untreated cells and pLKO cells treated by pLKO exosomes
as controls.

Internalization of exosomes in recipient cells
was visualized by using exosomes labelled with green
fluorescent dye PKH67 [40] and quantified by flow
cytometry. In each condition, exosomes (30pg/mL) were

A.

Exosomes

C »
P-TrkB

TrkB

sortilin
p75NTR
YKL-40
hsp90
CD63

CD9

B.

uptaken as soon as 30 minutes after their addition to reach
a maximum for both at 24 hours (Figure 4A).

To investigate the effects of exosomes on cell
proliferation, BrdU was incorporated to cell culture
(Figure 4B). As shown previously in Figure 1B, without
exosome treatment, cell proliferation significantly
decreased in sh YKL-40 cells compared to pLKO cells
(P=0.0008). In contrast, proliferation was restored in sh
YKL-40 cells treated by pLKO exosomes (P= 0.0005).
Conversely, the proliferation of pLKO cells treated by sh

pLKO sh YKL-40

D63

Flotillin

T5G101

YKL-40

CD9

Beta-Actin

Figure 3: Composition of neurotrophin receptors in exosomes purified from pLKO and sh YKIL-40 cells. A. Electron
Microscopy (EM) of nanovesicles, (arrow) obtained after ultracentrifugation (120,000g) of supernatant, validates intact vesicles (40 to 150
nm) derived from pLKO (a) and sh YKL-40 (b) cells, 93000X, scale bar, 100 nm and 200 nm. B. Comparison of different marker expression
in both cell lines (pLKO and sh YKL-40 cells) and in their derived exosomes. Expression of CD63, Flotillin, TSG101, YKL-40, CD9 and
actin was analyzed by western blotting in exosomes and cells for pLKO and sh YKL-40 cell lines. C. Comparative expression of P-TrkB,
TrkB, sortilin, p75N™®, YKL-40 and three exosome markers (HSP90, CD63, and CD9) in pLKO- and sh YKL-40-exosomes by western
blotting.
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YKL-40 exosomes significantly decreased (P=0.0458), of sh YKL-40 cells treated with pLKO exosomes was

demonstrating that the induction of proliferation ma significantly decreased by addition of K252a, a tyrosine
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Figure 4: Functional properties of pLKO and sh YKL-40-exosomes. A. Internalisation of pLKO or sh YKL-40 exosomes (30pg/
mL) in recipient cells. The exosome uptake was quantified by using labelled exosomes with PKH67 at the same concentration for 24h and
was analysed by flow cytometry. B. A representative experiment of proliferation analyzed by BrdU incorporation in sh YKL-40 or control
pLKO cells after a 24-hour co-culture with 30ug of pLKO- or sh YKL-40-derived exosomes with or without 100 nM of K252a. Histograms
were representative of three independent experiments (Student’s t-test, *P< 0.05; *** P<0.001) C. Expression of phospho-TrkB and TrkB
proteins in pLKO or sh YKL-40 cells after a 24-hour co-culture with 30pg of pLKO or sh YKL-40 exosomes with or without treatment of
100 nM of K252a. D. Quantification of TrkB mRNA (qRT-PCR) in pLKO or sh YKL-40 cells in presence of exosomes in same experimental
conditions as in C. Data were normalized to GAPDH and plotted as means + SD compared to controls (Student’s t-test, **P<.01). E. Right
part: Invasion assay were used to detect HBMEC migration. HBMEC cells (15,000/well) were added to the upper chamber. In the lower
chamber, we placed 75,000 cells /well of either pLKO cells alone (A), or pretreated for 24 h with 30pug of sh YKL-40-exosomes (B) or
pretreated for 24 h with 30pg of pLKO-exosomes (C) or sh YKL-40 cells alone (D), or pretreated for 24 h with 30ug of pLKO-exosomes
(E, F) with 100 nM of K252a. (F, G) After 18 hours, the number of HBMEC cells that migrated to the lower chamber through the 8um
pore-sized membrane was analyzed by taking photos and counting the number of cells per visual field. Left part: Histograms representing
five independent experiments. (Student’s t-test *P<.05; **P<.01; ***P<.001).
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This result suggests that cell proliferation induced by the
exosome transfer depends on tyrosine kinase neurotrophic
receptors.

Given the role of TrkB in the growth of GSCs and
glioblastoma cells [12], we next studied TrkB expression
and phosphorylation in pLKO and sh YKL-40 cells
treated or not by exosomes. TrkB protein expression was
increased in sh YKL-40 cells treated by pLKO exosomes
(Figure 4C) without increase of TrkB transcripts (Figure
4D) assessing that TrkB expression resulted in exosome
protein transfer (Supplementary Figure S5). In contrast,
TrkB expression was unchanged when pLKO cells
were treated with sh YKL-40 exosomes (Figure 4C).
Remarkably, TrkB was phosphorylated in sh YKL-
40 cells exposed to exosomes from pLKO cells. This
activation was suppressed by k252a inhibitor (Figure
4C), supporting that exosomes induced TrkB activation in
recipient cells. In contrast, TrkB activation in pLKO cells
was undetectable when exosomes were isolated from sh
YKL-40 cells (Figure 4C).

Without exosome treatment, sh YKL-40 cells
significantly decreased HBMEC migration compared
to pLKO cells (P= 0.0006). Then, we searched for the
exosome capacity to rescue the lack of migratory effect of
sh YKL-40 on HBMEC migration in a Boyden chamber
(Figure 4E). Interestingly, sh YKL-40 cells pretreated
with pLKO exosomes before insertion in lower chamber,
restored the migration of HBMEC (P= 0.0022). In
addition, the role of TrkB activation in inducing HBMEC
migration is supported by the inhibition of migration by
the concomitant incubation with K252a Trk inhibitor (P=
0.0023). As observed above for cell proliferation, HBMEC
migration was significantly decreased in pLKO cells
pretreated with sh YKL-40 exosomes (P= 0.0004) (Figure
4E). These results suggest that pLKO exosomes restored
the functional properties (proliferation and endothelial cell
migration) of sh YKL-40 cells, through the transfer and
activation of TrkB, and that inactivated cells for YKL-40
released exosomes with suppressive functions.

Considering the previous in vitro results, we have
studied the effect of the two types of exosomes on tumor
growth in mice.

Tumor growth was diminished by exosomes from
YKL-40-inactivated cells

Experimental tumors were developed by
subcutaneous injections of pLKO or sh YKL-40 cells into
one flank of SCID mice. For each group, 15 mice were
used. After one week, pLKO or sh YKL-40 xenografts
were treated twice a week, during three weeks, by pLKO
exosomes, sh YKL-40 exosomes or PBS as control. To
evaluate the effects of exosomes in recipient tumors
and avoid spreading and accumulation in other tissues
[42], exosomes (30ug/mL) were injected in hydrogel
suspension closely to the tumor site, to allow local and
progressive exosome release.

When sh YKL-40 cells were injected, we failed
to obtain any tumor, whatever the amount of graft cells
or exosome treatment (data not shown). In contrast,
pLKO cells induced tumors with a mean volume of 100
mm? (Figure 5A). Tumor volumes were unchanged after
treatment by pLKO exosomes (Figure 5A). Strikingly,
pLKO tumors treated with sh YKL-40 exosomes
were significantly smaller (Figure 5A; P=0.0070). In
addition, cell proliferation, evaluated by Ki67 staining,
was diminished in pLKO tumors treated by sh YKL-40
exosomes, compared to untreated pLKO tumors (Figure
5B). These data are consistent with those obtained for in
vitro proliferation experiments (Figure 4B).

In addition, several markers related to tumor
angiogenesis (CD31) [43] or to undifferentiated state
cell (YKL-40 and Oct-4) were analysed in xenografts
(Figure 5B). Expression of main markers was unchanged
after treatment of tumors by pLKO exosomes. However,
CD31 expression decreased in pLKO tumors treated by
sh YKL-40 exosomes, suggesting that tumor angiogenesis
was inhibited by exosome treatment. Both YKL-40 and
Oct-4 expressions decreased in pLKO tumors treated by
sh YKL-40 exosomes compared to untreated tumors. To
determine whether expression of neurotrophin receptors in
tumors could depend on exosomes content, TrkB, p75N™®
and sortilin expressions were evaluated. While in vitro
TrkB remains detectable (Figure 4C), its expression was
clearly reduced in pLKO tumors treated by sh YKL-40
exosomes. A similar decrease was observed for p75N™ and
sortilin. Altogether, these data demonstrated sh YKL-40
cell exosomes reduced tumor growth and undifferentiated
markers (YKL-40 and Oct-4) as well as TrkB, p75"™ and
sortilin expressions.

According that TrkB expression was detected in
exosomes from glioblastoma cells in cultures; we have
extended this study to exosomes from glioblastoma
patients.

TrkB is detected in plasma exosomes from GBM
patients

Given that exosomes are accessible from body
fluids, it could represent a promising source of biomarkers
for cancer diagnosis [44]. We have determined whether
TrkB detection in exosomes isolated from plasma GBM
patients could constituted a new biomarker of GBM.
Exosomes were purified by ultracentrifugation from
plasma of GBM patients (n = 11) and healthy donors (n=6)
before analyzing TrkB and CD9 expression. Exosomes
were characterized by CD9 expression, a tetraspanin
specifically enriched in their membrane. Interestingly, we
found that in all cases (n=11), both TrkB isoforms were
detected in exosomes from GBM patients and totally
absent in the age-matched controls (n=6) (Figure 6). It is
noteworthy that TrkB expression levels varied in patients’
exosomes, some of them exhibiting a high overexpression
(Figure 6).
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Figure 5: SCID mouse heterotopic xenograft model. A. pLKO cells were subcutaneously injected into SCID mice (n=15 mice per
group). Tumors were developed at week 1. One week after pLKO cell xenografts, animals were treated by local injection with PBS/hydrogel
(control) or 30pg of pLKO or sh YKL-40 exosomes/hydrogel twice per week during three weeks. Tumor volume and tumor weights were
determined at the end of the treatment. Data are presented as the mean + SD, **P<.01 compared to PBS controls by ANOVA. B. Proliferation
visualized by Ki67 staining decreased in pLKO-derived tumor treated by sh YKL-40 exosomes. Immunohistochemical stainings performed
in xenograft tumors showed a similar decrease in TrkB, Sortilin, p75N™®, Oct-4 and endothelial marker CD31 expression. Scale Bar, 50pum.
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DISCUSSION

This study supports a new function of glioblastoma-
derived exosomes in the transfer of neurotrophin
receptors to promote glioma cell aggressiveness. Several
studies have already reported the oncogenic functions
on neurotrophin receptors, overexpressed in several
cancers such as glioblastoma [12, 14, 45]. Neurotrophin
signalling also contributes to tumor cells and GSCs
survival and growth promoting aggressiveness and
therapeutic resistance [12]. The importance of exosomes
in the spreading of biological aggressiveness was reported
in prostate cancer cells in which exosomes enhance
invasiveness, stemness and induce microenvironment
changes [46, 47]. Since our previous findings have
demonstrated that TrkB is expressed in exosomes from
lung cancer cells [16], we hypothesized that the transfer
of TrkB through exosomes in GBM may play a key
role to spread aggressiveness in the microenvironment
and promote tumorigenesis. Additionally, the content
of exosome released by stem cells depends on cell
differentiation [48].

In order to study the loss of tumor aggressiveness,
YKL-40, a gene coding for a cancer stem cell marker [30,
49] was inactivated in glioblastoma cells. Its silencing
induced both a decrease of cell proliferation as previously
shown [30] and HBMEC migration confirming the role
of YKL-40 in the control of vascular endothelial cells
and tumor angiogenesis [25, 50, 51]. Moreover, YKL-40
silencing led to a significant decrease of neurosphere-
forming cells as well as a loss of the main markers
of GSCs. These data correlated with the cell-sorting
elution profile of sh YKL-40 cells, confirming the loss of
undifferentiated cells. These results supported stemness
properties of YKL-40 [49], considered as a mesenchymal
marker expressed in high grade glioma [46]. Altogether,
these data suggested that the decrease of these functional
properties is closely linked to the differentiation state of
YKL-40-silenced cells. The impairment of proliferation,
induction of HBMEC migration and neurosphere-forming

Control

cells in sh YKL-40 cells, suggest that these cells acquired
a low aggressive phenotype.

This loss of aggressiveness in YKL-40-silenced cells
also influences neurotrophins and neurotrophin-receptor
expression. Indeed, YKL-40 silencing significantly
decreased TrkB, p75N™® and sortilin expression. These
data demonstrate that neurotrophin receptors expression
also depend on YKL-40-expressing cells and related
to their differentiated state. Their reduced expressions
could also prevent their major role in GSC proliferation
and glioblastoma growth [12, 47]. Such results were not
previously described. We hypothesize that YKL-40 may
play a putative role on the regulation of neurotrophin
receptors expression and GBM cells activation. Indeed,
the relationship between YKL-40 and neurotrophins
has been already reported in peripheral nervous system.
In this tissue, NGF (Nerve growth factor) stimulation
induces increased expression of YKL-40 suggesting that
NGF has potential effects on matrix turnover activity
[52]. This relationship could be related to the decreases
neurotrophin receptor expression and activation induced
by YKL-40 silencing in U87-MG cells. Furthermore, the
analysis of glioblastoma secretome revealed the presence
of YKL-40 secreted by glioma stem cells, able to induce
malign transformation of normal neural precursor cells
[53]. These previous data suggest that YKL-40 could
regulate neurotrophin receptors expression and GBM cells
activation.

The protein content of exosomes was modified by
YKL-40 silencing and could alter the intercellular transfer
of oncogenic receptors between cells, as previously
reported for EGFRVIII in glioblastoma [8, 36]. Similarly,
the expression of neurotrophin receptors, TrkB, p75N™ and
sortilin, were decreased in sh YKL-40-derived exosomes.
Interestingly, exosomes from pLKO cells contained
phosphorylated TrkB and not sh YKL-40 exosomes. A
similar transfer of phosphorylated oncogenic receptor
through exosomes was previously described for EGFR in
glioma cells [54].

Glioblastoma patient plasma exosomes

1 2 3456 1 2
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4

5 6 7 8 9 10 1
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Figure 6: TrkB expression in exososmes from GBM patients. Exosomes isolated from GBM patients plasma (n=11) and age-
matched control subjects (n=6) were analyzed for TrkB by western blotting. CD9 exosome marker was used as loading control.
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To determine whether TrkB receptor expression in
exosomes could modify the activation of surrounding cells
and communication with microenvironment, recipient
cells were treated with distinct exosomes. Whatever the
recipient cells, the exosomes were internalized. Treatment
of sh YKL-40 cells with pLKO exosomes significantly
restored their proliferation and their ability to enhance
HBMEC migration compared to sh YKL-40 cells alone.
By contrast, both mechanisms were affected in PLKO cells
treated by sh YKL-40 exosomes, depleted in TrkB. Thus,
we hypothesized that TrkB receptors contained in pLKO
exosomes could re-establish the biological functions of sh
YKL-40 cells. TrkB contained in pLKO exosomes could
support these functions. Indeed, inhibition of functional
rescue by K252a, a pan-Trk inhibitor [41], inhibiting
TrkB activation, suggested that TrkB is implicated in
these mechanisms, since TrkA was absent and TrkC was
unchanged whatever cell types. TrkB mRNA expression
level was unchanged in sh YKL-40 cells suggesting that
the increase of TrkB receptor into sh YKL-40 cells is
mainly due to its protein transfer through exosomes as
already demonstrated with c-kit [55]. Furthermore, the
transfer of TrkB may affect recipient cell signalling, since
TrkB phosphorylation was upregulated in sh YKL-40 cells
treated with pLKO exosomes. A similar mechanism has
been reported with c-kit-containing exosomes that activate
proliferation and PI3K dependent-signalling pathway [55].
Moreover, TrkB phosphorylation was slightly reduced
by treatment of pLKO cells with sh YKL-40 exosomes.
These results point out a new mechanism, depending on
the transfer of TrkB-containing exosomes, able to spread
aggressiveness and invasiveness to surrounding cells.

Xenografts in mice showed that YKL-40-inactivated
cells failed to induce tumors whatever the amount of
grafted cells. These data correlated with previous reports
showing that YKL-40-neutralizing-antibody treatment
blocks xenograft tumor growth [56]. Herein, we validated
that U87-MG cells inactivated for YKL-40 lose their
tumorigenic properties due to the lack of aggressive GSCs
[57]. Thus, the cross transfer of tumorigenic activity by
pLKO exosomes could not be determined in this condition.

However, tumors induced by pLKO cells treated by
sh YKL-40 exosomes significantly reduced their volumes,
proliferation rates and vascularization (decrease of CD31
expression) suggesting that exosome contents may inhibit
tumorigenic mechanisms by modulating angiogenesis.
These data correlated with previous study demonstrating
that anti-YKL-40 antibodies inhibited angiogenesis in
glioblastoma [58] supporting the functions YKL-40
in glioblastoma vascularization [51]. The inhibition of
tumor angiogenesis through exosomes from mesenchymal
stem cells, was also associated to a down-regulation of
VEGF expression [59]. By comparison to sh YKL-40,
pLKO tumor growth was unchanged after treatment
with pLKO exosomes, suggesting that the additional
effect on tumorigenic mechanisms is specific to YKL-40-
inactivated cells. The lack of neurotrophin receptors in sh

YKL-40 exosomes as shown in vitro, was not sufficient
to explain the reduction of YKL-40, TrkB, p75N™ and
sortilin expression in treated pLKO xenografts. Indeed,
the repeated addition of sh YKL-40 exosomes derived
from their inactivated cells, seemed to downregulate
cell proliferation and modulate differentiated cell state
in regards to Oct4, a specific GSC marker and YKL-40
expression depletion. Among the different microRNA
identified in GBM, one of them, miR-128a, is associated
to the down-regulation of YKL-40 expression in U 87-MG
cells [28]. Such mechanisms depending on miRNA could
be hypothesized. Indeed, the tumor growth inhibition
could also depend on variation contents of specific miRNA
transferred by sh YKL-40 exosomes.

In conclusion, we revealed the essential role
of exosomes in communication between cancer cells
and surrounding stroma and demonstrated that TrkB
expression in exosomes is required for inducing
aggressiveness phenotype. A similar mechanism was
already described with the transfer of activated oncogenic
tyrosine kinases receptor, EGFRVIII [§]. In this study, we
highlighted that according to the differentiation state and
YKL-40 expression, cancer cell-derived exosomes display
different neurotrophin expression in glioblastoma. TrkB
transfer depends on exosomes, which could contribute to
spread the aggressive phenotype to surrounding cells into
the microenvironment. Such a mechanism might play a
key role in a several types of human tumors. Since our
results indicate that TrkB is detected in exosomes from
plasma patients, its potential role as a biomarker should
be assessed on a large panel of glioblastoma patients and
its expression compared according to the glioma grade.

MATERIALS AND METHODS

Cell lines

Human GBM cell lines U87-MG were purchased
from American Type Culture Collection (ATCC). Three
different lentiviral plasmids (pLKO.1, Sigma-Aldrich)
containing shRNA sequences (Sigma-Aldrich) to YKL-
40 gene were used to generate a stable YKL-40 silenced
U87-MG cell line using the packaging cell line HEK-
293T [16]. HEK-293T cells were transfected by JetPEI
and pLKO-YKL-40 or empty pLKO plasmids (Invitrogen,
Life Technologies). Lentivirus particles were added
to U87-MG, and after 48 h infected cells were selected
with puromycin (1pg/mL) and YKL-40 silencing was
controlled by qPCR and western blotting analysis for each
clones (data not shown).

Two derived cell lines from U87-MG cells were
used in this study: human empty vector pLKO control
cells and sh YKL-40 cells. Human Brain Microvascular
Endothelial Cells (HBMECs, Lonza) were cultured as
described previously [16].
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Cell culture

pLKO and sh YKL-40 cell lines were grown
in complete medium containing Minimum Essential
Medium (MEM) (Lonza) supplemented with 10% FBS
(Life Technologies), 2% sodium bicarbonate, 1% sodium
pyruvate, 1% non-essential amino acids solution and
1% penicillin/streptomycin at 37 °C in a humidified
atmosphere of 5% CO, and 95% air.

To obtain neurospheres, sh YKL-40 cells and
pLKO cells were grown in defined medium (serum-free
neural stem cell medium) corresponding to Neurobasal/
Glutamax (Invitrogen) supplemented with 1% N2 and
2% B27 (Invitrogen) and 20 ng/mL epidermal growth
factor and fibroblast growth factor-2 (PeproTech) [34,
60]. After a 4-day culture, both cell lines formed primary
neurospheres. Primary neurospheres were dissociated and
sh YKL-40 cells (sh YKL-40-DM) or pLKO cells (pLKO-
DM) were seeded to form secondary neurospheres.

Treatments with a Pan —Trk inhibitor k252a (100
nM) or dimethyl sulfoxide (DMSO) for 24 h were
performed on 1.5 x 103 cells cultured in 6-well plates.

Quantitative reverse transcription-PCR (qRT-
PCR)

Qiagen RNeasy kit (Qiagen) was used to isolate
total RNA from cells at day 15 after lentiviral infection
as previously described [16]. Briefly, 100 ng cDNA was
used for each PCR reaction, performed with TagMan on
ABI Step One Plus real-time thermal cycler (Applied
Biosystems). PCR primers for both full-length and
truncated form of TrkB, sortilin, TrkC, p75N™®, NGF,
BDNF, NT3, YKL-40 and GAPDH mRNA were designed
and used for PCR amplification with Taq DNA polymerase
(Roche Diagnostics) (Supplementary Table S1).

Western blotting analysis

Cells and exosomes were lysed in lysis buffer
[50 mM Tris-Cl (pH 8.0), 150 mM NaCl, 1% NP-
40, 0.5% sodium deoxycholate, 0.1% SDS, 100pg/ml
phenylmethylsulphonyl fluoride, 0.5 pg/ml leupeptin,
and 1 pg/ml aprotinin]. Protein concentrations were
determined using a Micro BCA™ protein assay kit
(Pierce Biotechnology). Equal amounts of protein were
separated by sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis and transferred to PVDF membranes.
Membranes were blocked with 5% skim milk in TBS
containing 0.1% Tween-20 for 2 h at room temperature
and incubated with the appropriate primary and secondary
antibodies. Antibodies against CD63 (HPAO010088,
1/1000) and B-actin (A 5316, 1/10000) were purchased
from Sigma-Aldrich. Antibodies against YKL40
(ab77528, 1/1000), sortilin (ab16640, 1/1000), CD9
(ab92726, 1/1000) and HSP90 (ab13492, 1/1000),
TSG101 (ab30871, 1/1000) were obtained from Abcam.

Antibodies against TrkA (AF175, 1/200) TrkB (MAB397,
1/200), TrkC(AF1404, 1/200) and P75N™ (AF1157,
1/1000) were purchased from R&D System. Antibodies
against NT3 (5237SC, 1/1000), Sox2 (3579S, 1/1000),
Oct4 (27508, 1/1000) and flotillin (18634S, 1/1000) were
purchased from Cell Signaling Technology. Antibodies
against NGF (sc-548, 1/200) and BDNF (sc-20981, 1/200)
were purchased from Santa Cruz Biotechnology.

Cell sorting method

The cell sorting was performed by an antibody-
free elution method based on Sedimentation field-
flow fractionation (SAFFF) method, able to isolate
undifferentiated glioma stem cells as previously described
[34]. SAFFF is a gentle and non-invasive cell sorting
method by limiting cell-solid phase interactions by the use
of 1) an empty ribbon-like channel without a stationary
phase; and 2) the “hyperlayer” elution mode, a size/
density driven separation mechanism. The, large and less
dense cells are focused in the faster streamlines and are
eluted in first fraction (F1) while the small and dense cells
are eluted in last fraction (F3) [35, 61]. Cell sorting was
realized with pLKO or sh YKL-40 cells cultured in FCS-
containing medium as well as in defined-medium.

Exosomes purification and characterization

Exosomes were isolated from pLKO and sh YKL-40
cells cultured at 37°C in a humidified 5% CO2 atmosphere
in complete medium (MEM with 5% exosome-free FCS,
previously centrifuged for 16 h at 120,000 x g to remove
bovine exosomes). Cell supernatants were harvested
after 48 h in culture to purify exosomes by differential
centrifugation [37]. Briefly, supernatants were firstly
centrifuged at 16,500 x g for 30 min at 4°C. Next,
exosomes were pelleted by ultracentrifugation at 100,000
x g for 80 min at 4°C, washed in PBS and re-centrifuged at
100,000 x g for 2 h at 4°C. For each exosome preparation,
the concentration of total proteins was quantified by
BioRad protein assay kit (Bio-Rad, Hercules, CA).

Exosomes control by electron microscopy: vesicle
suspensions for electron microscopy were further diluted
1:10 with PBS and Sl suspension was applied to glow-
discharged formvar-carbon films on copper 200 mesh Ni
(Agar scientific). The adsorbed exosomes were negatively
stained with 1% aqueous uranyl acetate. The samples were
examined with a Jeol 1011 electron microscope (JEOL)
equipped with an AMT XR60B digital camera (Advanced
Microscopy Techniques).

Exosomes conditioning cell cultures: To study
effects of exosomes released from the two cell types on
recipient cells, 30pg/mL of exosomes derived from pLKO
cells were added to shYKL-40 cells. Inversely, 30pg/mL
of exosomes derived from shYKL-40 cells were added to
pLKO cells. After 24 hours, proliferation, migration assays
and western blotting were performed.

www.impactjournals.com/oncotarget 12 Oncotarget

151
T TN

Sandra Pinet | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2016
72N v



Internalization of exosomes in recipient cells
was visualized by using exosomes labelled with green
fluorescent dye PKH67 [40] and quantified by flow
cytometry.

Separation of vesicles on sucrose gradient

Exosomes purified from pLKO and sh YKL-40 cells
were resuspended in 400 pL PBS-2.5M sucrose, loaded
in a SW41 tube and overlaid with 15 successive 600 pl
layers of PBS containing decreasing concentrations of
sucrose (from 2.5 to 0.2 M). Tubes were centrifuged for 16
hours at 4°C at 200,000 g. 1 mL fractions were collected;
sucrose density was measured on an aliquot of each on
a refractometer, and fractions were diluted in 2 ml PBS,
ultracentrifuged at 100,000 g for 1 hour and resuspended
in lysis buffer before analysis by Western blotting [38].

Proliferation assays

BrdU cell proliferation assays (Calbiochem) were
carried out according to the manufacturer’s protocol. After
a 24-h cell exposure to exosomes, BrdU was added for 4 h
to the culture medium before measurement of absorbance
at dual wavelengths of 450 and 590 nm.

Invasion assays

Invasion assays were performed in BD Biocoat
Matrigel 24-well plates (BD Biosciences). Briefly, 25x10°
HBMECs were seeded in a transwell insert. Assays were
performed by inserting pLKO or sh YKL-40 cells in the
lower chamber or exosomes derived from these cells.
Then, pLKO cells previously treated with 30ug/mL sh
YKL-40 exosomes for 24h, or sh YKL-40 cells treated
with 30pg/mL pLKO exosomes for 24h, were added to
the lower chamber and incubated with HBMEC cells
during 20 h at 37 °C / 5% CO,. Then, HBMEC in the
upper chamber were stained with 50uM calcein AM (BD
Biosciences) for 30 min. Non-invading cells in the upper
part of the insert were carefully removed. Cells were
seeded in triplicate for each cell line. Five independent
assays were performed. Invading cells were visualized
using a fluorescence microscope MZFL3 (Leica).
Fluorescence intensity related to cell density by well was
quantified by ImageJ. Histograms are presented as means
+ SD.

Tumor xenografts in mice

Female NOD/SCID mice (Janvier, Saint Berthevin,
France) were injected subcutaneously with 1x10° pLKO
or sh YKL-40 cells in 50pL of PBS. Three groups of 15
mice per group were treated one week after cell injection
with either PBS/hydrogel (controls), 30pg/mL pLKO
exosomes/hydrogel or 30pg/mL sh YKL-40 exosomes/
hydrogel, bi-weekly for three weeks. Mice were evaluated

bi-weekly to measure tumor volumes (V= 0.5 (length
x width?) before sacrificing the animals (n=37). The
experimental procedures were in accordance with the
guidelines of Institutional Animal Care and the French
National Ethics Committee. All comparisons between
groups were performed by ANOVA using Statview
5.0 (Abacus Concepts). Differences were considered
significant at P<0.05.

Immunohistochemistry

Animals were sacrificed after four weeks and tumors
were removed. Hematoxylin—eosin (H&E) staining and
immunohistochemistry were performed on 4um serial
coronal sections from paraffin-embedded tumors. Tissue
sections were prepared as previously described [62].
Tissue sections were incubated with antibodies against
human Ki67 (1/50, Dako), CD31(1/30, Histonova), YKL-
40 (1/1000, Abcam), TrkB (1/200, R&D), p75N® (1/300,
Santa Cruz), sortilin (1/1000, BD bioscience) and Oct4
(1/200) according to the manufacturer’s instructions
(Boster Bioengineering Company Limited). Anti-rabbit
(1/1000) and anti-mouse (1/1000) immunoglobulins
HRP EnVision™+ system (Dakocytomation, Glostrup)
and DAB (DakoCytomation) were used for the staining
revelation.

Collection of plasma from glioblastoma patients

Plasma samples from 11 confirmed glioblastoma
patients before brain tumor surgery and 6 age-matched
controls were collected using the same protocol [36] after
informed consent and approval by the Ethics Committee
of the Limoges University Hospital (Protocol 141-2014-
08). These samples were kept at -80°C until use.

Statistical analysis

Treatments, proliferation assay, relative fluorescence
intensities, RT-qPCR and western blotting experiments
were compared to controls using Statview 5.0 software.
Data are presented as means +/- SD for at least three
independent experiments. Comparisons between groups
were analyzed by ANOVA or Student’s t-test. P<0.05 was
considered significant (*P<.05; **P<.01; ***P<.001).
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1.14. Implication des exosomes issus de cellules de glioblastome humain dans

les mécanismes de radiorésistance

1.14.1. Introduction et problématique

La radiothérapie augmente la survie des patients atteints de glioblastome.
Cependant, la récidive a lieu a lintérieur méme du volume irradié a dose
thérapeutique suggérant ainsi le développement de mécanismes résistance. Parmi
les hypothéses permettant d’expliquer 'émergence de ces mécanismes, on trouve
notamment le réle potentiel des CSCs. Nos travaux précédents, qui font référence au
transfert de récepteurs aux neurotrophines par les exosomes, démontrent que le
contenu de ces derniers peut varier selon I'état de différenciation et I'agressivité
cellulaire. La communication avec le microenvironnement est déterminante pour la
survie cellulaire tumorale. De méme, la survie a la suite de lirradiation dépend de
'émergence de clones résistants apparentés aux CSC. On peut considérer que les
exosomes et le matériel protéique et génétique qu’ils transférent pourraient
influencer la survie et participer a la récidive tumorale a la suite de l'irradiation. Cette
hypothése est confortée par leurs réles dans le transfert d’agressivité entre cellules
ainsi que par leur augmentation a la suite de l'irradiation (Arscott et al., 2013).
Plusieurs études antérieures permettent également d’étayer la fonction des
exosomes dans la résistance aux traitements, radio- et chimiothérapeutiques
notamment dans les cancers de la prostate, du rein, les cancers gynécologiques, ou
encore le mélanome (Grange et al., 2011; Lehmann et al., 2008; Liu et al., 2010;
Nieuwland et al., 2010).

Cependant, peu d’études ont évalué le réle des exosomes dans la radiorésistance du
GBM. Récemment, une étude confirme une augmentation de la sécrétion des
exosomes a la suite de l'irradiation cellulaire. Cette augmentation est dose et temps
dépendante et atteint un maximum 48 heures aprés l'irradiation cellulaire (Arscott et
al., 2013). D’autre part, les exosomes issus de cellules irradiées sont mieux
internalisés et présentent des changements de composition en ARNm et en
protéines, notamment en protéines impliquées dans les processus d’invasion.
L’activation des voies de signalisation passant par FAK (Focal Adhesion kinase)
dans les cellules cibles suggére que l'acquisition des propriétés d’invasion et de
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migration pourrait dépendre des exosomes provenant de cellules irradiées (Arscott et
al., 2013).

Cependant, jusqu’a présent aucune étude n’a été menée pour savoir si I'inhibition de
la sécrétion des exosomes pouvait modifier le profil de sensibilité des cellules aux

radiations ionisantes.

by

Mes travaux de thése visent ainsi a étudier l'implication des exosomes dans la
radiorésistance des cellules U87-MG de glioblastome humain et a déterminer si les

récepteurs aux neurotrophines pourraient étre des acteurs de cette radiorésistance.

1.14.2. Protocole expérimental

Pour plus de compréhension, le protocole expérimental est rappelé et détaillé, ainsi
que les différentes conditions utilisées (Figure 26).

Deux lignées cellulaires sont utilisées, une lignée de GBM humain U87-MG et une
lignée de GBM inactivées pour la protéine Rab27a appelée U87 shRab27a. Pour
chacune de ces lignées, trois conditions sont expérimentées a savoir, une condition
contréle, une condition dans laquelle les cellules subissent une irradiation de 7 Gy et
enfin une condition ou les cellules subissent une irradiation de 7 Gy puis un

traitement de 30 pg/mL d’exosomes issus de cellules U87-MG contrdle.

48 heures aprés et quelle que soit la condition expérimentale, les surnageants
cellulaires et les cellules sont récupérés. A partir des surnageants de culture, les
exosomes sont purifiés et une analyse protéique de leur contenu est réalisée par
western blot. A partir des cellules, soit des tests fonctionnels (étude de la prolifération
cellulaire et test de clonogénicité) sont effectués afin d’évaluer I'impact des
exosomes tumoraux dans les mécanismes de radiorésistance, soit une analyse

protéique est réalisée par western blot.
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Figure 26: Protocole expérimental 1.

Ensemencement cellulaire de 3 plaques par lignée cellulaire (3 plagues U87-MG et 3
plaques U87 shRab27a) a JO. Irradiation cellulaire (7 Gy) de 2 plaques par lignée
cellulaire a J1. Pour chaque lignée cellulaire (U87-MG et U87 shRab27a), trois
conditions seront testées (1 condition par plaque) : Témoins (T), irradiées (RT), et
irradiées avec ajout d’exosomes dérivés de cellules U87-MG en fin d’irradiation. 48h
aprés lirradiation cellulaire, les surnageants cellulaires contenant les exosomes sont
récupérés pour la caractérisation de leur contenu protéique par western blot, tandis
que les cellules sont récupérées pour la réalisation de tests fonctionnels et pour une
caractérisation protéique par western blot.
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1.14.3. Résultats

Afin d’étudier si les changements de sensibilité des cellules de GBM aux
rayonnements ionisants dépendent de la sécrétion des exosomes et des variations
de leur contenu, une lignée de GBM, dans laquelle la sécrétion des exosomes est
modifée, a été développée. Comme la protéine Rab27a est connue pour étre
nécessaire a la sécrétion exosomale (Ostrowski et al., 2010), son expression a été
inhibée, via I'utilisation de shRNA, dans la lignée de GBM humain U87-MG.

* Validation de I'extinction de Rab27a dans la lignée U87-MG

La premiére étape de notre travail a été de valider I'extinction du géne Rab27a dans
la lignée cellulaire U87 shRab27a puis de vérifier la capacité de ces cellules a

sécréter des exosomes.

La protéine Rab27a est trés faiblement exprimée dans la lignée cellulaire U87
shRab27a par rapport a notre lignée contrdle, quelles que soient les conditions
étudiées (Figure 27). Apres avoir validé notre modéle cellulaire, nous avons regarde

si I'extinction de Rab27a pouvait avoir un impact sur la sécrétion des exosomes.

La sécrétion d’exosomes tumoraux a été verifiee par Western Blot en recherchant
deux marqueurs spécifiques des exosomes: CD63 et CD9 (Figure 27). Aprés
purification, les exosomes issus de la lignée cellulaire U87-MG expriment les
tétraspanines CD63 et CD9. Cette expression augmente a la suite de l'irradiation des
cellules. Cependant, I'expression de ces 2 protéines est extrémement faible dans les
exosomes provenant de la lignée U87 shRab27a et ce quelle que soit la condition
suggerant une diminution de la quantité d’exosomes sécrétés (Figure 27).

Nos données concernant l'augmentation de la sécrétion des exosomes apres
irradiation sont en accord avec la littérature (Arscott et al., 2013). Nos premiéres
observations confirment également que l'extinction du gene Rab27a permet de
moduler la sécrétion des exosomes produits par les cellules de GBM.
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Figure 27 : Validation du modéle cellulaire et de la sécrétion exosomale.

(A) Expression de Rab27a dans les différentes conditions U87-MG et U87 shRab27a
Témoin (T), aprés radiothérapie (RT), et aprés ajout d’exosomes en fin d’irradiation
(RT+ exosomes) par western blot. (B) Expression des tétraspanines CD63 et CD9
dans les exosomes issus des cellules U87-MG et U87 sh Rab27a irradiées ou non.
Ces résultats sont issus de 3 expériences indépendantes.

Pour étudier la fonction des exosomes dans les mécanismes de radiorésistance, les
lignées U87-MG et U87 shRab27a ayant été irradiées subissent un traitement avec
30 pg/mL d’exosomes issus des cellules U87-MG non irradiés. Avant d’étudier les
changements fonctionnels survenant dans ces cellules a la suite des traitements
(radiothérapie + exosomes), le processus d’internalisation de ces derniers dans ces
mémes cellules a été vérifié (Figure 28).
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Figure 28 : Validation de l'internalisation des exosomes dans les cellules
cibles.

Localisations communes des protéines CD63-GFP et CD63 total (endogéne +
exogene) dans les lignées cellulaires U87-MG et U87 shRab27a aprés ajout
d’exosomes (CD63-GFP) en fin d’irradiation (RT + exosomes). Analyses
quantitatives de la protéine CD63-GFP superposée avec la CDG63 totale. Le
graphique représente le coefficient de Mander indiquant une colocalisation entre la
CD63-GFP et la CD63 totale. Ces résultats sont issus de 3 expériences
indépendantes avec au moins 20 a 30 cellules analysées par conditions.

Pour visualiser l'internalisation des exosomes dans les cellules réceptrices, les
cellules irradiées sont traitées avec des exosomes provenant de la lignée U87-MG
exprimant de maniére stable une protéine de fusion CD63-GFP. Le suivi et la
détection des exosomes sécrétés par ces cellules sont donc facilités par la présence
de la tétraspanine CD63 marqué a la GFP comme le confirme la colocalisation des
marquages obtenus avec un anticorps anti-CD63 et I'expression de la protéine
CD63-GFP en microscopie confocale dans les cellules U87-MG et U87 shRab27a
aprés radiothérapie.

Une internalisation des exosomes CD63-GFP dans les lignées U87-MG et U87
shRab27a est ainsi observée a la suite de [lirradiation. La fluorescence verte
punctiforme correspond aux exosomes ajoutés qui se retrouvent dans le traffic
endosomal de la cellule réceptrice. Ces derniers sont colocalisés avec la protéine
CD63 totale (CD63-GFP et CD63 endogéne), enrichie au niveau des exosomes et
des endosomes, fluorescent en rouge. La colocalisation est observée par I'apparition
d’'un marquage jaune résultant de la superposition du vert (CD63-GFP) et du rouge

(CD63 total). De plus, le coefficient de mander qui permet de déterminer le degré de
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colocalisation, montre une colocalisation significativement plus importante
(p=0.0019) des deux marquages dans la lignée cellulaire U87 shRab27a suggérant
ainsi que cette lignée internalise plus facilement les exosomes provenant de cellules
U87-MG native (Figure 28).

Aprés avoir vérifié la validité de notre modéle cellulaire et linternalisation des
exosomes, | ‘étude de [limplication des exosomes dans les mécanismes de
radiorésistance cellulaire a partir de tests fonctionnels (prolifération et test de
clonogénicité) est réalisée. En paralléle, les exosomes issus de ces cellules sont

récupérés pour la caractérisation de leur contenu protéique par western blot.

* Implication des exosomes dans la radiorésistance

La prolifération cellulaire est corrélée a I'incorporation du BrdU (bromodéoxyuridine),
au niveau de I'ADN néo-synthétisé révélée par un anticorps anti-BrdU. La
quantification se fait par un dosage spectrophotométrique a 450nm. Il existe une
différence entre les taux de prolifération des cellules U87-MG et U87 shRab27a en
conditions basales.

48h aprés irradiation, les 2 lignées cellulaires proliférent significativement moins que
leurs témoins (p<0,001). A Tlinverse, l'ajout d’exosomes (500 pg/mL) en fin
d’irradiation augmente significativement le taux de prolifération (p<0,001) dans les 2
lignées cellulaires (Figure 29). Afin de déterminer si 'augmentation de la prolifération
et/ou de la radiorésistance était due a [lactivation ou I'émergence de clones
résistants possédant des propriétés de CSC, nous avons évalué les propriétés
d’auto-renouvellement des cellules cibles. Des tests de clonogénicité (CFU) ont ainsi
été effectués sur les cellules U87-MG et shRab27a irradiées ou non et ayant été
traitée ou non avec des exosomes (Figure 29).

Les résultats obtenus semblent similaires a ceux du test de prolifération suggérant
que l'augmentation de la prolifération a la suite du traitement par les exosomes
pourrait dépendre d’'une activation des propriétés d’auto-renouvélement des CSC.
On remarque cependant que l'inactivation du géne Rab27a entraine une diminution
de moitié de la capacité des cellules a reformer des clones par rapport a la lignée
U87-MG native. Dans les deux lignées, la radiothérapie diminue significativement la
capacité des cellules a reformer des clones pour la lignée U87-MG (p= 0,0005) et
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pour la lignée U87 shRab27a (p=0.0053). Cependant, I'exposition aux exosomes de
U87-MG aprés radiothérapie rétablit les propriétés de clonogénicité des 2 lignées
cellulaires comme le prouve 'augmentation significative du nombre de clones formés
pour la lignée U87-MG (p= 0,0042) et pour la lignée U87 shRab27a (p=0.019) (figure
29). L'’ensemble de ces résultats suggére que les exosomes de GBM favorisent la
prolifération et I'activation des propriétés d’auto-renouvellement dans les cellules

traitées.
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Figure 29 : Etude de I'effet des exosomes U87-MG sur la prolifération et la
clonogénicité de cellules U87-MG et U87 shRab27a aprés irradiation.

(A) Test de Prolifération par BrdU dans les différentes conditions U87-MG et U87
shRab27a Témoin (T), aprés radiothérapie (RT), et aprés ajout d’exosomes en fin
d’irradiation (RT+ exosomes). Ces résultats sont issus de 3 expériences
indépendantes. ***p<0,001. (B) Test de clonogénicité dans les différentes conditions
U87-MG et U87 shRab27a Témoin (T), apres radiothérapie (RT), et aprés ajout
d’exosomes en fin d’irradiation (RT+ exosomes). Histogramme résumant les
différentes variations. Ces résultats sont issus de 2 expériences indépendantes.
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Etant donné que nos premiers travaux nous ont conduits a étudier la dissémination
de l'agressivité tumorale et I'implication des récepteurs aux neurotrophines et de
leurs ligands dans le transfert d’agressivité via les exosomes. Nous avons étudié
'implication des facteurs neurotrophiques dans les mécanismes de radiorésitance

observés a la suite du transfert d’exosomes.

* Etude du transfert par les exosomes des récepteurs des neurotrophines dans
les mécanismes de radiorésistance

Les récepteurs EGFR, TrkB, P75"™® ainsi que leur co-récepteur la sortiline pouraient
étre transférés aux cellules cibles via les exosomes. L'étude de limplication du
contenu protéique des exosomes a été réalisée par western blot. L’actine a servi de
protéine de référence dans les cellules et le CD9 de marqueur spécifique des

exosomes (Figure 30).

L’expression de 'EGFR, au niveau cellulaire est constante apres irradiation alors
qu’elle augmente apres traitement aux exosomes dans les 2 lignées cellulaires par
rapport au témoin non traité. L'analyse de son expression dans les exosomes
sécrétés par les cellules irradiées et traitées au préalable par les exosomes d’'U87-
MG montre une augmentation similaire a celle du marqueur CD9 (Figure 30).

L’expression de TrkB, dans les cellules U87-MG diminue aprés irradiation.
Cependant I'ajout d’exosomes permet de rétablir 'expression basale de TrkB. Dans
la lignée U87 shRab27a, cette expression augmente aprés irradiation avec ou sans

traitement aux exosomes et varie dans le méme sens que CD9 (Figure 30).

L’expression de la Sortiline dans les 2 lignées cellulaires disparait apres irradiation
mais celle-ci est restaurée aprés traitement par les exosomes issus de la lignée U87-
MG. Dans les exosomes issus des cellules U87-MG, quelle que soit la condition,
I'expression de la sortiline semble stable. Cependant pour les exosomes issus de la
lignée U87 shRab27a, elle est exprimée aprés radiothérapie et ajout d’exosomes
(Figure 30).

Concernant p75"™R, dans les cellules U87-MG, son expression diminue aprés
radiothérapie et comme précédemment pour TrkB est rétablie aprés ajout
d’exosomes. Dans les cellules U87 shRab27a, 'expression de p75 V'~ augmente

aprés irradiation mais non apres ajout d’exosomes. Dans les exosomes issus des
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NTR
5

cellules U87-MG, I'expression de p7 augmente aprés radiothérapie et de fagon

surprenante diminue quand la radiothérapie est suivie d’un traitement aux exosomes.

5NTR est

Dans les exosomes issus des celules U87 shRab27a, I'expression de p7
élevée en condition basale et diminue aprés radiothérapie avec ou sans traitement

aux exosomes (Figure 30).

En conclusion, ces résultats indiquent une augmentation de I'expression de 'EGFR,
TrkB et la sortiline dans les deux lignées cellulaires apres traitement aux exosomes.
L’hypothése selon laquelle TrkB et la sortiline seraient transférés aux cellules via les

exosomes est confortée par nos travaux précédents (1% article). Les variations

d’expression de p75"'® entre les deux lignées restent difficiles & interpréter.
Cellules Exosomes
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Figure 30 : Analyse de I’expression de 'EGFR, p75NTR, TrkB et la sortiline.

Expression de 'EGFR, p75"®, TrkB, Sortiline, et Actine/CD9 dans les cellules (a
gauche) et dans les exosomes (a droite) dans les différentes conditions U87-MG et
U87 shRab27a Témoin (T), aprés radiothérapie (RT), et aprés ajout d’exosomes en
fin d’irradiation (RT+ exosomes) par Western Blot. Ces résultats sont issus de 2
(p75"™R, TrkB) a 3 (EGFR, Sortiline, CD9) expériences indépendantes.
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1.15. Communication des cellules de GBM avec les cellules souches

mésenchymateuses via le transfert d’exosomes.

1.15.1. Introduction et problématique

Les cellules souches mésenchymateuses (CSM), également nommées cellules
souches stromales correspondent a une population hétérogéne de cellules souches
adultes retrouvées dans un grand nombre de tissus et organes comme la moelle
osseuse, le tissu adipeux, etc. Elles ont été isolées comme une population cellulaire
clonogénique non-hématopoiétique a partir de la moelle osseuse capable de se
différencier en ostéoblastes (Bianco et al., 2008). Ces cellules sont multipotentes,
c’est-a-dire qu’elles peuvent se différencier selon différents lignages, principalement
adipogénique, chondrogénique et ostéogénique. Bien que leurs fonctions ne soient
pas toutes élucidées, les CSM jouent un réle important dans la réparation tissulaire
puisqu’elles présentent des propriétés immunomodulatrices spécifiques avec une
action immunosuppressive et anti-inflammatoire (Marigo and Dazzi, 2011).

De nombreuses études mettent en évidence la présence de CSM dans le
microenvironnement tumoral ou elles sont attirées par une sécrétion tumorale
paracrine de type lésionnel chronique (IL-8, TGF-B1, NT-3,...). A ce niveau, elles
vont pouvoir favoriser la progression tumorale grace leurs propriétés
immunomodulatrices et pro-angiogéniques (sécrétion de VEGF ; Vascular endothelial
Growth Factor) (Chang et al., 2014; Marigo and Dazzi, 2011). Dans les cancers des
voies aerodigestives supérieures, les cellules tumorales sont capables de modifier le
phénotype des CSM qui répondent en sécrétant des facteurs favorisant I'invasion
tumorale (Mishra et al., 2008). Cette communication entre cellules tumorales et CSM
pourrait également dépendre du transfert de matériel génétique et protéique via les

exosomes (Chowdhury et al., 2014).

Dans le contexte du GBM, il existe peu d’études portant sur les liens pouvant exister
entre cellules tumorales et CSM. Il a été néanmoins montré que des CSM exogénes
pouvaient migrer et présenter un tropisme spécifique pour les tumeurs gliales in vitro
(Pendleton et al., 2013b) et in vivo (Hong et al., 2014, Liu et al., 2014; Nakamizo et
al., 2005). De plus, l'activation du comportement migratoire des CSM serait
dépendante de l'activité proliférative des cellules souches cancéreuses (Liu et al.,

2014). Cependant la plupart de ces études ont été menées dans le but d’utiliser les
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CSM en tant que vecteurs thérapeutiques, en particulier pour abolir la
chimiorésistance des CSC (Munoz et al., 2013b). Par ailleurs, une étude démontre la
présence de CSM endogénes associées au gliome de différentes origines (3 groupes
geénetiques distincts). Ces cellules augmentent, in vitro, la prolifération et I'auto-
renouvelement des CSC de glioblastome favorisant ainsi le maintien du caractere
souche de ces cellules, leurs capacités prolifératives ainsi que leur tumorigénicité
bien qu’elles ne soient pas intrinsequement tumorigéniques (Hossain et al., 2015b).
Ces CSM associées au gliome représentent une nouvelle composante stromale
capable de contrbler I'agressivité des CSC de glioblastome. A l'inverse, pour exercer
un contréle sur le microenvironnement les cellules de GBM ont besoin de
communiquer avec les CSM. Nous avons donc émis I'hypothése selon laquelle les
exosomes de GBM pourrait étre captés par les cellules du microenvironnement,
telles que les cellules souches mésenchymateuses afin d’induire leur
transformation phénotypique. Notre démarche expérimentale a donc été la

suivante ;

Dans un premier temps, l'internalisation des exosomes de GBM par les cellules du
microenvionnement tumoral, a savoir des astrocytes sains a différents stades de
différenciation et des cellules souches mésenchymateuses a été étudiée. Afin
d’évaluer l'effet des exosomes tumoraux sur les cellules réceptrices, des cellules
souches mésenchymateuse issues de la moelle osseuse ont été traités avec des
exosomes issus de cellules U87-MG de GBM humain présentant différents stades
d’agressivité. A la suite du traitement, des modifications phénotypiques
(différenciation) et fonctionnelles (prolifération, viabilité, mobilité / migration) des CSM
ont été recherchées. Dans un second temps, limpact de radiothérapie sur la
modulation du phénotype des CSM par des exosomes issus de GBM a été
recherché. Enfin, nous avons déterminé si les CSM ainsi « éduquées » par les
cellules de GBM étaient susceptibles d’émettre des signaux tumorigéniques

(favorisant 'angiogenése et la croissance tumorale).

1.15.2. Protocole expérimental

Pour plus de compréhension, le protocole expérimental est rappelé et détaillé, ainsi
que les différentes conditions utilisées (Figure 31).

Sandra Pinet | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2016 168
7N v L § N N



Deux lignées cellulaires sont utilisées, une lignée de GBM humain U87-MG et une
lignée de de GBM inactivées pour la protéine CHI3L1 (YKL-40) appelée U87
shCHI3L1. Ces deux lignées, ont été cultivées soit en milieu différenciant (contenant
du SVF 10%) soit en milieu défini (dépouvu de SVF) qui permet un enrichissement
en cellules souches cancéreuses. Enfin les cellules issues de ces différentes

conditions ont été soumises ou non a la radiothérapie (7 Gy).

48 heures aprés et quelle que soit la condition expérimentale, les surnageants
cellulaires sont récupérés. A partir des surnageants de culture, les exosomes sont
purifiés et ajoutés sur une culture primaire de cellules souches mésenchymateuses
issues de la moelle osseuse (BM-MSC) Dans un premier temps, une analyse
morphologiques des BM-MSC traités ou non aux exosomes est effectué. Dans un
second temps, des tests fonctionnels (étude de la viabilité et de la prolifération
cellulaire et test d’invasion) sont réalisés et dans un troisieme temps une analyse

protéique est réalisée par western blot et immunofluorescence.
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Figure 31 : Protocole expérimental 2.

Deux lignées de GBM humain U87-MG et U87 shCHI3L1, présentant des degrés
d’agressivité différents, sont utilisées. En paralléle, ces deux lignées sont cultivées
en milieu défini, de fagon a enrichir la population en cellules souches cancéreuses.
Enfin, un stress cellulaire, correspondant a une irradiation de 7Gy, est appliqué sur
ces deux lignées. Les exosomes, issus de ces différentes conditions, sont ensuite
isolés et purifiés et déposés sur des cellules souches mésenchymateuses. Des
analyses morphologiques, protéiques ainsi que des tests fonctionnels sont ensuite

réalisées sur ces CSM.
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1.15.3. Résultats

* Analyse de [linternalisation d'exosomes de GBM sur différents types
cellulaires du microenvironnement

Afin de démontrer que la tumeur est capable de moduler son microenvironnement
via le transfert d’exosomes, nous avons d’abord vérifié que les exosomes de GBM
pouvaient étre internalisés par différentes cellules du microenvironnement tumoral

(astrocytes sains et cellules souches mésenchymateuses).

» Analyse de l'internalisation d’exosomes de GBM sur différentes populations
astrocytaires :

by

Dans un premier temps, nous avons cherché a différencier les niveaux
d’incorporation des exosomes issus de la lignée C6 (GBM de rat) selon le degré de

maturité des populations astrocytaires de rat.

Pour déterminer si I'incorporation des exosomes tumoraux pouvait étre modulée par
le stade de différenciation des cellules réceptrices saines, un tri cellulaire par SAFFF
a préalablement été effectué a partir de cortex de rats nouveau-nés de facon a
obtenir les différentes sous-populations d’astrocytes (Sarrazy et al., 2013). Cette
méthode a permis d’éluer une premiere fraction F1, composée de cellules matures
différenciées et une, éluée plus tardivement, la fraction F3, composée de cellules

immatures (Sarrazy et al., 2013).

L’incorporation d’exosomes (30 ug/mL), issus d’une lignée C6 de GBM de rat, a été
visualisée dans des astrocytes sains de rat a 24h de traitement. L’internalisation des
exosomes a pu étre observée aprés un marquage préalable de ces derniers au

PKH26 permettant de visualiser en rouge la membrane des exosomes (Figure 32).

Les résultats indiquent une faible internalisation des exosomes (fléches) lorsque
ceux-ci sont mis en contact avec les astrocytes issus de la fraction F1 (Figure 32).
Cependant au niveau des cellules plus immatures (F3), les exosomes sont
internalisés en grande quantité (Figure 32). Cette différence d’internalisation pourrait
s’expliquer par un changement de composition de la membrane plasmique selon le
stade de maturité des astroctytes. En effet, les astrocytes les plus immatures
pourraient exprimés a leur surface un récepteur spécifique impliqué dans
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internalisation des exosomes. La différenciation cellulaire pourrait réguler
négativement son expression conduisant a une perte de reconnaissance des
exosomes tumoraux par les astrocytes matures. Par la suite, des analyses
morphologiques et phénotypiques ainsi que des tests fonctionnels (prolifération,
migration) (données non montrées) n‘ont pas permis de démontrer I'impact

d’exosomes de GBM sur des astrocytes sains.

Figure 32 : Analyse de l'internalisation des exosomes C6 sur les différentes
fractions d’astrocytes sains.

Photographies de microscopie a fluorescence de cellules GFP traitées aux
exosomes C6 marqués au PKH26. (A) Photographies de cellules de la fraction F1.
(B) Photographies de neurosphéres en suspension. La colonne de gauche
représente les cellules GFP, celle au centre représente les exosomes marqués au
PKH26 et celle de droite correspond a la superposition des deux premiéeres
colonnes. (barre d’échelle = 50 uym)

Face a ce constat et en prenant en compte les données de la littérature, nous avons

cherché a identifier I'impact d’exosomes de GBM sur des cellules souches

mésenchymateuses.
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* Impact des exosomes issus de U87-MG sur le phénotype des cellules
souches mésenchymateuses issues de moelle osseuse (BM-CSM)

Dans un premier temps, I'impact des exosomes de GBM sur la morphologie de

cellules souches mésenchymateuses issues de moelle osseuse a été étudiée.

» Modifications morphologiques des CSM aprés traitement aux exosomes :

BM-MSC non traitées
N :

+ exosomes U87-MG + exosomes U87 shCHI3L1

milieu différenciant milieu défini milieu différenciant milieu défini

Témoin

Figure 33 : Photographies en microscopie a contraste de phase de BM-MSC
traitées ou non aux exosomes.

Les BM-MSC sont traitées avec 30 ug/mL d’exosomes produits par les cellules U87-
MG ou U87 shCHI3L1 irradiées (RT) ou non (Témoin) et cultivées en milieu
différenciant (complet) ou en milieu défini.

Les BM-MSC sont des cellules adhérentes a morphologie fibroblastique. L’ajout
d’exosomes U87-MG, cultivées en milieu complet (Figure 33-A), semble affecter la
densité cellulaire sans modifier la morphologie. Lorsque les exosomes proviennent
de cellules U87-MG irradiées cultivées en milieu différenciant (Figure 33-C),

certaines cellules acquiérent une morphologie fibroblastiques organisées en colonies
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(non montré) et d’autres présentent un changement morphologique avec émission de
prolongements cytoplasmiques. Les exosomes de U87-MG provenant de cellules
cultivées en milieu défini (Figure 33-B et -D) semblent induire une augmentation de la
densité cellulaire des BM-MSC associée a des modifications morphologiques
conduisant a un aspect de cellule nerveuse de petite taille possédant un corps
cellulaire étoilé avec des prolongements cytoplamiques.

Une morphologie étalée ainsi que la présence de cellules étoilées sont retrouvées
pour la majorité des BM-MSC cultivées en présence d’exosomes issus de cellules
U87 shCHI3L1 (Figure 33-E et -F). En revanche, peu de cellules BM-MSC sont
visibles quand elles sont traitées avec des exosomes issus des cellules U87
shCHI3L1 irradiées (Figure 33-G et -H) suggérant une mortalité cellulaire aprés

irradiation.

Face a ces changements morphologiques, I'impact des exosomes de GBM sur la
modulation du phénotype des BM-MSC a été recherché.

» Modifications de I'expression protéiques des CSM apres traitement aux
exosomes

Les données de la littérature montrent que les exosomes de cellules tumorales
peuvent influencer la différenciation des CSM vers des cellules de types
fibroblastiques (Mishra et al., 2008). Un marqueur protéique spécifique de ce type de
cellule est 'a-SMA (Actine a du muscle lisse). Les changements d’expression de
plusieurs marqueurs exprimés spécifiquement par les cellules de type
mésenchymateux et souches (N-cadhérine et CD44), totalement absents des cellules
de type épithélial, ont été analysés. L’actine a servi comme précédemment de témoin
de la charge protéique et permet de normaliser les résultats obtenus (Figure 34).
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Figure 34 : Modifications de I’expression de protéines liées a I'état souche et a
la différenciation fibroblastique des BM-MSC.

L’expression des protéines a-SMA, N-cadhérine et CD44 a été recherché, par
western blot, dans les BM-MSC traitées ou non avec des exosomes issus de la
lignée U87-MG ou U87 shCHI3L1 irradiée (RT) ou non.

L'expression de différentes protéines ; a-SMA, N-cadhérine et CD44 est recherchée
dans les BM-MSC traitées ou non avec des exosomes issus de différentes conditions
(Figure 34).

Aprés exposition aux exosomes de U87-MG irradiés ou non, linduction de
I'expression de I'a-SMA suggére une différenication des CSM vers un lignage de type
fibroblastique (Figure 34 et 36). Ceci n'est pas observé dans le cas du contrile
correspondant aux BM-MSC traitées au PBS1X. De plus, I'expression de I'a-SMA
semble un peu moins importante quand les CSM sont traités avec des exosomes
shCHI3L1 irradié ou non (Figure 34). L'irradiation ne semble pas altérer 'expression
de ce marqueur. L'expression de la N-cadhérine n’est pas modifiee comme le

confirme I'abscence de variations du ratio N-cadhérine/ actine, ce qui suggére le
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maintien d’un phénotype mésenchymateux (Figure 34). Néanmoins, on constate une
diminution de I'expression de CD44 aprés traitement par les exosomes et ce quelles

que soient les conditions considérées (Figure 34).

Les niveaux d’expression d’autres protéines ont également été analysés dans les
BM-MSC (figure 35): I'expression de 'EGFR est en relation avec la transformation
oncogénique. L'expression de récepteur oncogeénique tels que 'EGFR est en relation
avec les changements de I'agressivité des cellules tumorales. La GFAP (Glial Acidic
Fibrillary Protein) est un filament intermédiaire spécifiquement exprimé dans les
cellules gliales. RUNX2 est un facteur de transcription impliqué dans l'orientation de
la difféerenciation des CSM vers un lignage ostéoblastique et de maniére intéressante
son expression a également été reliée a la transformation tumorale, en particulier

dans les gliomes (Vladimirova et al., 2008).
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Figure 35: Modification de I’expression des protéines EGFR, GFAP et Runx2.

L’expression des protéines EGFR, GFAP et Runx2 a été recherché, par western blot,
dans les BM-MSC traitées ou non avec des exosomes issus de la lignée U87-MG ou
U87 shCHI3L1 irradiée (RT) ou non.

Suite au traitement des BM-MSC par les exosomes U87-MG, on observe une
augmentation de I'expression de 'EGFR dans le cas ou les exosomes proviennent
de cellules U87-MG non irradiées (Figure 35). Cela pourrait s’expliquer par un
enrichissement important de 'lEGFR au sein des exosomes U87-MG en condition

basale.

De facon surprenante, les exosomes U87-MG induisent une expression de la GFAP,
protéine absente dans les BM-MSC non traitées (Figure 35 et 36). Ces effets sont
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plus restreints quand les BM-MSC sont traitées avec des exosomes U87 shCHI3L1

issus de cellules cultivées en milieu différenciant.

Par ailleurs les exosomes U87-MG et shCHI3L1 induisent I'expression du facteur de
transcription Runx2 dans les BM-MSC alors que cette protéine n’est pas détectée
dans les BM-MSC témoins (Figure 35). Ces résultats suggérent que les exosomes
de GBM pourraient amorcer un phénoméne de transformation oncogénique des
CSM.

BM-MSC

GFAP a-SMA nuclei merge

non traitées

+ exosomes U87-MG

Figure 36 : Modification de I’expression des protéines GFAP et aSMA.

L’expression de la GFAP et de I' aSMA a été recherchée, par immunofluorescence
indirecte, dans les BM-MSC traitées ou non avec des exosomes issus de la lignée
u87-MG.

Face aux modifications phénotypiques observées, I'impact des exosomes de GBM

sur la fonctionnalité des BM-MSC a été recherché.
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* Effets des exosomes issus de U87 MG sur la prolifération, la survie et la
migration des cellules souches mésenchymateuses issues de moelle osseuse
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Figure 37 : Effets des exosomes sur la survie, la prolifération et la migration
des BM-MSC.

La viabilité cellulaire (test XTT), la prolifération cellulaire (test BrDU) et la migration
cellulaire (chambre de Boyden) des BM-MSC traitées ou non avec des exosomes
issus de la lignée U87-MG ou U87 shCHI3L1 irradiée (RT) ou non ont été recherché.

Dans un dernier temps, I'impact fonctionnel des exosomes issus de cellules U87-MG
et U87 shCHI3L1 cultivés en milieu différenciant, irradiés ou non, sur les BM-MSC a

éte etudie (Figure 37).

La viabilité ainsi que la prolifération des BM-MSC varient dans le méme sens en
fonction du traitement aux exosomes appliqués. En effet, seules les cellules BM-
MSC traitées avec des exosomes U87-MG présentent une augmentation significative
de la prolifération et de la survie cellulaire. En revanche, les exosomes U87-MG
irradiés produisent I'effet inverse sur la survie cellulaire et ils n'ont aucun impact sur
la prolifération. Pour les BM-MSC traitées avec des exosomes U87 shCHI3L1
irradiés ou non, la profifération et la survie ne sont pas affectées. Cependant le profil
de migration des BM-MSC traitées ou non varie en sens inverse de celui de la
prolifération. Les exosomes U87-MG non irradié et shCHI3L1 n’influencent pas la
migration des BM-MSC alors que les exosomes U87-MG irradiés augmentent la
migration des BM-MSC. L’'impact des exosomes de GBM sur les BM-MSC semble
dépendant de I'état d’activation des cellules sécrétrices.
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Discussion générale

Les glioblastomes sont des tumeurs particulierement agressives et présentent un
taux de survie qui ne dépasse pas 15 mois. L’échec des thérapies actuelles (chimio
et radiothérapies) est lié a la résistance intrinseque des cellules tumorales, et le
caractere infiltrant de ces tumeurs a pour conséquences des récidives locales
importantes. De plus, le caractére hétérogéne de ces tumeurs implique I'existence
d’'une sous-population cellulaire, les cellules souches cancéreuses (CSC),
responsable de [initiation et du maintien des GBM. Elles partagent des
caractéristiques communes avec les Cellules Souches Neurales (CSNs) a savoir la
capacité d’auto-renouvellement, la multipotence et le maintien du stade indifférencié.
Les CSC interagissent de fagon bidirectionnelle avec le microenvironnement tumoral.
En effet, le microenvironnement semble jouer un réle déterminant dans le maintien
de leurs propriétés (Alison et al., 2010). A l'inverse, les CSC communiquent avec le
stroma environnant de maniére dynamique, de fagon a controler et détourner ce
dernier au profit de la tumeur. C’'est par la sécrétion de facteurs solubles ou le
relargage d’exosomes dans le milieu extracellulaire que s’effectue le contrdle sur le

microenvironnement.

L’étude de ces interactions entre les CSC et le microenvironnement via les
exosomes est d’un intérét majeur puisqu’elle permettra de mieux comprendre les
mécanismes d’échappement thérapeutique de la tumeur, mais aussi d’identifier de

nouveaux biomarqueurs circulants en neuro-oncologie.

Les neurotrophines sont une famille de facteurs de croissance initialement identifiés
dans le systéme nerveux (Lee and Chao, 2001) et sont impliquées dans I'agressivité
de plusieurs tumeurs solides (Thiele et al., 2009). La surexpression des récepteurs
aux neurotrophines a été montrée dans le cancer colorectal ainsi que dans de
nombreux cancers (Akil et al., 2011; Lawn et al., 2015). lls contribuent également a
la survie et a la croissance des CSCs de GBM favorisant I'agressivité et la résistance
thérapeutique (Forsyth et al., 2014; Johnston et al., 2007; Lawn et al., 2015).

Mes travaux de these ont portés sur la recherche de nouvelles cibles thérapeutiques
potentielles du GBM, a savoir les neurotrophines et leurs récepteurs ainsi que les

exosomes. La premiére partie de ce travail a été consacrée au transfert des
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neurotrophines et de leurs récepteurs via les exosomes et a leur fonction sur la
modulation de la survie, de l'agressivité et de la radiorésistance tumorale. La
seconde partie de mon travail de thése a porté sur I'impact des exosomes tumoraux
dans la communication des cellules cancéreuses avec les cellules saines et plus

particulierement avec les cellules souches mésenchymateuses.

1.16. Les exosomes sont des vecteurs d’agressivité tumorale

La premiere partie de nos travaux met en évidence de nouveaux mécanismes
impliqués dans l'agressivité du GBM et notamment le transfert des récepteurs aux

neurotrophines par les exosomes.

La propagation de I'agressivité cellulaire au microenvironnement dépend, en partie,
de la sécrétion d’exosomes tumoraux (Keller et al., 2006; Nakano et al., 2015).
Comme nos résultats préliminaires ont démontré la présence du récepteur TrkB dans
les exosomes de GBM, nous avons supposé que son transfert pourrait promouvoir la
tumorigenése au méme titre que 'EGFRVIII (Wilson et al., 2014; Al-Nedawi et al.,
2008). Cependant, méme si les exosomes transportent des protéines oncogéniques,
leur perte pourrait conduire a la différenciation cellulaire et de ce fait étre critique
pour la progression tumorale (Bauer et al., 2011).

1.17. CHI3L1, un outil pour moduler I’agressivité tumorale

Notre équipe a précédemment mis en évidence une signature spécifique des CSC
de GBM dans laquelle le géne CHI3L1 est surexprimé a la fois dans la lignée
cellulaire U87-MG et dans des cultures primaires issus de patients, cultivée en milieu
défini (Cheray et al., 2011). Cette protéine est déja largement associée a I'agressivité
des cellules cancéreuses dans de nombreux cancers (Cintin et al., 2002; Jensen et
al., 2003; Shao et al., 2011). De plus, sa surexpression (gene et protéine) dans les
CSCs de GBM suggére que YKL-40, la protéine codée par CHI3L1 joue un rdle clé
dans I'émergence des clones résistants composés de CSC (Cheray et al., 2011).

L’inactivation de CHI3L1 conduit a une perte du caractére souche des cellules
tumorales se traduisant par une diminution des propriétés d’agressivité des cellules.
La corrélation entre agressivité et expression des récepteurs des neurotrophines a
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été recherchée dans les cellules de GBM en fonction de leur état de différenciation
cellulaire. Les exosomes représentent une source de biomarqueurs circulants qui
peuvent étre modifiée en fonction du statut de différenciation des cellules sécrétrices.
L’analyse de leur contenu permettra de déterminer si leur composition peut
influencer le contréle du microenvironnement notamment via le transfert des

récepteurs aux neurotrophines.

L’inhibition de CHI3L1 induit a la fois une diminution de la prolifération et de la
migration des HBMEC, deux propriétés contribuant a renforcer I'agressivité et la
survie cellulaire tumorale. Ces données, en accord avec la littérature (Shao et al.,
2009), confirment ainsi l'importance de YKL- 40 dans le contrble des cellules
endothéliales vasculaires et de I'angiogenése tumorale (Francescone et al., 2014; Ku
et al., 2011). Comme YKL- 40 est considéré comme un marqueur mésenchymateux
exprimé dans les gliomes de haut grade, son inhibition conduit @ une réduction
significative de la formation de neurosphéres associée a une perte des principaux
marqueurs de CSC, a savoir I'épitope glycosylé AC133, Oct4 et Sox2 (Phillips et al.,
2006). Ces données corrélées avec le profil d'élution par SdFFF des cellules,
confirme la perte des cellules indifférenciées. L’ensemble de nos données suggére
que la diminution des propriétés fonctionnelles est étroitement liée au changement
d’état de différenciation observé dans la lignée sh YKL- 40. La diminution de la
prolifération, de I'angiogenése ainsi que de la capacité des cellules a former des
neurospheres secondaires, suggerent que la lignée sh YKL-40 a acquis un
phénotype moins agressif. Cette perte d’agressivité cellulaire peut s’expliquer par la
perte du pool de cellules indifférenciées apparentées aux CSC, comme le démontre
le profil d'élution général des lignées par SAFFF.

1.18. Changement du niveau d’expression des neurotrophines et de leurs

récepteurs selon le grade d’agressivité des cellules

Aprés avoir validé notre modéle cellulaire, a savoir l'inhibition de I'expression de
YKL-40, nous avons recherché si lI'expression des neurotrophines et de leurs
récepteurs pouvait varier en fonction du phénotype agressif des cellules. La mise en
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culture des cellules U87 pLKO contrdle en milieu défini conduit a un enrichissement
en CSC, en accort avec les données de la littérature (Yu et al., 2008b) et une
augmentation de I'expression des protéines YKL-40, TrkB et TrkC . Ce résultat est en
accord avec leur fonction avérée dans l'agressivité, la croissance et la survie des
CSC (Forsyth et al., 2014; Lawn et al., 2015). Il en va de méme pour les ligands
BDNF et NT3, ainsi que le co-récepteur des neurotrophines, la sortiline, qui est

également surexprimée.

A Tinverse, l'inhibition de CHI3L1 diminue significativement I'expression de TrkB,
p75NTR
différenciation cellulaire. Cette diminution d’expression pourrait également bloquer

et de la sortiline suggérant ainsi que cette expression dépend du statut de

leur réle dans la prolifération et la croissance des CSC de GBM. Outre ces
changements cellulaires, le secrétome pourrait lui aussi étre impacté conduisant
alors a des modifications dans la communication de la cellule cancéreuse avec son
environnement. Des études ont précédemment montré que 'agressivité cellulaire du
GBM pouvait étre meédiée par le transfert de 'TEGFRUVIIl au sein des exosomes. Ces
exosomes sont en effet capables de transporter et de transférer le récepteur
oncogéne EGFRUVIIl a aux cellules de la masse tumorale ne I'exprimant pas. Un
mécanisme similaire basé sur le transfert de récepteurs aux neurotrophines via les
exosomes et capable de moduler I'agressivité des cellules réceptrices pourrait exister
dans le GBM.

1.19. Les récepteurs des neurotrophines peuvent-ils étre transférés par les

exosomes ?

5NTR et de

Les modifications d’expression des récepteurs au neurotrophines TrkB, p7
la sortiline, observées au niveau cellulaire, ont ensuite été recherchées au niveau
des exosomes tumoraux. Méme si nos deux lignées cellulaires ont la capacité de
sécréter des exosomes de méme taille et de méme structure, leur contenu en YKL-
40, TrkB, p75"'R et sortiline est différent. En effet, les analyses protéiques révélent

que les récepteurs TrkB, p75"™R

et sortiline sont plus faiblement exprimés dans les
exosomes issus des cellules sh YKL-40. A ce jour, aucune étude ne s’était
intéressée a la présence et au rdle de ces récepteurs au sein des exosomes de

GBM.
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De fagon plus précise, I'étude de la répartition de marqueurs exosomaux (CD63 et
CD9) et des protéines TrkB, p75"'" et sortiline, aprés séparation des vésicules sur un
gradient de sucrose, montre que ceux-ci ne se répartissent pas de fagon identique
entre les différentes fractions. Pour les exosomes issus des cellules pLKO, la
flottaison sur gradient de sucrose, laisse apparaitre deux populations de vésicules
enrichies en CD63 et CD9. Plus précisément, la premiére population correspond a
des vésicules ayant une densité comprise entre 1,08 et 1,14g/mL et enrichies en
CD63, CD9 et EGFR. La seconde population correspond a des vésicules de plus
haute densité (1,18-1,21g/ml) et enrichies en CD63, CD9, TrkB, p75"™" et sortiline.
L’inhibition de I'expression de YKL-40 n’induit pas une diminution généralisée de
'ensemble des vésicules sécrétées, mais inhibe plus particulierement la sécrétion de
celles de plus haute densité et enrichies en TrkB, p75NTR et sortiline. Les vésicules
de faible densité riches en CD63, CD9 et EGFR sont toujours présentes. Une étude
réalisée sur des exosomes issus de cellules tumorales murines (4T1) montre qu'il
existe différentes populations de vésicules co-purifiées par le protocole
d’ultracentrifugation (Bobrie et al., 2012). Certaines de ces vésicules sont sécrétées
selon un mécanisme dépendant de Rab27a et présentent une densité 1,14-1,15
g/mL, avec un enrichissement en CD63, CD9, Tg101, Alix, Mfge8. En revanche,
d’autres vésicules co-purifiées sont produites selon un mécanisme indépendant de
Rab27a et présentent une densité 1,11 et 1,17 g/mL avec un enrichissement faible
en CD63 mais fort en CD9 et Mfge8. Ces deux types de vésicules pourraient avoir
pour origine des compartiments intracellulaires différents (Bobrie et al., 2012). Dans
le GBM, les exosomes issus des cellules souches cancéreuses pourraient avoir pour
origine un compartiment intracellulaire différent des exosomes issus des cellules
tumorales. La perte d’'une population cellulaire possédant un caractere indifférencie,
suite a I'inhibition de YKL-40, pourrait alors conduire a la perte d’'une sous-population
d’exosomes spécifiques. De ce fait, la sous-population d’exosomes enrichis en TrkB,
p75NTR et sortiline pourrait étre responsable du transfert d’agressivité au
microenvironnement. Pour caractériser ces deux sous-populations, il serait alors
intéressant de rechercher l'origine cellulaire de ces exosomes en analysant les
marqueurs de différenciation et dindifférenciation qu’ils expriment. De plus,
l'utilisation d’'un modele murin nous permettrait de déterminer le réle exact de ces

deux sous-populations dans la tumorigenése.
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Nos premiers résultats démontrent que l'inhibition de la protéine YKL-40 dans des
cellules de GBM induit des changements du statut de différenciation des cellules
conduisant a d’'une perte du caractére indifférencié et a une disparition des CSC
ainsi que des principaux récepteurs des neurotrophines aussi bien a I'échelle
cellulaire qu'au niveau des exosomes. Etant donné que les exosomes permettent
aux cellules tumorales de communiquer avec le microenvironnement, I'impact d’un
changement phénotypique sur le transport et la diffusion du matériel protéique via les
exosomes a été recherché. Notre objectif étant d’explorer plus précisément la
fonction des neurotrophines et de leur récepteur dans le transfert d’agressivité

tumorale.

1.20. Le transfert de TrkB dans les exosomes permet de propager I'agressivité

tumoral a ’ensemble du microenvironnement

Les fonctions des exosomes tumoraux provenant de différents types cellulaires ont
été testées auparavant, in vitro et in vivo, a partir des culots d’exosomes purifiés et
concentrés (Liu et al., 2006a). Dans notre étude, des tests fonctionnels aprés
traitements par des exosomes issus de cellules pLKO ou de cellules sh YKL-40 sont

réalisés de fagon a déterminer leur influence sur I'activation des cellules cibles.

Quelles que soient les cellules réceptrices traitées, cellules tumorales de GBM a des
stades de différenciation différents (cellules pLKO ou sh YKL-40) ou cellules
endothéliales du type HBMEC (Human Brain Microvascular Endothelial Cells), les
exosomes marqués au PKH67 sont internalisés. En accord avec nos premiers
résultats, les cellules sh YKL-40 présentent a la fois une capacité de prolifération et
une capacité a induire la migration des HBMEC diminuée. Des travaux antérieurs ont
montré que l'inhibition de YKL-40 diminuait la vascularisation du GBM (Shao et al.,
2014). Néanmoins, le traitement des cellules sh YKL-40 avec 30 yg d’exosomes
provenant de cellules pLKO augmente de maniére significative leur prolifération ainsi
que leur capacité a induire la migration des HBMEC. Ces résultats suggerent que le
contenu des exosomes issus de cellules tumorales ayant conservé un phénotype
agressif suffit pour restaurer la prolifération et l'invasion des cellules cibles afin de
promouvoir la croissance tumorale et I'angiogenése. Ainsi, des travaux antérieurs ont
déja rapporté I'induction de la sécrétion d’exosomes a la suite d’'un stress hypoxique
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et leur fonction dans la promotion de I'angiogenése et des métastases dans des
lignées de cancer bronchique et du sein (Park et al., 2010). Plus réecemment, des
travaux de I'équipe, suggérent que dans le cancer bronchique non a petites cellules,
le transfert d'un complexe associant les récepteurs oncogéniques TrkB et EGFR a la
sortiline permet d'activer I'angiogenése tumorale (Wilson et al., 2014). Nos résultats
semblent confirmer le réle fonctionnel du transfert protéique via les exosomes et
permet de mieux comprendre comment la tumeur selon son état de différenciation ou
les conditions de stress dans lesquelles elle se trouve, peut moduler son
microenvironnement. Ainsi, les récepteurs aux neurotrophines contenus au sein des
exosomes pLKO pourraient participer a la restauration du phénotype agressif des
cellules sh YKL-40. Cette hypothése semble se vérifier quand la condition inverse est
appliquée. En effet, la prolifération et la capacité a induire la migration des HBMEC
sont diminuées lorsque les cellules pLKO sont traitées avec 30 ug d’exosomes issus
de cellules sh YKL-40 déplétés en TrkB, P75"™® et sortiline. Le contenu des
exosomes reflete la nature méme des cellules ainsi que leur statut de différenciation.
Ainsi, la perte du phénotype agressif des cellules sh YKL-40 implique que les
exosomes sécrétés par ces cellules sh YKL-40 ont perdu une partie du matériel

protéique nécessaire pour promouvoir l'invasion et I'agressivité tumorale.

Bien que le role de TrkB et TrkC soit connu dans la néovascularisation des
carcinomes a cellules squameuses (Sasahira et al., 2013). Nos résultats démontrent,
pour la premiere fois, que le transfert et linternalisation des récepteurs aux
neurotrophines, contenus dans les exosomes, par les cellules sh YKL-40 est un
prérequis nécessaire pour que ces cellules puissent induire la migration des HBMEC.
L'inhibition de ce mécanisme par l'utilisation d’un inhibiteur pharmacologique de
I'activité tyrosine kinase des Trks, le K252a suggere que le mécanisme mis en jeu
dépend de TrkB, puisque TrkA n’est pas exprimé dans les cellules U87-MG native et
que I'expression de TrkC reste inchangée quel que soit le type cellulaire (Tapley et
al., 1992). D’autre part, le niveau d'expression des transcrits TrkB ne varient pas
dans les cellules sh YKL-40 méme aprés traitement aux exosomes suggérant ainsi
que l'augmentation d’expression du récepteur TrkB dans les cellules cibles est
principalement due a un transfert protéique via les exosomes. Un mécanisme
similaire permettant le transfert de la protéine KIT a été mis en évidence dans les
exosomes sécrétés par les cellules A549 de cancer bronchique. Il permet d’activer la
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prolifération des cellules (Xiao et al., 2014). L’augmentation de la phosphorylation du
récepteur TrkB dans les cellules sh YKL-40 traitées aux exosomes pLKO indique
qu’une cascade de signalisation passant par TrkB semble étre activée et conduit a
une réponse cellulaire pro-tumorale. Un mécanisme similaire a été rapporté avec des
exosomes, contenant la protéine KIT, capable d’activer la prolifération ainsi que la
voie de signalisation de la PI3K (Xiao et al., 2014). Au contraire, un traitement des
cellules pLKO avec des exosomes sh YKL-40 induit une diminution de la prolifération
cellulaire, de la migration des HBMEC et de la phosphorylation du récepteur TrkB.

Ces résultats mettent en évidence un nouveau mécanisme dans le GBM, selon
lequel le transfert de TrkB par les exosomes permettrait de transférer ou propager
I'agressivité et le caractere invasif aux cellules environnantes. Afin de poursuivre ce
travail et pour décrypter le mécanisme d’activation, il serait maintenant intéressant de

déterminer si ces 3 récepteurs TrkB, p75" '}

et sortiline sont transportés au sein des
exosomes seuls et inactifs ou déja sous la forme homo- ou hétéro-dimére
fonctionnellement actifs. Pour compléter ces résultats, des lignées de GBM
inactivées pour TrkB doivent étre développées, afin d’identifier tous les acteurs de la
signalisation mis en jeux dans ce mécanisme. De la méme maniére, le rble de

p75""R dans la modulation du phénotype agressive devra étre recherchée.

.21. In vivo, les exosomes agissent directement sur la croissance et la

progression tumoral

Des modéles de xénogreffes hétérotopiques, effectués sur des souris SCID nous ont
permis de confirmer une partie de nos résultats in vitro. Il est déja connu que les
CSC de GBM ont la capacité de contrdler la progression et la croissance tumorale
(Cheng et al., 2013). Dans notre étude, la capacité des cellules inactivées pour YKL-
40 a former des tumeurs a été altérée. Sur 15 souris et quel que soit le nombre de
cellules injectées, aucune tumeur ne s’est développée. La capacité a régénérer la
masse tumorale fait partie des critéres fonctionnels majeurs permettant de
caractériser des CSCs (Singh et al., 2004). La disparition de cette propriété suggére
que l'inactivation de YKL-40 a conduit a une perte des propriétés souches au sein de
la lignée U87-MG. Nos resultats sont de plus en accord avec les travaux antérieurs
qui montrent que [lutilisation d’un anticorps neutralisants pour YKL-40 sur des
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xénogreffes de GBM inhibe la croissance tumorale (Faibish et al., 2011). Ces
données in vivo confirment donc que la lignée inactivée pour YKL-40 a perdu la
population de cellules indifférenciées capables d’auto-renouvélement. L'absence de
tumeurs dans cette condition n’a pas permis d’étudier I'influence des exosomes issus

des cellules pLKO et ainsi de confirmer les résultats obtenus in vitro.

Concernant les xénogreffes des cellules pLKO, le volume tumoral reste inchangé
aprés traitement aux exosomes pLKO. Ces données suggeérent que des exosomes

issus de méme origine cellulaire n'ont pas d’effet additionnel sur la tumorigenese.

Cependant, le traitement des tumeurs pLKO avec des exosomes sh YKL-40 réduit
considérablement le volume tumoral, le taux de prolifération et I'angiogenése,
quantifiés en immunohistochimie respectivement par I'expression des marqueurs
Ki67 et CD31. Ces résultats suggérent que le cargo exosomal, spécifique des
cellules sh YKL-40, est capable d’inhiber les mécanismes de tumorigenése. Dans le
cancer du sein, les exosomes issus de cellules souches mésenchymateuses inhibent
'angiogenése tumorale via une régulation négative du VEGF dans les cellules cibles
(Lee et al., 2013). Ces derniers sont enrichis en miR-16, un miR connu pour cibler le
VEGF, et responsable en parti de I'effet anti-angiogénique. YKL-40 est connu pour
réguler positivement I'expression du VEGF et de ce fait, I'angiogenese tumorale
(Francescone et al., 2011b; Shao, 2013). Un mécanime similaire, mettant en jeux un
miR ciblant le VEGF, pourrait étre imaginé suite a l'inhibition de YKL-40 dans les
cellules de GBM.

L'ajout répété d’exosomes issus des cellules sh YKL-40 régule négativement la
prolifération cellulaire et semble favoriser la différenciation cellulaire au vu de la perte
d’expression d'Oct4 et de YLK-40. Ces modifications phénotypiques pourraient
s’expliquer par la perte des exosomes issus des CSC au sein de la lignée sh YKL-40.
Les données de la littérature indiquent que dans différents types de cancer (rein, sein
et prostate) les CSC sécrétent des exosomes aux propriétés « souches » capables
d’activer la progression tumorale (Fatima and Nawaz, 2015; Grange et al., 2011;
Kumar et al., 2014). A linverse, leur disparition pourrait forcer la différenciation
cellulaire et de ce fait moduler négativement la tumorigénése (Bauer et al., 2011).

Cependant, la perte des récepteurs aux neurotrophines au sein des exosomes sh
YKL-40 observé in vitro, ne suffit pas a expliquer la diminution d’expression des
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protéines TrkB, p75"'™}

et sortiline. Ces changements pourraient aussi dépendre d’'un
transfert spécifigue de miR au sein des exosomes sh YKL-40, inhibant alors la
croissance tumorale. Cette hypothése basée sur le transfert de répresseur
oncogénique via les exosomes est étayée par des travaux antérieurs qui démontrent
que les exosomes de GBM modulent leur microenvironnement via le transfert de
miR-1 (Bronisz et al., 2014). Aussi, la répression des récepteurs aux neurotrophines
dans les cellules sh YKL-40 pourrait étre dde a I'action du miR-200c, connu pour
inhiber sélectivement le récepteur TrkB (Knezevic et al., 2015; Ma et al., 2015). Une
surexpression de ce miR-200c altere également la fonctionnalité des CSC, augmente
la chimiosensiblité et réduit le potentiel métastatique des cellules tumorales dans le

cancer du pancréas et le cancer du sein (Knezevic et al., 2015).

On peut ainsi émettre I'’hypothése selon laquelle I'inactivation de YKL-40 dans la
lignée U87-MG conduit a une perte du caractére souche au profit d’'un caractére plus
différencié des cellules tumorales. Ces changements modifient la nature et le
contenu des exosomes sécrétés par ces cellules qui transportent et transférent des
mMiRNA répresseurs de tumeur capables de bloquer la croissance tumorale.

Par la suite, il serait intéressant de traiter au témozolomide (Témodal®) les tumeurs
présentant un phénotype différencié pour savoir si elles présentent également une
chimiosensibilité plus importante susceptible de permettre I'éradication totale de la

tumeur.

Méme si certaines mutations génétiques sont actuellement recherchées dans les
biopsies de gliomes afin d'identifier le sous-type ou de prévoir la réponse
thérapeutique (Hegi et al., 2005; Louis et al., 2014; Vigneswaran et al., 2015), aucun
marqueur diagnostique n’est actuellement recherché en biopsie liquide chez les
patients présentant un GBM. En effet, les protéines présentes dans les exosomes
pourraient étre source d’informations sur la tumeur, sa composition et son
agressivité. A I'échelle du patient, nos résultats indiquent que TrkB est exclusivement
détecté dans les exosomes issus du plasma de patients atteints d’'un glioblastome.
Son role potentiel en tant que nouveaux biomarqueur devrait étre évalué sur un large
panel de patients et son expression corrélée avec le grade du gliome. Actuellement,
seule la mutation de 'EGFRVIII a pu étre identifiée dans des exosomes issues du
sérum de patients atteints d’'un GBM (Al-Nedawi et al., 2008; Skog et al., 2008). Ce

variant constitutivement actif, est dépourvu de sa partie extracellulaire, il induit ainsi
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une prolifération tumorale et échappe aux agents thérapeutiques ciblant 'TEGFR. Nos
travaux suggerent que la détection et le suivi de TrkB dans les exosomes pourrait
représenter un marqueur prédictif. De plus, les niveaux protéiques pouvant étre
relativement faibles pour certains patients, I'analyse des transcrits de TrkB pourrait
étre privilégiée. Il faudra pour cela vérifier si les transcrits de TrkB sont également

transportés par les exosomes.

Nos résultats indiquent que les cellules de GBM, et en particulier les cellules souches
cancéreuses, sont capables d’interagir et de contréler le microenvironnement via la

5NTR et

sécrétion d’exosomes spécifiques. Ces exosomes enrichis en TrkB, p7
sortiline véhiculent I'agressivité tumorale et modulent le phénotype des cellules
environnantes de fagon a promouvoir la croissance tumorale. A linverse, les
exosomes issus de cellules plus différenciées, semblent moduler le phénotype

cellulaire au profit d’'une diminution d’agressivité tumorale.

L’hypothése selon laquelle les exosomes tumoraux peuvent reprogrammer la cellule
tumorale et ainsi influencer son comportement en transférant un cargo protéique
spécifique semble ére en partie validée par nos travaux. Des travaux
complémentaires devront étre menés pour déterminer si ce cargo peut aussi altérer
la réponse aux thérapies actuelles et ainsi favoriser I'échappement thérapeutique de

la tumeur.

.22. Etude du role des neurotrophines dans les mécanismes de
radiorésistance

La radiothérapie est un outil thérapeutique important dans le traitement des GBMs.
Son efficacité reste cependant limitée en raison d’'une part de la radiorésistance
intrinséque des GBMs due notamment aux CSCs et d’autre part de la radiosensibilité
des cellules saines du SNC causant des dommages cognitifs irrémédiables (Fike et
al., 2009). L'augmentation des doses d’irradiation n’étant pas envisageable pour
traiter les GBMs, il est important de comprendre les mécanismes mis en jeu en
réponse aux radiations ionisantes dans les cellules associées a la radiorésistance.
En collaboration avec le service de radiothérapie du CHU de Limoges, nous avons
cherché a identifier les facteurs cibles a I'origine des mécanismes de radiorésistance.
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L’objectif principal de ce travail a été d’étudier si la sensibilité des cellules a
l'irradiation pouvait dépendre du transfert de récepteurs des neurotrophines par les

exosomes tumoraux :

Afin d’étudier le réle des exosomes dans la radiorésistance cellulaire, une inhibition
du géne Rab27a au sein de la lignée de GBM humain U87-MG a été effectuée. Ce
géne est nécessaire a la sécrétion des exosomes dans les cellules tumorales Hela
(Ostrowski et al., 2010). La transfection lentivirale de shRNA, a conduit a I'obtention
d’'une lignée stable dans laquelle I'expression du géne Rab27a a été inactivée. Des
travaux antérieurs démontrent que l'irradiation augmente la capacité des cellules de
GBM a sécréter des exosomes. Cette sécrétion serait dépendante de la dose et du
temps d’irradiation des cellules (Arscott et al., 2013). Dans notre modeéle inactive
pour RabZ27a, la capacité des cellules a sécréter des exosomes diminue
significativement cependant leur internalisation n’est pas modifiée. En effet, les
exosomes internalisés semblent capables d’'étre recyclés dans le trafic intracellulaire
de la cellule cible.

La fonction des exosomes dans les mécanismes de radiosensibilité a été étudiée
grace a des tests fonctionnels (prolifération et auto-renouvélement). Aprés
radiothérapie, la prolifération des cellules diminue de fagon comparable dans les 2
lignées cellulaires bien que les cellules U87 shRab27a présentent une prolifération
basale supérieure aux U87-MG. La surexpression de RabZ27a est connue pour
favoriser l'invasion et les métastases dans le cancer du sein (Wang et al., 2008a).
Celle-ci a également été observée a la suite d’'une radiothérapie pré-opératoire chez
des patients présentant un cancer rectal (Supiot et al., 2013). Ainsi, la perte de
fonction de Rab27a dans nos lignées pourrait expliquer la diminution significative de
la prolifération des U87 shRab27a a la suite de la radiothérapie. De facon similaire a
la prolifération, les propriétés d’auto-renouvellement sont altérées apres irradiation
dans les 2 lignées suggerant une diminution de la capacité clonogene propre a la
présence de CSC. L’agressivité tumorale dépend du nombre de clones formés. Ce
nombre est plus important dans les cellules U87-MG témoin en comparaison aux
cellules inactivées pour Rab27a. Les travaux de Bobrie et al, (Bobrie et al., 2012a)
montrent en effet que I'inactivation du géne Rab27a inhibe I'agressivité des cellules

cancéreuses et diminue leur capacité a régénérer la tumeur.
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Nous avons alors émis I'hypothése qu’un traitement par des exosomes tumoraux non
irradiés pouvait exercer un réle protecteur sur les cellules réceptrices des radiations

ionisantes.

Une augmentation significative de la prolifération et de l'auto-renouvellement est

observée dans les 2 lignées cellulaires aprés ajout d’exosomes en fin d’irradiation.

Plusieurs études récentes s’intéressent aux réles des exosomes tumoraux dans les
mécanismes de radiorésistance. Dans les kératinocytes humains, les exosomes
participent a l'effet bystander ou « non-ciblé » induit par [l'irradiation (Jella et al.,
2014). L'effet bystander constiste en un transfert des dommages des cellules
irradiées aux cellules voisines non irradiées. Dans le GBM, les données suggerent
que les rayonnements influencent la production d’exosomes, modifie spécifiquement
leur composition moléculaire et active la migration des cellules réceptrices (Arscott et
al., 2013). Le phénotype migratoire des cellules cibles est permis grace a l'activation
de protéines impliquées dans la migration cellulaire telle que le récepteur aux
neurotrophines TrkA, Fak (focal adhesion kinase), la Paxilline et la protéine Src
(Arscott et al., 2013).

Nos résultats semblent confirmer ’hypothése de départ selon laquelle les exosomes
protégeraient les cellules cibles en diminuant les effets de l'irradiation. L’analyse du
transfert de matériel génétique et protéique spécifique, par les exosomes, constitue
alors une piste intéressante afin de comprendre les mécanismes impliqués dans la

radiorésistance.

1.23. Les récepteurs aux neurotrophines et leurs ligands representent des

facteurs de radiorésistance.

L’utilisation de AZ64 un inhibiteur de NTRK augmente I'efficacité de la radiothérapie
et inhibe la survie tumorale dans des modéles de xénogreffes de neuroblastome.
Etant donné que la composition des exosomes sécrétés par des cellules exposées a
difféerents stress dont la radiothérapie est modifiée, notre choix s’est naturellement
porté sur I'étude de I'expression des récepteurs aux neurotrophines au sein des
exosomes ainsi que leur implication dans les mécanismes de radiorésistance (lyer et
al., 2012; Villarroya-Beltri et al., 2014).
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L’augmentation de I'expression de 'EGFRvIlIl semble étre plus importante apres
ajout d’exosomes dans les 2 lignées cellulaires. Ce résultat semble corroborer
I'hypothése d’Al-Nedawi (Al-Nedawi et al., 2008) selon laquelle 'EGFRVIII serait
véhiculé par les exosomes issus de cellules de glioblastomes permettant la
propagation de I'agressivité cellulaire. Dans notre cas, I'apport dEGFRUvIIl pourrait
participer a la mise en place des mécanismes de radiorésistance. Il a en effet pu étre
constaté que I'expression d’EGFRUVIII favorisait I'activation de protéines de réparation
et ainsi permettait de réparer les cassures a 'ADN (Mukherjee et al., 2009).

Une perte d’expression de TrkB, de p75"™}

et de la sortiline aprés radiothérapie dans
les U87-MG a pu étre observée. Leur expression est cependant restaurée apres
traitement aux exosomes. Dans la lignée inactivée pour Rab27a, les mémes
variations sont observées sauf pour p75"™" dont I'expression augmente aprés

radiothérapie, et non aprés traitement aux exosomes.

Il semblerait donc que TrkB et la sortiline soient transférés aux cellules cibles par les
exosomes ajoutés en fin d’irradiation suggérant un transfert de ces protéines aux
cellules irradiées qui pourrait étre responsable de 'augmentation de la prolifération.
Ce résultat semble en accord avec les données de la littérature montrant que
linhibition de TrkB par AZ64, un inhibiteur de Trk, augmente lefficacité de la
radiothérapie et inhibe la survie tumorale. Il sera par la suite intéressant de regarder
si le récepteur TrkB est transporté par les exosomes sous sa forme active
phosphorylée ou inactive. De la méme fagon que pour nos premiers résultats,
'analyse des voies de signalisation permettant la prolifération cellulaire dans les
cellules cible devra étre recherchée. Selon le type de cancer, les récepteurs aux
neurotrophines sont associés a un bon (mort et régression tumorale) (Grotzer et al.,
2000; Nakagawara et al., 1993) ou a un mauvais pronostic (survie et progression
tumorale) (Wadhwa et al., 2003; Xiong et al., 2015). Dans le cas du glioblastome, la
signalisation des neurotrophines semble présenter une dualité fonctionnelle, mais
leur fonction exacte reste encore controversée et peu étudiée. |l a été montré que
I'expression de TrkB était de mauvais pronostic via 'augmentation de I'angiogénése
et de I'agressivité (Brodeur et al., 1997). La sortiline, quant a elle, agit comme un co-
récepteur des neurotrophines et présente elle aussi une dualité fonctionnelle.
Complexée au récepteur de haute affinité TrkB, elle permettrait la survie cellulaire en
liant les neurotrophines (Akil et al., 2011). Notre étude montre un profil similaire entre
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TrkB et la sortiline dans les cellules, de telle sorte que ces 2 protéines pourraient
former un complexe permettant I'activation de voies de survie. Dans le cancer du
poumon, un complexe hétérotrimérique, le complexe TES (TrkB-EGFR-sortiline) a
récemment été identifié et participe a I'angiogenése tumorale via son tranfert par les
exosomes (Wilson et al.,, 2014b). Dans le GBM, notre hypothése serait que ce
complexe pourrait participer au phénomeéne de radiorésistance via son transfert par
les exosomes. Des expériences d’'immunoprécipitations devront étre réalisées pour
déterminer s'’il existe un complexe transporté au sein des exosomes de GBM ainsi

que la nature de ce dernier.

Quant au récepteur p75"'R

, il semblerait étre un régulateur central de l'invasion gliale
(Johnston et al., 2007). La radiothérapie entraine une sécrétion de p75"'~ dans les
exosomes issus de cellules U87-MG mais aussi dans les exosomes issus de cellules
U87 shRab27a. Ces exosomes pourraient faciliter I'invasion tumorale (Yang and
Robbins, 2011). Ce mécanisme pourrait s’appuyer sur le transfert de la protéine

p75""R via les exosomes.

Enfin, la forte expression de p75"'"" dans les exosomes issus des cellules U87
shRab27a indique que leur sécrétion n'est pas totalement dépendante de Rab27a.
Des travaux indiquent qu’il existe différentes populations de vésicules qui
contiennent plus spécifiquement certains récepteurs que d’autres (Bobrie et al.,
2012b). Il pourrait y avoir une sécrétion de microveésicules particuliéres n’exprimant
pas CD9 qui seraient produites par les cellules U87 shRab27a. Cette protéine
connue également pour étre impliquée dans la sécrétion des exosomes (Ostrowski et
al., 2010), pourrait contrdler I'adressage du p75"'" dans les exosomes et son

relargage dans le milieu environnant.

Dans la poursuite de ce travail, une inhibition de la sécrétion exosomale a l'aide
d’inhibiteurs pharmacologiques tel que la Diméthyl Amiloride (DMA) (Savina et al.,
2002) pourrait étre envisagé. La DMA est un inhibiteur des échangeurs Na'/H" et
Na*/Ca** qui participent respectivement au contrdle du pH intracellulaire et au
controle de la concentration de calcium intracellulaire. Le calcium cytosolique est
nécessaire a la fusion des MVB a la membrane plasmique. L'absence de calcium

inhibe la sécrétion des exosomes
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Par la suite, la purification les différentes sous-populations de vésicules, notamment
par gradient de sucrose permettrait de les caractériser en spectrométrie de masse

pour obtenir une analyse exhaustive du contenu protéique.

Si plusieurs travaux en oncologie ont suggéreé l'implication des exosomes dans des
phénomeénes de résistance aux traitements, aucune donnée n’est disponible
concernant les variations d’expression des neurotrophines contenus au sein des
exosomes a la suite d'une irradiation. Ces données obtenues semblent aller en
faveur de I'existence de phénoménes adaptatifs de résistance a l'irradiation médiés
par le transfert d’'un cargo spécifique via les exosomes. Ces résultats soulignent
l'intérét de la réalisation d'une étude a I'échelle du patient. Au cours de notre projet
nous avons pu mettre en place une étude clinique avec recueil de sérum de patients
porteurs d'un gliome de haut grade avant et apres traitement par radio-
chimiothérapie concomittante selon le protocole STUPP. La mise au point des
conditions expérimentales est a ce jour en cours et nous espérons pouvoir confirmer

prochainement nos résultats ex vivo.

Le transfert de matériel protéique via les exosomes produits au cours de la
radiothérapie permet d’exercer un contrdle sur le microenvironnement. Cependant,
notre approche actuelle ne nous a pas permis d'étudier I'effet des exosomes et de

leur contenu sur le microenvironnement.
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1.24. Impact des exosomes de GBM sur le microenvironnement tumoral.

Les exosomes exercent un contrdle permanent sur le microenvironnement tumoral.
Parmi, les cellules cibles présentes dans celui-ci, on trouve notamment les CSM.
Dans cette derniére partie de mon travail, I'objectif était d’étudier I'impact d’exosomes
de GBM sur les cellules du microenvironnement a savoir les astrocytes sains et les
CSM. Ces effets ont ou étre analysés en modulant I'état d’agressivité des cellules
productrices d’exosomes, a savoir une population enrichie en cellules souches
cancéreuses (milieu défini), une population cellulaire ayant perdu ses propriétés
tumorigénes (U87 shCHI3L1) en comparaison a la lignée parentale (U87-MG). En
paralléle, I'effet de la radiothérapie dans la modulation du phénotype des CSM a été

évalué selon le méme principe.

Les CSM ont la capacité de migrer spécifiquement vers les tumeurs et les
meétastases a travers l'organisme ou de traverser la barriére hémato-encéphalique
(BHE) pour atteindre les gliomes (Gao et al., 2010a). Actuellement, une importante
controverse existe concernant la fonction des CSM sur la croissance tumorale
puisqu’une partie des études met en évidence l'action pro-tumorale des CSM alors
que l'autre partie met en avant leur capacité anti-tumorale. En effet, le role des CSM
dans les tumeurs et en périphérie tumorale n’est pas encore bien élucidé et certaines
études semblent indiquer que les CSM augmenteraient le développement tumoral de
différentes maniéres (Karnoub et al., 2007). (i) par la création d’'une niche pour les
cellules souches cancéreuses, (i) en détériorant la surveillance du systeme
immunitaire, (iii) par leurs propriétés pro-antigéniques via la sécrétion de VEGF (Yu
et al., 2008a).

D’autres études démontrent leur réle anti-tumoral (Lazennec and Jorgensen, 2008).
Ainsi, Nakamura et al. ont mis en évidence des effets anti-tumoraux et une
prolongation de la survie dans un modéle de gliome notamment grace a l'injection de
CSM modifiées surexprimant I'lL-2. Le mécanisme d’action mis en jeu n’a pas pu étre
mis en évidence mais il s’agirait d’'un mécanisme indirect (Nakamura et al., 2004). De

méme, Gao et al. ont montré que des cellules souches mésenchymateauses issues
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de la moelle osseuse (BM-MSC), modifiées pour exprimer du PEDF (Pigment
epithelium-derived factor) et administrées par voie intraveineuse exercent un effet
anti-tumoral significatif sur un modéle d’hépatocarcinome orthotopique (Gao et al.,
2010b). De plus, cet effet est corrélé avec une diminution de la néoangiogénése
tumorale (Gao et al., 2010b).

L'impact des exosomes tumoraux sur les astrocytes sains n’a pas pu étre déterming,
notre recherche s’est orientée sur les CSM qui ont un tropisme pour les cellules
tumorales et notamment pour les gliomes, in vivo, lorsqu’elles sont administrées par
IV (Kosztowski et al., 2009). Dans un premier temps, I'impact de ces exosomes a pu
étre mis en évidence au travers de changements morphologiques des cellules
réceptrices (BM-MSC). La densité cellulaire des CSM semble modérément modifiée
aprés traitement aux exosomes issus de la lignée parentale U87-MG, tandis qu’un
traitement aux exosomes issus d'une population enrichie en CSC l'augmente
drastiquement. De plus les cellules semblent former un front de migration constitué
de plusieurs couches cellulaires. Concernant le traitement aux exosomes issus de la
lignée U87 shCHI3L1, les CSM semblent adopter une morphologie différente des
cellules contrdles, proche des cellules gliales. En revanche, les exosomes issus de
cette méme lignée cultivée en milieu défini, entrainent [l'acquisition d’une
morphologie de type sénescent ou plus différenciée similaire a ce que I'on observe
au sein d’'une population de CSM a passage tardif in vitro. Les changements
morphologiques observés au sein des BM-MSC pourraient étre dépendants de la
proportion de CSC présentes, dans les lignées cellulaires de GBM. Ces données
seraient en accord avec une étude montrant le tropisme des CSM pour les cellules
souches gliales (Liu et al., 2014).

Les BM-MSC traitées avec des exosomes U87-MG irradiés semblent adopter la
méme morphologie que celle induite par les exosomes U87 shCHI3L1 en milieu
défini, ce qui corrobore l'idée que les cellules de GBM en situation de stress,
modifient 'information contenue dans les exosomes. D’autre part, la culture des U87-
MG en milieu défini permettrait 'émergence de clones cellulaires radiorésistants, les
CSCs (Bao et al., 2006). Les exosomes issus de ces clones pourraient favoriser
I'émergence d’'une population mixte au sein des CSM lors du traitement. Enfin, nos
résultats montrent que des exosomes issus de lignées U87 shCHI3L1 ayant subi une
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irradiation semblent altérer la viabilité des CSM suggérant ainsi que la perte du
caractére cellules souches cancéreuses via linactivation de CHI3L1 pourraient

modifier le contenu des exosomes.

Etant donné le réle clé du gene CHI3L1 dans le GBM, responsable du maintien du
phénotype agressif, de I'acquisition du caractere infiltrant, de la radiorésistance, et
dans I'angiogenése tumorale (Cheray et al., 2011; Francescone et al., 2011b), son
inactivation pourrait avoir un réle direct sur le contréle du microenvironnement en

raison des modifications du contenu des exosomes (article 1).

Devant l'impact des exosomes de GBM sur la morphologie cellulaire, une analyse
plus approfondie portant sur des marqueurs protéiques a été réalisé afin de
caractériser ces modifications phénotypiques.

Les premiers marqueurs étudiés sont sont courrament exprimés par les CSM: CD44
et la N-cadhérine. L'expression de CD44 diminue dans les BM-MSC traitées par des
exosomes issus de la lignée parentale U87-MG suggérant une perte de I'état souche
et donc un engagement vers une voie de différenciation. La N-cadhérine est
également considérée comme un marqueur de la transition épithélio-
mésenchymateuse dans les carcinomes (Smith et al., 2013). L'ajout d’exosomes
tumoraux sur les BM-MSC ne modifie cependant pas I'expression de la N-cadhérine.

Quelle que soient les conditions, les exosomes de GBM induisent I'expression de
l'alpha-SMA. Cette expression est plus importante dans les CSM traitées aux
exosomes de la lignée contréle ou enrichies en CSC. Etant donné que I'alpha-SMA
est exprimée par des cellules de type myofibroblastique et les CAF (Carcinoma
Associated Fibroblastes) (Chowdhury et al., 2015; Haga et al., 2015), 'augmentation
de son expression a la suite du traitement par les exosomes suggére une
différenciation des CSM en cellules stromales de type CAF. De la méme maniére,
une induction de l'expression de la GFAP est observée apres traitement aux
exosomes et plus particulierement dans la condition milieu défini ce qui semble en
accord avec les modifications morphologiques observées et agrémentent la piste
d’une différenciation des CSM en cellules gliales.

Il est difficile de répondre quant aux variations des niveaux d’expression de 'EGFR
qui semble cependant plus élevés lorsque les CSM ont été exposées aux exosomes
de GBM.
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L'expression de Runx2, facteur de transcription de la lignée ostéoblastique, se
retrouve augmentée suite aux traitements. De facon intéressante, il a été associé a
la transformation oncogénique dans le cas du mélanome (Boregowda et al., 2014).
D’autre part, dans des tumeurs primaires de GBM, I'expression de Runx2 ainsi que
celle de la galectine-3 semble associé au caractére malin de ces cellules
(Vladimirova et al., 2008).

Enfin, des résultats préliminaires montrent que limpact fonctionnel des
exosomes sur les BM-MSC semble différent selon I'état d’activation des cellules
productrices d’exosomes. Les exosomes issus de cellules U87-MG favorisent la
survie et la prolifération des CSM alors qu’ils n’influencent pas la migration. A
'inverse, la perte du caractere indifférencié des cellules U87-MG ou I'induction d’'un
stress cellulaire; la radiothérapie conduit les cellules a produire des exosomes ayant
un fort pouvoir chimio attractant sur les CSM. Les différences observées en terme de
survie, prolifération et migration des CSM pourraient s’expliquer par une modification
du contenu des exosomes suite a l'inactivation de CHI3L1 et a I'application de
radiations ionisantes sur les cellules de GBM. En effet, nos travaux précédents
confirment une modification du contenu des exosomes, notamment en récepteurs
aux neurotrophines, aprés perte du caractére indifférencié suite a I'inactivation de
CHI3L1 (article 1). D’autre part, aprés stress cellulaire hypoxique, les cellules de
GBM sécrétent des exosomes qui refletent et véhiculent ce statut hypoxique et qui
ont un impact direct sur la vascularisation tumorale (Vladimirova et al., 2008) . Les
exosomes issus des cellules de GBM semblent engagés les CSM dans un processus
de différenciation. Cela renforce les données de la littérature ou de nombreux travaux
démontrent I'importance du recrutement de CSM au niveau du site tumoral afin de
les contréler. Ceci permettrait alors aux CSM de sécréter des exosomes et des
facteurs de croissance nécessaires pour I'invasion et I'angiogenése tumorale. Il serait
alors pertinent de déterminer et d’analyser la fonction des facteurs produits, par les
CSM préalablement traitées par les exosomes, sur les cellules de glioblastome. Dans
ce but, la sécrétion du NGF et du BDNF sera alors dans un premier temps
recherché. Pour la suite de ce travail, d’autres lignées de GBM sont utilisées telle
que la lignée LN-18 et les lignées MO5S9K et M059J respectivement radiorésistantes
et radiosensibles. Deux autres lignées de CSM sont également utilisées, la lignée
AT-MSC (cellules souches mésenchymateuses issus de tissu adipeux humain) et la
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lignée TL-MSC (cellules souches mésenchymateuses issus de sac alvéodentaire

humain).
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Conclusion

Le glioblastome représente I'une des tumeurs les plus agressives. La tres
grande hétérogénéité cellulaire de cette tumeur ainsi que I'existence de mécanismes
de résistance et d’échappement thérapeutique rendent le pronostic de ce type de
tumeur cérébral trés sombre. Ces phénomeénes de résistance sont majoritairement
dus a I'émergence de clones résistants principalement constitués de cellules
souches cancéreuses (CSC). Cependant la survie et le maintien des propriétés
souches de ces cellules nécessitent également un microenvironnement adapté. Le
contréle de cette niche spécifique pourrait dépendre des CSCs elles-mémes et de
vésicules extracellulaires, tels que les exosomes, permettant aux CSCs d’exercer un
contrble et de propager le phénotype tumoral agressif a I'ensemble des cellules
présentes dans le stroma tumoral. Les cellules endothéliales responsables de
'angiogenése tumorale sont les principales cellules ciblées par les exosomes.
Récemment, le marqueur YKL-40 a été identifié comme étant impliqué dans les
mécanismes d’angiogenése et d’invasion ainsi que dans le maintien des propriétés

souches des CSCs.

L’inactivation du géne CHI3L1 codant pour YKL-40 s’accompagne d'une perte du
caractéere indifférencié des cellules tumorales et d’'une diminution significative des
principaux marqueurs de CSC. Ces changements d’état de différenciation de la
population cellulaire ont permis I'obtention d’'une lignée cellulaire de GBM dont la
population tumorale présentait un phénotype plus différencié et peu agressif. Ce
modéle cellulaire expérimental a permis d’étudier I'expression des neurotrophines et

de leurs récepteurs en fonction du statut de différenciation des cellules.

Dans le systeme nerveux central, les neurotrophines ainsi que leurs récepteurs sont
connues, en condition physiologique, pour réguler les mécanismes de plasticité
synaptique, de survie et de différenciation cellulaire. Cependant leur expression est
dérégulée dans de nombreux cancers et notamment le glioblastome. Dans notre
étude, la modulation de I'expression de YKL-40 induit des variations d’expression de
certaines neurotrophines et récepteurs aux neurotrophines. L’expression des

NTR
5

récepteurs TrkB, p7 et du co-récepteur, la sortiline est significativement réduite

dans les cellules présentant un caractére plus différencié. Ces changements vont
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également avoir un impact au niveau du microenvironnement de ces cellules puisque
le contenu des exosomes qu’elles sécrétent se trouve lui aussi modifié. La perte de
sécrétion d'une sous-population d’exosomes contenant spécifiquement ces 3
récepteurs, dans les cellules inactivees pour CHI3L1 dépourvues du caractére
souche, suggere l'existence de fractions d’exosomes spécifiques des CSC dans le
GBM.

Ces travaux mettent en évidence également I'importance du transfert protéique et
notamment la diffusion du récepteur TrkB, aux cellules cibles. Ce mécanisme semble
déterminant pour la croissance tumorale puisqu’il favorise la prolifération cellulaire et
de migration des cellules endothéliales. In vivo, lorsque les exosomes proviennent de
cellules ayant acquis un phénotype peu agressif, ils exercent un contrdle sur la
masse tumorale et répriment le potentiel tumorigénique des cellules. Ces
changements pourraient survenir en raison de [I'absence des récepteurs TrkB,
p75NR et sortiline dans les exosomes mais aussi par la présence et I'action de miR
spécifiques. Ces observations a partir d'un modéle in vivo suggerent que les
exosomes pourraient étre utilisés a des fins thérapeutiques en modifiant le contenu
de ces derniers afin de cibler efficacement la tumeur. L’expression de marqueurs tels
que TrkB, p75"} et sortiline dans les exosomes de patients présentant un GBM
pourrait représenter un excellent biomarqueur d’agressivité et la sélection
d’exosomes dépourvu de ces marqueurs pourrait permettre de réprimer le phénotype
tumoral agressif. L’adjonction de molecules thérapeutiques au contenu des
exosomes pourrait permettre de les protéger afin d’augmenter leur demi-vie et de
limiter leur dégradation, mais aussi de faciliter leur biodistribution et leur ciblage

cellulaire.

Etant donné que les exosomes circulent dans des fluides biologiques, ils peuvent
étre internalisés par des cellules autres que la cellule productrice. Les exosomes
issus du plasma de patients atteints de GBM expriment spécifiquement le récepteur
TrkB alors qu’il est absent chez les patients sains. Il est nécessaire d’étudier dans
une population plus large de patients atteints de GBM mais aussi dans différents
types de cancers, les exosomes et leur contenu protéique en particulier I'expression
des récepteurs des neurotrophines afin de déterminer l'intérét diagnostique de ces
marqueurs circulants. Ce diagnostic non invasif basé sur un prélévement sanguin

s’inscrit dans le cadre des biopsies liquides au méme titre que la détection de CTC
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ou encore ADN tumoral circulant. L'utilisation des exosomes permet cependant

d’envisager la détection combinée de marqueurs protéiques et génétiques.

La radiothérapie est l'un des traitements standard du GBM. Cependant,
l'augmentation de la radiorésistance réduit I'efficacité du traitement. L'identification et
la neutralisation des cibles moléculaires impliquées dans les mécanismes de
radiorésistance des glioblastomes, vise a diminuer le risque de récidive a l'intérieur
du volume irradié et donc a allonger la survie des patients. L'apparition de clones
radio-résistants dérivant de CSC constitue I'une des hypothéses majeures pour
expliquer I'apparition de ces mécanismes. Dans une premiére partie, nos travaux
mettent en évidence le transfert du phénotype agressif via la diffusion de récepteurs

aux neurotrophines au sein des exosomes.

Des résultats préliminaires ont montré que les exosomes de GBM interviennent dans
les mécanismes de radiorésistance. Le transfert des récepteurs aux neurotrophines
pourrait participer activement a ces mécanismes. En effet, les exosomes de GBM
favoriseraient 'augmentation de la prolifération aprés radiothérapie, et pourraient
diminuer les effets de l'irradiation en augmentant les mécanismes de radiorésistance.
L’inactivation de Rab27a conduit a la perte d’expression des protéines EGFR, TrkB,
sortiline et CD9 dans les exosomes. Cependant la présence du récepteur p75"' R,
suggére que la protéine Rab27a ne serait pas impliquée dans la sécrétion

exosomale de ce récepteur.

La fonction des cellules souches mésenchymateuses reste encore trés controversée
dans les tumeurs. En effet, leur caractére pro-tumoral ou anti-tumoral n’est pas
encore clairement établi. La communication entre les cellules cancéreuses et les
CSM semble dépendante des exosomes. Le contenu des exosomes pourrait étre
influencé par I'état de différenciation des cellules sécrétrices et par les stress
environnementaux appliqués a ces derniéres (radiothérapie) et modifierait ainsi
I'impact des exosomes sur les cellules réceptrices. Nos résultats démontrent en effet,
que les exosomes tumoraux modulent la prolifération ainsi que la migration cellulaire
des CSM et permettent a ces derniéres de s’engager dans une voie de différentiation
pouvant, a terme, exercer une action pro-tumorale. Des thérapies anti-cancéreuses
visant a contrdler les CSM, via I'administration d’exosomes modifiés, pourraient étre

envisagées.
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En conclusion, les exosomes connus pour jouer un réle prépondérant dans le
processus de tumorigenése recélent de nombreuses autres facettes. lls sont a la fois
des témoins du fonctionnement biologique intrinséque de la cellule et des messagers
porteurs de signaux biologiquement actifs destinés a I'environnement (cellules
tumorales et stromales) De plus, ils ont la capacité d’étre de bons marqueurs
diagnostiques. La composition du cargo exosomal, faite de différents acteurs
majeurs de l'oncogenése, tels que les récepteurs au neurotrophines peut servir
d’outil diagnostique, pronostique et prédictif de la réponse thérapeutique et devrait
étre un atout majeur pour les futurs cliniciens dans I'établissement des meilleures

stratégies thérapeutiques.
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Annexe 1. Isolement et mise en culture des CSM issues de la moelle osseuse

La moelle osseuse est passée dans des seringues équipées d’aiguilles de calibre de
plus en plus petit afin de dissocier les cellules puis est déposée sur une couche de Ficoll et
centrifugée a 500g pendant 30 minutes a teméprature ambiante. Les cellules situées a
l'interface entre le Ficoll et la phase supérieure sont collectées, reprises dans du PBS 1X et
centrifugées a 300g pendant 10 minutes a température ambiante. Le culot cellulaire est
repris dans du PBS 1X, les cellules sont comptées sur un hématocytométre de Malassez et
la viabilité estimée grace une coloration au bleu Trypan.

Les cellules sont ensuite ensemencées en flasques de 75 cm? (Sarstedt) & une densité de
50 000 cellules/cm? dans du du DMEM/F12 1 :1 (Gibco) supplémenté avec 10% de SVF, 2
mM de L-glutamine, 1 mM de pyruvate sodium, 1% d’acides aminés non essentiels, 20ng/mL
de FGF-2 (Fibroblast Growth Factor 2 ; Miltenyi Biotec), 50 Ul/ml de pénicilline et 50 pg/mL
de streptomycine (Gibco) et 1 pg/mL d’amphotéricine B (Gibco). . Les CSM sont des cellules
qui ont la propriété d’adhérer au plastique. Aprés 24h de culture, le milieu est remplacé par

du milieu frais.
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Annexe 2. Validation phénotypique des BM-MSC

La validation de la nature des cellules se fait par un test de formation de CFU (Colony
Forming Unit) ou test de clonogénicité, une analyse par cytométrie en flux de I'absence de
marqueurs de cellules souches hématopoiétiques et la présence d’'un panel de marqueurs
de cellules souches « adultes ». En paralléle, leur pluripotence est validée testant leur

différenciation selon plusieurs lignages (ostéoblastique et adipogénique).

Annexe 2.1. Clonogénicité

Apres avoir été décollées a la trypsine et comptées sur hématocytométre de Malassez, les cellules
sont ensemencées en plaques 6 puits a la densité minimale (dans 1’idéal entre 1 et 10 cellules par puits)

et maintenues en culture afin de visualiser la formation de colonies a partir d’une cellule unique.

Annexe 2.2. Différenciation

* En ostéoblastes

Les CSM sont ensemencées en puits de plaques 6 puits (Sarstedt) a raison de 5 a 10
000 cellules/cm? dans du MEM (Gibco) supplémenté avec 10% de SVF (IDBio), 2 mM de L-
glutamine, 1 mM de pyruvate sodium, 1% d’acides aminés non essentiels, et 50 Ul/ml de
pénicilline, 50 ug/mL de streptomycine (Gibco) et 100 nM de dexaméthasone, 3 mM de -
glycérophosphate et 50 uM d’acide ascorbique. La culture est maintenue pendant 21 jours
en remplacement le milieu tous les 3 a 4 jours. Les cellules sont ensuite rincées au PBS 1X,
fixées pendant 10 minutes a température ambiante dans une solution de paraformaldéhyde
(Sigma Aldrich) & 4% en PBS et rincées a I'eau distillée. Un marquage de Von Kossa
permettant de mettre en évidence la minéralisation de la matrice extracellulaire des cellules
différenciées en ostéoblastes par immersion des cellules dans une solution aqueuse a 5% de
nitrate d’argent (Sigma Aldrich), exposées a la lumiére blanche pendant 30 secondes et
rincées a I'eau distillée.

Annexe 2.3. Mise en évidence de la présence de marqueurs de surface en cytométrie
en flux

Aprés avoir été décolléees a la trypsine et comptées sur hématocytométre de

Malassez, 2 aliquots de un million de cellules (tubes avec les contrdles isotypique et tube
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« essai ») et 5 aliquots de 500 000 cellules sont placés dans des tubes de cytométrie (BD

Falcon (monomarquages avec des anticorps couplés a des fluorochromes utilisés dans le

test pour réaliser la compensation du cytométre).). Les marquages sont réalisés selon le

protocole recommandé par le fournisseur : kit « MSC phenotyping assay » (Myltenyi Biotec).

Brievement pour étre validées comme CSM, les cellules doivent étre a la fois positives pour
CD90, CD73 et CD105 et négatives pour CD14, CD20, CD34 et CD45.
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Résumé :

Les glioblastomes (GBM) sont des tumeurs astrocytaires au pronostic défavorable.
L’échec des thérapies actuelles (chimio et radiothérapies) est principalement lié a la
résistance des cellules souches cancéreuses (CSCs). Ces cellules ont besoin de
communiquer en permanence avec leur microenvironnement pour leur survie et pour
maintenir une niche favorable a leur développement. Le transfert de matériel entre
les CSC, les cellules tumorales et le microenvironnement contribue a I'échappement
thérapeutique. Des travaux récents révélent l'importance des récepteurs aux
neurotrophines TrkB et TrkC dans la survie et la croissance des CSC de GBM. Nos
travaux préliminaires dans le cancer bronchique démontrent que les récepteurs aux
neurotrophines sont transférés aux cellules du microenvironnement via les exosomes
afin de les contréler. Cependant, le mécanisme de diffusion de récepteurs
oncogéniques a partir de CSC n’a jamais été étudié. Notre objectif principal était
donc de déterminer I'implication des récepteurs des neurotrophines dans le transfert
du phénotype agressif des CSC vers les cellules du microenvironnement afin de
favoriser la résistance thérapeutique du glioblastome. Nos résultats ont permis
d’établir un lien entre le stade de différenciation des cellules tumorales, I'expression
des neurotrophines et leur interaction avec le microenvironnement tumoral via les
exosomes. Le transfert de TrkB au sein des exosomes joue un rdle clé dans la
progression tumorale du GBM et dans 'agressivité cellulaire. Néanmoins, le transfert
des récepteurs aux neurotrophines via les exosomes pourrait également étre
impliqué dans les mécanismes de radiorésistance. Des études menées sur des
cellules de GBM humain irradiées et traitées par des exosomes démontrent
I'implication de ces derniers dans I'échappement thérapeutique. Parmi les cellules du
microenvironnement ciblées par les exosomes, les CSM sont celles qui ont été les
moins étudiées bien qu’elles possedent un tropisme spécifique pour le GBM. Nos
travaux démontrent que les exosomes de GBM modifient le phénotype des CSM et
augmentent leurs capacités prolifératives et migratoires. La fonction exacte du
transfert des récepteurs des neurotrophines devra étre analysée dans ces différents
modéles afin de préciser son importance dans la physiopathologie du glioblastome et
sa progression. L'expression des récepteurs aux neurotrophines dans ces exosomes
permet d’envisager leur utilisation en tant que biomarqueurs diagnostiques et/ou
pronostiques dans le GBM.

Mots clés : Glioblastomes, cellules souches cancéreuses, neurotrophines, TrkB,
radiothérapie, cellules souches mésenchymateuses, exosomes.
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