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Le Docteur Laurent Prézeau, Directeur de Recherche CNRS a
CUniversite de Montpellier, me fait Chonneur d’étre rapporteur de ce
travail. Je tiens particulierement d le remercier de m’avoir accueilli au
sein de sa chaleureuse équipe de rvecherche, pour ses conseils et sa
disponibilité au cours de mon stage. C’est pour moi un privilége que les
travaux présentés dans ce manuscrit soient jugés par un spécialiste des
protéines G et des vécepteurs couplés aux protéines G. Je le remercie treés
sincérement.

Le Professeur Antoine GALMICHE, Praticien Hospitalier et Professeur
da [Université d’ Amiens-Picardie, a accepté d’étre le rapporteur de ce
travail, en tant qu'expert des tumeurs et des wmécanismes
caractéristiques de leur agressivité. Je tiens d le vemercier de me faire
cet honneur.

Le Docteur Brigitte SOLA, Directrice de Recherche au CNRS d
[(MUniversité de Caen Normandie, a également voulu, en tant
qu'examinatrice de ce travail, apporter son regard dexperte des
altérations geénétiques dans les cancers hématologiques pour
Cévaluation de ce travail. Je tiens d (ui exprimer ma sincére
reconnaissance.

Le Professeur Vincent BEREZOWSXI, Professeur da ["Université de Lille-
CUniversitée d’ Artois, me fait Chonneur d’étre examinateur dans ce
jury. Je tiens d le remercier sincérement de m’avoir suivi tout au long
de mes CSI, pour ses conseils trés pertinents qui m’ont aidé dans la
gestion de mes derniéres années de thése. C’est pour moi un privilége que
les travaux présentés dans ce manuscrit soient examinés par un expert
des accidents vasculaires cérébraux.

Au Professeur Pierrick Gandolfo, Professeur d ["Université de Rouen
Normandie et co-directeur de cette thése, je tiens d le vemercier pour ses
encouragements surtout au moment (en fin de theése) ou jen avais le plus
besoin, pour toutes les fois ou il m'a soutenu dans mes démarches
administratives, mais également, je ne saurvais ignorer son soutien
apporté indirectement d mon égavd a travers ma dirvectrice Héléne qui
m'a consacré beaucoup de son temps. Je Len remercie.



Au Docteur Héléne Castel, Directrice de Recherche d [(Inserm de
(Universitée de Rouen Normandie, ma directrice de thése depuis
maintenant 4 ans. Je tiens tout particuliérement d la remercier de
m’avoir donné cette chance juste aprés mon Master, de m’'avoir suivi et
encadré avec beaucoup de rigueur scientifique et de patience. En effet,
sa rigueur scientifique, sa persistance dans le travail, son esprit critique
associés da sa disponibilité da nos sollicitudes multiples malgré un emploi
du temps super chargé, forcent le vespect et Ladmiration. Je la vemercie
profondément pour son soutien, son devouement non seulement dans la
conception de ce manuscrit mais tout au long de cette thése et (ui suis
trés reconnaissant pour son sacrifice quotidien pour moi mais aussi
pour toute Léquipe « des champions » qu’'elle coach. Ces 4 années sous sa
dirvection, m’ont permis de beaucoup m’améliorer dans la prise en
charge dun projet de vecherche, en termes de présentation et
valorisation des rvésultats mais surtout dans la rédaction dun
manuscrit. J'ai pu évoluer et acquérir sous ses ailes, des compétences qui
me serviront cevtainement sur le plan scientifique. Aussi, je la remercie
de m’avoir inculqué que "le talent sans travail n’est qu'une sale manie"
et qu’il faut donc toujours aller plus loin dans la curiosité, toujours
persister et se poser des questions scientifiquement pertinentes. Enfin, je
lui présente toute ma sincere gratitude.

Je remercie le Docteur Youssef Anouar, Dirvecteur de Recherche Inserm
et du laboratoire Inserm ‘Ui239, Différenciation et Communication
Neuronale et Neuroendocrine, qui m’a accueillie au sein de son unité
durant toutes ces années.

Je tiens tout particuliérement d remercier le Laurence D., "la Maman"
de Céquipe 3, pour sa gentillesse, sa disponibilité, sa bonne humeur et les
multiples autres qualités que je ne saurais toutes mentionner. Nous
avons tellement pris Chabitude de profiter de ses services qu'd son
absence au labo, le vide et le besoin se font vite ressentiv. Sans elle
Céquipe ne serait certainement pas ce qu’elle est aujourd hui, c’est ce que
toute léquipe dit de Laurence, en méme temps c'est tellement vrai!
Cétait admirable et appréciable de Cavoir au sein de [équipe. Je la
remercie également pour ses précieux conseils et son aide au quotidien,
que ce soit en biologie moléculaire ou Centretien de mes nombreuses



lignées cellulaires. Son soutien fut constant tout au long de cette thése
et particuliérement en fin de thése ou elle a adorablement sacrifié des
jours et des weekends pour m'aider d finaliser ce manuscrit. Je
n'oublievai jamais toute son aide sans faille d mon égard et (ui suis
profondément reconnaissant.

A Fabrice M., je me rappelle encore de ses nombreuses et pertinentes
questions sur mes résultats de qPCR sur (UII/UT en debut de thése.
Cétait un véel plaisiv déchanger autour des rvésultats et tes
encouragements lors de la préparation des communications ovales. Je le
remercie beaucoup pour son encadrvement en debut de thése notamment
sur la qPCR. Son aide et son soutien furent treés précieux tout au long
de mon projet.

Je remercie Marie-Christine T., pour sa joie de vivre et Ses petites
attentions qui font plaisir au quotidien. Je remercie également Oana C.
qui, toujours joviale et curieuse, apporte de la gaieté au sein de [équipe.

Un grand mevci d Martine D. pour toutes les fois ou elle a adorablement
accepté de s’occuper de mes souris, malgré son emploi du temps chargé
au labo et a ('animalerie. Encore merci pour son temps, sa patience et
son encadrement au Cryostat.

Un grand merci aux « pingouins » ou du moins ce qui en reste car ils se
sont métamorphosés depuis [ancienne génération incluant Pierre-
Olivier (POGY), Jane [a chanteuse, Pierre Michaél (PM) le danseur, qui
non seulement animaient bien le quotidien mais ont été des référents
clés pour mon intégration au labo et pour mon initiation d de
nombreuses techniques. A mon POGy, qui m’a pris sous ses ailes d mes
deébuts, je (ui dis merci pour sa patience, sa simplicité et sa disponibilité
et méme aprés son départ. A Jane, jespére que tu gardes encore ta
chemise d carreau rouge identique d la mienne et qu’on aura [“occasion
d’étre en uniforme un de ces jours pour déliver en ville comme tu sais si
bien le faire. A PM, un exemple de sérieux et de travail qualitatif, tu
m’impressionneras toujours par ta gaieté, tes qualités. Jespére que t'as
fini par nous rejoindre du « coté obscure » en abandonnant ton Nexus.



Benjamin P. et Alexandre M., les derniers des « pingouins » originaux
(avant la métamorphose). Mes amis au quotidien, au labo comme en
dehors ; je me demande ce qu’auraient été mes journées au labo sans
eux. Ils étaient toujours disponibles non seulement pour m'aider dans
mes expériences les plus folles a pas d’heure mais aussi pour nos
nombreuses soirées cinés ou chasse au Pokémons. Mevci d eux, pour
toutes les fois ou ils ont été présents pour me soutenir. A Benjamin P.,
sa gentillesse, sa bonne humeur et ses blagues ont rendu la vie au labo
et en dehors tellement plus agréable. T as enfin trouvé ta voie et je m'en
réjouis car tu le mérites. A Alexandre M., mention spéciale pour (ui
avec qui jai passé le plus de temps non seulement a discuter de nos
expériences, d se soutenir mutuellement, d voyager pour nos nombreux
congreés mais aussi nos nombreux centres d’intérét partant des nouvelles
technologies d notre passion pour les Marvels et DC, ont rendu nos
échanges toujours plus intéressants et mon séjour au labo plus agréable.
Cela me maquera beaucoup. Je ne saurais oublier de le vemercier pour
son aide généreusement apportée sur les analyses du TCGA qui ont
rendu mon projet plus valorisant.

Enfin, la métamorphose, les « pingouins » ont changé depuis en une
toute nouvelle génération, tout aussi intéressante et représentant les
jeunes présents au sein de [équipe « des champions » et qui partagent
Cesprit d’entraide et de solidarité régnante au sein de cette [équipe 3.
Ainsi, A mes super Stagiaires Italiens Céleste et Daniéle, leur
encadrement fut agréable par leur joie de vivre et leur détermination
a m'accompagner méme les weekends ou jours fevié. En tant que
collégues et amis ils ont apporté de précieuses aides d mon projet de
recherche. A Céleste, une personne formidable et une battante ; je me
rappellerai toujours de nos longues journée de qPCR et de Western blot,
qui, non seulement ont contribué jespére d ta formation mais ont
certainement vendu wmon projet plus ~valovisable. Je [(ui suis
reconnaissant et aussi pour toutes (aide apportée pour finaliser mon
projet. Je voudrais également remevrcier tous les autres « champions »
de léquipe que sont Martin "Mysteére :P", Manu LDM, Renaud P., et
Quentin L., soudés avec cet esprit dentraide digne de vrais
« pingouins », leur contribution en fin de thése fut trés bénéfique. Mevci
d vous et bonne continuation sur vos projets respectifs.



Toujours disposée a aider, je tiens aussi d remercier Catherine B. pour
sa gentillesse et ses attentions d mon égard surtout dans les moments
difficiles. Mevci également d Olivier W. pour sa contribution mais aussi
de m’avoir permis d’expérimenter [enseignement et finaliser mes
travaux de recherche. J aimerai également remercier chaleureusement
tous les titulaives de (unité incluant Anthony, Benjamin, Céline,
Christophe, Christine, les David, Dorthe, Estelle, Isabelle, Jérome, Julien,
Loubna, Lucas, Magali, Maité, Marie, Marjorie, Mickael, Nicolas,
Saloua, Sylvie, pour leur accueil au cours de ces années.

Je souhaite vemercier le Docteur Jean-Baptiste L. et Estelle D. pour leur
disponibilité et encadrement dans la mise au point de lignées stables.
Mes remerciements concernent également Arnaud A., Damien C., Julie
M., Magalie B. et Marine D., qui étaient toujours disposés a m’apporter
leur aide en cas de besoin sur Primacen ou d Canimalerie. Je voudrais
aussi vemercier tous les membres de [équipe du Docteur Laurent P. et
de la plateforme Arpége pour leur chaleureux accueil a Montpellier.

Je tiens particufie‘rement d remercier tous les anciens comme nouveaux
doctorants et postdoc/ingénieurs du DC2N, notamment Alexis, Amine,
Audrey, Aurelien, Auriane, Cynthia, Emmanuelle, Fanny, Hugo,
Houssein, Julie, Karima, Lisa, Margaux, Mahmoud, Maria, Marion,
Mickael (Damilola), Mouna, Ophélie, Roxane, Sarah. Votre présence et
Cinteraction avec les un(e)s que les autres m’ont aussi permis de ne pas
me sentir seul face aux probléemes que seul un doctorant peut mieux
comprendre. A Sarah et Hugo, nos débats entre foot et ciné me
manqueront.

Je voudrais également remercier les autres membres de ECODIV, en
particulier Sékou qui a été non seulement un véritable soutien, un
collégue, mon meilleur ami d Rouen mais aussi un de mes coéquipiers
clé de Foot. Nos parties de Foot avec tes colléegues et amis Frangois,
Fdouard, Benoit, Marceau et j'en passe, étaient de vrais moments de
détente. On remet cela quand vous voulez avec Hugo qui n’attends que
de pouvoir placer un bon petit tacle.

Je ne s‘aurait finir ces remerciements sans évoquer mes trés précieux
parents. Je dédie ce travail :



o A mon pére : Kassoum Pierre DEMBELE ou Apa, sans ton soutien et
tes encouragements, tes conseils et Lattention permanente du vrai
pére que tu es, on n'en serait pas ld.

o A ma mére : Suzane DEMBELE ou TAh, ma Maman préférée et « ma
fille » je n'ai pas oublié comment tu as encadré nos premiers pas d
Cécole et tes sacrifices pour aider Apa dans tous les projets. J'ai été
impressionne par ton courage, ta patience, et ta présence permanente
avec chacun de nous.

Vous avez été des modéles pour moi, sans votre rigueur, votre éducation
et votre soutien sans faille, je n'en sevais certainement pas ld. Je ne
pourrais jamais vous remercier assez ; soyez fiérve car ce travail est le
votre.

A mon grand frére Samuel, mon repére, ma référence. Oui, ton exemple
m'a inspiré, trouve ici tout mon respect et mon affection. A mes
adorables sceurs, mes "Bo-Bonne" : Alice, Sabine, Jeannette et Giséle,
Mevrci d vous toutes pour le soutien et Lamour que vous me témoignez
malgreé éloignement. Soyez honorées avec moi pour ce travail, car il est
aussi le vétre. Je remercie également Bernard, Giséle, Geneviéve et
Etienne qu Apa surnomme "des chevaliers des bonnes ceuvres', je vous
remercie beaucoup pour tout le soutien que vous m’'avez apporté d
Privas, Grenoble, ou méme au Luxemboury.

La liste est encore longue pour pouvoir mentionner tout le monde. Je
remercie énormeément toutes les personnes qui ont contribué de prés ou
de loin d ma réussite. Jadrvesse ma particuliére reconnaissance d feu
Monseigneur Georges FONGHORO, d la sceur Catherine DEMBELE, et
d tous mes tontons, et amis de la famille DEMBELE a sévaré, koutiala
et Bamako, d mes promotionnaires et anciens de la bourse d’excellence,
ainsi qu’d tous mes coéquipiers de foot.

Enfin, Je rends Grdce d Dieu de m'avoir donné [Lopportunité de
poursuivre mes études en France, de m’avoir guide, et assisté pour la
réalisation de ce document.
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CURSUS
2018 -2019 Attaché Temporaire d’Enseignement et de Recherche
2015 -2018 Doctorat de Biologie Cellulaire spécialité Neurosciences,

Université de Rouen.
Titre : Etude du role de protéines G dans les gliomes de haut grade :
implication dans la migration et le phénotype mésenchymateux.
Laboratoire de Différenciation et Communication Neuronale et
Neuroendocrine DC2N, Inserm U1239.
Directeurs de These : Dr H. Castel et Pr P. Gandolfo

2013 - 2015 Master Recherche, spécialit¢é Biotechnologie et Ingénierie
Diagnostiques et Thérapeutiques. Mention Assez Bien. Université
Joseph Fourier, Grenoble, France.

2010 —-2013 Licence Biologie-Chimie, spécialit¢ Chimie et Procédés. Mention
Bien. Université Joseph Fourier, Grenoble, France

2009 - 2010 Baccalauréat Scientifique. Mention trés Bien. Lycée Hammadoun
Dicko de Sévaré, Mali.

EXPERIENCES PROFESSIONNELLES

2017 (2 mois) Stage collaboratif a I’Institut de Génomique Fonctionnelle, sous la
responsabilité du Dr Laurent Prézeau. Etude des couplages et voies
de signalisation des récepteurs couplés aux protéines G par des
techniques de BRET et FRET-HTREF.

Nov. 2018 - Aoiit 2019  Attaché Temporaire d’Enseignement et de Recherche

2015 -2018 Doctorant titulaire d’une bourse Union Europeen-Région Haute-
Normandie. Projet : Etude du réle de protéines G dans les gliomes
de haut grade: implication dans la migration et le phénotype
mésenchymateux. Sous la codirection du Dr Héléne Castel et du Pr
Pierrick Gandolfo. INSERM1239, Equipe “Astrocytes et Niche
Vasculaire”

Jan. 2015-Juil. 2015 Stage de recherche au CEA/iRTSV/BCI, Grenoble, France. Projet :
Etude de la "VE-cadhérine" en cancérologie. Sous la direction du Dr
Isabelle Vilgrain.

Avr. 2014-Juil. 2014 Stage de recherche au Laboratoire d'Oncologie Cellulaire et
Moléculaire (CRP-Santé¢), Luxembourg. Projet : Role de la "cysteine-
rich protein (CRP2)" dans la progression du cancer du sein. Sous la
direction du Dr Clément Thomas.

Jan. 2013-Fév. 2013 Stage de recherche au CERMAV/UPR 5301, Grenoble, France.
Projet : Extraction, purification et mutagenése dirigée de la Lectine
RSL (Ralstonia solanacearum lectin). Sous la direction du Dr Anne
Imberty.



Juil 2013.-Aoiit. 2013  Assistant dans ’entreprise Dpointgroup, Barcelone, Espagne. Projet :
Création de site internet et multimédia. Sous la direction de Daniel

Bukin.
COMPETENCES
Biologie cellulaire Cultures cellulaires 2D et 3D, immuno-histo/cyto-chimie, transfection

cellulaire, production de particules lentivirales et infection cellulaire,
mesure de la migration, prolifération, viabilité et apoptose cellulaires.

Biologie moléculaire FRET/BRET, Western Blot, zymographie, mutagenése dirigée,
transformation bactérienne, extraction d’ADN/ARN et de protéines,
design de primer, RT-qPCR.

Expérimentation animal Acquisition de l'attestation d'expérimentation animale (formation R-
S9LILLE-F1-10, Lille 2016) et de chirurgie animale (I-38UGA-CHIR-

16, Grenoble 2018), gestion de souris transgéniques.
Chirurgie et Xénogreffe intrastriatale, prélévement cerveau et organes.

Imagerie Coupes au cryostat, microscopie confocale, Vidéo-microscopie,
Microscopie conventionnelle.

Informatique Imagel, Image Lab, GraphPad Prism, Cinema4D, Adobe After Effects,
Photoshop.

Langues Francais courant, Anglais professionnel.

FORMATION ET AUTRES ACTIVITES

Formations + Chirurgie expérimentale sur rongeurs (29 mai au 2 juin 2017 a
Grenoble).

 Biostatistiques (9 et 11 janvier 2017 a Rouen).

» Formation spécifique destinée aux personnes concevant les
procédures expérimentales niveau I (18 au 26 janvier 2016 a Lille).

* Anglais Scientifique (7 octobre 2016 au 6 janvier 2017 a Rouen).

* Analyser et gérer le risque chimique (20 avril 2016 a Rouen).

Activités * Membre actif du comité des jeunes chercheurs du réseau de
recherche GDR GPCR3545 (2016-2018).

* Représentant doctorant de I'Ecole Doctorale Normande Biologie
Intégrative, Santé, Environnement (EDnBISE) dans le comité de
suivi de trois doctorants (2017 a 2019)

* Animation lors des visites annuelles du laboratoire Inserm U1239
par le Gefluc et le Crédit Agricole Normandie Seine (2016, 2017).

* Animation lors des visites annuelles du laboratoire Inserm U1239
par les étudiants de Licence et Master (2017, 2018).

* Membre de ’association des doctorants de Normandie (depuis
2015).



ACTIVITE D’ENSEIGNEMENT-ENCADREMENT

Nov. 2018 - Aoiit 2019  Attaché Temporaire d’Enseignement et de Recherche

Avr. 2019 - Juin. 2019  Encadrement de M" Sen Yan dans le cadre de stage de Master 1
« Tissue, Cell and Gene Biotherapies » (Université Paris-Sacley).

Formation aux techniques de culture cellulaire en Neurosphére,
Western blot, RT-PCR.

Fév. 2018 - Juil. 2018  Encadrement de M Celeste Nicola dans le cadre de stage de
Master 2 Neurobiologie (Université de Turin, Italie). Formation aux

techniques de culture cellulaire, migration cellulaire, Western blot,
RT-PCR.

Avr. 2018 - Juin 2018  Encadrement de M Margaux Clomenil dans le cadre de son stage
de Master 1 Neurosciences, Universit¢ de Rouen Normandie.
Formation a la culture cellulaire, transfection cellulaire,

Immunocytochimie, migration et prolifération cellulaires, Western
blot.
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Art.1 : Le Joncour, V., Guichet, P.O., Dembélé, K.P., Mutel, A., Poret, B., Perzo, N., Desrues,
L., Modzelevski, R., Bohn, P., Vera, P., Couraud, P.O., Honnorat, J., Laquerriére, A., Marguet,
F., Ferracci, F.X.; Langlois, O., Morin, F., Gandolfo*, P. and Castel* H. Targeting the urotensin
I/UT G protein-coupled receptor to counteract angiogenesis and mesenchymal
hypoxia/necrosis in glioblastoma. (Soumis)

Art.2 : Kasapidou, P.M., Démbélé, K.P., Desrues, L., Gubala, V. and Castel* H. Injectable
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préparartion)

Art.2 : Dembélé, K.P., Mutel, A., Clatot, F., Gandolfo, P. and Castel* H. Analysis of
expression a vasoactive UII/UT and a professional CXCI12/CXCR4 chemokine systems in a

series of head and neck tumors : association with the nmetastasis process. (En préparation).

Art.3 : Dembélé, K.P., Mutel, A., Desrues, L., Nicola, C., Guichet, P.O., Bérard C., Mouchard
L., Dupel, E., Latouche, J.B., Laquerriére, A., Marguet, F., Langlois, O., Morin, F., Gandolfo,
P. and Castel* H. G proteins expression determines glioma subgroup signature: specific role of
Gal5 in GBM mesenchymal phenotype. (En préparation).
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Dembélé K.P., Mutel, A., Desrues, L., Nicola, C., Guichet, P.O., Bérard C., Mouchard L.,
Dupel, E., Latouche, J.B., Laquerricre, A., Marguet, F., Langlois, O., Morin, F., Gandolfo, P.
and Castel, H.: Analysis of G protein expression level and functions in glioma development.
7th annual Meeting GDR3545, GPCR-Physio-Med. Strasbourg, France, October 29-31, 2018.

Dembélé K.P., Mutel, A., Desrues, L., Nicola, C., Guichet, P.O., Bérard C., Mouchard L.,
Dupel, E., Latouche, J.B., Laquerricre, A., Marguet, F., Langlois, O., Morin, F., Gandolfo, P.
and Castel H.: G proteins as key regulators of GPCR-regulating survival and migration of high-
grade gliomas. 20°™ Journée de I’Ecole Doctorale Biologie Intégrative, Santé et
Environnement (JED), Le Havre, France, March 16-17, 2017.
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Résumé

Représentant environ 45% de tous les gliomes, le GBM est la tumeur cérébrale la plus
agressive chez 1’adulte. Comme nous I’avons décrit dans 1’introduction de ce manuscrit, le
caractere trés hétérogéne du GBM associé aux signatures moléculaires et expressions géniques,
mais également aux conditions microenvironnementales hypoxique et inflammatoire,
contribuent a la récidive quasi-systématique apres exérese compléte-radio/chimiothérapie, et
expliquent les nombreux échecs thérapeutiques. Malgré 1’arsenal thérapeutique potentiellement
disponible, appliqué parfois de mani¢re multimodale, la survie des patients atteints de GBM
n’est pas significativement améliorée, les défis a relever pour améliorer cette survie et la qualité
de vie des patients restent énormes. Ainsi, l'identification de facteurs exprimés de manicre
différentielle qui pourraient mieux définir le comportement agressif des cellules de GBM
fournirait une base pour le développement de thérapies innovantes et peut-étre plus efficaces.

Une des caractéristiques des GBMs est leur capacité trés migratoire et invasive, relayées
principalement par des facteurs chimiotactiques dans un microenvironnement tumoral
hypoxique et inflammatoire. Les récepteurs couplés aux protéines G (RCPGs) et leurs ligands,
particulicrement les RCPGs de chimiokines, surexprimés dans les GBMs et stimulant la
migration chimiotactique, l’invasion et [’angiogenése jouent un rdéle majeur dans le
développement des GBMs et l'acquisition d'un phénotype agressif. Dans ce contexte, notre
équipe avait démontré que le récepteur UT de I’urotensine II (UII), une chimiokine peptidique
pro-angiogénique et pro-inflammatoire, ainsi que le systéme chimiokine bien connu SDF-
1a/CXCR4 semblent systématiquement co-exprimés dans les GBMs, plus spécifiquement dans
les zones vasculaires et périnécrotiques, montrant une corrélation avec le grade des gliomes. In
vitro, nous avions aussi établi que I’UII/UT stimule la migration chimiotactique des cellules de
GBM via les couplages de type Gai/PI3K et Gal3/Rho/ROCK, des couplages précédemment
mis en évidence pour le systéme SDF-1a/CXCR4 et d’autres RCPGs chimiotactiques. De plus,
une récente analyse de la base de données TCGA (The Cancer Genome Atlas) en composante
principale réalisée par Alexandre Mutel, é¢tudiant en thése dans I’équipe, a permis d’identifier
la signature d’expression des RCPGs exprimés dans les gliomes et particulierement dans les
GBMs, qui révele un nombre trés important de RCPGs chimiotactiques. Dans 1’ensemble, leur
expression et activité signalisante redondantes fréquemment associées a la tumorigenése, en
particulier dans les GBMs, soulignent I’intérét d’étudier les nceuds de signalisation communs a

I’ensemble de ces RCPGs chimiokines. Ces nceuds sont principalement représentés par les



protéines G hétérotrimériques composées des sous-unité a, B et y, qui couplent ces RCPGs et
relayent les effecteurs secondaires intracellulaires, probablement essentiels a la régulation de
I’agressivité des GBMs.

Ainsi, I’objectif de mon travail de these était d’identifier les principales protéines Ga., 3 et y
parmi les 31 protéines G exprimées chez I’Homme dans les gliomes et celles plus
spécifiquement associées au degré de malignité, et a I’agressivité des GBMs puis a déterminer
le role d’une de ces protéines G dans les mécanismes de prolifération et d’invasion de cellules
de GBM.

Dans un premier temps, nous avons analysé I’expression des 31 sous-unités (150, 5p et 117)
de protéines G sur la base de données transcriptomiques du The Cancer Genome Atlas (TCGA),
et démontré que les niveaux d'ARNm codant pour les sous-unités Gaz, Gail, GB4, GB5 et Gy3
sont relativement faibles dans les GBMs tandis que les sous-unités Gal2, Gal3, Gal5, Gai2,
Gai3, GB2, Gy5, Gyll et Gyl2 sont particulierement surexprimées dans les GBMs et sont
associées a un mauvais pronostic en termes de récidive et de survie du patient. Nous avons
ensuite confirmé par qPCR que les protéines G identifiées sont bien exprimées dans des
prélevements de GBMs de patients obtenus en collaboration avec le service
d’anatomopathologie du CHU de Rouen (Collaboration Pr A. Laquerrére) ainsi que dans 6
lignées cellulaires de gliome. Les analyses des données du TCGA associées aux informations
cliniques des patients indiquent que ces sous-unités sont toutes associées a un mauvais pronostic
de survie chez les patients atteints de gliome. Aussi, I’inhibition de I’expression des sous-unités
Gal5, Gai3 ou GP2 dans la lignée de GBM US87 entraine une diminution de la
prolifération/survie et des adhésions associées a la migration cellulaire. Ainsi, nous proposons
que les protéines identifiées (Gal5, Gai3, G2, Gy5, Gyl0, Gyl1 et Gyl2) représentent des
marqueurs de malignité des GBMs ; et contribuent au phénotype agressif d’invasivité des
GBMs. Parmi ces protéines Ga, f ou vy identifiées, nous nous sommes focalisés plus
particulierement sur Gal5, une sous-unité atypique non ubiquiste longtemps décrite comme
spécifique aux cellules souches hématopoiétiques. Cette derniére semble également étre
exprimée de novo dans les gliomes de haut-grade, et plus particulie¢rement dans les GBMs
neuraux et mésenchymateux. Ainsi, nous avons recherché si I’expression de cette sous-unité
Gal5 dans des cellules de GBM, controle les mécanismes de prolifération et d’invasivité et
constitue une potentielle cible thérapeutique.

Pour mieux analyser la fonction de Gal5, nous avons utilisé la technologie siRNA, shRNA
ou CRISPR-Cas9 pour inhiber 1’expression ou inactiver de manicre stable le géne GNAI1S5

(Gal15-KO) dans les lignées cellulaires de GBM U87 et 8MG. A partir de ces cellules, nous



avons démontré que la sous-expression de Gal5 ou son inactivation réduit significativement le
nombre de cellules (comptage au Nucleocounter) ainsi que la viabilité des cellules de GBM
(mesure de I'activité métabolique des cellules déterminée par le clivage WST-1). Ces résultats
démontrent que Gal5 est une protéine G impliquée dans la survie des cellules de GBM, mais
ne modifie pas le cycle cellulaire, et ce en 1’absence d’activation d’un RCPG.

Le GBM se caractérise aussi par son comportement fortement invasif. Ce comportement est
l'une des caractéristiques qui contribuent a la récurrence et au mauvais pronostic des GBMs. La
migration et I'invasion des cellules tumorales est un processus coordonné en plusieurs étapes
comprenant la réorganisation dynamique du cytosquelette d'actine, des protrusions
membranaires comme les lamellipodes, la formation de complexes d’adhésion, la contraction
du corps cellulaire et le détachement de la queue cellulaire pour la migration mésenchymateuse.
Dans ce contexte nous avons démontré que la répression de ’expression de Gal5 diminue
significativement la migration des cellules de GBM dans les tests de migration en transwell et
de wound healing, alors que sa surexpression favorise la migration. En évaluant la motilité
cellulaire par vidéomicroscopie, nous observons que les cellules controles U87 émettent des
lamellipodes orientées pour migrer, alors que les cellules clonales Gal5-KO ne sont pas
polarisées et montrent une diminution significative de la longueur des trajectoires parcourues
associée a une vitesse moyenne de déplacement réduite par rapport aux cellules U87. Les études
d’immunocytochimie révelent que I'inactivation de Gal5 entraine une réduction significative
du nombre de complexes d’adhésion focal (FA) riches en Phospho-paxillin et en vinculine
(deux protéines majeures des FA), et altére le remodelage du cytosquelette d’actine
(polymérisation des fibres de stress d’actine) associé a une diminution significative de
I’émission des lamellipodes. Au contraire, les cellules sur-exprimant Gal5 présentent une
exacerbation de la concentration des protéines formant le complexe FA et du nombre de
lamellipodes. Ces observations montrent que Gal5 joue un réle majeur dans la régulation de la
migration/invasion et la survie associées a la croissance des GBMs.

Afin d’identifier les principales voies de signalisation régulées par Gal5 pour stimuler ces
processus, nous avons analysé par Western blot les voies de signalisation oncogénique et
identifi¢ que I’inactivation de Gal5 inhibe significativement la voie ERK1/2, réduit
considérablement I’expression de STAT3, de Akt et de la B-caténine. De plus, l'analyse du
niveau d'expression de I'ARNm codant trois effecteurs principaux de Gal5 (PLCB1, PLCB2 et
TPR1) a révélé une diminution significative de I'expression de PLCB2 dans les cellules U87
Gal5-KO, suggérant un mécanisme commun entre PLCB2 et Gal5 dans les GBMs. Ces

données permettent de proposer que Gal5 (1) stimule au moins ’activation de ERK1/2 et



STAT3 via la voie PLCB2/PKC favorisant une haute survie/prolifération des cellules de GBM,
(2) favorise la voie PI3K/Akt aboutissant a I’expression et/ou I’activation de NF-xB et de la 3-
caténine pour réguler I'expression de nombreux genes pro-tumorigene, et (3) peut réguler la
polymérisation d’actine dépendante de PLCP2 et stimuler les voies de signalisation
intracellulaires (ERK, Akt,...) associées aux protéines d’adhésions paxilline et vinculine.

Pour mieux comprendre si I'agressivité des gliomes favorisée par Gal5 est associée a la
régulation de la transition mésenchymateuse, nos études de qPCR ou immunocytochimiques
montrent que 1’inactivation de Gal5 dans les cellules de GBM est suffisante pour diminuer de
maniére significative 1’expression (1) des ARNm des facteurs de transcription (TFs)
mésenchymateux incluant C/EBPB, RUNXI1, FOSL2, BHLHB2, ZEBI, et la translocation
membranaire de N-cadhérine, (2) de marqueurs pro-angiogéniques (Angiogénine et VEGFA)
et (3) de la SERPINA1 pro-inflammatoire et du TF KLF4 marqueur de cellules souches. En
revanche, 'expression des ARNm de répresseurs tumoraux (DKK1, ZNF238) ainsi que du
marqueur de cellules souches SOX2 activateurs de la voie DKK1, est significativement inhibée
dans les cellules Gal5-KO. Ensemble, ces résultats mettent en évidence le role essentiel de
Gal5 dans D’expression marqueurs oncogénique ainsi que dans ’acquisition du phénotype
mésenchymateux des gliomes, permettant la mise en place d’un microenvironnement tumoral
immunosuppresseur et angiogénique soutenant l'agressivité des GBMs.

Enfin, pour évaluer I’'importance de Gal5 dans la croissance et I’invasivité des GBMs in
vivo, des xénogreffes orthotopiques des U87 controles, de deux clones U87 Gal15-KO ainsi que
des U87 sur-exprimant Ga 15 ont été réalisés chez la souris Nude, dans le striatum. Nos résultats
montrent une survie significativement améliorée des souris lorsque Gal5 est inactivée (survie
médiane de 60 et 84 jours pour les clones KO 26-1 (p=0,0436) et KO 26-6 (p=0,0016)
respectivement contre 44 jours pour les U87, et une survie réduite des souris Nude xénogreffées
par les cellules sur-exprimant Ga/15 (50 jours contre 61 jours pour le contrdle, p=0,0326). Ces
résultats démontrent que la sous-unité Gal5 est une protéine impliquée dans 1’agressivité des
GBMs in vivo.

En conclusion, nos résultats montrent que 1’expression de Gal5 est suffisante pour maintenir
la survie et entrainer la migration des cellules de GBM, et favorise 1’expression ou I’activation
de facteurs impliqués dans la transition mésenchymateuse, I’angiogenése, le statut souche et
I’inflammation. Bien que des expériences complémentaires s’averent nécessaires pour
confirmer les voies et mécanismes associés a Gal5, ces travaux originaux ouvrent des pistes et
perspectives sur le potentiel diagnostique de Gal5 pour les GBM mésenchymateux et

inflammatoire, et thérapeutique pour cibler les GBMs les plus invasifs et résistants.



Abstract

GBM is the most common (~45% of all gliomas) and aggressive primary malignant brain
tumor in adults. As described in this document's introduction, GBM highly heterogeneous
phonotype associated with molecular signatures and gene expressions, but also with hypoxic
and inflammatory microenvironmental conditions, contribute to frequent recurrence after
complete resection-radio/chemotherapy, and explain the multiple therapeutic failures. Most of
the current treatment options for GBM, although sometimes multimodal, the survival of GBM
patients is not significantly improved, and the challenges to improve patient survival and quality
of life remain enormous. Thus, the identification of differentially expressed factors that could
better define the biological behavior of GBM, would provide a basis for the development of
novel therapies and may be more effective.

One of the characteristics of GBMs is their highly migratory and invasive properties, relayed
mainly by chemotactic factors belonging to the hypoxic and inflammatory tumor
microenvironment. G-protein coupled receptors (GPCRs) and their ligands, particularly the
chemokines GPCRs, overexpressed in GBMs and stimulating migration, invasion and
neoangiogenesis, play a key role in the development of GBM and the acquisition of an
aggressive phenotype. In this context, our team demonstrated that UT, the receptor of urotensin
IT (UIl), a pro-angiogenic and pro-inflammatory chemokine, as well as the well-known
chemokine system SDF-1/CXCR4 are systematically co-expressed in GBMs particularly in
vascular and perinecrotic areas and their expression are correlated with grade. We also
demonstrated in vitro that UII/UT stimulate GBM cells chemotactic migration and invasion via
activation of the pathways Gai/PI3K and Gal13/Rho/ROCK, pathways that have previously
been identified for the SDF-10/CXCR4 system and other chemotactic GPCRs. In addition, a
recent principal component analysis of TCGA (The Cancer Genome Atlas) database performed
by Alexandre Mutel, PhD student in the team, has identified the expression signature of GPCRs
in gliomas and particularly those which are overexpressed in mesenchymal GBM, among which
many chemotactic GPCRs are included. Taking together, their redundant expression and
signaling activity frequently associated with tumorigenesis, particularly in GBMs, raises the
issue of studying signaling nodes common to all these GPCRs. These nodes, are primarily
represented by heterotrimeric G proteins, composed of a,  and y subunits, that couple these
GPCRs relaying many intracellular secondary effectors, probably essentials in the regulation of

GBM aggressiveness.



In this context, the aim of my thesis work was to identify the main Ga, [ and y subunits
among the 31 G proteins expressed in human gliomas and those more specifically associated
with the malignant grade, and the aggressiveness of GBMs and then to determine the role of
one of these specific G proteins in GBM cells proliferation and invasion mechanisms.

For that, we first analyzed the expression of the 31 subunits (15a, 5B and 117y) of G proteins
from the TCGA database and showed that the mRNA expression of Goz, Gail, GB4, GBS et
Gv3 are relatively low in GBMs while Gal2, Gal3, Gal5, Gai2, Gai3, GB2, Gy5, Gyll and
Gy12 subunits, are particularly overexpressed in GBM and are associated with a poor prognosis
in terms of recurrence and patient survival. We then confirmed by RT-qPCR the high
expression of these interesting identified G proteins by analyzing their expression in 6 different
glioma cell lines as well as in GBM patient biopsies obtained in collaboration with the
pathology department of Rouen University Hospital (Collaboration Pr A. Laquerrére). TCGA
database analysis associated with the clinical information of patients indicate that these subunits
are all associated with a poor prognosis for glioma patient survival. Moreover, the
downregulation of Gal5, Gai3 or GB2 in U887 GBM cell lines significantly decrease the cells
proliferation/survival, adhesion associated with migration. Thus, we propose these identified G
proteins (Gal5, Gai3, GB2, GyS5, Gy10, Gyl1 and Gy12) as GBM malignancy biomarkers and
they could contribute to the GBM aggressive phenotype. Among all the identified G proteins,
we specifically focused on Gal$5, an atypical and non-ubiquitous G protein long described to
be specific to hematopoietic stem cell. The latter seems to be also expressed de novo in high-
grade gliomas, more particularly in neural and mesenchymal GBMs. Thus, we investigated
whether the expression of this Gal5 subunit in GBM cells, controls the mechanisms of
proliferation/invasion and is a potential therapeutic target.

To better analyze the function of Gal5, we used siRNA, shRNA or Crispr-Cas9 technology
to stably inactivate GNA1S5 (Gal5-KO) gene in U87 and 8MG cell lines. From these cells, we
have demonstrated that Goal5 silencing or knockout significantly decreases the number
(nucleocounter counting) and viability of GBM cells (measure of cells metabolic activity
determined by WST-1 cleavage). These findings demonstrated that Gal5 is an important G
protein implicated in cell survival, without affecting the cell cycle, in the absence of GPCR
activation.

GBM is also characterized by its highly invasive behavior. This behavior in GBM is one of
the hallmarks that contribute to tumor recurrence and poor prognosis of GBM. Tumor cell
migration and invasion is a coordinated multi-step process including the dynamic

reorganization of the actin cytoskeleton, membrane protrusions like lamellipodia, formation of



adhesion complexes, cell body contraction, and tail detachment for mesenchymal migration. In
this context we have demonstrated that the repression of Gal5 expression significantly
decreases the number of migrated GBM cells in transwell migration and wound healing assays,
while its overexpression has opposite effects. Interestingly, using videomicroscopy for time-
lapse recordings of cell motility, we observed that U87 control cells emits lamellipodia in the
front of the cells to migrate whereas Ga.15-KO clones failed to be polarized, exhibited a reduced
trajectory length associated with average speed as well as cumulative distances significantly
lowered compared with U87 control cells. Immunocytochemistry analysis revealed that the
inactivation of Gal5 significantly reduces the number of focal adhesion complex (FA) rich in
Phospho-paxillin and vinculin (two major proteins of FA), and impairs actin cytoskeleton
remodeling (actin stress fibers polymerization) associated with a significant decrease of well-
formed lamellipodia number. However, Gal5 overexpressing cells exhibit an exacerbation of
both FA proteins and lamellipodia number. These observations show that Gal5 plays a major
role in the regulation of migration/invasion and survival associated with GBMs growth.

In order to identify the main GalS5-regulated signaling pathways to stimulate these
processes, we analyzed the oncogenic signaling pathways by western blot and identified that
Gal5 inactivation significantly inhibits the activation of ERK1/2 pathway, critically reduces
the expression of STAT3, Akt and B-catenin. In addition, analysis of mRNA expression level
of three main effectors of Gal5 (PLCP1, PLCB2 and TPRI1) revealed only a significant
decreased expression of PLCB2 in Gal5-KO cells, suggesting a common mechanism between
PLCB2 and Gal5 in GBMs. In agreement with these data we hypothesized that Gal5 (1)
stimulates at least ERK and STAT3 activation via PLCB2/PKC pathway promoting high
proliferation/survival of GBM cells, (2) stimulates PI3K/Akt pathway resulting in the
expression and/or activation of NF-kB and B-catenin to regulate numerous aggressive gene
expression, (3) probably regulates the actin polymerization through PLCB2 and stimulates
intracellular signaling pathways (ERK, Akt...) associated with adhesion protein paxillin and
vinculin.

To further understand whether gliomas aggressiveness regulated by Gal5 is associated to
the regulation of mesenchymal transition, we analyzed by RT-qPCR or immunocytochemistry
and demonstrated that Gal5 knockout in GBM cells is sufficient to significantly decrease (1)
the mRNA expression of several mesenchymal transcription factors (TFs) including C/EBPS,
RUNXI1, FOSL2, BHLHB2, ZEB1, N-cadherin membrane translocation, (2) pro-angiogenic
markers (Angiogenin and VEGFA), (3) the expression of inflammatory marker SERPINA1 and

a stemness TF KLF4. However, the mRNA expression of potential tumor repressors (DKKI,



ZNF238) as well as the stemness gene SOX2 which is a key activator of DKK1 pathway, were
significantly decreased in Ga15-KO cells. Collectively, these results highlight the essential role
of Gal5 in the expression of oncogenic markers as well as in the acquisition of glioma
mesenchymal phenotype, promoting the establishment of immunosuppressive and angiogenic
microenvironment supporting GBM aggressiveness.

Finally, to evaluate the importance of Gal5 in the growth and invasiveness of GBMs in vivo,
orthotopic xenografts of U87 controls, two U887 Gal5-KO clones and U87 overexpressing
Gal5 were performed in Nude mice, intrastrially. Our results show a significant improved
survival of mice when Gal5 is knockout (prolongs the median survival to 60 and 84 days for
KO 26-1 (p=0,0436) and 26-6 (p=0,0016) respectively vs 44 days for the control), and its
overexpressing cells xenografted in Nude mice exhibit the poorest survival rates (50 days vs 61
days for the control, p = 0,0326). These results strongly suggest that Ga15 subunit is involved
in GBM aggressiveness in vivo.

In conclusion, our results show that Gal5 expression is sufficient to maintain the survival,
to stimulate the migration of GBM cells, and to promote the expression or activation of factors
involved in the mesenchymal transition, angiogenesis, stemness and inflammation status.
Although additional experiments are needed to confirm the pathways and mechanisms
associated with Gal$5, these original works open important perspectives on the diagnostic
potential of Gal5 for mesenchymal and inflammatory GBMs, and therapeutics to target the

most invasive and resistant GBMs.
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CHAPITRE 1 : les tumeurs cérébrales gliales INTRODUCTION

CHAPITRE 1 : LES TUMEURS CEREBRALES GLIALES

1. Généralités et épidémiologie
1.1. Epidémiologie et facteurs de risque

Les gliomes représentent environ 27% de toutes les tumeurs cérébrales et environ 80% des
tumeurs malignes (Figure 1) avec un taux d'incidence annuel de 2 a 3 cas pour 100 000 habitants
aux Etats-Unis (Amirian et al., 2016; Ostrom et al., 2017). Selon les critéres histopathologiques
de I'organisation mondiale de la sant¢ (OMS 2007, Louis et al., 2007)), ces tumeurs peuvent
étre subdivisées en plusieurs types spécifiques et en 4 degrés de malignité. Les tumeurs les plus
courantes sont plutdt de type oligodendrogliale (grades II a III) ou astrocytaire (grades I a IV),
dont le plus haut grade (IV), correspond classiquement au glioblastome dit multiforme (GBM).

Méningiome
. malin
~ Toutes les aylres 0,5%
~~ tumeurs malignes

Méningiome non
malin
36,3%

~ \5,6%

~

tous les autres =S

Glioblastome gliomes malins
56.1 % 10,6%

Glioblastome

Oligodendrogliome 14,9%
8.4 %
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. Gliome non malin X
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20.5 % 1.1% malignes
= - 16,2%
Autres gliomes ~ Toutes les autres  Tumeurs non malignes
15.0% ~ tumeurs non de la gaine nerveuse
-~ malignes 8,4%
6,6%

Figure 1. Répartition des tumeurs cérébrales primaires et des autres tumeurs du systeme
nerveux central (SNC) diagnostiquées aux Etats-Unis en 2010-2014. (D’aprés Ostrom et al., 2017).
L’incidence des gliomes varie considérablement en fonction du type histopathologique,
de 1'age, au diagnostic, du sexe, de I'ethnicité et de la localisation géographique. En général, ces
tumeurs sont plus fréquentes avec 1'age, le sexe masculin, ou dans la population blanche
(Ostrom et al., 2014; Ostrom et al., 2018). En effet, plus fréquents chez les hommes (3,95 a
4,03 pour 100 000) que chez les femmes (2,49 a 2,56 pour 100 000) pour le GBM, la proportion
d'astrocytome anaplasique (grade III de I'OMS 2007) et de GBM nouvellement diagnostiqués
est plus importante chez les 4gés de 75 a 84 ans alors que les oligodendrogliomes sont plus
fréquents chez les personnes jeunes agées de 35 a 44 ans (Ostrom et al., 2018). On peut ajouter

que l'incidence annuelle des gliomes dans la population pédiatrique (0-14 ans) aux Etats-Unis
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(2007-2011) était de 2,8 pour 100 000 personnes (Ostrom et al., 2015), une incidence qui place
le gliome parmi les tumeurs les plus fréquentes chez 1’enfant.

L’incidence du cancer du cerveau, dont le gliome représente la plus grande proportion, est
la plus ¢levée en Europe, ou son taux annuel normalisé selon I’age est de 5,5 pour 100 000
habitants, suivie par I’Amérique du Nord (5,3 sur 100 000 personnes), 1’ Australie/Nouvelle-
Z¢lande (5,3 pour 100 000 personnes), I’Asie Occidentale (5,2 sur 100 000 personnes) et
1I’Afrique du Nord (5,0 sur 100 000 personnes) (Ferlay et al., 2015). Elle est faible en Asie
centrale et du sud (1,8 pour 100 000 personnes), en Afrique subsaharienne (0,8 pour 100 000
personnes), et en Océanie au-dela de 1'Australie et de la Nouvelle-Zélande (0,5 pour 100 000
personnes). Les vraies raisons de ces différences régionales ne sont actuellement pas connues,
il est difficile de déterminer si ces différences sont liées a des différences environnementale ou
génétique, ou si elles sont causées par une variation de la technique de collecte de données et/ou
des méthodes de surveillance (Ostrom et al., 2018).

De nombreux facteurs de risque environnementaux et génétiques ont été étudiés, peu ont été
identifiés et ils correspondent majoritairement a des prédispositions héréditaires dans certaines
maladies génétiques rares telles que le syndrome de Li-Fraumeni (conséquences de mutations
du géne TP53 ou geénes associés), la polypose adénomateuse familiale (mutations du gene
adenomatous polyposis coli, APC), ou a I’exposition a des radiations thérapeutiques induisant
des mutations secondaires (Cohen et al., 2009; Ostrom et al., 2018). D’un point de vue
environnementale, une étude a suggéré un risque accru de gliome chez les grands utilisateurs
de téléphone (Hardell et al., 2013). Cependant d’autres études contradictoires ne soutiennent
pas I’association entre ['utilisation de téléphone et le développement des gliomes (Baan et al.,
2011; Benson et al., 2013) mais proposent néanmoins, la nécessité d’une surveillance et un
examen continus, car les risques potentiels liés a I'utilisation a long terme ne sont pas compris.
Récemment, I'utilisation d’insecticides a €t¢ montrée comme associée a un risque accru de
gliome (Louis et al., 2017), suggérant ’existence de risques environnementaux. De manicre
intéressante, des allergies respiratoires, 1’asthme ou I’eczéma, pourraient protéger de la
survenue de gliomes (Turner et al., 2013), un effet qui pourrait étre associ¢ a une surveillance

accrue par le systéme immunitaire inné chez les personnes allergiques.

1.2. Diagnostic
Les principaux symptomes présentés par les patients atteints de gliome sont associés a une
augmentation de la pression intracranienne et a des déficits, i.e. des maux de téte, et des

changements de démarche/équilibre, changements de I’humeur ou de la personnalité, des
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déficits neurologiques focaux tels qu'une hémiparésie, et/ou des déficits sensoriels ou une
aphasie. Ces signes sont intensifiés et persistants chez les patients atteints de gliome de haut
grade (HGG) comparé a ceux porteurs de bas grade (LGG, non-GBMs) et les symptomes
évoluent plus rapidement chez les patients HGG en raison de la progression tumorale rapide
(Diwanji et al., 2017). L’imagerie par résonance magnétique (IRM) améliorée par 1’agent de
contraste gadolinium est actuellement la méthode de routine pour la détection, puis c’est
I’histopathologie et les analyses moléculaires qui permettront le diagnostic. Toutefois, les LGG
montrent une faible intensité de signal sur les séquences pondérées en T1 aprées injection de
gadolinium et hyper-intense en pondération T2 et en séquences FLAIR (Fluid Attenuated
Inversion Recovery) (Diwanji et al., 2017). L’augmentation du contraste est un différenciateur
entre les GBMs et les LGG et peut évoquer une progression tumorale vers les HGG (Upadhyay
and Waldman, 2011; Diwanji et al., 2017). Les gliomes de grade I sont généralement bien
circonscrits et présentent une prise de contraste homogene avec le gadolinium. Les gliomes de
grade II, astrocytomes diffus, peuvent étre moins circonscrits avec peu de prise de contraste,
alors que les oligodendrogliomes peuvent présenter une prise de contraste et étre associés a des
calcifications (Upadhyay and Waldman, 2011). Dans le cas des HGG, une augmentation de
prise de contraste est souvent observée, mais pas de maniere corrélée avec le grade ou
I’agressivité de la tumeur (Diwanji et al., 2017).

La chirurgie constitue la premiére étape de traitement du gliome lorsque cela est réalisable,
une résection totale permet de réduire I’effet de masse, et ¢liminer les cellules tumorales. A
I’heure actuelle, méme si le diagnostic moléculaire prend part a la méthodologie diagnostique
(Louis et al., 2016), les critéres anatomocytopathologiques demeurent. Les gliomes de grade 11,
tels que les astrocytomes diffus sont caractérisés par la présence d'atypies nucléaires, de faibles
taux de mitose (<5%) et I'absence de prolifération vasculaire ou de nécrose palissadique tandis
que les tumeurs oligodendrogliales présentent des cellules monomorphes avec des noyaux
ronds uniformes, des halos périnucléaires, des microcalcifications et des réseaux de capillaires
(Louis et al., 2007). Parmi les HGG, les astrocytomes anaplasiques sont des tumeurs infiltrantes
diffuses avec une cellularité accrue, des atypies nucléaires distinctes et une activité mitotique
importante (~5%). Les GBMs ont aussi des pourcentages de mitoses >5%, de nombreuses
atypies nucléaires mais présentent une prolifération vasculaire et une angiogeneése atypique, des
microhémorragies et des zones hypoxiques associées a une forte nécrose.

En raison de 1'hétérogénéité potentielle de ces tumeurs, la biopsie stéréotaxique a elle-seule
peut ne pas refléter le grade le plus élevé pour le diagnostic, les taux d'exactitude rapportés

allant de 51% a 83% (Pouratian et al., 2007). Ainsi, les classifications moléculaires sont
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maintenant des variables diagnostics et pronostics aussi importantes que les facteurs cliniques

a prendre en compte.

2. Classification des gliomes

Les gliomes forment un groupe hétérogeéne de tumeurs du SNC classés par 'OMS sur des
bases histologiques et le degré de malignité (Louis et al., 2007). En 2007 selon ces criteres,
I’OMS avait classifi¢ la malignité croissante des astrocytomes en 4 grades (I-IV) et des
oligodendrogliomes en 2 (II-II1) (Louis et al., 2007). Mais, d'un point de vue clinique, pour la
plupart des LGG ou HHG, leur nature diffuse entraine une infiltration importante dans le
parenchyme cérébral (Louis et al., 2016). Les GBMs primaires (dont le diagnostic est établi dés
la premiére biopsie) et GBMs secondaires (¢volution d’un gliome de bas grade) correspondent
au plus haut grade (IV) et les plus fréquents (environ 56% de tous les gliomes), et les patients
atteints présentent un trés mauvais pronostic avec seulement 5% des patients encore en vie apres
5 ans (Ostrom et al., 2014; Ostrom et al., 2017). Mais les résultats hétérogénes en termes
d’évolution et de réponses aux traitements ont révélé I’importance des données moléculaires.
L’OMS a donc mis place en 2016 une nouvelle classification des gliomes (Figure 2) pour
intégrer des parameétres phénotypiques et génotypiques dans la classification des tumeurs du
SNC, ce qui apporte des niveaux d'objectivité qui manquaient a certains aspects des processus
de diagnostic précédents, et permettra de stratifier les patients dans des protocoles de thérapies

ciblées (Louis et al., 2016).

2.1. Les principales altérations moléculaires identifiées dans les gliomes

Les altérations des genes tels que IDH (Isocitrate déshydrogénase), TP53 (Tumor protein
53) et ATRX (X-linked gene of a-thalassemia and mental retardation syndrome), EGFR
(Epidermal growth factor receptor), MGMT (O-6- methylguanine-ADN methyltransférase) et
la codélétion des bras chromosomiques 1p et 19q (codélétion 1p/19q) sont des marqueurs

cliniquement pertinents des gliomes (van der Vlis et al., 2017).

2.1.1. Mutations dans IDH1/2
Rapportés pour la premiére fois par Parsons et ses colleégues en 2008 (Parsons et al., 2008),
plusieurs études récentes ont depuis confirmé des mutations somatiques récurrentes dans les
genes IDHI1 et IDH2 (R132H et R172K, des mutations respectivement) chez de nombreux
patients atteints de gliomes. La découverte de cette mutation dans les gliomes a fourni une
nouvelle vision de la gliomagenese et a initié¢ la classification moléculaire des gliomes par

mutation somatique (Park et al., 2017). Ainsi, les patients de gliome avec une mutation IDH
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(IDHmut) présentent des caractéristiques distinctes de celles des patients atteints d'un gliome
avec un IDH de type sauvage (IDHwt). IDH catalyse la décarboxylation oxydative de
l'isocitrate pour produire de l'a-cétoglutarate (0-KG), du NADPH et du CO», mais la mutation
de IDH1/2 entraine une affinité préférentielle de IDH pour a-KG au lieu de I'isocitrate en dehors
du cycle de l'acide citrique conduisant ainsi a la production et a l'accumulation de
I'oncométabolite 2-hydroxyglutarate (2HG) qui favorise la tumorigenése en agissant en tant
qu'antagoniste de 1'a-KG pour inhiber de mani¢re compétitive plusieurs dioxygénases
dépendantes de 1'a-KG, incluant la méthylation de I’ADN ainsi qu’une réponse adaptative a
I’hypoxie. Par exemple, en normoxie et/ou IDHwt, les prolyl hydroxylases (PHD) activées par
I’a-KG utilise I'oxygéne en tant que co-substrat et hydroxyle les résidus de la proline sur HIF-
la, amorcant sa dégradation par le protéasome. Cependant, 1'accumulation du 2HG suite a
IDHmut, inhibe I’action des PHD favorisant ainsi 1’induction par HIF-1a de la transcription de
ses genes cible comme le VEGFA (Dang et al., 2010; Yang et al., 2012; Dimitrov et al., 2015).

Les mutations IDH1/2 sont communes dans 70% a 80% des gliomes infiltrant de grades 11
et III et se retrouvent dans 100% des oligodendrogliomes et GBM IDHmut (Appin and Brat,
2015). En outre, ces mutations sont plutot prédictives de la réponse du gliome aux stratégies de
traitement multimodal (van der Vlis et al., 2017). Actuellement, les mutations IDH1/2 sont
acceptées comme un marqueur décisif dans le diagnostic des GBMs secondaires devant les

autres critéres clinique ou pathologique (Mansouri et al., 2017).

2.1.2. Mutations de TP53/PTEN

TP53 est un géne suppresseur de tumeur typique situé¢ a I’emplacement 17p13.1 et code pour
la protéine nucléaire p53. La mutation du géne TP53 ou la surexpression anormale de la protéine
p53, qui a une demi-vie plus longue que la p53 de type sauvage, sont associées a de nombreux
cancers incluant certains gliomes (Park et al., 2017). Selon 'OMS, les astrocytomes de grade II
et III présentent des taux élevés de mutations TP53 (94%) souvent corrélés avec la
surexpression de p53. Cependant, ces altérations sont rares dans les oligodendrogliomes, les
astrocytomes pilocytiques et les astrocytomes a cellules géantes (Cancer Genome Atlas
Research Network et al., 2015).

Le geéne PTEN (Phosphatase and Tensin homolog) est le deuxiéme suppresseur de tumeur
le plus fréquemment muté dans tous les cancers apres p53 (Stokoe, 2001), et sa mutation est
retrouvée dans environ 40% des GBMs, principalement les GBMs primaires (Mansouri et al.,
2017). Une des fonctions de PTEN est la déphosphorylation de la PI3K, bloquant ainsi
l'activation de la voie Akt/mTOR (LoPiccolo et al., 2008). PTEN joue ainsi un role central dans
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I’inhibition de la prolifération cellulaire et la régulation de la capacité des cellules a migrer et a

envahir le tissu adjacent.

2.1.3. Mutations de ATRX

ATRX, un gene situé sur le chromosome Xq21.1, code pour une protéine nucléaire de 280
kDa et s’est révélé impliqué dans de nombreuses fonctions cellulaires, telles que la
recombinaison, la réparation et la transcription de I’ADN (Clynes et al., 2013). Des mutations
fonctionnelles de ce gene sont associées a des amas et défauts de chromatides sceurs, a une
méthylation anormale de ' ADN et au maintien des télomeres indépendants de la télomérase, ce
qui entraine un allongement alternatif des télomeres (Park et al., 2017). La mutation et la
diminution de I’expression nucléaire de ATRX sont observées dans les astrocytomes de grade
IT et IIT incluant les gliomes IDHmut et les GBMs secondaires IDHmut (Figure 2), (Cancer
Genome Atlas Research Network et al., 2015; Takano et al., 2016).

2.1.4. Codélétion 1p/19q et mutations dans les génes CIC et FUBP1

La suppression simultanée du chromosome 1p/19q est un événement génétique précoce et
caractéristique des tumeurs oligodendrogliales (grade II et III). Les gliomes présentant cette
codélétion ont un meilleur pronostic et c’est aussi un marqueur de sensibilité aux
chimiothérapies de type procarbazine, lomustine et vincristine (Buckner et al., 2017; Park et
al., 2017). Parmi les tumeurs avec délétion précoce de 1p, 80% restent des oligodendrogliomes
au cours de la progression, alors que 75% des gliomes avec le 1p intact, se transforme en
phénotype astrocytaire (Lavon et al., 2007).

Des mutations récurrentes dans les genes CIC (homolog of Drosophila capicua) et FUBP1
(far upstream element binding protein I) sont retrouvées dans 46% a 53% et 15% a 24% des
oligodendrogliomes, respectivement, en plus d'une codélétion dans 1p/19q associées a la
mutation IDH1/2 (Figure 2) (Jiao et al., 2012; Sahm et al., 2012). Des altérations de la fonction
normale de CIC et FUBP1 peuvent étre soit comme un proto-oncogene, soit comme un gene
suppresseur de tumeur, en fonction du type de tumeur (Park et al., 2017). La coexistence des
mutations IDH1 avec CIC ou FUBPI peut expliquer en partie le ralentissement de la croissance
tumorale et de la longévité des patients atteints d’oligodendrogliomes, IDH1mut et codélétés

1p/19q par rapport aux autres gliomes diffus (Chittaranjan et al., 2014).
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2.1.5. EGFR

L'EGFR est situ¢ sur le chromosome 7q12 et agit comme un récepteur de la famille des
tyrosines kinases ErbB (Park et al., 2017). La mutation de I'EGFR se trouve principalement
dans les GBMs primaires (Figure 2). La variante III de I'EGFR (EGFRVIII) est la plus
couramment mutée (44%) dans le GBM et sa surexpression est fortement associée a un mauvais
pronostic (Shinojima et al., 2003; Lombardi and Assem, 2017; Ghosh et al., 2018). Les cellules
tumorales EGFRvIII-positives montrent des niveaux particulierement élevés de kinase mTOR
et présentent un phénotype trés prolifératif et trés agressif, une signature des GBMs (Cf partie
2.2 Altération des voies de signalisation). Le statut génétique et la surexpression du géne EGFR

sont un indicateur pronostique chez les patients plus jeunes (Shinojima et al., 2003).

Ainsi, la Figure 3 résume les principales étapes de l'intégration des données de génomique
et épigénomique afin de mettre a jour les phénotypes moléculaires et cliniques pour mieux
classer les gliomes, et la Figure 2 récapitule les principales altérations moléculaires

actuellement associées a la classification des gliomes.
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Figure 2. Représentation schématique des principales altérations histologiques et génétiques
répertoriées dans la classification des gliomes par I'OMS (2007/2016). (Adaptée de van der Vlis et
al., 2017, Park et al., 2017; Louis et al., 2016; 2007). ATRX : Alpha Thalassemia/ mental retardation
syndrome X-linked ; CDK2NA : Cyclin-dependent Kinase Inhibitor 2A4; CIC: Capicua transcriptional
repressor ; EGFR : Epidermal growth factor receptor ; EGFRVIIL : Epidermal growth factor receptor
variant Ill ; FUBP1: Far upstream Element Binding Protein 1 ; IDH : Isocitrate déshydrogénase ; NF1
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. Neurofibromin 1; PTEN : Phosphatase and tensin homolog ; pTERT : Telomerase reverse
transcriptase gene promoter ; TP53 : Tumor Protein P53.
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Figure 3. La chronologie des principales étapes d'intégration des données de génomique et
d'épigénomique qui ont directement ou indirectement révélé les phénotypes moléculaires et
cliniques du gliome associés aux sous-ensembles de G-CIMP. Chaque jalon indique les articles de
référence ayant établi les principaux résultats moléculaires avec des implications cliniques. (D’aprés
Malta et al., 2018).

Principalement, la mutation IDH1 associée a la codélétion 1p/19q est un marqueur prédictif
de la réponse a la chimiothérapie (Stancheva et al, 2014), une caractéristique des
oligodendrogliomes de grade II ou IIl. Les astrocytomes de grade II et III peuvent aussi
présenter la mutation IDH1 sans codélétion 1p/19q associée a la mutation ATXR et/ou TP53,
avec de possibles accumulations d’autres d’altérations génétiques, telles que 1’amplification ou
la mutation de ’EGFR, aboutissant a la formation de GBMs secondaires IDHmut (Park et al.,
2017; van der Vlis et al., 2017). Ces GBMs secondaires porteurs d'une mutation IDH sont tous
issus de la progression d'astrocytome de bas grade (Mansouri et al., 2017). A l'inverse, la grande
majorité des GBMs avec IDHwt est considérée comme des GBMs biologiquement primaires,
trés souvent porteurs de mutations PTEN avec amplification de ’EGFR. De plus, les mutations
de PTEN sont plutot de mauvais pronostic en terme de survie globale et entrent dans la catégorie

des GBMs, la tumeur cérébrale maligne primitive la plus fréquente et la plus agressive chez

l'adulte (Stupp et al., 2005; Teo et al., 2014).
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Au cours des années, d’autres altérations moléculaires sont apparues pertinentes, telle que la
méthylation de ’ADN. En plus du statut mutationnel de IDHI1/2 et des altérations
précédemment mentionnées, certains gliomes possedent un phénotype d'hyperméthylation
cytosine-phosphate-guanine (G-CIMP). Notamment, I'identification récente d un grand nombre
cliniquement pertinent de tumeurs G-CIMP+/- (G-CIMP-high/low) permet d'affiner la
classification des gliomes indépendamment du grade et de I'histologie (Figure 3, 2016) (Malta
et al., 2018). En effet, le promoteur du gene de la MGMT (O-6-methylguanine-ADN
methyltransférase) est riche en dinucléotide cytosine-phosphate-guanine (CpG), dont la
méthylation, fréquemment observé dans les GBMs, entraine une diminution de son expression,
I’empéchant d’exercer son réle protecteur des dommages de I’ADN. Ce gene est impliqué dans
la réparation des dommages de I’ ADN causés par des agents alkylants, tels que le t¢émozolomide
(TMZ), utilisés pour traiter les patients atteints de GBM. MGMT joue ainsi un role cl¢ dans la
résistance des GBMs a l'effet cytotoxique des agents alkylants (von Deimling et al., 2011). La
méthylation du promoteur de MGMT est associée a la mutation IDH et au statut G-CIMP, quel
que soit le grade du gliome (Malta et al., 2018) avec cependant une fréquence plus élevée dans
les GBMs secondaires (75%) que dans les GBMs primaires (36%) (Nakamura et al., 2001).

Plusieurs études ont rapporté que le statut G-CIMP+ est plutdt de bon pronostic dans les
LGG et les GBMs (Turcan et al., 2012; Ceccarelli et al., 2016). Notamment, les patients GBMs
IDHmut et G-CIMP+ ont une survie favorable avec des similitudes vis-a-vis des LGG. Par
ailleurs, les groupes LGG IDHwt G-CIMP- présente un comportement moléculaire et clinique
similaire a celui des GBMs (Malta et al., 2018). Malta et ses collégues ont récemment
découvert que les échantillons de gliome G-CIMP- présentent une plus faible méthylation du
promoteur MGMT par rapport aux échantillons G-CIMP+. Ils ont ainsi suggéré que le statut G-
CIMP (-low ou -high), ainsi que la mutation IDH1/2, doivent étre pris en compte lors de la
détermination de la signification prédictive de la méthylation du promoteur MGMT dans les

gliomes pour révéler l'intérét d'une chimiothérapie alkylante (Malta et al., 2018).

2.2. Les altérations des principales voies de signalisation dans les GBMs

Les nombreuses altérations génétiques et moléculaires précédemment mentionnées
présentes dans les tumeurs cérébrales entrainent la modification de plusieurs voies de
signalisation majeures qui controlent la croissance et la progression des GBMs (Crespo et al.,
2015). Parmi ces voies majoritairement modifi¢es il y a :
e La voie des récepteurs a tyrosine kinase (RTK), la plus fréquemment modifiée. L’activation

de ces récepteurs par les facteurs de croissances déclenche des cascades de signalisation
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intracellulaire, notamment la voie des RAS (Rat sarcoma GTPase), la voie PI3K/AKT,
associée a la production de VEGFA (Vascular endothelial growth factor) (Figure 4A)
(Crespo et al., 2015). La combinaison de ces altérations peut coexister dans la méme tumeur
(Lombardi and Assem, 2017) induisant ainsi la diminution de 1’apoptose, la stimulation de
la prolifération, de la migration et de I’invasion ainsi que la néo-vascularisation tumorale.

e La voie du rétinoblastome (RB), joue un rdle clé dans le cycle cellulaire. En condition
normale, RB est hypo-phosphorylé et se lie activement au facteur de transcription E2F (or
Retinoblastoma-associated protein) pour bloquer le cycle cellulaire en phase G1/S
empéchant ainsi la croissance aberrante des cellules. Dans les GBMs, la stimulation par les
facteurs de croissance recrute la formation de la cycline D1 et 1’activation du complexe
cycline/kinase dépendante de la cycline (CDK) qui assure la phosphorylation de RB et
prévient ainsi sa fonction inhibitrice des facteurs de transcription nécessaires a la mitose
(Figure 4B) (Furnari et al., 2007; Lombardi and Assem, 2017). Les régulateurs négatifs de
la voie du RB incluent la famille de protéines Ink4 (CDKN2A-p16™K4a CDKN2B-p15™K4b,
CDKN2C-p18™NK4) "des inhibiteurs de CDK qui antagonisent la liaison des cyclines D avec
CDK4/6, empéchant la phosphorylation de RB (Crespo et al., 2015).

e Lavoie TP53 qui contrdle également le cycle cellulaire, la réponse aux dommages de ' ADN,
la mort cellulaire et la différenciation. Le stress cellulaire dii @ un dommage de ’ADN
entraine 1’activation de la voie TP53 de réparation de I'ADN en augmentant la transcription
de p21, une protéine inhibitrice de kinases dépendantes des cyclines (CDKN) pour bloquer
la progression a la phase G1 du cycle cellulaire (Van Meir et al., 2010). D’ailleurs, les voies
TP53 et RB interagissent via p21 (Crespo et al., 2015). S'il y a plus de dommages que ce qui
peut étre réparé rapidement, TP53 induit la mort cellulaire pour empécher la division des
cellules dont I’ADN est muté ou endommagé (Lombardi and Assem, 2017). Le stress présent
au sein des GBMs stimule I’activation de MDM?2 et MDM4 (murine double minute), des
régulateurs négatifs de TP53, dont la transcription est induite par TP53, générant une boucle
de rétroaction négative qui régule l'activité de TP53 et I'expression de MDM2 (Shangary and
Wang, 2009). Pour maintenir l'activité de TP53, le CDKN2A-p14ARF inactive le MDM2 par
dégradation (Crespo et al., 2015; Lombardi and Assem, 2017). La délétion de CDKN2A-

4ARF

pl est fréquemment observée dans les GBMs alors que les proto-oncogenes MDM2 et

MDM4 sont plutot amplifiés (Figure 4C).
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Figure 4. Les principales altérations génétiques observées dans les principales voies de
signalisation dans les GBMs. Les mutations, délétions et amplifications dans les voies de signalisation
(A) RTK/RAS/PI3K, (B) la voie du rétinoblastome (RB) et (C) p53 sont présentées. Les cases vertes
indiquent une mutation et des amplifications activantes. Les cases rouges indiquent les altérations
inactivantes telles que les mutations et les délétions. La fréquence des altérations est indiquée dans
chaque case. (D’apres Lombardi et Assem 2017). ARF : ou CDKN2A (cyclin dependent kinase inhibitor
24) ; CDK : kinase dépendante de la cycline ; E2F : Retinoblastoma-associated protein, un facteur de
transcription ; MDM?2 : murine double minute 2 ; mTOR : mammalian target of rapamycin.

2.3. Sous-classes moléculaires des GBMs

En 2010, Verhaak et al., ont analysé les mutations somatiques, les modifications du nombre
de copies d'ADN et les profils d'expression génique afin de regrouper les GBMs en catégories
distinctes (Verhaak et al., 2010). Grace a ces travaux, quatre sous-types de GBM pertinents sur
le plan clinique ont été établis, a savoir les GBMs dits Classique, Mésenchymateux, Proneural

et Neural (Figure 5).

2.3.1. GBM classique
Le sous-type classique (CL) est associ¢ a I’amplification du chromosome 7, a la perte du
chromosome 10 dans 100% des cas et a ’amplification de ’EGFR dans 97% des cas (Olar and

Aldape, 2014). En effet, bien que les altérations de 'EGFR soient importantes dans de
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nombreux GBMs, ce sous-type classique démontre une prédilection ciblée pour l'altération du
gene de EGFR. La surexpression de marqueurs de cellules souches, la mutation de PTEN,
I’activation de la voie Notch (NOTCH3, JAG1, LFNG) et Sonic hedgehog (SMO, GAS1, GLI2)

sont aussi observées dans ce sous-type (Verhaak et al., 2010).

Expression de Synaptotagmin Surexpression de OLIG2
Surexpression de lTEGFR Amplification de
Corrélation intermédiaire avec la PDGFRA Mutation IDH1

survie globale Bon pronostic

Surexpression de YKL40
Perte de NF1
Trés mauvais pronostic que
le sous-type Neural

Perte du chromosome 10
Amplification de lTEGFR
Trés mauvais résultat clinique

Figure 5. Classification des sous-types de glioblastomes d’aprés Verhaak et prévalence de chaque
sous-type (NL, neural ; PN, proneural ; MES, mesenchymal ; CL, Classique) dans tous les gliomes
malins. Certaines des caractéristiques moléculaires et cliniques spécifiques sont indiquées. (D’apres
Fedele et al., 2019). EGFR : Epidermal growth factor ; IDH1 : Isocitrate Dehydrogenase (NADP(+)) 1
; NF1 : Neurofibromin 1 ; OLIG2 : Oligodendrocyte Transcription Factor 2 ; OS : Overall survival ;
PDGFRa : Platelet Derived Growth Factor Receptor Alpha ; YKLAO : Chitinase 3 Like 1 (CHI3L1).
2.3.2. GBM mésenchymateux

Ce sous-type est associ¢ a la mutation ou suppression de la neurofibromine 1 (NF1), la
mutation de TP53 et de PTEN, a la surexpression de geénes de la superfamille du facteur de
nécrose tumorale (TNF) et la voie NF-xB (nuclear factor-kappa B) (Verhaak et al., 2010),
potentiellement en raison d'une nécrose globale plus élevée et d'infiltrats inflammatoires
associés a ce sous-type. D’autres altérations de marqueurs mésenchymateux ou d’inflammation
tels que CHI3L1 (Chitinase-3-like protein 1), le proto-oncogéne cMET (hepatocyte growth
factor receptor, an RTK) ou CD44 (Cluster of Differenciation 44 ou homing cell adhesion

molecule) sont aussi observées (Phillips et al., 2006; Agnihotri et al., 2013).

2.3.1. GBM proneural
Le moins agressif des 4, le sous-type proneural (PN) est plutot associé¢ a I'amplification du
PDGFRa (platelet-derived growth factor receptor alpha), a des mutations comme celle
d’IDH1, de TP53 ou de PTEN. De manicre intéressante, 90% des mutations IDH1 dans les
GBMs se trouvent dans le sous-type PN (Verhaak et al., 2010). Plusieurs génes impliqués dans
le développement (SOX, OLIG2, DCX, DLL3, ASCL1, TCF4) sont surexprimés dans ce sous-
type (Phillips et al., 2006). 11 a été constaté dans de nombreuses études que le statut G-CIMP
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permet de distinguer deux types de GBM PN (Ozawa et al., 2014; Malta et al., 2018). Les
GBMs PN fortement G-CIMP+ sont surtout observés chez les jeunes patients et sont associés
a de bons pronostics, contrairement aux tumeurs G-CIMP-. De maniére intéressante, Ozawa et
ses collegues ont suggéré que la plupart des GBMs mésenchymateux G-CIMP- dérivent d'un
précurseur de type proneural. Ils ont aussi montré que le PDGFa est suffisant pour induire le
phénotype PN aux gliomes et que la perte supplémentaire de NF1 transforme le PN en sous-
type mésenchymateux (MES) (Ozawa et al., 2014). De nombreux autres facteurs font partie des
causes d’une transition (PMT) du GBM PN en MES (Figure 6), tels que 1’altération des facteurs
de transcription (STAT3 : Signal transducer and activator of transcription 3), NF-xB, C/EBPf
(CCAAT/enhancer binding protein beta), TAZ (Tafazzin) impliqués dans la transition
mésenchymateuse des GBMs, ainsi que les radiothérapies et chimiothérapies (Fedele et al.,
2019).

2.3.2. GBM neural
Le GBM neural présente une forte composition de génes tels que NEFL (Neurofilament light
polypeptide), GABRA1 (Gamma-aminobutyric acid type A receptor alphal), SYTI1
(Synaptotagmin-1), SLCI12AS5 (Solute carrier family 12 member 5), impliqués dans le
développement et le fonctionnement du systéme nerveux (Phillips et al., 2006). L’histologie de
ce sous-type correspond a une combinaison de caractéristiques oligodendrogliales, astrocytaires

et neuronales (Mansouri et al., 2017; Ghosh et al., 2018).
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Figure 6. La transition proneuro-mésenchymateuse (PMT). (A) Les principaux geénes impliqués
dans la PMT. STAT3, C/EBPp et TAZ sont les régulateurs principaux de la PMT et en amont, NF-xB
et d’autres facteurs, a la fois intrinséques et issus de I'environnement extracellulaire, peuvent conduire
a Pactivation de ces régulateurs. D’autres voies de signalisation (fleche rouges) participent aussi a la
mise en place de cette plasticité phénotypique. (B) PMT lors du traitement radio- et chimiothérapeutique
du GBM. Un seul GBM contient des cellules souches de gliome de phénotype proneural (PN) et
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mésenchymal (MES). Lors du traitement, la plupart d’entre elles passent du phénotype PN au MES en
raison de différents événements liés au traitement, dont certains sont présentés. (D’apres Fedele et al.,
2019). c-Met : hepatocyte growth factor receptor ; CEBP/PB : CCAAT Enhancer binding protein beta ;
FZD6 : Frizzled class receptor 6 ; MLK4 : Mixed lineage kinase 4 ; NF-xB : Nuclear factor kappa B ;
STAT3 : Signal transducer and activator of transcription 3 ; TAZ : Tafazzin ; TGM2 :
Transglutaminase 2 ; TNFa : Tumor necrosis factor.

L'existence de ces quatre sous-types distincts de GBM mis en place dans les analyses de
classification des données de The Cancer Genome Altas (TCGA) par Verhaak et ses collégues
(Verhaak et al., 2010) a trés récemment été mis a jour. Les récentes analyses de Wang et ces
collegues ont suggéré que le sous-type neural est non spécifique a la tumeur et résultait d'une

contamination par des cellules neuronales normales, raffinant ainsi les sous-types moléculaires

en trois (classique, mésenchymal et proneural) au lieu de quatre (Q Wang et al., 2017).

3. Physiopathologie du GBM

Le GBM est la tumeur cérébrale maligne primaire la plus agressive, avec une survie médiane
d'environ 14,6 mois apres le diagnostic, classée au grade IV par OMS 2007 (Louis et al., 2007).
Pour le cerveau primitif et le SNC, il représente environ 15% des tumeurs totales, 45,2% des
tumeurs malignes et 56% de tous les gliomes (Ostrom et al., 2017) (Figure 1). Les GBMs sont
classés en deux types : le GBM primaire, qui est le sous-type prédominant (80% des cas) et se
manifeste a un age plus avancé (dge moyen de 62 ans), tandis que le GBM secondaire progresse
a partir d'un astrocytome ou d'un oligodendrogliome de grade inférieur et est plus spécifique

des patients jeunes (age moyen 45 ans) (Watanabe et al., 2009; Ghosh et al., 2018).

3.1. Agressivité du GBM

Contrairement a la plupart des tumeurs malignes agressives et métastatiques, les cellules de
gliome ou de GBM semblent préférentiellement croitre dans le microenvironnement cérébral,
avec parfois un échappement via les espaces sous-pials ou le liquide céphalorachidien pour
récidiver a distance (dans les espaces péri-ventriculaires ou la moélle épinicre). Les cellules
individualisées de gliome diffus ou de GBM ont une capacité remarquable d’invasion des aires
cérébrales environnantes, en altérant de manic¢re locale les tissus, la barriére hémato-
encéphalique (BHE) et les fonctions cérébrales. Ces mécanismes, associé¢s a I'hétérogénéité
intrinséque et extrinseque de la tumeur et de son environnement, fait du GBM I'un des cancers
les plus difficiles a traiter (De Vleeschouwer and Bergers, 2017).

Les analyses RNAseq et transcriptomiques ont permis de mettre a jour des caractéristiques
moléculaires qui s’ajoutent aux critéres anatomocytopathologiques dans la classification des

gliomes favorisant, ainsi un meilleur diagnostic des patients atteints de gliome, méme si encore
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actuellement, la survie des patients atteints de GBM est peu améliorée par rapport a la lourdeur
de la prise en charge et de ses conséquences (Dieudonné et al., 2016). Les facteurs décrits
souvent comme cause d’échecs thérapeutiques incluent I’hétérogénéité intratumorale (ITH)
dont les travaux de Verhaak tenaient bien compte, et particulicrement la diversité et plasticité
du microenvironnement tumoral (TME) (Lombardi and Assem, 2017; Qazi et al., 2017; Perrin

etal., 2019).

3.1.1. Hétérogénéité du GBM

Environ 61% des GBMs sont initialement issus des régions corticales, avec une incidence
plus élevée dans les lobes frontaux (Figure 7A) (Davis, 2016), et avec des taux d'incidence
¢gaux dans les hémispheres gauche et droit (Perrin et al., 2019). Actuellement, 25 a 43% des
tumeurs sont plutdt localisées dans le lobe frontal, contre 19 a 28% dans le lobe temporal, 12 a
15% dans le lobe pariétal et 3% dans les régions occipitales (Davis, 2016; Perrin et al., 2019).
11 a aussi été rapporté que 13 a 45% des GBMs sont multifocaux (Davis, 2016) et 80% de toutes
les récidives sont observées en bordure de la cavité de résection de la tumeur primaire. I1 est
difficile de déterminer comment cette hétérogénéité impacte 1’efficacité thérapeutique, i.e. est-
ce qu’un gliome du cortex pariétal est plus difficile a traiter qu’un gliome du cortex frontal. De
plus, une hétérogénéité¢ des sites d’invasion a pu €tre notée grace a des études précliniques
montrant par exemple que la substance blanche et le pont de Varole (ou protubérance annulaire)
sont particuliérement attractives alors que I”hippocampe est relativement épargné par l'invasion
de cellules de GBM (Mughal et al., 2018).

L'ITH est définie par la présence de plusieurs sous-populations cellulaires tumorales ou non,
différentes, dans une méme tumeur d'un méme patient, permettant a la tumeur de réagir a
certaines pressions de 1’environnement, contribuant a la croissance, 1’agressivité et 1’échec
thérapeutique (Lombardi and Assem, 2017). La classification des GBMs en sous-groupes
moléculaires avait laissé penser que 1'hétérogénéit¢ des GBMs pouvait orienter un choix
thérapeutique personnalisé (ciblé). Mais de récentes études montrent que les sous-groupes de
GBM sont évolutifs et varient dans I’espace et dans le temps au sein d'une méme tumeur (Qazi
et al., 2017). En effet, les études génomiques précédentes reposaient sur une seule biopsie
régionale pour classer un patient (Qazi et al., 2017), et la notion d'hétérogénéité spatiale
complexifie le diagnostic moléculaire des GBMs. Récemment, par prélévement de fragments
de régions géographiquement distinctes dans de mémes tumeurs, Sottoriva et ses collegues ont
montré I’'ITH du GBM sur la base des niveaux d'expression des geénes analysés a partir des

fragments tumoraux d'un méme patient (Figure 7B) (Sottoriva et al., 2013). Ces travaux ont été
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confirmés par analyse RNAseq sur cellule unique isolée de fragments de GBM (AP Patel et al.,
2014). Ainsi une exérese de GBM est en réalité constituée de zones hétérogenes récapitulant
les sous-groupes de GBM. En examinant les GBMs classés PN, il fut montré que des marqueurs
d'autres sous-types peuvent étre aussi détectés, et que les niveaux relatifs de ces marqueurs est
associé a une survie plus faible dans le groupe de patients PN (AP Patel et al., 2014), suggérant
que cette ITH correspond a I’identité de la tumeur et est un indice de la résistance aux

traitements.
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Figure 7. Hétérogénéité du GBM. A. Hétérogénéité de la localisation du GBM. L'incidence du GBM
par sous-régions cérébrales (D’apres Perrin et al., 2019). B. Hétérogénéité intra-tumorale du GBM. Les
positions anatomiques (1) des cinq fragments de tumeur collectés chez le méme patient associées a
I'évolution reconstruite de la masse tumorale. Un fragment prélevé au sein de la masse tumorale (T), les
autres fragments de tumeur ont été étiquetés dans l'ordre de résection, avec des fragments superficiels
prélevés au cours des premiers stades de la réduction de la masse tumorale (T1, T2), suivis de fragments
plus profonds (T3, T4) récupérés plus tard au cours de I'opération. (2) Reconstruction de la phylogénie
de la tumeur en fonction du nombre de copie ou d’expression de génes. (3) Reconstruction temporelle
et spatiale de l'ontogénie des tumeurs grace aux profils d'expression de geénes et des données
moléculaires au cours du temps. (D’apres Sottoriva et al., 2013).

Deux mécanismes sont actuellement proposés pour expliquer le développement de I’ITH,
d’une part, les cellules souches tumorales qui peuvent posséder différents caractéres souches,
la capacité d'auto-renouvelement et de différenciation en différents types de cellules tumorales,
d’autre part, 1'évolution clonale qui peut augmenter la diversité génétique au sein de tissus
affectés (Gerlinger et al., 2012; Stieber et al., 2014; Lombardi and Assem, 2017). Il faut savoir
que I’ITH est définie spatialement du cceur de la tumeur vers la périphérie, qui a d’ailleurs été
décrite comme zone favorite de récurrence (Lemée et al., 2015). Le coeur du GBM est une zone
de forte prolifération et d’inflammation, constituée d'une zone nécrotique bordée par une zone
pseudo-palissadique péri-nécrotique puis de masse tumorale. Par ailleurs, les altérations des

facteurs de transcription des voies anti-apoptotiques et/ou de survie seront différentes entre ces

zones (Demuth et al., 2008; Roos et al., 2017). A l'interface entre le tissu tumoral et le
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parenchyme cérébral, la densité des cellules tumorales diminue progressivement (Lombard et
al., 2015) avec des infiltrats isolés clonaux liés a I’invasion par les cellules de GBM (Aubry et
al., 2015), cause de récidive. De manicre intéressante, I’analyse d’échantillons de patients avant
et apres récurrence a montré que le profil transcriptomique restait stable apres la récurrence
dans 65% des sous-types MES tandis que les sous-types CL (51%) et PN (41%) sont moins
stables au cours du temps. En particulier, les prélevements des GBMs récurrents montrent que
la fréquence des GBMs PN et MES augmente aprés récidive, contrairement au sous-type CL,
le moins fréquemment retrouvé (Wang et al., 2017). Ces données montrent ainsi que I’ITH est
aussi temporelle car liée a I’hypoxie et a I’inflammation, et modulée par les thérapies
responsables de sous-populations cellulaires hétérogénes qui récidivent localement ou a

distance du site de résection (Kim et al., 2015).

3.1.2. Caractéristiques cellulaires et moléculaires du microenvironnement des
GBMs

Comme dans la plupart des tumeurs solides, le microenvironnement du GBM contient

d'autres types de cellules en plus des cellules tumorales néoplasiques, la matrice extracellulaire

(MEC), les cellules de type astrocyte, microglie et macrophage qui sécrétent des molécules de

signalisation de nature inflammatoire, remodelent la MEC et modifient les conditions

biochimiques et biomécaniques a proximité de la tumeur (Perrin et al., 2019).

3.1.2.1. Les composants cellulaires du microenvironnement tumoral (TME)

Le TME contient de nombreux types de cellules non cancéreuses en plus des cellules
cancéreuses, notamment les cellules endothéliales, les astrocytes, les péricytes, les fibroblastes
et les cellules immunitaires (Figure 8).

Les astrocytes, qui régulent I'homéostasie ainsi que le débit sanguin cérébral, interagissent
avec les cellules endothéliales et les péricytes grace a leurs pieds astrocytaires recouvrant plus
de 99% de la surface cérébrovasculaire (Perrin et al., 2019). Au cours de la gliomagénése, les
cellules d'astrocytome déplacent les astrocytes normaux des vaisseaux, perturbant ainsi
I’interaction astrocytes-vaisseaux et la régulation du tonus vasculaire, tout en altérant la BHE
(Watkins et al., 2014). De plus, les astrocytes entourant le GBM sont réactifs comme observés
lors d'une 1ésion du SNC, et deviennent ainsi prolifératifs et capables de migrer en produisant
des facteurs de croissance et des cytokines tels que CTGF (connective tissue growth factor),
TGF-B (transforming growth factor beta), 1L-10 (interleukine 10), SDF-1 (Stromal cell-

Derived Factor 1) ainsi que des métabolites (glutamine, glucose/lactate), qui favorisent la
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gliomagénese (De Vleeschouwer and Bergers, 2017; Maus and Peters, 2017; Gronseth et al.,
2018; Heiland et al., 2019). Plusieurs interactions paracrines ont ét¢ décrites entre astrocytes et
cellules de gliome ; par exemple via les jonctions gap, les cellules de GBM reprogramment les
astrocytes grace au second messager cGAMP (Guanosine-Adenosine 2'3'-cyclic
monophosphate), pour induire un programme pro-inflammatoire caractérisé par la production
de diverses cytokines dont l'interferon-o (INFa) et le tumor-necrosis facteur o (TNFa). Ces
cytokines favorisent ensuite 1'excroissance des métastases en activant les voies de signalisation
STATI1 et NF-xB dans les cellules de gliome (Figure 8E) (Quail and Joyce, 2017).

Les cellules dendritiques (DC) sont issues des organes lymphoides et sont de trés puissantes
cellules présentatrices d'antigéne qui stimulent les réponses des lymphocytes T (Figure 8B)
(Quail and Joyce, 2017). La vaccination thérapeutique a base de DC est actuellement utilisée
comme stratégie alternative pour stimuler les réponses des lymphocytes T anti-tumorales.
Drailleurs, les premiers essais cliniques de ces vaccins ont amélioré de 31,4 mois la médiane
de survie de patients atteints de GBM (Prins et al., 2011) contrairement aux 14,6 mois avec le
traitement standard combinant la radiothérapie et la chimiothérapie témozolomide (Stupp et al.,
2007).

I1 a été démontré qu’en plus des TAMs (tumor-associated macrophages and microglia), des
cellules immunitaires innées infiltrantes comme les neutrophiles facilitent la résistance aux
traitements antiangiogéniques, en rendant les tumeurs non sensibles au blocage du VEGFA
(Rivera and Bergers, 2015). Bien qu’il ait ét¢ démontré qu’un nombre ¢élevé de neutrophiles
périphériques avant le traitement des GBMs est corrélé a une réponse initiale positive au
bevacizumab, un anticorps anti-VEGFA (Bertaut et al., 2016), une infiltration accrue des
neutrophiles dans le tissu tumoral contribue a la résistance et a l'agressivit¢ du GBM en
soutenant I'expansion des cellules souches de gliome (CSG) par surexpression des protéines
S100 Calcium-Binding Protein, spécialement S100A4 (Liang et al., 2014). En effet, les cellules
de gliome attirent les neutrophiles en produisant les chimioattractants comme CXCL8 et MIF
(Macrophage Migration Inhibitory Factor). Ces neutrophiles associés aux tumeurs exercent
ensuite leur role pro-tumoral en exprimant 1'élastase qui favorise l'infiltration du gliome et le
S100A4 augmentant le taux de prolifération et d'auto-renouvellement des CSG (Chow et al.,
2017; Massara et al., 2017). D’autre part, les chimiokines inflammatoires SI00A8 et SI00A9,
sont surexprimées dans les zones pré-métastatiques du cerveau, ce qui favorisent aussi le
recrutement des neutrophiles important pour la formation des métastases ultérieures (Liu et al.,

2013c¢; Quail and Joyce, 2017) (Figure 8C).
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Bien que les neurones n'aient pas été considérés comme contribuant activement a la
propagation de la tumeur ou a la défense de 1'organisme, les cellules tumorales migrent aussi le
long des trajectoires axonales et des espaces périvasculaires (De Vleeschouwer and Bergers,
2017). Au niveau moléculaire, le niveau d’expression élevé de PD-L1 (Programmed death-
ligand 1), sur les neurones dans la zone péritumorale semble étre de meilleur pronostic pour les
patients. Au contraire, un niveau d’expression plus ¢élevée de PDL-1 dans la tumeur est signe
de mauvais pronostic (Liu et al., 2013b). En effet cette surexpression de PD-L1 par les cellules
de gliome est la principale cause des points de contréle immunitaires (Immune checkpoints) en
condition pathologique, qui consistent a inhiber l'activation et la prolifération des lymphocytes
T par fixation de PD-L1 (présente sur les cellules de gliome) sur son récepteur PD-1
(programmed cell death 1) porté par les lymphocytes, empéchant ainsi ces derni¢res a
s’attaquer aux cellules tumorales (Heiland et al., 2017; Chen and Hambardzumyan, 2018). Ce
mécanisme d’inhibition des lymphocytes T est d’ailleurs une des fonctions des TAMs pour
contribuer au développement des GBMs. Tout comme PD-1, CTLA-4 (Cytotoxic T-
lymphocyte- associated antigen-4) est aussi un des ¢léments clefs de ce point de controle (Chen
and Hambardzumyan, 2018; Lynes et al., 2019). Récemment, les inhibiteurs de points de
controle tels que les anticorps anti-CTLA-4 (Ipilimumab) et anti-PD-1 (Nivolumab ou
Pembrolizumab) ont été approuvés par la FDA (Food and Drug Administration) pour le
traitement du mélanome non résécable ou métastatique et ont donné de bons résultats.
Cependant, la monothérapie avec I’anti-PD-1 ou une thérapie combinant des anticorps anti-PD-
1 et anti-CTLA-4 pour le traitement de GBM récurrent a récemment échoué lors d'un essai
clinique de phase III, suggérant que le simple blocage des points de controle immunitaires peut

ne pas restaurer les fonctions tumoricides des lymphocytes T sur les GBMs (Filley et al., 2017).
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Figure 8. Les composants cellulaires du microenvironnement des GBMs. De nombreux types
cellulaires contribuent a la biologie des tumeurs cérébrales. (A) Les TAMs (Tumor-associated
macrophages and microglia), composés de macrophages dérivés de la moelle osseuse (BMDM) ou de
la microglie (MQ), s'engagent dans une diaphonie avec les cellules gliomales. Ces dernicres libérant des
cytokines et des agents chimioattractants pour recruter des TAMs, qui fournissent a leur tour des facteurs
pro-tumorigenes et pro-survie. (B) Les cellules dendritiques peuvent présenter I'antigéne de la tumeur
aux cellules T pour déclencher une réponse immunitaire anti-tumorale. Ces réponses peuvent étre encore
améliorées par des facteurs libérés dans le microenvironnement par les cellules tumorales, tels que les
especes réactives de 1'oxygene (ROS) ou les DAMPs (danger-associated molecular patterns). (C) Dans
la circulation, un nombre ¢levé de neutrophiles est associé a une réponse positive au traitement anti-
VEGFA (bevacizumab) alors que leur présence dans le tissu tumoral cérébral est associée au
développement d'une résistance bevacizumab et a un gliome de haut grade. (D) Les lymphocytes T
régulateurs (7reg) sont aussi recrutés par les cellules de gliome pour inhiber les cellules T cytotoxiques,
conduisant a un microenvironnement immunosuppresseur qui favorise la croissance de la tumeur. Les
cellules T peuvent étre activées via plusieurs inhibiteurs de points de contréle immunitaires, tels que les
anticorps anti-CTLA-4 (Ipilimumab) ou anti-PD-1 (nivolumab, pembrolizumab). (E) Via les jonctions
gap, les cellules de GBM reprogramment les astrocytes grace au second messager cGAMP (Guanosine-
Adenosine 2',3'-cyclic monophosphate) pour induire un programme pro-inflammatoire, caractéris¢ par
la production de diverses cytokines (I'IFNa et le TNFa) qui peuvent ensuite stimuler I’activation des
voies de signalisation STAT1 et NF-kB favorisant 1’agressivité tumorale. CD49d : Integrin subunit
alpha 4 ; CCL3 : CC motif chemokine ligand 3 ; CD (3, 4, 8, 25, 45): cluster de différenciation ; CTLA-
4 : Cytotoxic T-lymphocyte- associated antigen-4 ; CXCLS8 : CXC motif chemokine ligand 8 ; CX3CLI
: CX3C chemokine ligand 1 ; CX43 : Connexin 43 ; EGF : Epidermal growth factor; 1L-6/1p :
Interleukine 6/1B ; MIF : Macrophage Migration Inhibitory Factor ; NF-xB : Nuclear Factor-kappa B
; PD1 : programmed cell death 1 ; STAT3 : Signal Transducer and Activator of Transcription 3 ; S100
: Calcium-Binding Protein ; TGF- : transforming growth factor beta. (Adapté de Quail et Joyce 2017).

Les cellules de la lignée my¢loide, y compris les cellules microgliales résidentes du cerveau
et les macrophages infiltrants (Figure 8A, B, C, D), jouent un rdle de signalisation essentiel

entre le microenvironnement cellulaire et les cellules tumorales (Glass and Synowitz, 2014;

Kléouforo-Paul DEMBELE 36



CHAPITRE 1 : les tumeurs cérébrales gliales INTRODUCTION

Lisi et al., 2017; Quail and Joyce, 2017). Il a été rapporté que les TAMs constituaient 30 a 50%
de la masse tumorale du GBM (Hambardzumyan et al., 2016). Une analyse de cytométrie en
flux d’extrait de tissus tumoraux humains a estimé qu'environ 40% de ces cellules sont des
macrophages infiltrant (BMDM, bone marrow-derived macrophages), 20% sont correspondent
a de la microglie (MG) résidant dans le cerveau et les 40% restants sont des cellules myéloides
a action immuno-suppressive (Gabrusiewicz et al., 2016). Nombreuses études suggerent de
multiples mécanismes par lesquels ces TAMs peuvent favoriser la croissance et 1’invasion du
GBM (Gabrusiewicz et al., 2016; Hambardzumyan et al., 2016). Pendant que la population de
macrophages de type M1 ont un rdle pro-inflammatoire et anti-tumoral, I’autre population de
macrophages avec un phénotype M2, appartenant aux TAMs, jouent un rdle cytoprotecteur et
immunosuppresseur (réparation tissulaire et anti-inflammatoire), (Boussiotis and Charest,
2018; Wang et al., 2019). En effet, les cellules de GBM sécrétent des cytokines
immunomodulatrices et d'autres facteurs tels que CSF1 (colony-stimulating factor 1),
chimiokines a motif CXC (SDF-1a ou CXCL12, CX3CL1), chimiokine de motif C-C (CCL2,
CCL7, CCL22), GDNF (glial cell-derived neurotrophic factor), qui polarisent les TAMs vers
un phénotype immunosuppresseur de type M2 mettant ainsi en place un réseau de signalisation
paracrine (entre les cellules de GBM et TAM) conduisant a 1’attraction locale des cellules
my¢loides et des lymphocytes T régulateurs (Tregs) dans le TME (Chang et al., 2016; Chen
and Hambardzumyan, 2018; Wang et al., 2019). Cet ensemble cellulaire constitue les cellules
immunosuppressives qui, a leur tour, sécrétent diverses molécules (IL-6, IL-10, CCL2, PD-LI,
EGF, VEGFA et MMP9) afin de supprimer la fonction des lymphocytes T cytotoxiques CD8+
et favoriser la progression des gliomes. De plus, les Treg régulent négativement la production
d'IL-2, inhibent la production d'IFN-y afin d'inhiber la fonction des lymphocytes T (Figure 8D)
(Wang et al., 2019). Les lymphocytes infiltrés dans les tumeurs constituent la part immunitaire
adaptative présente dans le microenvironnement du GBM, bien qu'a des fréquences plus basses
que celles des TAMs (Hussain et al., 2006). Les patients atteints de GBM présentent une
diminution du nombre absolu de lymphocytes T auxiliaires CD4+ circulantes (Th, T helper),
qui aident les lymphocytes B a fabriquer des anticorps. Cependant, il y a une proportion accrue
de Treg immunosuppresseurs dans le pool de cellules CD4+ sanguines, avec une importante
population de Treg infiltrants dans les tissus tumoraux (Hussain et al., 2006; Quail and Joyce,

2017).

Kléouforo-Paul DEMBELE 37



CHAPITRE 1 : les tumeurs cérébrales gliales INTRODUCTION

3.1.2.1.1. Hypoxie et cellules souches de GBM (CSG)

La formation de vaisseaux sanguins non fonctionnels dans les tissus néoplasiques, en
particulier dans les tumeurs a croissance rapide comme les GBMs, provoque un faible débit
sanguin et une distribution irréguliere d'oxygeéne dans la tumeur. Cette oxygénation
insuffisante, ou hypoxie, contribue a I'agressivité de la tumeur et a un important impact sur les
résultats cliniques chez les patients porteurs de ces tumeurs (Karsy et al., 2016; Wigerup et al.,
2016). Une des conséquences est le développement de régions locales d'hypoxie qui peuvent se
transformer en nécrose avec des berges hypoxiques pseudo-palissantes qui hébergent les
cellules CSG. La réponse cellulaire a 1'hypoxie est principalement relayée par la famille de
facteurs de transcription induits par 'hypoxie (HIF-1 et HIF-2), qui régulent I'expression de
multiples geénes impliqués dans des processus conduisant a 1'adaptation et a 1’agressivité des
tumeurs (Wigerup et al., 2016). Constituées de sous-unités a et 3, les HIFs (HIF-1a ou B et HIF-
20 ou P) sont des protéines stabilisées en condition hypoxique, et régulant la vascularisation et
la réponse inflammatoire de la tumeur, 1’état des CSG, la survie, les métastases ainsi que la
résistance aux traitements (Figure 9).

De nombreuses études ont démontré que 1'hypoxie et les HIFs régulent la prolifération et la
différenciation des CSG (Hambardzumyan et al., 2016; Wigerup et al., 2016; Woo et al., 2019).
Bien que la présence de véritables cellules souches de cancer dans les tumeurs solides reste a
prouver définitivement, des preuves suggerent qu'une sous-population de cellules de GBM
possede des propriétés communes aux cellules souches neurales telles que la capacité d’auto-
renouvellement, de prolifération ainsi que la multipotence (Wigerup et al., 2016). Ces preuves
ont notamment été confirmées par la capacit¢ des CSG a exprimer des biomarqueurs
moléculaires typiques des cellules souches tels que CDI133 (prominin-1), OLIG2
(Oligodendrocyte transcription factor), SOX2 (Sex determining region Y-box 2), OCT-4
(Octamer-binding Transcription factor 4), NOTCH-1 (Notch transmembrane receptor 1),
Nestin et KLF4 (Kruppel Like Factor 4), par leur capacité a former des neurospheres dans des
conditions sans sérum et a développer des tumeurs dans des modéles animaux de xénogreffe
orthotopique (Woo et al., 2019). Plusieurs ¢tudes ont démontré que les niches tumorales
hypoxiques, notamment les régions périnécrotiques, sont I’une des zones d’hébergement et de
maintien des CSG (Seidel et al., 2010; Hambardzumyan and Bergers, 2015). Autour de ces
zones, les HIFs sont en effet surexprimés pour réguler le statut CSG ainsi que différents aspects
de 'agressivité tumorale tels que la stimulation de I’angiogenése, des métastases et la résistance

au traitement (Figure 9).
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Figure 9. Représentation des principaux mécanismes tumoraux régulés par I'hypoxie et les HIFs.
(D’aprés Wigerup et al., 2016). ANGPT2 : angiopoiétine 2 ; CTL : Cytotoxic T-lymphocyte ; DC :
Dendpritic cell ; IR : rayonnement ionisant; MDR : multirésistance aux médicaments ; MDMC :
Myeloid-derived suppressor cell ; OCT-4: Octamer-binding transcription factor 4 ; Oxphos,
phosphorylation oxidative ; PDGF-B : platelet-derived growth factor-f ; ROS : les espéces réactives de
l'oxygene ; SSB : coupure simple brin ; TAM : Tumor-associated macrophages and microglia ; Treg :
lymphocytes T régulateurs.

Actuellement, de nombreuses preuves supportent 1’idée que les CSG sont les principales
causes de la résistance aux traitements. Bien qu’il existe des signatures moléculaires dérégulées
dans ces cellules au sein du TME comme précédemment mentionné, aucun biomarqueur unique
et spécifique n'a été identifi¢ (Woo et al., 2019). La plasticité dynamique des cellules de GBM
a réacquérir un phénotype de cellules souches et leurs interactions complexes avec les
différentes niches (périvasculaire, hypoxique et invasive) de leur microenvironnement, sont
sources de discussions dans les études (Beier et al., 2011). Cette plasticité caractérisée par la
capacité d’alterner entre différents états cellulaires perturbés par certaines altérations a été

récemment suggérée (Friedmann-Morvinski, 2014; Neftel et al., 2019). Par exemple, les

travaux de Neftel et al., ont en effet montré que les cellules malignes de GBM existent dans
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quatre états cellulaires principaux, des précurseurs de type neural, de type oligodendrocyte, de
type astrocyte et de type mésenchymateux (Neftel et al., 2019). Ces états présentent une
plasticité qui est influencée par les amplifications du nombre de copies CDK4, EGFR et
PDGFRa et par des mutations du locus NF1. Ils ont aussi montré que chaque échantillon de
GBM analysé contient des cellules dans plusieurs états et que la fréquence relative de chaque

état varie entre les tumeurs, suggérant ainsi I’hétérogénéité tumorale.

3.1.2.2. Les caractéristiques vasculaires des GBMs

Les GBMs sont l'une des tumeurs les plus vascularisées caractérisées par une angiogenése
profuse et un systéme vasculaire anormal composé de vaisseaux hyperdilatés et fuitants, ainsi
que des structures glomérulaires vasculaires dans lesquelles des cellules endothéliales et des
péricytes sont anormalement organisées (De Vleeschouwer and Bergers, 2017). Cette
vascularisation anormale dans les GBMs est une conséquence de la stimulation d’expression
de facteurs angiogéniques comme le VEGFA, le facteur de croissance des fibroblastes (FGF-
2) et PDGF. Une augmentation de 1’activit¢é du VEGFA provoque la formation de nouveaux
vaisseaux sanguins dans la tumeur via l'angiogenese et la prolifération associée des cellules
endothéliales (Hambardzumyan and Bergers, 2015; De Vleeschouwer and Bergers, 2017;
Perrin et al., 2019). Les réseaux vasculaires résultants présentent une perméabilité accrue des
vaisseaux et une taille de vaisseaux ¢élargie entrainant une fuite de plasma dans le tissu tumoral
et une perturbation de la BHE. Ensemble, ces anomalies induisent un cedéme cérébral, une
augmentation de la pression interstitielle et une réaction inflammatoire (Quail and Joyce, 2017).
Cette vascularisation anormale est responsable d’un débit sanguin lent et a une distribution
irrégulicre d'oxygene dans le GBM, aboutissant au développement de zones hypoxiques locales
qui peuvent se transformer en nécrose pseudo-palissadique (De Vleeschouwer and Bergers,
2017). Ces conditions attirent donc des cellules immunitaires innées, telles que les TAMs qui
exacerbent les propriétés angiogéniques et immunosuppressives en sécrétant des facteurs tels
que le VEGFA, le TGF-B, I’EGF, I'IL-6, I'IL-10, le CCL2, la MMP2 et la MMP9
(Hambardzumyan et al., 2016; Wang et al., 2019). La prolifération de cellules endothéliales
existantes dans les vaisseaux tumoraux et la contribution des progéniteurs vasculaires dérivés
de la moelle osseuse peut également favoriser la néovascularisation (Du et al., 2008; De
Vleeschouwer and Bergers, 2017). Plus récemment, les CSG ont aussi été proposées comme
source supplémentaire de constituants vasculaires par leur capacité a se transdifférencier en

cellules endothéliales ou en péricytes tumoraux, dans des modéles précliniques de gliomes
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humains (Wang et al., 2010; Soda et al., 2011), mais ces données sont remises en cause car non
confirmées sur les coupes de gliome humain.

La nature hétérogeéne du systeme vasculaire dans les GBMs modifie également 1'adhésion
cellulaire et la diapédese des cellules immunitaires. Dans ce contexte, il est important de noter
que I'¢lévation du VEGFA, en plus de provoquer un systéme vasculaire anormal et
angiogénique, empéche également l'extravasation des lymphocytes T réactifs en réduisant
I’expression des molécules d'adhésion intercellulaire ICAMI (intercellular adhesion molecule
1) et vasculaire VCAMI (vascular cell adhesion molecule 1) dans les vaisseaux angiogéniques
(Motz and Coukos, 2013). Ceci contribue collectivement a la nature extrémement
immunosuppressive des GBMs et a la faible infiltration par les lymphocytes T cytotoxiques

(Du et al., 2008; De Vleeschouwer and Bergers, 2017).

3.1.2.3. Matrice extracellulaire du GBM (MEC)

Un des composants essentiels du TME est la MEC. Elle constitue le composant non cellulaire
du microenvironnement présent dans tous les tissus et fonctionne a la fois comme un
¢chafaudage physique et une source de signaux biochimiques qui sont essentiels pour la
morphogenése, la migration, la différenciation et I'homéostasie des tissus. (De Vleeschouwer
and Bergers, 2017; Oksdath et al., 2018). La MEC est essentiellement constituée de
glycosaminoglycanes incluant l'acide hyaluronique (HA), de protéoglycanes (par exemple,
lecticanes) et de glycoprotéines comme les ténascines (Figure 10) (Barnes et al., 2017; de
Gooijer et al., 2018). En raison de leurs propriétés cérébrales uniques, les différents types de
cellules neurales et cérébrales contribuent a la production, a la maturation et a la structure de la
MEC (De Vleeschouwer and Bergers, 2017). Les interactions entre les cellules de GBM et la
MEC jouent un rdle crucial dans l'invasion et la malignité. Au cours de la progression du
gliome, la MEC subit un dépot et un remodelage qui changent sa composition et son
architecture, en partie en raison de la production accrue et altérée de certains composants de la
MEC contenus dans les gliomes, tels que la ténascine-C et 'HA. De maniére intéressante, une
¢tude récente a révélé que les gliomes de bas grade et les GBMs sont progressivement plus
rigides que les tissus cérébraux normaux et que l'agressivité des gliomes et le pronostic du
patient sont corrélés aux niveaux de HIF-1a et a la rigidité de la MEC enrichie en ténascine-C
(Miroshnikova et al., 2016). De plus, la MEC entourant la tumeur présente la méme
composition en collageéne IV, fibronectine et laminine que le tissu cérébral sain, cependant les

niveaux d’expression peuvent varier. On observe notamment des niveaux accrus d’HA en
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raison de taux élevés d’hyaluronane synthases 1, 2 et 3 dans les gliomes (Koh et al., 2018;

Perrin et al., 2019).
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Entactine

Figure 10. Les changements spécifiques de la matrice extracellulaire (MEC) dans une tumeur
cérébrale par rapport a la MEC du cerveau normal. (D'aprés de Gooijer et al., 2018). BEHAB :
Brain-Enriched Hyaluronan-Binding Protein ; MMPs : Matrix metalloproteinases ; SPARC : Secreted
Protein Acidic And Cysteine Rich.

Dans ce contexte, les cellules de GBMs interagissent avec plusieurs de ces composants de
la MEC via la sécrétion d'enzymes comme les hyaluronidases ou les métalloprotéinases
matricielles (MMPs). Ces mécanismes ont un impact direct sur le remodelage de la MEC et
sont essentiels pour la migration et l'invasion par les cellules de gliome (Payne and Huang,

2013; Perrin et al., 2019).

Au sein du TME, on retrouve aussi de nombreux facteurs solubles, sécrétés par des cellules
tumorales ou stromales, ou extravasés a partir des compartiments intravasculaires. Ces facteurs
construisent un compartiment fluide interstitiel dynamique dans lequel les cellules et la MEC
baignent. Les métabolites comme le lactate résultant de 1'effet typique de Warburg dans le
métabolisme des tumeurs et I'adénosine accumulée dans les zones hypoxiques, ont aussi un
impact important sur les cellules tumorales ainsi que les cellules immunitaires (Liberti and
Locasale, 2016; De Vleeschouwer and Bergers, 2017). En effet, ces métabolites exercent
principalement des effets suppressifs sur les cellules immunitaires alors qu’ils stimulent la néo-
angiogenese et la progression tumorale. Les galectines par exemple sont des lectines solubles
avec une spécificité pour le B-galactoside, ce qui leur permet de se lier aux protéoglycanes et

aux glycoprotéines de la MEC du cerveau (Strik et al., 2012). Dans les gliomes malins, les
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galectine-1, -3 et -8 sont surexprimées et favorisent la migration et I'invasion de cellules U87
et U373 de GBM en stimulant le remodelage du cytosquelette d'actine (Debray et al., 2004;
Toussaint et al., 2012; Metz et al., 2016). De plus Thijssen et al., (Thijssen et al., 2010) ont
démontré que la prolifération et la migration des cellules endothéliales tumorales reposent sur
la présence de galectine-1 dans le TME en favorisant I’activation de la voie ERK (Extracellular
signal-regulated kinases) et que la sous-expression de l'expression de galactine-1 a 1’aide de
petits ARN interférents (siRNA) dans des cellules Hs683 de GBM entraine une diminution de
la sécrétion de VEGFA dans le milieu de culture (Le Mercier et al., 2008).

Dans I’ensemble, les composants non tumoraux du TME sont importants dans la
prolifération et l'invasion des cellules tumorales, et offrent également des opportunités

thérapeutiques.

4. Prise en charge thérapeutique

4.1. Stratégies thérapeutiques actuelles

La thérapie des gliomes implique des approches multidisciplinaires associant le diagnostic,
le traitement et le suivi de 1’agressivité par imagerie. Pour ce qui concerne les tumeurs de bas
grade, la récidive éventuelle est surveillée par imagerie et dans les tumeurs de haut grade, la
récidive mais aussi les altérations cérébrales induites par le traitement, notamment la
radionécrose, font aussi partie du suivi thérapeutique. Les tumeurs de taille supérieure a 1 cm
nécessitent un examen IRM tous les 6 mois. Les techniques de neuroimagerie sont utilisées
pour diagnostiquer et examiner le site, I'étendue et 'activité biologique de la tumeur, avant et
aprés traitement (Rajesh et al., 2017). Actuellement, le traitement standard pour les GBMs
nouvellement diagnostiqués repose sur une résection chirurgicale associée a la radiothérapie

(RT) et la chimiothérapie concomitante (protocole de Stupp).

4.1.1. La chirurgie

La chirurgie est la premicre approche thérapeutique du GBM et reste une intervention
essentielle dans le traitement des tumeurs malignes du cerveau. La décision de procéder a
I’exérese chirurgical d’un gliome repose sur les critéres suivants : nature de la 1ésion, état
neurologique du patient évalué par I’indice de Karnofsky qui juge 1’état fonctionnel du patient,
localisation tumorale avec pour objectif de contrecarrer la croissance tumorale et arréter la
transformation maligne (Rajesh et al., 2017). L’intervention chirurgicale consiste en la
résection maximale en toute sécurité ainsi qu’une biopsie de la tumeur (localisation

fonctionnelle délicate) permettant 7) le diagnostic anatomocytopathologique et moléculaire, i)
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I’aide a D’efficacité du traitement, iii) le retard de I'aggravation clinique tout en améliorant la
qualité de vie du patient (Fernandes et al., 2017). Une résection plus étendue de 78% a 98% est
associée a une survie plus longue chez les patients qui subissent une résection totale, suivis
d'une RT et de la chimiothérapie au TMZ (Lacroix et al., 2001; Sanai and Berger, 2010;
Wolbers, 2014). D’un point de vue impact 1ésionnel, il n’a pas ét¢ démontré des déficits
neurologiques post-opératoires quand les marges de résection sont supérieures a 2 cm du cortex
¢loquent, alors que des déficits sont mesurés dans 33% des cas lorsque les marges sont
comprises entre 1 et 2 cm, et dans 50% des cas lorsque les marges sont inférieures a 1 cm
(Mueller et al., 1996; Pallud et al., 2017). Ces données suggerent globalement que I’exérese
chirurgicale est essentielle tant sur le plan thérapeutique que clinique pour les patients atteints
de GBM. L’IRM postopératoire permet d’évaluer 1I’étendue de la résection dans les 72 heures
suivant l'intervention, méme si ’appréciation reste difficile en raison de modifications

postopératoires inflammatoires (Fernandes et al., 2017).

4.1.2. Radiothérapie / Chimiothérapie

Actuellement, I'association de la RT (60 Gy en 30 fractions) au TMZ (75 mg/m?/jour pendant
6 semaines) suivi de six cycles en maintenant la dose de TMZ (150 a 200 mg/m?/ jour pendant
les 5 premiers jours d'un cycle de 28 jours) correspond au traitement standard actuel apres
résection chirurgicale (Protocole de Stupp) (Stupp et al., 2005; Gilbert et al., 2013). Cette
méthode représente la premicre avancée majeure dans le traitement du GBM depuis environ
une décennie, car cette combinaison améliore significativement la médiane de survie du patient
de 14,6 vs 12,1 mois par rapport a la RT seule (Figure 11). D’autres récents essais cliniques ont

pu confirmer depuis ces résultats (Szczepanek et al., 2013; Feng et al., 2017)
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Figure 11. Protocole de Stupp. A. Illustration du protocole initialement éprouvé en phase clinique.
Apreés exérése chirurgicale, deux cohortes de patients ont été traitées par radiothérapie seule (rouge) ou
par radio- et chimiothérapie a I’aide de témozolomide (TMZ, bleu). Le TMZ est administré per os en
six doses de 75 mg/m2/jour pendant les six semaines suivant I’opération, puis aprés quatre semaines de
récupération, en six cycles de traitement adjuvant a hauteur de 200 mg/m?/jour tous les 28 jours. B. Les
courbes de Kaplan-Meier illustrant la survie moyenne des patients traités par radiothérapie seule (courbe
rouge) ou en combinaison avec le TMZ (courbe bleue). Globalement, la chimiothérapie concomitante
permet d’¢élever le taux de survie a deux ans de 10,4 a 26,5%. C. Survie moyenne prenant en compte
I’absence de progression tumorale qui se traduit classiquement par une augmentation de plus de 25% de
la taille de la tumeur ou I’apparition de nouvelles 1ésions conjointes a un besoin accru en corticostéroides
prescrits pour traiter I’cedéme cérébral. (D’apres Stupp et al., 2005).

Le TMZ est une chimiothérapie orale avec une pharmacocinétique linéaire présentant une
excellente biodisponibilité, qui peut franchir la BHE en raison de sa nature lipophile
(Koukourakis et al., 2009; Woo et al., 2019). Une fois en contact avec le pH physiologique
légérement basique du sang, il subit une hydrolyse spontanée pour devenir du 5-(3-
methyltriazen-1-yl)-imidazole-4- carboxiamide (MTIC), le métabolite actif. Le MTIC se
dégrade rapidement pour former du 4-amino-5-imidazole-carboxamide et du méthyldiazonium,
un cation tres réactif (Wick et al., 2009; von Deimling et al., 2011). C’est ce cation qui provoque
une alkylation de la guanine en position O° et une alkylation supplémentaire en position N’
(Lopes et al., 2013; Woo et al., 2019) responsables de dommages de I’ADN. Mais les cellules
peuvent corriger les altérations induites par la chimiothérapie grace a divers mécanismes de
réparation de 'ADN. La MGMT ou AGT (06-Alkylguanine-DNA Alkyltransferase), est une
enzyme de réparation qui répare les alkylations de I’ADN au niveau de la guanine dans la
position O° La méthylation du promoteur de la MGMT (résidus cytosine des ilots CpG de la

région 5’ du promoteur), entraine une altération de la structure de I’hétérochromatine
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responsable de I’inhibition de liaison des facteurs de transcription, et donc de la transcription.
La méthylation du promoteur MGMT touche de 30 a 50% des patients atteints de GBM et
pourrait a la fois étre un facteur pronostic et un critére d’indication d’une chimiothérapie
adjuvante. Une étude de phase III, intégrant une large cohorte européenne et canadienne, a
montré la méthylation du promoteur MGMT comme facteur prédictif d’une amélioration de la
survie a 2 ans (10 a 26%) en réponse au TMZ associ¢ a la RT (Stupp et al., 2005).

De plus, les études suggerent que la chimiothérapie par TMZ est associée a peu d'effets
indésirables avec toutefois le risque de complications hématologiques, de fatigue et d’infections
augmentés suite a son utilisation (Hart et al., 2013). Le principal probléme est en réalité 1i¢ aux
mécanismes de résistance au TMZ (Figure 12) (Jain, 2018; Woo et al., 2019). Une stratégie a
consisté a traiter, aprés la période de traitement RT-TMZ concomitants, avec des doses
importantes de TMZ (75-100 mg/m? pendant 21 jours d'un cycle de 28 jours avec un total de 6
a 12 cycles) pour réduire les niveaux de MGMT dans la tumeur en particulier dans une cohorte
de patients présentant un promoteur MGMT non méthylé (Le Rhun et al., 2015; Fernandes et
al., 2017). La survie moyenne ainsi que la survie sans progression du groupe traité avec ces
doses de TMZ n'étaient pas significativement différentes du groupe traité par la dose standard
de TMZ (150-200 mg/m?/ jour pendant les 5 premiers jours d’un cycle de 28 jours avec un total
de 6 cycles). Il y avait au contraire plus de toxicité chez les patients traités avec une forte dose
de TMZ (53% contre 34% ; p <0,001), ainsi qu'une détérioration plus importante des fonctions
cérébrales et de la qualité de vie des patients (Gilbert et al., 2013).

L’inhibition de [Dexpression de MGMT constitue lun des puissants facteurs
pronostiques/prédictifs de la survie globale (Hegi et al., 2005). La chimiorésistance au TMZ est
relayée par d’autres événements moléculaires indépendants de 1'expression de MGMT (Figure
12), notamment i) le systéme de réparation par excision de base (BER) qui permet d’enlever
des bases simples endommagées avant la réplication, ii) la régulation post-transcriptionnelle de
'expression des geénes par les microARN (miR-16, miR-21) surexprimés en réponse a
l'exposition au TMZ, entrainant par exemple I’inhibition de protéines pro-apoptotiques de type
Bax (B-cell lymphoma 2-associated X) ou les caspases et a I’inverse, une augmentation des
protéines anti-apoptotiques du type Bcl-2, iii) l'activité des jonctions gap enrichies en
connexines (connexine 43) dont le niveau d’expression est inversement proportionnel a la
résistance au TMZ dans le contexte du TME, ainsi que iv) le statut hypoxique puisque TMZ
favorise la surexpression de facteur de transcription HIF-1a . Ce dernier, comme déja précisé,
favorise la prolifération, I’invasion ainsi que 1’angiogenése tumorale (Woo et al., 2019). C’est

ainsi que des thérapies plus ciblées touchant spécifiquement certaines de ces molécules ont été
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testées avec jusqu’a présent une amélioration modérée de la survie et de la qualité de vie des

patients.
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Figure 12. Résumé des mécanismes de résistance au TMZ dans les GBMs. Ces mécanismes sont
classés en trois grandes catégories : épigénétiques, cellulaires et ceux liés au microenvironnement
tumorale. Les mécanismes épigénétiques peuvent étre catégorisés en processus associés a la réparation
de I'ADN (pré-transcriptionnel), microARN (post-transcriptionnel) ou des modifications des histones
(post-trasductionnel). Les mécanismes cellulaires sont liés a I'expression des protéines
transmembranaires et sont donc de nature extrinséque, comme 1'efflux de médicaments ou de facteurs
de croissance. Alternativement, I’activité intrinséque des voies apoptotiques et autophagiques peut étre
modifiée en réponse a l'exposition a la TMZ. Les mécanismes liés au microenvironnement représentent
les facteurs extracellulaires (comme I’hypoxie ou les interactions intercellulaires) qui peuvent influencer
la sensibilit¢ au TMZ. ABC : ATP-binding cassette ; APE-1 : Apurinic/apyrimidinic endonuclease);
Bcl-2 : (B cell lymphoma-2 protein) ; BCRP : Breast cancer resistance resistance protein ; BER : Base
excision repair; EGFR : Epidermal growth factor ; HIF-1a : Hypoxia-inducible factor-1a ; IGF1R :
Insulin-like growth factor-1 receptor ; MGMT : Méthylguanine methyltransferase ; miRNA :
MicroARN ; MMR : Mismatch repair ; MRP : Multidrug resistance-associated protein ; MSH : MutS
protein homolog ; P-gp: P-glycoprotein ; PARP : Poly(ADP-ribose) polymerase ; RTK : Receptor
tyrosine kinase ; TMZ : Témozolomide ; VEGF : Vascular endothelial growth factor. (D’aprés Woo et
al., 2019).
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Figure 13. Principales voies de signalisation altérées dans le GBM et cibles thérapeutiques
identifiées. AKT : Protein Kinase B ; DLL : delta-like ligand ; EGFR : Epidermal growth factor
receptor ; ERK : Extracellular signal- regulated kinase ; Gli : Glioma-associated oncogene homolog 1
; HDAC : Histone deacetylase ; LRP : lipoprotein receptor-related protein ; MAPK : Mitogen-activated
protein kinase ; MEK : Mitogen-activated protein kinase ; mTOR : Mammalian target of rapamycin ;
NICD : Notch intracellular domain ; PARP : poly(ADP-ribose) polymerase ; PDGFR: Platelet-derived
growth factor receptor ; PI3K : phosphatidylinositol 3-kinase ; PKC : Protein kinase C ; PLC :
Phospholipase C ; RAF : Proto-oncogene Serine/Threonine-Protein Kinase ; RAS : Proto-Oncogene,
GTPase; RTK : Receptor tyrosine kinase; SHH : Sonic hedgehog ; VEGF : Vascular endothelial growth
factor. Wnt : Wingless-related integration site. (D’apres Tanaka et al., 2013).

4.1.3. Les thérapies combinées dans le traitement des GBMs

Une approche potentielle dans le traitement de premiere intention du GBM pourrait consister
a explorer des combinaisons thérapeutiques plus efficaces. Des preuves récentes de cette
approche, également appelée thérapie combinée, montre des effets synergiques en terme
d'efficacité du médicament et semble actuellement constituer le moyen le plus efficace, en tout
cas dans des modeles précliniques, pour controler des tumeurs agressives telles que les GBMs
(Ghosh et al., 2018). Par exemple, I'administration concomitante du sulforaphane (SNF), un
inhibiteur du facteur de transcription NF-kB en combinaison avec le TMZ dans des lignées de
GBM résistantes au TMZ (U87 et U373) rend ces cellules plus sensibles a la chimiothérapie,
moins prolifératives et induit une mort cellulaire accrue dans les xénogreffes chez des souris

Nude (Lan et al., 2016).
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La carmustine (1,3-bis (2-chloroéthyl)-1-nitrosourea, BCNU), un compos¢ nitrosourée utilis¢
comme agent d'alkylation qui, testé en monothérapie aprés RT permet une médiane de survie
globale de 22 semaines (Reithmeier et al., 2010), mais dont la toxicité peut étre importante de
sorte que 1'administration d'autres thérapies en cas de progression ultérieure de la tumeur peut
étre délicate. Deux études ont cependant montré que le BCNU en combinaison avec d'autres
agents, tels que l'irinotécan (seconde ligne de traitement) ou I’erlotinib semble actif mais peu
efficace dans I’amélioration de la survie globale des patients (Brandes et al., 2004; Prados et
al., 2004). La délivrance locale de chimiothérapie comme le BCNU sous forme de pastilles de
Gliadel®, tapissant les parois de la cavité de résection, s’est montrée étre une possibilité de
complément thérapeutique avec une voie d’acces plus efficace. Cependant, I’augmentation
modeste et relative de la survie des patients (Engelhard, 2000) semble liée a la faible diffusion
du Gliadel® dans le parenchyme cérébral, limitée a quelques millimetres du fait de son passage
via la BHE vers la circulation sanguine. Cela est expliqué par le faible poids moléculaire du
BCNU et la nature lipophile de la molécule (Wang et al., 1999), indiquant que méme une
chimiothérapie locale n’est pour I’instant pas associé¢e a une amélioration significative de la
survie.

Comme illustré sur la Figure 13 d’autres approches thérapeutiques utilisant notamment des
inhibiteurs des voies de signalisation associées aux facteurs de croissance ou I’immunothérapie
ont été¢ mises en place pour spécifiquement cibler des voies de signalisation impliquées dans la
gliomageneése. De nombreux facteurs de croissance jouent un role essentiel dans le
développement des GBMs tel que ’EGF. L’EGFR surexprimé ou muté dans les GBMs a été le
premier a pouvoir étre ciblé par ’erlotinib et le gefitinib, les premicres générations de thérapie
ciblée utilisées dans le traitement de gliomes récurrents, soit en monothérapie, soit en
association avec d’autres agents cytotoxiques, mais sans bénéfice thérapeutique significatif
(Tanaka et al., 2013). En effet, par exemple, ’EGFRVIII, la forme fréquemment mutée de
I'EGFR dans les GBMs, confére une résistance thérapeutique et une croissance tumorale
(Ghosh et al., 2018). Le nimotuzumab, un anticorps anti-EGFR qui en se fixant entraine une
réduction de la phosphorylation de PEGFRVIII et de Akt (protéine kinase B, PKB) dans des
lignées de GBM (U87MG, LNZ308), renforce 1’activité antitumorale du TMZ via I’inhibition
de la croissance tumorale et I’amélioration de la survie de souris Nude porteuses d’une lignée
de GBM exprimant EGFRVIII xénogreftée en sous-cutanée ou au niveau intracérébral (Nitta et
al., 2016).

Le pronostic sombre est li¢ en partie au potentiel proliférant et migratoire de néo-vaisseaux

intra-tumoraux, et au caracteére invasif des cellules tumorales gliales qui mettent en jeu des
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étapes essentielles de 1’invasion dans le cerveau, impliquant 1’adhésion par les intégrines a la
MEC et la dégradation de cette MEC par les métalloprotéinases (MMPs). Par conséquent, des
thérapies anti-invasives et anti-angiogéniques pour traiter les GBMs ont été proposées et
récemment testées. C’est le cas d’un anti-intégrine avPp3 et B5, le Cilengitide, ou bien
d’inhibiteurs de MMPs, tels que le Marimastat, ayant un effet répresseur de la croissance
tumorale in vitro, mais sans résultat clinique convaincant chez I’Homme (Soda et al., 2013). A
I’heure actuelle, le principal traitement anti-angiogénique des GBMs récidivants est le
Bevacizumab (Avastin®), un anticorps humanis¢ dirigé contre le VEGFA, qui permet de
normaliser la néo-vascularisation tumorale. L’Avastin® est donnée parfois seul ou en
combinaison, mais aucune étude n’a pu démontrer un réel effet bénéfique du traitement, sur la
survie des patients atteints de gliomes malins (Reardon et al., 2012; Chinot et al., 2014; Gilbert
et al., 2014), permettant toutefois une augmentation de la survie sans progression d’environ 2
mois. L’évaluation des rechutes des patients a permis de mettre en évidence une modification
comportementale des tumeurs gliales qui favorise une invasion large du parenchyme cérébral
au profit de la néo-angiogenése. Plusieurs molécules ou thérapies ciblées au fort potentiel
thérapeutique dans d’autres types de cancers, n’ont pas démontré d’effet sur la survie en étude
clinique chez les patients GBM (Chang et al., 2014, Reardon et al., 2005, Uhm et al., 2011).
Ainsi les progres thérapeutiques chez les patients atteints de GBM, sont encore rares.

Une intéressante étude a montré qu’un régime « RIST » combinant la rapamycine (un
inhibiteur de mTOR), P’irinotécan (un inhibiteur de topoisomérase-I), le sunitinib (un anti-
angiogénique ciblant le VEGFAR) et le TMZ ou un variant aRIST (I’alternative de la
rapamycine, le GDC-0941 (un inhibiteur puissant des PI3Ka/9)) inhibe la croissance de cultures
primaires de GBM fraichement isolées. Les mécanismes qui entrent en jeu dans le mécanisme
thérapeutique sont 1’inhibition de protéines anti-apoptotiques (XIAP, X-Linked Inhibitor Of
Apoptosis Protein ; BCL-2) et 1’activation simultanée de protéines pro-apoptotiques (p53 et
BAX) (Nonnenmacher et al., 2015). L’effet de ces composants individuels est partiel, mais leur
combinaison, méme a de faibles doses pour réduire la toxicité et d'autres effets indésirables,
entraine une inhibition significative de la viabilité cellulaire (Nonnenmacher et al., 2015).

Bien que de nombreuses combinaisons thérapeutiques utilisées dans des modéles
précliniques pour le traitement par GBM aient révélé des résultats prometteurs, la réelle
efficacité de ces thérapies combinées est plutot rare voire inexistante (Figure 14). Par exemple,
trois essais randomisés de phases II-III ont comparé la lomustine (un antinéoplasique
cytostatique alkylant), en monothérapie ou en combinaision avec des agents en phase

experimentale, 1'enzastaurine (inhibiteur de PKC), le cediranib (inhibiteur de RTKSs) ou le
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galunisertib (inhibiteur de TGF-f) (Wick et al., 2010; Batchelor et al., 2013; Brandes et al.,
2016). Dans les trois essais, les résultats se sont montrés comparables avec une médiane de
survie globale de 6,6 a 9,8 mois, similaire entre les groupes, traités avec un seul agent ou en

combinaison avec la lomustine (Fernandes et al., 2017).

Newly diagnosed glioblastoma Recurrent glioblastoma
Stupp et al. [26] Brada eral. [27] | Kunwar er al. [28]
RT+TMZ vs RT PCVysTMZ  ILI3-PE38QQR vs Gliadel wafers

mOS: 14.6 vs 12.1
Status: Positive

mOS: 6.7vs 7.2 mOS: 9.1 vs 8.8
 Status: Negative | | Status: Negative

Gilbert er al. [21] == [
T Wick er al. [29] Dresemann er al. [30]

Enzastaurin vs Lomustine. | Imatinib+Hydroxyurea vs

Chinot er al. [23 mOS: 14.9 vs 16.6

Bevacizumah[+s'll‘ vs Status: Negative mOS: 6.6 vs 7.1 Hydroxyurea
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Cediranib vs Cediranib+
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a-IFN+TMZ vs TMZ NCT02511405
VB-111+Bevacizumab vs
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NCT02667587 NCT03345095
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Figure 14. Chronologie des essais cliniques de phase III chez des patients de GBM nouvellement
diagnostiqué ou récurrent. Les nombreux échecs dans ces essais cliniques sont indiqués en rouge
(Negative) ainsi que les médianes de survie globale (mOS) avec ou sans les numéros NCT (National
Clinical Trial). a-IFN : Interferon-alpha ; Bevacizumab : antibody anti-vascular endothelial growth
factor (VEGF) ; Cediranib: Inhibiteur du récepteur de VEGF ; CIK: autologous cytokine-induced killer
cells; Enzastaurin: inhibiteur de la protéine kinase CB (PKCp) ; IL13-PE38QQR : Une cytotoxine
chimérique recombinante composée d'interleukine 13 humaine (IL-13) fusionnée a une forme tronquée
et mutée de Pseudomonas aeruginosa exotoxine A (PE38QQR) ; Marizomib : Inhibiteur irréversible du
protéasome ; Nimotuzumab : Anticorps anti-epidermal growth factor receptor (EGFR) ; Nivolumab :
Anticorp anti-programmed cell death protein 1 (PD-1) ; PCV : Procarbazine, Lomustine, et vincristine
; Rapamycin : Inhibiteur de Mammalian Target Of Rapamycin (mTOR) ; RT : Radiothérapie ; Siroquine
: Sirolimus (rapamycin) plus hydroxychloroquine sulfate ; ST : standard therapy, TMZ/ddTMZ
temozolomide/dose dense temozolomide ; Toca 511 : Vecteur de réplication gamma-rétroviral codant
pour la cytosine désaminase qui convertit la 5-fluorocytosine (FC), un antifongique, en 5-fluorouracil
(FU), un médicament antinéoplasique ; VB-111 : A non-replicating adenovirus 5 carrying a
proapoptotic Fas-chimera transgene under the control of an endothelial cell-specific promoter ;
Veliparib: A4 poly(ADP-ribose) polymerase (PARP) 1 and 2 inhibitor. (D’aprés Stepanenko et
Chekhonin 2018a).
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Malgré de nombreuses thérapies multimodales agressives (chirurgie, radiothérapie, TMZ,
lomustine, bevacizumab, ré-irradiation, etc), la survie des patients adultes présentant un GBM
nouvellement diagnostiqué et récurrent est généralement inférieure a 18-20 mois (Stupp et al.,
2017; Weller et al., 2017) et a 8 a 12 mois, respectivement (Seystahl et al., 2016; Wick et al.,
2017). Au cours de la derni¢re décennie, malgré les progres trés important dans le domaine des
thérapies ciblées, a ce jour, aucune d’entre elles, i.e. médicaments/anticorps ou combinaison
d'inhibiteurs de petites molécules, n'a été démontrée comme étant plus efficace que le TMZ ou
capable d’augmenter l'efficacité du traitement standard chez les patients atteints de GBM
primaire ou récurrent (Stepanenko and Chekhonin, 2018a). Un taux élevé d'échecs dans ces
essais cliniques (Figure 14) et un manque de thérapie ciblée efficace ont favorisé le
développement d'approches thérapeutiques conceptuellement distinctes telles que
I'immunothérapie cellulaire/peptidique et la virothérapie oncolytique. En effet, les
immunothérapies de nouvelle génération et les virus oncolytiques modifiés génétiquement et
compétents ont démontré une efficacité élevée dans les modeles précliniques (Mitchell et al.,

2015; Garg et al., 2016; Stepanenko and Chekhonin, 2018b).

4.1.4. Autres Stratégies thérapeutiques innovantes

De nombreuses nouvelles stratégies thérapeutiques sont en cours de développement.

e Vaccination visant a éliminer le GBM

Environ 90 essais cliniques de vaccins contre le GBM étaient répertoriés en 2018 (Jain,
2018). Grace a de nouvelles biotechnologies, des vaccins plus spécifiques et plus « efficaces »
contre le GBM ont été proposés. DCVax, un vaccin personnalisé a base de cellules dendritiques
(DC) autologues stimulées par des antigénes purifiés spécifiques de la tumeur, ou des extraits
de cellules tumorales dérivées du GBM au moment de la résection, a été approuvé en Suisse
pour le traitement du GBM. Ce vaccin a été testé en phase I aux Etats-Unis (National Clinical
Trial (NCT) 02146066) (Jain, 2018). Le niveau d'expression des antigénes tumoraux incluant
HER2 (Human Epidermal Growth Factor Receptor 2), TRP-2 (tyrosinase-related protein-2),
gpl00 (Premelanosome protein), IL13R0a2 (Interleukin 13 Receptor Subunit Alpha 2), HLA-
A1l (Human Leukocyte Antigen A1) ou I’importance de la population de CSG semblent corrélés
a une survie globale prolongée (Phuphanich et al., 2013).

D’autres essais de phase II (NCT02808364) et III (NCT00045968) sont actuellement en
cours. Le dernier évalue les effets a long terme de la combinaison du vaccin DCVax autologue

avec TMZ aprés chirurgie et chimio-radiothérapie standard. Ce traitement améliore les taux de
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survie de certains patients et les études portent actuellement sur les plus longs survivants (survie
globale médiane de 40,5 mois) (Liau et al., 2018). Globalement, les effets indésirables li¢s a
DCVax sont comparables au traitement standard seul.

Des vaccins a base de protéines de choc thermique (HSP, Heat-shock proteins) ont aussi été
développés et sont en cours d’essai (NCT01814813) en monothérapie ou en combinaison avec
I’anti-angiogénique bevacizumab. Ces HSP sont utilisées pour vectoriser divers antigénes
tumoraux jusqu’aux cellules présentatrices d'antigénes pour stimuler le systéme immunitaire
(Jain, 2018).

e Poliovirus recombinant

Le polio-rhinovirus chimére non pathogeéne recombinant (PVSRIPO, Recombinant
nonpathogenic polio-rhinovirus chimera) cible le récepteur du poliovirus neurotrope CD155,
qui est surexprimé par les cellules de GBM. L’action de ce PVSRIPO est d’utiliser le récepteur
CD155 comme voie d’entrée dans les cellules pour provoquer la lyse et la libération d'antigénes
tumoraux ainsi que des molécules reconnues par les cellules de la réponse immunitaire innée
(Longo and Baden, 2018). Un essai clinique de phase II a montré que I’administration
intratumorale de PVSRIPO a I'aide d'un cathéter chez des patients atteints de GBM récurrent
entraine chez les patients traités, une survie passant de 24 a 36 mois supérieure a celle des
patients témoins, sans observation de neurovirulence ou neurotoxicité (Desjardins et al., 2018).

e Les nanobiotechnologies pour une administration ciblée du traitement

Les nanotechnologies pour la vectorisation des médicaments anticancéreux permettent une
distribution ciblée et efficace dans la tumeur a travers la BHE, pour améliorer la spécificité et
sélectivité, permettant de réduire la dose de I’anticancéreux par rapport aux formulations
classiques, et donc la toxicité (Jain, 2018). Dans une étude expérimentale sur un modele murin
xénogreffé¢ de GBM, I’administration de micelles sensibles au pH, fonctionnalisés en surface
par le PDGF pour le ciblage et le fluorophore Dyelight 680 pour la détection, a permis la
livraison et I’accumulation spécifiques de TMZ dans les tumeurs avec une destruction accrue
des cellules tumorales et réduction de la toxicité par rapport aux animaux contrdles (Miller et
al., 2016). Ainsi, des nanotransporteurs comme les micelles, mais aussi les nanoparticules
constituées de polybutylcyanoacrylate (PBCA) ou polylactic-co-glycolic acid (PLGA) coatées
par du polysorbate 80 ou du poloxamere 188, peuvent étre utilisées comme vecteurs pour
améliorer l'administration de médicaments anticancéreux au cceur du GBM. Ce sont de

nouvelles stratégies prometteuses qui feront probablement 1’objet d’essais cliniques.
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e Traitement de la tumeur par champ magnétique alternatif (TTF)

Le TTF (TTfields) est une technologie portable non invasive qui repose sur des champs
¢lectriques alternatifs de faible intensité, qui perturbent la mitose et inhibent la croissance
tumorale. Cette technologie est approuvée pour les GBMs aux Etats-Unis par la FDA (Jain,
2018). Des études précliniques et des essais cliniques du TTF ont montré que le TTF était aussi
efficace que la chimiothérapie contre les GBMs, mais la combinaison des deux prolonge la
survie globale, la survie sans progression du GBM et est sans effet indésirable (Stupp et al.,
2015 ; Zhu and Zhu, 2017). Les combinaisons des TTF avec la radiothérapie, la chimiothérapie
ciblée ainsi que I'immunothérapie restent a explorer.

Les défis majeurs actuels pour tenter de considérablement améliorer les durées de vie des
patients atteints de GBM sont en partie (1) I’intégration de plusieurs disciplines de recherche
sur les gliomes, de la neurobiologie fondamentale aux essais cliniques (Aldape et al., 2019), (2)
mieux comprendre les propriétés et les fonctions du TME dans la biologie et le traitement des
GBMs (Quail and Joyce, 2017), (3) développer des modeles précliniques plus prédictifs de
GBMs récurrents par la mise au point de modeles de souris génétiquement modifiés et des
xénogreffes dérivées de patients (patient-derived xenografts ou PDX) pour mieux reproduire
les spécificités des GBMs par rapport aux modéeles existants (Aldape et al., 2019), (4) adresser
plus spécifiquement les thérapies au cceur de la tumeur, dans un TME hétérogene, en analysant
par des études de « single cell » 1’évolution des données génomiques avant, pendant et apres
le traitement et proposer des traitements adaptés (Patel et al., 2014a) car ces tumeurs restent a

ce jour trés agressives.

5. Agressivité des GBMs et transformation mésenchymateuse

La progression tumorale implique plusieurs étapes d’évolution phénotypique et de
transformations moléculaires qui conduisent a I’invasion locale et a la dissémination de cellules
de gliome (Pala et al., 2013; Iwadate, 2016). Au cours de la progression tumorale, certaines
cellules acquicrent un phénotype agressif qui consiste principalement a leur capacité a établir
des métastases, facilitées par la transition épithéliale-mésenchymateuse (EMT) (Kalluri and
Weinberg, 2009; Dongre and Weinberg, 2019), un processus qui participe aux différents stades
du développement embryonnaire (Thiery, 2002). Au cours de ce processus, les cellules
épithéliales polarisées montrent une diminution de l'adhésion cellule-cellule, de la polarité
apicale-basolatérale et de I'expression des marqueurs épithéliaux (Figure 15), qui les
transforment en cellules mésenchymateuses avec une capacité migratoire accrue et une

résistance ¢levée aux traitements (Iwadate, 2016; Colella et al., 2019). Ce processus dynamique
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et agressif est relayé par I’expression de marqueurs mésenchymateux associée a un phénotype
des cellules tumorales permettant la dégradation et le remodelage de la MEC, la réorganisation
du cytosquelette et la migration pour pouvoir d’une part, envahir les tissus environnants et
d’autre part, accéder a la circulation sanguine pour ensuite établir des métastases (Figure 15)
(Pala et al., 2013; Dongre and Weinberg, 2019). Concernant les gliomes, il sera ici plutot

question d’une transition mésenchymateuse (TM).

5.1. Réarrangement du cytosquelette, des complexes d’adhésion, et protrusions
cellulaires des GBMs

Une des principales caractéristiques de la TM est la capacité migratoire accrue des cellules.
En effet, la migration des cellules de gliome est un processus coordonné a plusieurs étapes initi¢
par la liaison de molécules chimioattractantes ou chimiokines telles que les ligands SDF-1,
TGF-B aux récepteurs membranaires tels que CXCR4 (C-X-C receptor 4), RTK ou d’autres
facteurs pro-migratoires (HIF-1, EGF), suivie de l'activation ou de la désactivation de diverses
petites GTPases (RhoA, Rac, Cdc42) et des changements rapides dans la dynamique des
filaments d’actine ainsi que la formation et le désassemblage des complexes d’adhésion focale
qui s'attachent a la MEC (Mitra et al., 2005; Armento et al., 2017). L’interaction complexe entre
le cytosquelette d'actine et les adhésions focales conduit a la génération de protrusions
membranaires appelées filopodes, lamellipodes et invadopodes nécessaires a la migration et a
I’invasion. Le renouvellement de la formation du site d’adhésion a I’avant des cellules et la
perturbation a I’arriére sont essentiels au mouvement des cellules lors de la TM (Yamaguchi
and Condeelis, 2007; Armento et al., 2017). Les lamellipodes sont des extensions membranaires
larges et plates, riches en réseaux ramifiés de filaments d'actine, qui favorisent la migration
cellulaire en se fixant au substrat et en générant une force motrice a I’avant de la cellule. Les
filopodes sont de fines projections en forme de doigt qui s'étendent au-dela du bord des
lamellipodes, composées de longs filaments d'actine réticulés en faisceaux, non ramifiés et sont
supposés détecter les signaux externes afin de définir la direction de la migration cellulaire.
Quant aux invadopodes, ce sont des protrusions de la membrane ventrale responsables de la
dégradation de la MEC par libération locale de MMPs (Yamaguchi and Condeelis, 2007).

La formation des protrusions et la polymérisation d'actine nécessitent, en plus de 'actine, les
complexes actin related protein 2/3 (Arp2/3) composés d une association de 7 sous-unités dont
deux (Arp2 et Arp3) qui servent de point de nucléation d’ou émergent les nouveaux filaments
d'actine ramifiés (Swaney and Li, 2016; Mair et al., 2018). L'activation du complexe Arp2/3 est
régulée par les protéines de la famille Wiskott-Aldrich syndrome protein (WASP, N-WASP),
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homolog-associated protein with actin, membranes, and microtubules (WHAMM), les WASP-
family verprolin-homologous protein 1-3 (WAVE 1-3), Wiskott- Aldrich syndrome protein and
scar homolog (WASH) (Zhong et al., 2010; Ridley, 2011; Tyler et al., 2016). Le maintien des
lamellipodes se fait d’une part, grace a I’action de la cofiline, dont I’expression est régulée par
Racl/WAVE2/Arp2/3, et la cortactine (Ridley, 2011; Zhou et al., 2016). La cofiline, protéine
impliquée dans la dépolymérisation et polymérisation de filaments d'actine, sélectionne les
filaments d’actine pour créer de nouvelles extrémités dans lesquelles le complexe Arp2/3
pourra se fixer et amorcer la formation de nouvelles ramifications (van Rheenen et al., 2009;
Bravo-Cordero et al., 2013), alors que la cortactine stabilise le complexe Arp2/3 en se liant
spécifiquement a ce dernier ainsi qu’a ’actine (Lai et al., 2009; Yin et al., 2017). Les WASP/N-
WASP induisent la formation des invadopodes tandis que les WAVE sont les principaux
régulateurs des lamellipodes et aucun complexe Arp2/3 ou cofiline n'est présent dans les
filopodes (Armento et al., 2017). De manicre intéressante, de nombreuses études ont rapporté
par immunohistochimie (IHC), Western blot ou RT-qPCR que les complexes Arp2/3, WAVE2
ainsi que la cofiline et la cortactine sont surexprimés dans les gliomes et 1’utilisation de siRNA
ou d’inhibiteurs spécifiques permit de démontrer que ces protéines favorisent la migration et
I’invasion des cellules de GBM (Liu et al., 2013d; Wang et al., 2015; Swaney and Li, 2016;
Zhou et al., 2016).

Au cours de la migration cellulaire, des complexes d'adhésion focale ou focal adhesions
(FA) se forment pour connecter le cytosquelette d'actine a la MEC (Figure 15). Le
regroupement des intégrines est la premicre étape de la formation des FA et le transport
d’intégrines de I’arriere vers 1’avant de la cellule pendant la migration, maintient ainsi le
recyclage des protéines d’adhésion vers de nouveaux complexes de FA, processus appelé
turnover, essentiels a la migration mésenchymateuse (Zhong et al., 2010; Armento et al., 2017).
En effet, les principaux composants de ce complexe de FA sont les intégrines, liées du coté
intracellulaire a la paxilline phosphorylée et a la taline, qui recrutent ensuite la kinase d'adhésion
focale (FAK) et la vinculine. FAK phosphoryle ensuite 1'a-actinine d’une part, ce qui conduit a
des interconnexions entre les filaments d'actine, et d’autre part, sert d’échafaudage pour la
protéine Src, qui en phosphorylant la paxilline stimule la migration cellulaire (Mitra et al., 2005;
Atherton et al., 2015; Armento et al., 2017). Les structures résultantes entrainent des
modifications de la morphologie cellulaire et générent la force de traction nécessaire pour le
déplacement de la cellule de maniére directionnelle. De nombreuses études indiquent que les
protéines du complexe FA sont impliquées dans 1’agressivité des gliomes. Par exemple,

l'inhibition de l'activité de la protéine Lck (lymphocyte-specific protein tyrosine kinase) qui est
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surexprimée dans les GBMs par un inhibiteur, le A770041, bloque significativement la
phosphorylation de la paxilline ainsi que la formation des lamellipodes associée a la diminution
de la migration des cellules de GBM isolées a partir de patients (Zepecki et al., 2019). La
paxilline porte de nombreux sites de phosphorylation (Lopez-Colomé et al., 2017) dont la serine
178 préférentiellement phosphorylée par c-Jun terminal kinase (JNK). De maniére intéressante,
I’inhibition de JNK par des siRNA ou I’inhibiteur SP600125, ou la surexpression de la paxilline
par transfection (vecteur pEGFP-C1-PaxS178A) portant la mutation de la sérine 178 en alanine
dans les cellules (U343) de gliome résistantes au TMZ, entraine la diminution de I’interaction
paxilline-JNK ainsi que leur phosphorylation, et bloque la formation des invadopodes (Ueno et
al., 2015). Le cas de la paxilline est un exemple parmi de nombreuses autres études soulignant
le réle promoteur des protéines du complexe FA dans I’invasion des gliomes (Zhong et al.,

2010; Sen et al., 2012; Rubashkin et al., 2014; Malric et al., 2017).

D’autres facteurs sont aussi importants lors de la migration des cellules de gliome, en
particulier les flux liquides et ioniques. En effet, les cellules de gliome migrent a travers 'espace
extracellulaire du cerveau. Pour faciliter cette migration, elles réduisent de plus de 30% leur
volume en libérant de l'eau cytoplasmique (Watkins and Sontheimer, 2011). Pour cela, les
cellules de gliome exploitent des canaux ioniques qui fonctionnent normalement comme des
régulateurs du potentiel membranaire (Figure 15). Contrairement aux neurones adultes, les
cellules de gliome présentent une concentration élevée de CI intracellulaire, die a I'expression
constitutive et a l'activité prolongée du cotransporteur de Na'/K'/Cl" (NKCCI1, Na-K-CI
cotransporter) dont I’expression est corrélée avec le grade du gliome (Habela et al., 2009;
Garzon-Muvdi et al., 2012; Ma et al., 2019). La sortie des ions CI, lors de l'ouverture des
canaux, s’accompagne d'un flux d'eau a travers les aquaporines en lien avec la force osmotique,
ce qui entraine un rétrécissement du volume cellulaire. Le récepteur B2 de la bradykinine (B2R)
est également exprimé a 1’avant des cellules de gliome en migration. C’est un des attracteurs
essentiels de ces cellules vers le systeme vasculaire et un activateur des canaux ioniques
(Cuddapah et al., 2013). En effet, il a ét¢ démontré que la stimulation du B2R par la bradykinine
dans les cellules de GBM de type D54, U87, U251 entraine 1’augmentation du Ca®*
intracellulaire, ce qui induit I’efflux de Cl-, de K* et d’eau, participant a la formation des
protrusions (Cuddapah et al., 2013; Seifert and Sontheimer, 2014). En conséquence, les cellules

de gliome se contractent, ce qui leur permet de migrer a travers les espaces contrits du cerveau.
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Figure 15. Représentation schématique des mécanismes impliqués dans la migration
mésenchymateuse de cellules de GBM. Le phénotype migratoire et invasif des cellules de GBM est
régulé par une interaction complexe de différents facteurs, des cascades de signalisation, ainsi que des
caractéristiques cellulaires et du TME. En réponse a des stimuli du TME incluant des molécules
chimioattractantes (TGF-B, EGF) ou I’hypoxie, la cellule tumorale initie tout un programme
d’expression de génes mésenchymateux lui permettant de réorganiser son cytosquelette d’actine pour
se détacher de la masse tumorale, adhérer a la MEC, migrer pour établir des métastases. Au cours de ces
processus, la mise en place de complexes d’adhésion focaux composés de protéines spécifiques (telles
que la paxilline, la vimentine, les intégrines) sont nécessaires et servent de lien entre les composants clé
de la MEC (Hyaluronane, galectines, laminines) et le cytosquelette de la cellule. Akt : Protein kinase B
; AQP : aquaporines ; B2R : récepteur B2 de la bradykinine ; CEBP/B : CCAAT Enhancer Binding
Protein ; EGF : Epidermal growth factor ; FAK : Focal adhesion kinase ; FOSL2 : FOS Like 2, AP-1
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Transcription Factor Subunit ; MMP2/9: Matrix metalloProteinases-2/9; NF-xB : Nuclear factor-kappa
B ; PI3K : Phosphoinositide 3-kinase ; Racl : Ras-related C3 botulinum toxin substrate I ; Raf-1 : V-
raf-1 murine leukemia viral oncogene homolog 1 ; Rho : Ras homolog gene family ; RUNXI : Runt-
Related Transcription Factor 1 ; STAT3 : Signal transducer and activator of transcription 3 ; SNAIL :
Zinc Finger Protein SNAI ; TGF-B : Transforming growth factor beta ; Twist : Twist-related proteins ;
WASP : Wiskott-Aldrich syndrome protein ; WAVE : WASP-family verprolin-homeglogous protein ;
ZEB : Zinc-finger E-box-binding homeobox.

5.2. Les Rho GTPases dans la TM des GBMs

La force motrice du mouvement cellulaire provient principalement de 1’assemblage et du
désassemblage coordonnés des filaments d’actine. Les régulateurs centraux de ce remodelage
du cytosquelette sont les petites GTPases de la famille Rho, RhoA, Racl et Cdc42 (Sadok and
Marshall, 2014; Lawson and Ridley, 2018). RhoA est responsable de la coordination de la
contractilit¢ au niveau du corps et de l'arriere de la cellule, Racl régule la formation de
lamellipodes a 1’avant de la cellule en contrdlant la polymérisation de 1'actine. La protéine
Cdc42 stimule quant a elle les petits complexes focaux a la pointe des filopodes qui contiennent
des filaments parall¢les d’actine modulant ainsi la polarité cellulaire (Fortin Ensign et al., 2013;
Armento et al., 2017). Les trois GTPases peuvent cependant étre activées a I'avant des cellules
en migration, une localisation dans laquelle RhoA initierait les premiers événements de
protrusion, alors que Racl et Cdc42 participent au renforcement, a la stabilisation et a
I’¢largissement de protrusions nouvellement formées (Mayor and Carmona-Fontaine, 2010).
Ensemble, ces enzymes régulent l'organisation des filaments d'actine et coopérent pour
controler la polarité, la protrusion et I'adhésion lors de la migration cellulaire.

L'activation des Rho GTPases est relayée par plusieurs récepteurs et effecteurs. Dans les
GBMs, I’EGFRVIII, mutant de 'EGFR fréquemment surexprimé dans les GBMs, et le PDGFRa
activent Racl pour induire la migration de nombreuses lignées de GBM (incluant les U87,
U251, SNB19, LNZ308) en chambre de Boyden via la phosphorylation de DOCKI180
(dedicator of cytokinesis 1) dépendante de la tyrosine kinase Src (Feng et al., 2011; Feng et al.,
2012). 11 a également été démontré que Racl régule la formation d'invadopodes, la sous-
expression a I’aide de siRNA de Racl ou de la synaptojanine 2, un effecteur de Racl également
abondant au niveau des invadopodes, diminue considérablement la formation d'invadopodes et
l'invasion des cellules de GBM SNB19 et US7MG (Chuang et al., 2004). Quant a RhoA, son
activation est aussi corrélée a la migration accrue des cellules de gliome (Armento et al., 2017).
En effet, RhoA active ROCK pour coordonner la formation de fibres de stress et les complexes
de FA, exacerbant ainsi la migration et I’invasion tumorale (Fortin Ensign et al., 2013). De

maniére intéressante, une tres récente étude a démontré que NKCCI1, surexprimé dans les
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GBMs mésenchymateux, régule positivement le caractére mésenchymateux des GBMs par
activation de RhoA et Racl (Ma et al., 2019). En effet, I’inhibition (Bumetanide) et
I’inactivation (shRNA) de NKCC1 diminuent l'expression des marqueurs mésenchymateux (N-
cadhérine, vimentine, Snail) associée a 1’atténuation de 1’activation de Racl et RhoA dont les
inhibitions pharmacologiques (NSC25766 et Y27632, respectivement) altérent également la
capacité migratoire et invasive des cellules de GBM (U87, SNB19). De méme, il a récemment
été démontré que la sous-expression a I’aide de siRNA de Cdc42 dans différentes lignées de
GBM (incluant U87, U251, A172, U118MQG) inhibe significativement la migration cellulaire
et altere la morphologie et la formation des filopodes. Au contraire, 1’expression du mutant
constitutivement actif de Cdc42 dans les mémes lignées cellulaires augmente significativement
la migration et I’invasion des cellules de GBM associées a I’augmentation du nombre de
filopodes et des complexes de FA co-localisés avec FAK (Okura et al., 2016). De plus, les
xénogreffes de ces cellules chez des souris NOD-SCID entrainent une croissance tumorale
rapide associée a une réduction considérable de la survie des souris comparée aux souris
contrdles (de 97 vs 56 jours pour U251 ; P <0,0001). Aussi, Cdc42 semble étre nécessaire pour
’activation de Racl aboutissant a la migration et I’invasion des cellules de GBM (Fortin et al.,
2012). D’autres études similaires ont effectivement suggéré que RhoA et Cdc42 agissent en
amont de Racl dans la régulation de plusieurs fonctions biologiques, notamment la polarité et
la migration cellulaires (Nishimura et al., 2005; Katoh et al., 2006; Kwiatkowska et al., 2012;
Fortin Ensign et al., 2013).

5.3. Régulation des voies de signalisation et des facteurs de transcription impliqués
dans la TM des GBMs

La TM est le pilote principal de I'invasion et des métastases. Méme si les gliomes sont des
tumeurs non épithéliales, des processus similaires a EMT (ou EMT-like) ont été décrits, et les
facteurs associé¢s au TME inflammatoire et hypoxique, notamment les facteurs de croissances
(TGF-B, EGF, PDGF), les cytokines (TNF-a, IL-6) et ’hypoxie (HIF-1a) sont les principaux
signaux I’induisant dans les gliomes (Iwadate, 2016; Colella et al., 2019). Les voies de
signalisation résultantes, notamment les voies Wnt/B-caténine et NOTCH, régulent I’activation
de nombreux facteurs de transcription (TFs) tels que Snail, Slug, ZEB1/2 (zinc-finger E-box-
binding homeobox) ainsi que Twist. Ces TFs initient I’expression de marqueurs spécifiques des
cellules mésenchymateuses, tels que la N-cadhérine, la vimentine et la fibronectine et au
contraire, inhibent I'expression des marqueurs épithéliaux E-cadhérine, claudines, occludines

et cytokératines (Colella et al., 2019). La perte d'E-cadhérine, a son tour, favorise la
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signalisation Wnt et I'accumulation de la B-caténine dans le noyau, ou elle active la transcription
des geénes favorisant la prolifération et la migration dépendante du Tcf/LEF (7-cell
factor/lymphoid enhancer-binding factor) (McCrea and Gottardi, 2016). Kahlert et al., ont
découvert, par immunohistochimie sur des échantillons de GBM mésenchymateux, que la voie
Wnt/B-caténine est principalement activée dans les cellules situées dans les régions
péritumorales invasives (Kahlert et al., 2013). Aussi, la surexpression de Wnt/B-caténine dans
les GBMs est corrélée a de courtes durées de survie des patients (Iwadate, 2016). In vitro, il a
¢été démontré que la modulation de la voie Wnt par activation constitutive de la B-caténine, via
la mutation (S33Y) du site de phosphorylation li¢ & son ubiquitination, entraine la migration et
I’invasion accrue de U87 ou de cultures primaires de GBM, associées a I’expression de la N-
cadhérine, de CD133 ainsi que des TFs ZEB1, Twistl et Snail. Des effets contraires sont
observés suite a la sous-expression de la B-caténine a 1’aide de shRNA dans les mémes types
cellulaires confirmant le réle majeur de la voie Wnt dans la MT des GBMs (Kahlert et al., 2012;
Kahlert et al., 2013).

Ces TFs orchestrent principalement I’agressivité des GBMs. Par exemple, la sous-expression
de Snaill a I’aide de siRNA réduit significativement l'invasion, la migration ainsi que la
prolifération des U87, U373 et des lignées dérivées de patients (Han et al., 2011; Myung et al.,
2014). Des effets similaires sont observés avec Slug dont I’expression est corrélée au grade du
gliome (Yang et al., 2010; Iwadate, 2016; Velasquez et al., 2019). De plus, il a récemment été
démontré par immunohistochimie que Snail est surexprimé chez les patients atteints de GBM
récurrents ayant recu un traitement par TMZ. Le role de Snail a été confirmé in vitro par
surexpression ou sous-expression dans des lignées cellulaires de GBM (U87, A172P) dans leurs
capacités migratoire et invasive apres traitement au TMZ, suggérant ainsi la contribution de
Snail dans la résistance au TMZ (Liang et al., 2019). De méme, I’expression de ZEB1/2 est
corrélée aux caracteres invasifs et a la survie des patients atteints de GBM (Suzuki et al., 2018;
Colella et al., 2019). Malgré son implication incontestée dans 1’agressivit¢é de nombreux
cancers, la fonction exacte de ZEBI1 dans les gliomes est trés controversée (Euskirchen et al.,
2017). Par exemple, sur des xénogreffes de cellules dérivées de patients atteints de GBM, des
niveaux d’expression tres élevés de ZEBI1 sont détectés par immunohistochimie dans le front
d'invasion, associés a la surexpression de MGMT. Ces cellules de GBM sous-exprimants ZEB1
(a I’aide de shRNA) forment des masses moins invasives et sont plus sensibles au TMZ dans
les tests de viabilité (MTT) in vitro et lorsqu'elles sont inoculées dans le cerveau de souris in
vivo (Siebzehnrubl et al., 2013). De plus, 1’analyse par Western blot montre que cette sous-

expression de ZEBI1 inhibe I’expression de marqueurs de cellules souches gliomales SOX2,
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OLIG2 et CD133 associée a une faible formation des neurosphéres, tandis que la surexpression
de ZEBI, a I’aide de plasmides d’expression, a des effets opposés. De maniere surprenante, des
travaux récents ont rapporté des effets différents. A partir d’échantillons de GBM de patients,
il a été montré que la perte de I’expression de ZEB1 entraine I’expression de ces marqueurs de
cellules souches (SOX2, OLIG2 et CD133), résultats confirmés in vitro par la sous-expression
de ZEBI1 (shRNA) dans des cellules souches de GBM isolées de prélevements de patients
(Edwards et al., 2017). De nombreux facteurs liés a 1’hétérogénéité intra/inter-tumorale sont
susceptibles de contribuer a cette variabilité d’expression et de fonction de ZEB1 (Euskirchen
etal., 2017).

En ce qui concerne Twistl, son expression est associée a 1’agressivité tumorale car (1) sa
surexpression dans les cellules de GBMs (SF767, SNB19, T98G) stimule la migration et
I’invasion associées a 1’expression de marqueurs cruciaux liés a EMT tels que la
métalloprotéinase 2 (MMP2), la phospho-FAK (pFAK), F-actin, Snail (Mikheeva et al., 2010),
(2) l'inactivation de Twistl (par CRISPR/Cas9 ou shRNA) inhibe l'activation de la voie
PI3K/AKT (diminution de la phosphorylation de 'AKT) dans les cellules U87, associée a un
prolongement significatif de la survie des souris xénogreffées avec ces cellules (Mikheev et al.,
2018).

Par ailleurs, les études transcriptomiques du groupe de recherche de Iavarone (Carro et al.,
2010), dans une tentative pionniere d’identifier les principaux génes régulateurs de la signature
mésenchymateuse des gliomes de haut grade, ont abouti a 1’identification de six TFs nécessaires
et indispensables (Figure 16A) qui sont les activateurs STAT3, C/EBPB, bHLHB2 (Basic helix-
loop-helix transcription factors B2), RUNXI1 (Runt-related transcription factor 1), FOSL2
(Fos-related antigen 2) et un potentiel répresseur de tumeur ZNF238 (Zinc Finger Protein 238
ou ZBTBI18). Parmi eux, C/EBPP et STAT3 sont les initiateurs et régulateurs principaux,
nécessaires et suffisant pour maintenir 70% de la signature mésenchymateuse des gliomes de
haut grade. Par exemple, la sous-expression spécifique de C/EBPP et STAT3 dans les cellules
de gliome SNBI9 a l'aide de shRNA entraine une réduction considérable du niveau
d’expression d’ARNm de bHLHB2, FOSL2 et RUNXI1. Leur analyse par immunoprécipitation
de la chromatine (ChIP) a permis d’établir la hiérarchie de cette régulation, /) C/EBPB et STAT3
interagissent avec leur propre promoteur, ii) C/EBPJ interagit avec les promoteurs de STATS3,
FOSL2, bHLHB2, iii) STAT3 interagit avec ceux de FOSL2 et RUNX1, iv) FOSL2 avec ceux
de RUNXI et v) bHLHB2 et bHLHB2 avec le promoteur RUNX1. Ainsi, C/EBPp et STAT3
sont au sommet de cette régulation hiérarchique (Figure 16B). Les patients présentant des

GBMs doublement positifs pour C/EBPJ3 et STAT3 ont une survie plus courte (P = 0,0002) par
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rapport aux patients a tumeur simple ou doublement négative (C/EBPJ, P = 0,0022; STAT3, P
=0,0017) (Carro et al., 2010). Globalement, leurs travaux ont démontré que C/EBPf3 et STAT3
(1) orchestrent la signature d'expression génique mésenchymateuse, (2) sont capables de
reprogrammer des cellules souches neuronales vers un phénotype mésenchymateux, (3) sont
responsables du caractere agressif des cellules de gliome (récidive, résistance aux traitements).

Le role de ces régulateurs majeurs a été décrit dans d’autres études. L'inactivation ou
I’inhibition de I'expression de STAT3 dans les lignées cellulaires de GBM (telles que les U&7,
U251, U373 ou A172) entraine une diminution significative de la prolifération cellulaire et de
la croissance tumorale dans un modéle murin (Li et al., 2009; Xu et al., 2012; Luwor et al.,
2013; Chang et al., 2017). STAT3 est aussi un acteur important dans le processus de la PMT
induite par les radiothérapies. En effet, son activation (par phosphorylation) stimulée par la
radiothérapie est suffisante pour induire de maniere durable la PMT (Lau et al., 2015; Fedele
et al., 2019). Le point le plus intéressant est qu’en inhibant JAK2 (Janus kinase 2), un activateur
de STATS3, par I’AZD1480 ou le ruxolitinib en combinaison avec une irradiation, on observe
une inhibition de la phosphorylation de STAT3 dans des cellules de GBM proneural qui

empéche ainsi la PMT associée a I’inhibition 1’agressivité cellulaire (Lau et al., 2015).

Figure 16. La signature moleculaire mésenchymateuse des gliomes de haut grade (HGG) est
controlée par six facteurs de transcription (TFs). A. Les principaux TFs impliqués dans l'activation
des génes de la signature mésenchymateuse (cyan) sont indiqués en rouge clair, celui impliqué dans la
répression est en violet. Ces six TFs controlent 74 % des génes de la signature mésenchymateuse des
HGG. B. Organisation hiérarchique des six TFs. (D’aprés Carro et al., 2010). bHLH-B2 : Class B Basic
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Helix-Loop-Helix Protein 2 ; CEBP/B : CCAAT Enhancer Binding Protein ; FOSL2 : FOS Like 2, AP-
1 Transcription Factor Subunit ; RUNXI1 : Runt-Related Transcription Factor 1 ; STAT3 : Signal
transducer and activator of transcription 3.

L’activation de STAT3 entraine sa dimérisation et sa translocation nucléaire pour réguler
I’expression de nombreux génes (MMP-2, MMP-9, fascin-1, FAK, HIF-1, VEGFA, IL-8, BCL-
2) d’intérét dans la gliomagenése (Chang et al., 2017). Différent signaux activateurs de STAT3
ont été décrits, notamment les facteurs de croissance tels que I’EGF ainsi que les cytokines de
types IL-6 (Wendt et al.,, 2014), des ligands spécifiquement retrouvés dans le TME
inflammatoire et hypoxique des GBMs (Hambardzumyan and Bergers, 2015; Quail and Joyce,
2017). De maniére intéressante, il a ét€ montré dans les cellules de mélanome et de cancer de
la prostate, que STAT3 est le TF principal responsable de I’activation constitutive de NF-kB
(Lee et al., 2009a) dont le role stimulateur de I’expression de nombreux facteurs de transcription
impliqués dans la TM des GBMs, notamment Snail, Twistl, ZEB1, TAZ, C/EBPJ est
maintenant démontré (Bhat et al., 2013; Yamini, 2018). Or I’activation de NF-«kB joue un role
majeur dans la production d’IL-6 qui, comme précédemment évoqué, entraine 1’activation de
STAT3 et compléte ainsi une boucle de signalisation STAT3->NF-xB —>1L-6 dans le
développement tumoral (Wendt et al., 2014). Dans ce contexte, il a été démontré que C/EBPf
stimule I'angiogenése en se fixant sur le promoteur d’IL-6 pour induire son expression dans les
lignées U87 surexprimant EGFRVIII (Liu et al., 2015). Sa sous-expression a 1’aide de sShRNA
entraine une diminution significative de la sécrétion d’IL-6 dans les mémes cellules. De plus,
Bhat et al., ont démontré que la PMT des GBMs résultant de la radiothérapie était aussi li¢e a
l'activation de NF-kB et a la présence de macrophages/microglie dans les GBMs (Bhat et al.,
2013). Plus récemment, le méme groupe a rapporté que cette réponse pro-inflammatoire régule
de manicgre transcriptionnelle CD109 (Cluster de différentiation 109) via C/EBP pour stimuler
la voie de signalisation YAP (Yes Associated Protein)/TAZ qui confére une capacité
clonogénique accrue et la résistance aux traitements (Minata et al., 2019). Ensemble, ces
données suggerent une coopération des facteurs de transcription STAT3, NF-xB, C/EBPf dans
la progression des GBMs mésenchymateux et résistants aux traitements. Ainsi, d’autres acteurs
responsables de 1’activation de ces voies constituent des cibles thérapeutiques potentielles, et
parmi eux, les RCPGs chimiotactiques représentent des cibles encore peu explorées dans le

contexte des gliomes.
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6. Structure et classification des RCPGs

Les RCPGs, également reconnus historiquement comme des récepteurs a sept domaines
transmembranaires (DTM), constituent la plus grande famille de protéines de surface cellulaire
codées par plus de 800 genes, soit environ 2% du génome humain (Dorsam and Gutkind, 2007;
Nieto Gutierrez and McDonald, 2018). Au cours des derniéres décennies, la découverte et
I'étude des RCPGs ont dévoilé de nouveaux mécanismes moléculaires par lesquels les signaux
extracellulaires tels que les photons et les ions, et surtout les neurotransmetteurs, les peptides,
les hormones ou les phospholipides, régulent les modifications des fonctions cellulaires.

Tous les RCPGs sont caractérisés par une structure générale qui comprend de manicre
obligatoire une extrémité N-terminale extracellulaire, une région C-terminale cytosolique et 7
DTM hydrophobes (DTM1 a DTM7) organisés en hélices a et reliés entre eux par des random
coils que I’on retrouve au niveau intracellulaire (boucles ICL1 a ICL3) et extracellulaire
(boucles ECL1 a ECL3) (Figure 17) (Rasmussen et al., 2011; Latorraca et al., 2017; Hilger et
al., 2018). Une 8™ hélice o cytosolique consécutive au DTM7 est souvent citée, et
généralement ancrée a la membrane plasmique par ’association de palmitates aux cystéines
trés conservées qu’elle comprend (Sensoy and Weinstein, 2015).

Actuellement, les RCPGs sont principalement classés en fonction de leur origine
phylogénétique et de leurs homologies de séquence (Figure 18). La premiere classification
proposée était d’ordre structural et reposait sur I’analyse des séquences protéiques des DTM
des RCPGs répertoriés chez les vertébrés et invertébrés, conduisant a 1’identification
d’empreintes appelées «fingerprint» conservées au sein de certains groupes de RCPG (Attwood
and Findlay, 1994). Ainsi, six classes (A a F) ont ainsi été proposées : La classe A dont le
prototype est la Rhodopsine (A), la classe B incluant les récepteurs de la sécrétine, de peptides
et d’hormones (B), la classe C regroupant les récepteurs métabotropiques glutamatergique ou
GABAergique (C), la classe D de conjugaison fongique de récepteur de phéromone (D),
récepteur d’adénosine monophosphate cyclique ou AMPc de discoideum de Dictyostelium (E)
et la classe F type Frizzled smoothened (F). Les membres RCPGs d’une méme classe, partagent
des homologies de séquence, de structure et de mode de liaison du ligand (Pierce et al., 2002).
Chez les vertébrés, les classes A (85,5% soit plus de 700 RCPGs), B (7%) et C (3,81%) sont
majoritaires (De Francesco et al., 2017). Cette premicre classification n’est basée que sur
I’analyse des 7 DTM, et n’est pas spécifique des RCPGs humains. Il faut noter que des
structures présentant 7 DTM avec un domaine cytosolique N-terminal et une région
extracellulaire C-terminale sont aussi décrites, de nature enzymatique, suggérant que cette

classification n’est pas la plus adaptée.
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Figure 17. Structure générale des RCPGs. A. Représentation schématique des 7 DTM (DTMI a
DTM?7), de la partie N-terminale (Nrm), des boucles extracellulaires (ECL1 a ECL3) et intracellulaires
(ICL1 a ICL3), de la 8™ hélice a (H8) ancrée a la membrane grace a une palmitoylation (vvvv), et de
la queue C-terminale (Ciem). B. Structure cristallographique du récepteur opioidergique ¢ de Rat. Vue
depuis le plan membranaire, les domaines extracellulaire et intracellulaire du récepteur p liés a un
antagoniste irréversible, le B-funaltrexamine, (B-FNA) en vert/rouge. DTM : domaine transmembranaire
; ECL : boucle extracellulaire ; ICL : boucle intracellulaire. (D’aprés Manglik et al., 2012).
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Classe A ou Rhodopsine (85,5%) G Glutamate (22 RCPGs)
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Figure 18. Classification des RCPGs. A. La classification basée sur I’homologie de séquence (colonne
de gauche) s'applique a la fois aux vertébrés et aux invertébrés (les classes D et E sont uniques aux
invertébrés). Le systéme GRAFS (colonne de droite) s'applique spécifiquement aux vertébrés. D’aprés
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I’Union internationale de pharmacologie fondamentale et clinique (JUPHAR) (De Francesco et al.,
2017). B. Relations phylogénétiques entre les RCPGs humains de la classification GRAFS. L’arbre a
¢té obtenu en utilisant la méthode de maximum de parcimonie. La position de la famille Rhodopsine a
¢té déterminée en analysant 20 RCPGs lui appartenant, choisis de maniére aléatoire. Ces branches ont
¢té retirées de la Figure et remplacées par une fléche (D’apres Fredriksson et al., 2003).

Une classification plus récente des RCPGs répertoriés uniquement dans le génome humain
a ainsi été proposée par Fredriksson et al., dénommée classification GRAFS (Fredriksson et al.,
2003) en référence a la premiére lettre du nom de chaque famille : Glutamate (G, 22 RCPGs,
qui correspondent a la classe C), Rhodopsine (R, 701 RCPGs dont 241 non-actifs, qui
correspondent a la classe A), Adhésion (A, 33 RCPGs, qui équivalent a la classe B),
Frizzled/taste? (F, 11 RCPGs) et Sécrétine (S, 15 RCPGs, qui appartiennent a la classe B)
(Figure 18A) (De Francesco et al., 2017). Cette classification phylogénique des RCPGs
humains intégre aussi I'ancienne nomenclature.

Ces RCPGs partagent la propriété de s’associer aux protéines G hétérotrimériques qui sont
composées d’une sous-unité¢ Ga et d’un dimeére composé des sous-unités G et Gy (GPy). Lors
de leur activation par liaison du ligand dans des domaines intra-récepteurs et/ou extracellulaires,
le RCPG subit des changements de conformation lui permettant d’activer la protéine G
hétérotrimérique correspondante (Gilman, 1987; Oldham and Hamm, 2008). Les protéines G,
composées des familles Gas, Gai/o, Gaq et Gal2/13 ainsi que les G et Gy, régulent les
effecteurs clés (tels que I'adénylate cyclase (AC), la phospholipase C (PKC)) pour générer les
messagers secondaires tels que I’AMPc ou I’inositol triphosphate (IP3) qui déclenchent a leur

tour des cascades de signalisation distinctes, mécanismes qui seront décrits dans le chapitre 2.

7. RCPGs et cancers

L'activation des RCPGs ¢élabore un ensemble de voies de signalisation, incluant
principalement les protéines G, les GEF (guanine-nucleotide exchange factor), les GTPases
Ras et Rho, des MAPK (mitogen-activated protein kinase) et leurs nombreuses cibles
cytosoliques et nucléaires en aval. Ces voies de signalisation contribuent aux fonctions
normales de la croissance, de la survie, de la différenciation et de la migration cellulaire.
Cependant, les cellules cancéreuses exploitent ces voies en exprimant et en régulant de manicre
aberrante les RCPGs et leurs ligands ainsi que les protéines G pour stimuler la croissance
tumorale, favoriser 1'angiogenése, créer des métastases sur des sites distants et échapper au
systéme immunitaire (Figure 19) (Epstein, 2004; Dorsam and Gutkind, 2007; Lappano and
Maggiolini, 2011; J Wu et al., 2012; Cherry and Stella, 2014; Federico et al., 2014; Franco et
al., 2017; Basheer et al., 2018).
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La prolifération et la survie des cellules tumorales sont régulées par de nombreux
neuropeptides et leurs RCPGs (Figure 19) tels que les récepteurs de la thrombine (PAR-1), de
l'angiotensine II (Angll) (AT1), des bradykinines (B1R), de I'endothéline (ET-1) (ET-A et ET-
B) et de I'acide lysophosphatidique (LPA/LPAR), qui partagent la capacité d’activer RhoA via
des protéines de type Goaq et/ou Gal2/13, conduisant notamment a stimuler la croissance des
cellules cancéreuses de la prostate (Dorsam and Gutkind, 2007). La plupart de ces RCPGs ont
été décrits comme régulant positivement la croissance de nombreux autres cancers incluant les
cancers du sein, du poumon et du pancréas (Liu et al., 2017; Tekin et al., 2018), de I’ovaire (Ha
et al., 2014; Ha et al., 2018) mais aussi de la téte et du cou (McKenzie et al., 2014). La
contribution a la progression tumorale de la prostaglandine E2 (PGE2) et la signalisation via
les RCPGs de types EP1-4, a aussi été évaluée dans de nombreux cancers (Dorsam and Gutkind,
2007; O’Hayre et al., 2014). EP1 est un RCPG couplé a Gagq, alors que EP2 et EP4 sont couplés
a Goas et stimulent I'accumulation d’AMPc et I’activation de la B-caténine, favorisant la
prolifération, I’inflammation et les métastases du cancer du colon (Hull et al., 2004; Ma et al.,
2015; Aoki and Narumiya, 2017). La PGE2 produite par de nombreuses cellules tumorales et
stromales, peut activer EP2 exprimé sur les cellules cancéreuses pour favoriser la prolifération
cellulaire (effets auto/paracrines) ainsi que la dégradation de la MEC par surexpression de
MMP2 et/ou MMP9; mécanisme qui est identique pour la thrombine et le SDF-la (ou
CXCL12) (Dorsam and Gutkind, 2007; Bu et al., 2011; O’Hayre et al., 2014).

La chimiokine SDF-1a et son récepteur CXCR4 représentent 1’un des systémes les mieux
caractérisés dans le contexte de la migration, les processus métastatiques et l’invasion
chimiotactique dans de nombreux cancers. Les cellules tumorales présentent fréquemment une
expression aberrante de SDF-10/CXCR4, en partie responsable de prolifération accrue, de
capacités migratoires et d’éveénements métastasiques, souvent associés a 1’hypoxie et la TM
comme précédemment discuté (O’Hayre et al., 2014; Meng et al., 2018). La progression de
nombreuses tumeurs solides dépend des RCPGs tels que PAR-1 (protease-activated receptor-
1), EP1-4, les RCPGs de la sphingosine 1-phosphate (S1PR), ainsi que les RCPGs des
chimiokines CXCR2 (pour I’interleukine-8, IL-8) et CXCR4, pour stimuler I’angiogenése, soit
en agissant directement sur les composantes endothéliales ou stromales, soit en régulant la
libération ou l'activité d'autres médiateurs angiogéniques, tels que le VEGFA ou le FGF-2, par
des cellules stromales et immunitaires (Figure 19) (Epstein, 2004; Dorsam and Gutkind, 2007;
Lappano et al., 2016; Nieto Gutierrez and McDonald, 2018). Par exemple, les cellules de
cancers de l'ovaire, du sein, de la prostate, du col utérin ou des gliomes, produisent les

chimiokines a motif CC et CXC telles que CCL2, CCL5, IL-8 et SDF-1a pour recruter des
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leucocytes et des macrophages sur le site tumoral, puis cooperent avec ces cellules immunitaires
qui constituent une grande fraction de la masse tumorale dans ces cancers, pour libérer le
VEGFA et d'autres facteurs angiogéniques favorisant ainsi la croissance des vaisseaux sanguins
anormaux et pro-tumorigenes (Rollins, 2006; Ribatti, 2017; Albini et al., 2018). Ces exemples
d’implication des RCPGs dans le cancer ne sont que quelques-uns parmi de nombreuses autres

fonctions des RCPGs dans 1’agressivité tumorale (Figure 19).
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Figure 19. Représentation schématique des processus importants dans la progression tumorale
impliquant les RCPGs. Les RCPGs jouent des rdles capitaux dans la prolifération, 1’angiogenése
tumorale, 1’invasion et 1’établissement des métastases ainsi que la tolérance immunitaire au sein du
microenvironnement tumoral. Les courtes listes mettent en évidence quelques RCPGs impliqués dans
ces différents processus. (Adaptée de Gutierrez et McDonald 2018; Cherry et Stella 2014; Dorsam et
Gutkind 2007). IL-8 : interleukine-8 ; MMP-2,9 : métalloprotéase matricielle de type 2 ou 9 ; SDF-1 :
stromal cell-derived factor-1 ; VEGFA : vascular endothelial growth factor.
8. Implication des RCPGs dans I’agressivité des GBMs

Nombreuses sont les études émergentes sur le potentiel oncogénique des RCPGs dans les
gliomes. En plus de leur surexpression aberrante dans les GBMs pour la plupart, les RCPGs
sont impliqués dans leur agressivité (Cherry and Stella, 2014; Féve et al., 2014).Par exemple,
le GPR56 (TM7XN1) potentiellement couplé aux protéines Gal2/13 et Gaq/11 (Iguchi et al.,
2008; Luo et al., 2011) et le GPR133 (ADGRD1) couplé a la protéine Gas, sont deux RCPGs

d’adhésion décrits récemment comme étant surexprimés et nécessaires a la régulation de
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I’agressivité des GBMs (Shashidhar et al., 2005; Bayin et al., 2016). Par IHC sur des
échantillons de GBM de patients, le GPR133 semble exprimé de maniére sélective dans les
CSG au niveau des zones périnécrotiques hypoxiques et son ARNm est surexprimé en
corrélation avec HIF-1a dans des cellules primaires de GBM cultivées en condition hypoxique
(1% 02, 5% CO») (Bayin et al., 2016). De plus, la sous-expression de GPR133 a 1’aide de
shRNA réduit significativement la prolifération de ces cellules in vitro et in vivo dans des
xénogreffes orthotopiques chez des souris Nude immunodéprimées (NOD.SCID) suggérant ce
RCPG comme un médiateur protumorigene important dans le GBM.

L'adrénomédulline (ADM), un vasodilatateur peptidique multifonctionnel dont les effets
sont relayés par les RCPGs calcitonin receptor-like receptor/receptor activity modifying
protein-2 and -3 (CLR/RAMP2-3), dont I’expression est corrélée au grade de gliome, est
surexprimée dans les GBMs ou elle est plus particulierement localisée et co-exprimée avec le
VEGFA dans de vastes zones périnécrotiques (Metellus et al., 2011; Ostrovskaya et al., 2019).
Il a été démontré que sa neutralisation avec les anticorps anti-ADM diminue significativement
la croissance in vitro et in vivo des cellules U87 de GBM présentant un taux élevé d’ADM
endogéne, associée a une baisse drastique de néovascularisation intratumorale (Ouafik et al.,
2002; Nikitenko et al., 2006; Kaafarani et al., 2009).

Parmi les RCPGs, les récepteurs de chimiokines ou de molécules vasoactives, sécrétées par
les cellules cérébrales normales et les gliomes sont d'un intérét essentiel pour le développement
des gliomes et I'acquisition d'un phénotype agressif. Comme précédemment mentionné, SDF-
1o/CXCR4 reste I'un des mieux connus pour son role dans le controle de la réponse
chimiotactique dans les GBMs. Surexprimés dans de nombreuses lignées de GBM ainsi que
dans les tissus de GBM de patients comparés au parenchyme cérébral sein, plusieurs études ont
rapporté I’implication de SDF-1a/CXCR4 dans la prolifération, la migration, 1’angiogenése et
les métastases dans les GBMs (Rubin et al., 2003; Bajetto et al., 2006; Che Liu et al., 2013;
Wiirth et al., 2014; Yadav et al., 2016; De Francesco et al., 2017). Par exemple, la sous-
expression (shRNA) de CXCR4 dans les cellules de GBM dérivées de souris (GL26) réduit
significativement d’une part, leur capacité migratoire vers les cellules endothéliales testées en
transwell,et d’autre part, I'invasion de ces cellules tumorales le long des vaisseaux sanguins in
vivo chez les souris (C57BL/6J ou immunodéprimées) xénogreffées (Yadav et al., 2016). De
plus, ces cellules déficientes en CXCR4 sont plus sensibles a la mort cellulaire induite par
I’irradiation détectée par la surexpression de la forme clivée de la caspase-3 dans ces cellules
irradiées, suggérant CXCR4 comme essentiel pour l'invasion périvasculaire des cellules de

GBM, le ciblage de ce RCPG pouvant rendre les tumeurs moins invasives et plus sensibles a la
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radiothérapie. Par ailleurs, des études d’invasion in vitro sur du matrigel et des xénogreffes de
cellules de GBM (LN827 and U373) in vivo ont montré que la liaison SDF-10/CXCR4 active
les MT2-MMPs (membrane-type 2 matrix metalloproteinase) qui contribuent a la dégradation
de la MEC associée a I'infiltration des cellules de GBMs dans le parenchyme cérébral (Zhang
et al., 2005). Des fonctions similaires de CXCR4 ont ét¢ démontrées dans de nombreux autres
cancers incluant les cancers du sein, du pancréas, de la téte et du cou (Samara et al., 2004;
Ehtesham et al., 2013; Wiirth et al., 2014; Meng et al., 2018; Zhang et al., 2018) ou I’activation
aberrante de CXCR4 peut déclencher les voies de signalisation liées aux protéines G telles que
les voies PI3K/Akt, PLC/IP3, ERK1/2 et la mobilisation de [Ca**]c régulant ainsi la survie, la
prolifération, la migration chimiotactique et I’invasion (Figure 20).

L'hypoxie favorise I'angiogenése des GBMs, et de manicre intéressante, Wiirth et al., ont
rapporté que dans ces cellules, ’action de I’hypoxie se fait non seulement via HIF-1a qui induit
directement la transcription du VEGFA et des cytokines (comme le TNF-a), mais régule
¢galement l'expression de CXCR4 dans les zones pseudopalissadiques qui sont hypoxiques et
nécrotiques, caractéristiques typiques des GBMs (Wiirth et al., 2014). Ainsi, SDF-10/CXCR4
gouvernent l'angiogenése favorisant la croissance tumorale, la migration et 1’invasion des
cellules de GBMs loin des zones pseudopalissadiques hypoxiques.

Aussi, il a été démontré que le lipide bioactif S1P (sphingosine-1-phosphate) stimule le
caractere invasif in vitro (dans un environnement tridimensionnel enrichi en Matrigel) des
cellules de GBMs (U118 MG et A172) et que le niveau d'expression ¢levé de I'enzyme de
synthése de S1P, la SphK1 (sphingosine kinase-1) est corrélé a une plus courte durée de survie
des patients atteints de GBM (Young et al., 2009). En effet, Young et al., ont montré que la
surexpression du récepteur de S1P, S1IPR1 (Sphingosine-1-phosphate receptor 1) conduit a la
stimulation drastique de l'activité du systéme uPA (urokinase plasminogen activator), connu
pour stimuler I’invasion des cellules de GBM. La neutralisation par des anticorps dirigés contre
I'uPA diminue significativement le caractére invasif des cellules de GBM stimulées par S1P,
suggérant I’importance de la voie de signalisation de ce lipide bioactif dans l'invasion des
GBMs. De manicére intéressante, le couplage de S1P a ses récepteurs S1PR1 a 3, stimule la voie
Gai pour activer au moins la voie MAPK-ERK1/2 conduisant a la prolifération des cellules
U373 de GBM (Mahajan-Thakur et al., 2017), et la surexpression de ces RCPGs (S1PRI1 a 3)
entraine l'activation de ERK associée a la croissance des cellules U373. Cependant, I’expression
de SIPRS bloque la prolifération de ces lignées cellulaires de GBM en inhibant la voie ERK
(Young and Van Brocklyn, 2007). Aussi, pendant que SIPR1 et S1IPR3 stimulent la migration
des cellules de GBM via Gai/PI3K/Akt, SIPR2 atténue au contraire la migration cellulaire via
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I’inhibition de la voie Ga12/13-Racl (Malchinkhuu et al., 2008; Takuwa et al., 2011; Mahajan-
Thakur et al., 2017), suggérant de possible régulations différentielles des processus cellulaires

par ces RCPGs dans la gliomagenése.

En accord avec ces études, les travaux plus récents de 1’équipe (Le Joncour et al., article en
préparation) portant sur le récepteur UT de I'urotensine II (UII), une chimiokine pro-
angiogénique et pro-inflammatoire (Castel et al., 2017), ont montré par IHC et RT-PCR que
UII/UT (ainsi que SDF-1a/CXCR4) sont surexprimées dans des GBMs IDHwt par rapport aux
oligodendrogliomes IDHmut issus de prélévements de patients (CHU de Rouen, Pr A.
Laquerriére), et co-localise préférentiellement dans les péricytes et les zones hypoxiques,
suggérant une expression exacerbée de ces RCPGs dans les compartiments vasculaires et
pseudopalissadiques. De plus, I’injection intratumorale d'UII chez des souris Nude xénogreftées
avec des U87, favorise la croissance du GBM et réduit significativement la survie des souris.
In vitro principalement par immunocytochimie, transwell et videomicroscopie, 1’équipe a
démontré que les cascades de signalisation relayées par le systéme UII/UT stimulent I'adhésion
et la migration chimiotactique des cellules de gliome (U87, SW1088) par augmentation de la
polymérisation d'actine via 1’UT/Gal3/Rho/ROCK, la formation des lamellipodes
principalement via I’UT/Gai/PI3K et des points de FA riches en vinculine en partie via
UT/Gai/o (Lecointre et al., 2015; Coly et al., 2016). Ceci est en accord avec les données de la
littérature qui montrent que I’UT régule positivement la croissance tumorale et la migration
chimiotactique dans de nombreux cancers incluant les cancers de la prostate, du colon,

d'adénocarcinome pulmonaire ou les GBMs (Castel et al., 2017; Federico et al., 2017).

Notre récente analyse de la base de données TCGA a permis d’identifier la signature
d’expression des RCPGs dans les gliomes et particulierement ceux qui sont surexprimés dans
les GBMs mésenchymateux IDHwt, parmi lesquels on retrouve notamment de nombreux
RCPGs chimiotactiques. Cette redondance d’expression de RCPGs chimiotactiques retrouvés
dans de nombreux cancers et en particulier dans les GBMs, souligne I’intérét d’étudier les
nceuds de signalisation communs a I’ensemble de ces RCPGs. Ces nceuds qui sont
principalement représentés par les protéines G qui couplent ces RCPGs et relayent les effecteurs

secondaires, joueraient un role central dans la régulation du développement des gliomes.
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Figure 20. Exemple non exhaustive de I’'implication de quelques RCPGs dans le développement
du GBM. Le microenvironnement du GBM est composé d'une population cellulaire hétérogene qui
comprend essentiellement les cellules endothéliales des vaisseaux sanguins, les cellules tumorales et
immunitaires ainsi que les composants de la MEC. La sécrétion de chimiokines telles que le SDF-1a ou
I’UIl par ces cellules génere des effets autocrines et paracrines déclenchant des signalisations
intracellulaires (tels que PI3K/Akt, RassMEK/ERK, Rho/ROCK) qui contribuent a la prolifération, la
survie, la migration et I’invasion. AC : adénylyl-cyclase ; AKT (ou PKB) : protéine kinase B ; AMPc :
adénosine monophosphate cyclique ; Cdc4?2 : cell division cycle 42 ; IP3 : inositol triphosphate ; MEK
: MAP kinase kinase ; PI3K : phosphoinositide 3 kinase ; PLC : phospholipase C ; PKA : protéine kinase
A ; p115RhoGEF : Rho guanine nucleotide exchange factor 1 ; ROCK : protéine kinase associée a Rho.
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CHAPITRE 2 : LES PROTEINES G HETEROTRIMERIQUES

1. Découverte des protéines

Les protéines hétérotrimériques de type GTPase liant les guanosines tri- et di-phosphates
(GTP et GDP), ou protéines G, sont des transducteurs de signaux considérés comme des
interrupteurs moléculaires responsables de la réponse intracellulaire consécutive a I’activation
de RCPG appartenant au moins aux trois premicres classes, Glutamate, Rhodposine et
Adhesion de la classification GRAFS (c¢f. Chapitre 1-6). Chaque trimére est compos¢ d’une
sous-unité o (Ga) et d’un dimeére comprenant les sous-unités B et y (GPy) indissociables en
conditions non dénaturantes (Gilman, 1987; Wall et al., 1995), I’ensemble constituant un
complexe non obligatoire et transitoire. Comme déja précédemment discuté, la liaison d’un
agoniste a un RCPG provoque un réarrangement conformationnel du récepteur qui favorise
alors la dissociation du GDP porté par la sous-unité Ga.

C’est seulement vers les années 1970 que I’'importance des protéines G a été suggérée. En
effet en 1971, Rodbell et al., ont tout d'abord montré que le GTP était nécessaire a l'activation
de l'adénylyl-cyclase (AC) par le glucagon, suggérant ainsi l'implication des protéines de type
GTPase ou protéines G dans la signalisation transmembranaire (Rodbell et al., 1971). Gill et
Meren (1978) ont montré que I'addition de la toxine cholérique (CTX), une exotoxine produite
par la bactérie Vibrio cholerae responsable du choléra, a des lysats d’erythrocytes d’oiseau
induisait la production et le maintien du niveau élevé d’adénosine monophosphate cyclique
(AMPc) en catalysant une réaction d’ADP (adénosine diphosphate)-ribosylation. Un travail
pionnier mené sur la lignée cellulaire S49 issue d’un lymphome de souris (Harris, 1970) a
montré que I’administration de glucocorticoides induit une augmentation d’AMPc conduisant
a la mort de ces cellules suite a 1’arrét du cycle cellulaire en phase G1 (Horibata and Harris,
1970). La génération d’une lignée cellulaire de lymphome mutée (S49cyc) (Coftino et al.,
1975), incapable de produire de I’AMPc en réponse a l'isoprénaline ou a d'autres agonistes du
récepteur B2-adrénergique (B2AR), et ne produisent pas (ou trés peu) la protéine kinase, a
montré que le traitement des membranes des S49 sauvages avec la CTX activée et le [*?P]
NAD" entraine I’incorporation de la radioactivit¢é dans un polypeptide de 45 kDa, une
incorporation absente lorsque les membranes de cellules S49cyc- sont utilisées (Milligan and
Kostenis, 2006). Ces résultats ont permis d’initier les recherches sur la caractérisation du
substrat de la CTX. C’est ainsi que Northup et al., (Northup et al., 1980) ont purifi¢ par
chromatographie a partir d’extraits membranaire de foie de lapin, un polypeptide de 45 kDa

correspondant au substrat de la CTX mais aussi de la transducine, ainsi que deux polypeptides
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de 35 kDa et 8 a 10 kDa, ce dernier ne soulevant dans un premier temps que peu d’intérét en
raison de sa mobilité rapide au cours de I’électrophorése en SDS—-PAGE (Milligan and
Kostenis, 2006). La protéine de 45 kDa, considérée a 1’origine comme étant la protéine
régulatrice de liaison au nucléotide guanine a ensuite été¢ définie comme la sous-unité a de la
protéine G, et les polypeptides de 35 kDa et 8-10 kDa, comme les sous-unités Gf et Gy
respectivement, 1'ensemble constituant la protéine G hétérotrimérique fonctionnelle. Suite aux
travaux de Rodbell en 1971, c’est seulement aprés quelques années que Gilman confirme
I’existence d’une protéine intermédiaire qui régulerait les guanosines phosphates avant de la
nommer protéine Gas. Il démontre que les protéines G fonctionnent comme intermédiaires
essentiels entre les récepteurs (tels que les récepteurs P-adrénergiques, o2-adrénergiques,
muscariniques, rhodopsines) et les effecteurs (tels que AC, phosphodiestérases (PDE)) et que
leurs fonctions sont régulées cycliquement par association du GTP a la sous-unité Ga (Ross
and Gilman, 1977; Gilman, 1987). Ainsi, le prix Nobel de physiologie et de médecine a été
conjointement attribué en 1994 a Gilman et Rodbell pour leur découverte des protéines G et du
role de ces protéines dans la transduction du signal dans les cellules hépatiques ainsi que
d'autres études clés sur la fonction et la structure des protéines G hétérotrimériques.

Le mécanisme répandu de transduction du signal par les protéines G au cours de I’activation
d’un RCPG repose sur I’échange du GDP porté par la sous-unité a en GTP. La sous-unité Ga-
GTP, alors incapable d’interagir avec le complexe Gy, et le complexe Gy peuvent activer une
large gamme de protéines partenaires impliquées dans différentes voies de signalisation et
engendrer une réponse cellulaire adaptée. Cette signalisation prend fin lorsque le GTP porté par
Ga est hydrolysé en GDP grace a une activit¢ ATPasique intrinséque, permettant alors la
réassociation des sous-unités Ga et Gy en complexe tri-partite (Oldham and Hamm, 2006;
Oldham and Hamm, 2008).

Plusieurs isoformes de chacune des sous-unités des protéines G ont été identifiées : 21 sous-
unités o, 6 sous-unités B et 12 sous-unités y, encodées par 16, 5 et 12 génes respectivement

(Hurowitz et al., 2000).

1.1. Phylogénie des sous-unités Ga
Avec seulement 16 paralogues chez I’homme pour la sous-unité Ga, comparés aux 800 geénes
codant les RCPGs, I’évolution des protéines G hétérotrimériques a retenu moins 1’attention que
celle de ses partenaires protéiques a 7 domaines transmembranaires (Hurowitz et al., 2000;
Birnbaumer, 2007; Syrovatkina et al., 2016; Lokits et al., 2018). L’analyse phylogénétique des

protéines G permet toutefois la compréhension de I'évolution des cascades de signalisation
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moléculaire des protéines G incluant notamment les AC, les phospholipases C (PLC) ou de
facteurs d’échange de la guanine ou guanine-nucleotide exchange factor (GEF) incluant la
p115RhoGEF.

Apres leur découverte initiale et leur séquengage chez plusieurs espéces de mammiferes, les
sous-unités Ga se sont révélées étre des protéines de ménage hautement conservée (Wilkie et
al., 1992). Ainsi, des traces de génes codant les sous-unités o des protéines G (GNA) ont été
découvertes dans presque toutes les grandes branches d’eucaryotes (Krishnan et al., 2015;
Lokits et al., 2018). On a longtemps émis I'hypothese que la complexité croissante et la taille
du génome des vertébrés résultaient de deux événements (2R) de duplication du génome entier
(WGD) dont la derniére s’est produite il y a environ 300 millions d’années, bien avant la
divergence de la lignée menant a I'homme et a la souris (Wilkie et al., 1992; Dehal and Boore,
2005; Oka et al., 2009; Lokits et al., 2018). Ces événements ont permis une augmentation du
nombre de geénes et de la diversité des séquences de protéines Ga. En utilisant uniquement les
séquences de genes des protéines Go de mammiféres, la premiere théorie de 1'évolution
suggérait I'évolution de quatre des cinq familles Ga (GNAI, GNAQ, GNAS, GNA12 codant
respectivement Gai, Gog, Gas et Ga12), ainsi que Gav (GNAV) qui n’est pas encore identifiée
chez I’Homme (Lokits et al., 2018). En effet, cette cinquiéme classe Gav, est présente chez les
poissons dont le géne GNAV est perdu chez les tétrapodes (Oka et al., 2009). Plus récemment,
Lokits et al., ont démontré la présence ou l'absence du geéne de chaque Ga (GNA-) dans toutes
les branches principales des deutérostomiens et ont évalué la conservation des structures exon-
intron sous-jacentes au sein de ces groupes phylogénétiques (Lokits et al., 2018). Ainsi, en
reconstruisant un arbre phylogénétique basé sur les séquences peptidiques en acides aminés,
nucléotides et en utilisant la conservation de la structure exon-intron, ils ont mis en évidence la
relation évolutive des différentes familles des sous-unités Ga (Figure 21).

GNAYV partage avec GNAI et GNAQ six extrémités sur certains exons (Krishnan et al.,
2015; Lokits et al., 2018) suggérant une origine commune entre ces trois familles. En 1992,
Wilkie et al., avaient émis [’hypothése qu'un méme geéne « progéniteur » des génes GNAI et
GNAQ (préGNAI/Q) avait subi une duplication en tandem (préGNAIL/Q’-pré GNAL/Q”), puis
une duplication chromosomique ou régionale plus importante qui a finalement conduit aux
arrangements de paires de génes préGNAI’-pré GNAI” et pre GNAQ’-pré GNAQ” (Wilkie et al.,
1992) (Figure 22B1).
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Figure 21. Arbre phylogénétique et alignement des exons des sous-unités Ga. A. L’arbre est
construit par la méthode du maximum de vraisemblance, une méthode statistique probabiliste capable
de coupler I’inférence des modalités évolutives des s€quences moléculaires avec la reconstruction de la
phylogénie, des geénes (pré)GNA- avec des intervalles de confiance rapportés a plus de 90% chez de
nombreux organismes. (D’aprés Lokits et al., 2018).

Récemment en 2018, Lokits et al., ont rejeté 1'hypotheése de Wilkie et al., sur la duplication
en tandem survenant avant la duplication et la divergence de préGNALI et de préGNAQ en genes
séparés. Ils proposent que les préGNAI et préGNAQ auraient subi des duplications en tandem
indépendantes avant les deux événements de duplication du génome entier (2R WGD) des
vertébrés (Lokits et al., 2018). Ceux-ci auraient donné naissance aux paires de paralogues
préGNAD -pré GNAI” et préeGNAQ’-préGNAQ” conservant leur orientation en tandem chez les
métazoaires. Aucune duplication confirmée en tandem de préGNAQ n’a été constatée chez les
especes étudiées avant le 2R WGD des vertébrés, ce qui laisse supposer que le préGNAQ a été
dupliqué en tandem en paire préGNAQ’-préGNAQ’’ avant le 2R WGD (Figure 22B2). Cette
paire progénitrice a ensuite été dupliquée deux fois, lors du 2R WGD survenue chez les

métazoaires, tout en maintenant les deux paires de génes GNAQ-GNA14 et GNA11-GNA15
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chez les vertébrés. Ils ont ainsi montré que (pré) GNAV et (pré) GNAI forment un groupe
monophylétique (descendants d’un ancétre commun le plus récent) alors que les groupes (pré)
GNAS sont en dehors de cette branche sur I’arbre phylogénétique des sous-unités Ga chez
différents organismes. Au cours de la 2R WGD, les préGNAS ont été dupliqués en GNAS et
GNAL (Goolf) (Wilkie et al., 1992; Nordstrom et al., 2004). Aussi, le géne GNA12 ne partage
aucune extrémité d’exon ou de codon entre les exons avec aucun des autres membres de la
famille Ga (Figure 22A) mais présente plutét une structure exon-intron suggérant que
préGNA12 est issu d'une rétro-transposition de préGNAQ (Figure 22B2), c’est a dire d’une
transcription inverse de transcrits de préGNAQ en ADN complémentaire préGNA12 qui s’est
ensuite intégré dans le génome, bien que I’origine précise de préGNA12 ne soit pas encore
certaine (Lokits et al., 2018). En effet, I’arbre phylogénétique (Figure 21) suggére que
préGNA12 pourrait provenir de séquence préGNAQ.

La famille Gai s'est ¢largie chez les vertébrés pour inclure les génes GNAI1-4, GNAT1-+4
et GNAZ, en plus de GNAO avec cependant une suppression rapide de GNAT4 et GNAI4. La
famille Goq est I’une des quatre familles (avant la découverte de Gav) les plus connues. Les
génes GNAI11 et GNA15 descendants de cette famille sont situés proches 1'un de l'autre sur le
chromosome 19p et leurs genes les plus étroitement apparentés, GNAQ et GNA 14, forment une
paire sur le chromosome 9q (Nordstrom et al., 2004). Les études de Lokits et al., ont aussi
permis de valider la présence des doublons préGNAQ (GNAQ, 14, 11 et 15) chez tous les
vertébrés. La disposition téte-a-queue des paires de génes GNAQ-GNA14 et GNA11-GNA15
comme schématisée sur la figure 22B, est conservée chez toutes les especes (Lokits et al., 2018).
On peut ainsi voir sur I’arbre phylogénétique que GNAQ et GNA11, qui semblent étre exprimés
de maniere ubiquiste, sont trés étroitement liés alors que GNA14 et GNAL1S5, qui se regroupent
sur I’arbre (Figure 21A), sont divergents non seulement par leur s€quence, mais aussi par leurs
spécificités d'expression tissulaire.

Malgré ces données récemment actualisées sur les sous-unités Ga, notre compréhension de
I’émergence et de I’évolution des protéines G sur la base d’analyses phylogénétiques reste
incompléte, notamment concernant les sous unités f et y. En effet, dans la plupart des génomes
de mammifere, cinq génes G} ont été identifiés et classés en GNB1 a GNB4 (des paralogues
hautement conservés) et GNBS, différent, partage seulement 50% de séquences similaires aux
autres sous-unités Gp, et principalement exprimée dans le cerveau alors que les autres sont

largement distribuées (Khan et al., 2013; Syrovatkina et al., 2016).
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Figure 22. Evolution et alignement des cinq familles de sous-unités Ga. A. Alignement des
extrémités représentatives des exons codant les sous-unités Ga des cinq grandes familles connues chez
les vertébrés. Tous les exons conservés sont représentés sous forme de cases dont la taille est
proportionnelle a la taille moyenne des exons (les introns ne sont pas représentés). GNAI et GNAQ
partagent de nombreuses extrémités d’exon (lignes noires) suggérant une relation évolutive plus étroite.
GNAI, GNAQ ainsi que GNAYV partagent quatre extrémités d’exon avec GNAS tandis que GNA12 ne
partage aucune extrémité avec les autres familles suggérant que GNA12 pourrait étre issue de la rétro-
transposition d’un autre géne. B. Evolution des sous-unités Go. Les génes préGNA sont désignés par
«pré» tandis que «GNA» est retiré pour plus de clarté sur la figure. B(1) Ancienne théorie sur I'évolution
des protéines Ga sans chronologie (Wilkie et al., 1992; Nordstrém et al., 2004). Un geéne ancestral GNA
(0, blanc) aurait subi une série de duplications avant de diverger en trois familles de progéniteurs
primaires. Le progéniteur GNAI/Q aurait ét¢ dupliqué en tandem avant de subir une duplication
régionale ou chromosomique plus importante. Ces paires de génes auraient divergé en GNAQ (orange)
et GNALI (bleu). Les génes GNA12 (rouge), GNAS (vert), GNAQ’-GNAQ” (orange) et GNAI’-GNAI”
(bleu) se seraient dupliqués pour donner deux copies de chaque parent. GNAI’-GNAI” se serait dupliqué
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en GNAQO’-O” (blanc) et GNAIO-GNATO (bleu), puis il y aurait eu deux autres duplications de ce
dernier. GNAZ, le rétro-geéne (fleche courbée) de GNAIO, a été réinséré dans le génome avant les
duplications de GNAIO-GNATO. B(2) Nouvelle théorie de I'évolution des familles Ga établie par
Lokits et al., incluant une chronologie dont la durée exacte des événements n’est pas prise en compte.
Un seul progéniteur putatif ancestral préGNA (a-blanc) s’est dupliqué en progéniteur préGNAS (vert)
et preGNAI/Q (orange). PréGNAI/Q est ensuite dupliqué en deux genes distincts qui ont divergé en
préGNAQ (orange) et préGNAI (bleu). PréGNAV (blanc) est issu d'une duplication de préGNALI alors
que préeGNA12 (rouge) est un rétro-geéne, possiblement issu de préGNAQ. PréGNALI a été dupliqué pour
générer préGNAO (blanc). Les préGNAI et préGNAQ ont toutes deux subi des événements de
duplication en tandem indépendants avant la 2R WGD. GNAS, GNA12 et GNAQ’-GNAQ” ont tous
conservé deux copies, tandis que GNAI’-GNAI” a conservé trois copies apres la 2R WGD. GNAO a
gagné deux transcrits (GNAO2-01) issus de I'épissage alternatif de sa paire d’exons 7 et 8 apres les 2R
WGD et le rétro-géne GNAZ est apparu dans la lignée des vertébrés a partir de GNAIL. LCA= dernier
ancétre commun. (D’apres Lokits et al., 2018).

Les sous-unités Gy sont les plus petites et les plus variables des sous-unités de protéines G
(Yang and Hildebrandt, 2006). Chez les vertébrés, les membres des sous-unités Gy sont
constitués de la famille des transducines gamma (GNGT1, GNGI11 et GNGT?2), les sous-unités
GNG2 a 5, GNG7-8, GNG10, GNG12 et GNG13 (Krishnan et al., 2015). Il faut rappeler que
les premieres études portaient surtout sur 1'évolution des familles de protéines G telles que
GNAI/GNAT et les paralogues GNB1—4 chez les vertébrés (Wilkie et al., 1992; Downes and
Gautam, 1999; Hurowitz et al., 2000). L’étude récente de Krishnan et al., (Krishnan et al., 2015)
a permis d’¢élargir le scénario évolutif pour I’extension a d'autres familles de protéines G comme
illustré dans la Figure 23, classification qui permettra de mieux comprendre la signalisation
intracellulaire des groupes de protéines G chez les organismes multicellulaires. En effet, les
genes GNB1-4 dérivés d'une région chromosomique ancestrale commune et GNB5 formaient
a la base deux clusters distincts chez 1’holozoaire Capsaspora owczarzaki, le parent
unicellulaire le plus proche connu des métazoaires (Suga et al., 2013; Krishnan et al., 2015). La
diversification du gene ancestral GNB1-4 en quatre génes GNB distincts s'est aussi produite au
cours du 2R WGD, ainsi les paralogues GNB1 a 4 sont actuellement présents chez tous les
vertébrés. De méme, 1'analyse phylogénétique de Krishnan et al., a suggéré que les génes de la
famille des Gy actuels dériveraient a la base de deux séquences Gy présentes chez la plupart
des invertébrés bilatéraux dont I’une est placée a la base dans un cluster nommé GNG,
correspondant a tous les membres des Gy sauf GNG13 qui correspond a 1’autre cluster chez les
métazoaires. Plus tard, le 2R WGD donna lieu chez les vertébrés actuels a plusieurs groupes,
GNG13 seul, la famille des transducines gamma (GNGT1, GNGI11 et GNGT?2), et le reste des
GNG formant un groupe monophylétique avec trois sous-groupes, GNG2, 3, 4 et § (sous-
groupe 1), GNG7 et 12 (sous-groupe 2), GNGS5 et 10 (sous-groupe 3) que 1’on distingue sur la

Figure 23 avec des cases de la méme couleur. Il faut noter qu’en plus du 2R WGD, il a été
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suggéré qu’une duplication supplémentaire du génome entier (3R WGD) s'est produite dans la
lignée des poissons (7eleostei) (Steinke et al., 2006; Lokits et al., 2018) aboutissant en
particulier chez les zebrafishs, a la création de quatre paralogues de GNA15 situés sur le méme

chromosome l'un a c6té de 'autre avec une synténie conservée (Lokits et al., 2018).
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Figure 23. Modéle évolutif proposé pour I’expansion des familles de génes des protéines G
hétérotrimériques au début de la tétraploidisation des vertébrés. Chaque case correspond a un géne
et les sous-familles de génes sont indiquées avec le méme code couleur. Les nombres dans les cases
indiquent I'emplacement chromosomique. La présence de duplications supplémentaires chez les
vertébrés est indiquée par empilement de cases, avec les emplacements chromosomiques appropriés de
chaque duplicata. La perte d'un geéne est indiquée par une croix rouge sur les génes correspondants.
(D’apres Krishnan et al. 2015).
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2. Structure des protéines G hétérotrimériques

2.1. Structure des sous-unités Ga

Constituées de sous-unités Ga, GB et Gy, les protéines G hétérotrimériques sont des
protéines étroitement associées et liées a la face interne de la membrane plasmique. Holbrook
et Kim (Holbrook and Kim, 1989) sont les premiers a proposer une structure de la sous-unité
Ga (Figure 24) en se basant sur la similarité de séquences entre la sous-unité Gao des protéines
G hétérotrimériques et celles des petites protéines G, telles que HRas (p21™) dont la structure

cristallographique était déja connue a 1'époque.

N0y

A

ras
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Figure 24. Schéma de la structure tertiaire de p21™* (A) et modéle proposé pour la structure
tertiaire de Ga (B). Les feuillets  sont indiqués par des fléches épaisses, les hélices a par des cylindres
et les boucles (ou random coils) par des lignes noires (notées L1 a L.9) reliant les éléments structuraux
secondaires. Les boucles qui sont courtes dans p21™ (L2, L3, L6, L7 et L9) sont remplacées dans la
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sous-unité Ga par des séquences plus longues nommées R2, R3, R6, R7 et R9 avec le nombre de résidus
indiqué entre parenthéses. Les extrémités N- et C-terminales sont indiquées par N et C. Les sites de
I'"ADP-ribosylation par la toxine cholérique (CT) et la toxine pertussique (PT) sont indiqués, ainsi que
les mutations ponctuelles : GV, substitution Glycine/Valine dans la boucle L1 ; GA, substitution
Glycine/Alanine et QL, substitution Glutamine/Leucine dans la boucle L4 ; RP, substitution
Arginine/Proline dans la partie C-terminale. (D’aprés Holbrook et Kim 1989).

Plus tard, les premiers travaux de résolution de la structure cristallographique de la
transducine Gat associée aux ligands GTP ou GDP (Noel et al., 1993; Lambright et al., 1994)
ont permis de mieux comprendre les bases structurales de la fonction des protéines G.
Actuellement, les résidus importants dans I’interaction avec les guanines et la maniére dont la
sous-unité opere des changements conformationnels au cours de son passage de 1’état inactif a
I’état actif sont maintenant bien connus. La structure de la sous-unité¢ Ga révéele un repliement
protéique qui se compose d'un domaine GTPase conservé qui comprend des hélices a (al-5 et
aG) et des feuillets B (B1-6) constituant 3 boucles flexibles nommées switch I, II et IIT (Figure
25C), et d'un domaine hélicoidal composés de sept hélices reli¢ au domaine GTPase par les
linkers 1 et 2 (Noel et al., 1993; Oldham and Hamm, 2008; Duc et al., 2015). En plus de
I'hydrolyse du GTP, le domaine GTPase présente des sites de liaison pour le dimere Gy, les
RCPGs ainsi que les effecteurs.

Les « switches I, II et III» subissent un important changement de conformation selon les
¢tats liant le GDP ou le GTP (Noel et al., 1993; Lambright et al., 1994; Neer, 1995; Duc et al.,
2015). Une quatrieme boucle flexible hautement conservée, appelée P-loop, entoure la poche
de liaison aux guanines GDP ou GTP (Duc et al., 2015). La P-loop, correspondant aussi a la
boucle Bl-al (random coil), interagit avec les phosphates a et f du GDP ou GTP (Figure 25B).
La boucle switch I, également connue comme linker 2, se compose des résidus du feuillet 2
dans le domaine GTPase et des résidus de 1’hélice o F du domaine hélicoidal, reliant ainsi les
deux domaines. La boucle switch II s'étend de l'extrémité C-terminale du feuillet B3 a I’hélice

a2 et inclut la boucle a2-f4 comme illustré sur la Figure 25C.

Kléouforo-Paul DEMBELE 83



CHAPITRE 2 : les protéines G hétérotrimériques INTRODUCTION

Figure 25. Représentation de la
structure modélisée des sous-
unités Ga et GPy des protéines G.
A. Structure cristallographique d’une
protéine G hétérotrimérique inactive
(Wall et al., 1995). Les sous-unités
Gail, Gpl et Gyl sont
respectivement  représentées  en
violet, vert et orange (Protein Data
Bank (PDB) : 1GP2). Les extrémités
C- et N-terminales des sous-unités
Ga, GP et Gy sont notées Ca, Na, Cp,
NB, Cy et Ny, respectivement. B.
Comparaison du domaine GTPase de
la sous-unit¢é Ga inactive liée au
GDP (vert) (PDB : 1TAG) et active
liéee au GTPyS (jaune) (PDB

ITND). Le GTPyS est visible sous
C forme de batons rouges. (D’apres
Duc et al., 2015). C. Schéma de la
structure secondaire de Go montrant
les hélices o en cylindres et les
feuillets B en fleches. Le domaine
hélicoidal est composé¢ de sept
hélices notées A a G (violet). Les 3
boucles flexibles nommées Switch
(vert) et les sites de contact avec les

GTPase i
Domain

Ga

Helical
Domain

Switch |

CED- récepteurs (rose) sont mis en
¢vidence. (D’aprés Oldham et
Hamm 2008).

En effet, les structures cristallographiques de Gat/iB1y1 et Gail1y2 établies entre 1995 et
1996 (Wall et al., 1995; Lambright et al., 1996) suggerent que l'interaction entre la a-GDP et le
complexe Gy se produit principalement dans une poche hydrophobe formée par les switches |
et II de Ga, cette deuxiéme boucle flexible étant trés importante dans l'interface entre la Ga et
les protéines effectrices en aval (Slep et al., 2001; Duc et al., 2015). La liaison au GTP atténue
la polarité du domaine d’interaction aux autres sous-unités, ce qui entraine une réduction de
l'affinité de liaison de Ga avec Gy, conduisant a leur dissociation (Oldham and Hamm, 2008).

Toutes les sous-unités Ga a I’exception de Gat (Denis et al., 2012) sont modifiées de manicre
post-traductionnelle par le greffage d'acide gras palmitique (voire d’acide myristique) a 16
atomes de carbone via une liaison thioester catalysée par la palmitoyl acyltransférase, ce qui
permet la fixation des protéines G a la membrane plasmique (Milligan and Kostenis, 2006;
Tsutsumi et al., 2009; Duc et al., 2015). Ces modifications post-traductionnelles sont décrites

en détail dans la section 6.2. Lors du couplage a un RCPG, la sous-unit¢ Ga subit un
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changement de conformation au cours duquel I'hélice C-terminale a5 se déplace de 6 A du site
de liaison au nucléotide entrainant la perturbation du site de liaison et la libération consécutive
du GDP, remplacé par le GTP (Garcia-Nafria and Tate, 2019). Malgré la faible conservation
des séquences entre les différentes familles de sous-unités Ga dans les régions qui entrent en
contact avec les RCPGs (Figure 26), la conformation globale des sous-unités Ga reste tres
similaire. Trés récemment, cinq régions principales de la sous-unité Ga, nommées Al a AS
(Figure 26), ont été décrites formant des contacts avec les RCPGs de la classe A ou Rhodopsine
selon la classification GRAFS (par exemple, ,le récepteur P2-adrénergique (B2AR) ou le
récepteur de 1'adénosine A2A (A2A)) (Garcia-Nafria and Tate, 2019). Garcia-Nafria et Tate ont
aussi montré que le couplage de Gas a des RCPGs de la classe B ou Sécrétine (par exemple, le
récepteur du glucagon-like peptide-1 (GLP1R) ou le récepteur de la calcitonine (CTR)), fait
référence aux mémes régions (exceptée la région A3) et inclut également deux résidus (lysine
(K) et glutamine (Q)) dans I'hélice N-terminale, en tant qu'extension de la région Al (Figure
26). La région A5 qui comprend I'hélice a5 de ’extrémité C-terminale de la sous-unité Ga, est
la seule région d’interaction présente dans tous les complexes RCPGs-protéine G. Pour les
récepteurs de classe A, les sites de contact avec les sous-unités Gas et Gai/o sont localisés au
niveau des derniers acides aminés de la région A5 (Figure 26A, cercle rouge).

Par cryo-microscopie électronique, Garcia-Nafria et Tate ont aussi montré que les sous-
unités Gas, Gai et Gao interagissent avec 1’un des 44 acides aminés différents dans la partie
cytoplasmique des RCPGs (f2AR, A2aR, GLP-1, CTR, 5HTigR ou Rhodopsine) incluant les
boucles intracellulaires (ICL1, 2 et 3), mais le nombre d’interactions établies avec ces résidus

différe pour chaque protéine G (Garcia-Nafria and Tate, 2019).

Des ¢études biochimiques et biophysiques antérieures avaient suggéré plusieurs régions
intervenant dans ’interaction entre les RCPGs et les protéines G. Ces régions incluent les
boucles intracellulaires ICL2 et ICL3, les domaines transmembranaires TM3, TM5 ou TM6, la
charniere TM7/hélice H8 des RCPGs, I’hélices aN, la charniere aN/B1, les boucles f2/B3, a2/p4
ou 04/B6, I’hélice ad, l'extrémité C-terminale de la sous-unité Ga, ainsi que l'extrémité C-
terminale du dimere Gfy, toutes ces régions intervenant dans I’activation des protéines G

induite par les RCPGs (Duc et al., 2015).
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Figure 26. Régions de la sous-unité Go qui interagissent avec les RCPGs. A. Représentation
schématique de la sous-unité¢ Gas générée dans la base de données des RCPGs (GPCRdD). Les résidus
sont colorés en fonction du nombre de fois ou le résidu ou les résidus équivalents dans Gai ou Goo
¢tablissent des contacts avec un RCPG de la classe A Rhodopsine. Les contacts établis par la sous-unité
Gas avec deux RCPGs de la classe B sont indiqués en bleu avec des lettres en violet. L asparagine
(D323) dans la partie A3 est une région d’interaction uniquement dans la structure f2AR-Gas. B.
Alignements des acides aminés dans les régions des différentes sous-unités Ga. Les fleches indiquent
les positions impliquées dans I’interaction avec les RCPGs. Le rectangle bleu encadre les deux résidus
(lysine (K) et glutamine (Q)) dans I’extrémité N-terminale en tant qu'extension de la région A1 qui
interviennent dans le couplage de Gas avec les RCPGs de la classe B ou Sécrétine. L’alignement de la
région A3 n'est pas montré car la séquence comprise entre la thréonine (T) et 'acide aspartique (D)
(courbe orange en A3) de la région A3 ne se trouve que dans Gas et Gaolf, les autres sous-unités Ga
ayant une boucle plus courte composée de 8 résidus (séquence violette en A3). (D’aprés Garcia-Nafria
et Tate 2019).

L'extrémité C-terminale des sous-unités Ga est un site important dans la spécificité des
interactions récepteur-protéine G. En effet, en remplacant trois acides aminés situés a
l'extrémité C-terminale de Gaq par quatre acides aminés présents sur le domaine C-terminal de
Gai2, Conklin et al., ont montré que cette nouvelle chimeére pouvait étre activée par des RCPGs
spécifiquement couplés a la protéine Gai2 (Conklin et al., 1993). Bien que ces résidus de
l'extrémité C-terminale soient importants, ils ne sont pas les seuls déterminants de la spécificité.
En effet, les séquences des extrémités C-terminales de plusieurs sous-unités Ga sont identiques
et néanmoins interagissent avec des récepteurs distincts (Neer, 1995). Pour exemple, le
récepteur du complément C5a (C5aR) interagit avec la sous-unité Gol5 mais pas avec la sous-
unité Gall de la méme famille, qui présente des résidus C-terminaux identiques (Lee et al.,
1995). Une chimeére de Gall portant une grande partie de la séquence C-terminale de Gal5 ne

présent pas de couplage a C5aR, alors que la chimére comprenant quelques acides aminés de la
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région N-terminale de Gal5 permet de doter cette chimére d'une grande spécificité pour C5aR,
suggérant d’autres éléments de spécificité, comme I’extrémité N-terminale. Cette extrémité
semble avoir également un rdle important dans I’interaction entre Ga et le complexe Gfy,

aspect qui est abordé ci-dessous.

2.2. Structure des sous-unités Gy

Les sous-unités Gfj et Gy ont respectivement une masse molaire d’environ 36 et 8 kDa. La
structure générale de la sous-unité¢ G (Figure 27) présente un enchainement particulier de
feuillets B dit « S-propeller », une structure tertiaire caractérisée par l'arrangement de quatre a
huit feuillets B autour d'un axe central selon une configuration toroidale (tube courbé refermé
sur lui-méme) ; chaque feuillet B est typiquement formé de quatre brins B antiparalléles tordus
formant un tunnel central. La sous-unité G présente typiquement sept répétitions du motif
structural WD40 (40 acides aminés se terminant par le tryptophane (W) et I’acide aspartique
(D)), chacun des feuillets comprenant quatre brins antiparalléles en forme de lame autour d'un
axe central comme présenté sur la Figure 27B. La séquence répétée WD40 correspond au
dernier brin (extérieur) d’une lame et aux trois premiers brins (intérieurs) de la suivante (Wall
et al., 1995; Denis et al., 2012). La sous-unité Gy est constituée de deux hélices a reliées par un
coude et présente une cystéine d’ancrage a son extrémité C-terminale au niveau d’un motif
CAAX (Cystéine-Arginine-Arginine-n’importe quel résidu), motif susceptible de
modifications post-traductionnelles (Lambright et al., 1996). Les régions N-terminales des
sous-unités Gf et Gy établissent de nombreux contacts entre-elles grace a un super enroulement
d’hélices favorisant 1’interaction des hélices de chaque sous-unit¢ Gf et Gy (Figure 27),
permettant la formation d’un complexe stable de type obligatoire (unité fonctionnelle),
indissociable en conditions non-dénaturantes (Denis et al., 2012). Les sous-unités Gy en
particulier, sont soumises a des modifications post-traductionnelles (farnésylation,
géranylgéranylation, décrites dans la section 6.2) coopérant en trans avec une Ga palmitoylée
pour permettre un ciblage appropri¢ du trimeére Gofy du réticulum endoplasmique (RE) a la
membrane plasmique (Michaelson et al., 2002). Comme les sous-unités G ne présentent pas
de modifications lipidiques, les Gy agissent en tant que chaperons pour le ciblage de Gf a la
membrane plasmique (Denis et al., 2012). GB et Gy augmentent considérablement 1’affinité de
la sous-unité Ga pour le RCPG inactivé, et inhibe la libération spontanée du GDP. Elles peuvent
aussi interagir directement, via leurs domaines C-terminaux avec les boucles intracellulaires et
le domaine C-terminal du récepteur (Denis et al., 2012). Cela semble plus atypique puisque

seuls 11 acides aminés dans la sous-unité G} peuvent établir des contacts dans une ou plusieurs
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des structures du récepteur de la calcitonine (CTR) (Figure 27) et seul 'acide aspartique (D312)
de la sous-unité GB1 semble interagir avec les RCPGs (Garcia-Nafria and Tate, 2019). Ces 11
acides aminés se situent dans 4 régions d’interaction avec les RCPGs, identifiées dans le motif
[-propeller de la sous-unité Gf et se localisent en particulier entre les feuillets B constituant
chaque lame (blade) du motif WD40 (Figure 27). Seul GB5 présente plus de variabilité dans
ces domaines, il est donc possible que cela puisse jouer un role dans la spécificité de son

couplage, mais cela reste largement inexploré (Garcia-Nafria and Tate, 2019).
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Figure 27. Structure cristallographique des sous-unités Gfy et régions conservées interagissant
avec les RCPGs (PDB : SUZ7). A. Représentation du complexe CTR-Ga ou CTR est représenté en
mauve, derriere la sous-unité Gf en coloration arc-en-ciel et la sous-unité¢ Gy (devant la sous-unité 3)
représentée en gris. Les atomes qui établissent des contacts atomiques entre la sous-unité G et le CTR
sont représentés par des spheres (CTR, bleu ; sous-unité Gf, rouge). B. Les fleches indiquent les acides
aminés des sous-unités Gf qui forment des contacts avec les RCPGs dans un alignement de cinq sous-
unités GB du génome humain. La numérotation des acides aminés fait référence a la sous-unité Pl
(GNBI1). C. Laposition des régions de la sous-unité¢ G qui entrent en contact avec les RCPGs. Les sept
répétitions du motif structural WD40 sont isolées par des traits en pointillés. Les résidus mis en évidence
dans la sous-unité G sont représentés par des batons (verts) dans deux lames (blade 6 et 7) de la
structure fS-propeller. D’aprés Garcia-Nafria et Tate 2019.
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3. Les sous-unités o des protéines G

A I’heure actuelle, les roles de différentes protéines G ont été décrits participant a différents
processus cellulaires caractérisés par la diversité des RCPGs ainsi que la nature des sous-unités
qui composent I’hétérotrimere. Chez les mammiferes, comme précisé précédemment, toutes les
sous-unités Ga décrites jusqu'a présent appartiennent a quatre familles principales (Tableau 1,
Figure 28) (Gas, Gai/o, Gag/11 et Ga12/13) sur la base de leurs homologies de séquence, de
la structure de leur gene et de la régulation d’effecteurs spécifiques (Simon et al., 1991; Downes
and Gautam, 1999). Chaque famille comprend 2 a 4 membres (Tableau 1) : la famille Gos
contient principalement Gas et Gaolf, la classe Gai/o regroupe les Gai, Gao, Gat, Gaz et
Gogust, la famille Gag/11 comprend Gog, Gall, Gal4 et Gal5/16, et la famille Gal2/13
regroupe les deux sous-unités Gal2 et Gal3 (Downes and Gautam, 1999; Wettschureck and
Offermanns, 2005). De nombreux genes codant les sous-unités Go ont été cartographiés sur des
emplacements chromosomiques chez I’homme et la souris. Cela a permis de révéler que les
genes codant les sous-unités Ga présentent une synténie (conservation de I’ordre des geénes)
presque parfaite entre les deux espéces. Cependant, certains membres des sous-unités Ga
présentent des divergences, comme par exemple les sous-unités murine Gal5 et humaine Gal6
qui sont codées par des orthologues du géne GNA1S5 ancestral commun, mais ne partagent que
84% d’identité de séquence entre les deux especes (Hurowitz et al., 2000). En effet, I’ensemble
des sous-unités Ga des différentes classes partage une similitude de séquences en acides aminés
(Figure 28). L’alignement des séquences en acides aminés obtenues par clonage et séquencage
de toutes ces sous-unités Ga a montré qu’environ 20% des acides aminés sont conservés de
maniére invariable (Lochrie and Simon, 1988). Plus récemment, Temple et al., (Temple et al.,
2010) ont identifié par alignement de séquences des quatre principales familles de sous-unités
Goa des mammiferes, 106 positions invariables en acides aminés et 59 positions distinctes
(Figure 28 : I, Q, S et 2, correspondant respectivement a Gai/o, Gaq, Gas et Gal2/13), et ont
émis I'hypothése que chaque position distincte d'une famille contribue a une fonctionnalité
spécifique de la famille Ga donnée. Les similitudes de séquence et de fonctionnalité ont permis

de regrouper ces sous-unités dans différentes familles et sous-groupes (Tableau 1).
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- Autres
Famille ?'(())lllls-e Géne ¢ tr;ozl;lé(:in e (l\k/ll;):) Effecteurs Expression protéines
group ytog q d’interaction
Gas GNAS 20q13.3 46 Ubiquiste Tubuline,
G N Epithélium ol factif, NUC_BLki
as AC(T) cerveau, appareil | tyrosine kinase
Gasolf | GNAL 18pl11.31 44 - Sre,
urogénital axine
Gail GNAII 7921 m Largement exprimé
Goi2 GNAIL2 | 3p21.3-p21.2 Ubiquiste
Gai3 GNAI3 1p13 41 Largement exprimé iemliel,
AC (), GMPc tvrosine ki
_ Neurones, glandes IOSIHCECTISE
Guai/o Goo GNAO 16ql12.1 2 plios s TELHERETEe TGS, Sre, NUCB2,
astroglie, coeur
) . _
Goz | GNAZ | 22qll.1ql1.2 | 41 SUEORES, tubuline
plaquettes
3p21.3- Batonnets et cones
Gatl/2 | GNATIZ | o1 ip1s | 4 de la rétine
Gogust | GNAT3 7921 Cellules gustatives
Goaq GNAQ 9q21 0 Ubiquiste GRK2, actine,
Gall GNAL1l 19p13.3 PLCPR1-4 (+), Eb.lqulste tubuline, PI3K,
Gog/11 eins, poumons,
Gl | Gl 22l 42| p63RhOGEF (+) | foie, rate TPRI, BTK,
PLCe, TRPMS
Gal5/16| GNALS 19p13.3 44 Cellmes Ce,
hématopoiétiques
p115RhoGEF (+) Gapl, rasGap,
Gal2 | GNAI2 Tp21-p22 LARG (1) Ubiquiste BTK, HAX-1,
PDZ-RhoGEF
Gal2/13 44 " 0-SNAP,
() .
o p120caterine,
Gal3 | GNAI3 Tp21-p22 Cadhérine (f) | Ubiquiste .
.. Intégrine aiiibP3
Radixine (1)

Tableau 1. Les différentes sous-unités Ga et leurs expressions. AC : Adénylyl-cyclase ; GMPc :
Cyclic guanosine monophosphate ; PDZ : Post-synaptic density protein ; Drosophila disc larg tumor
suppressor and Zonula occludens-1 protein ; PLCB1-4, ¢ : phospholipase C p1-4, ¢ ; RhoGEF : guanine
exchange factor for Rho ; LARG : Leukemia-associated RhoGEF ; PI3K : Phosphoinositide 3-kinase ;
RAPI1 : Ras-related protein 1 ; RAPIGAP : RAPI GTPase-activating protein ; NUCBI,2 :
nucleobindin-1,2 ; GRK : G protein-coupled receptor kinase ; BTK : tyrosine kinase de Bruton, TPR1 :
tetratricopeptide repeat 1; TRPMS8 : Transient Receptor Potential Cation Channel Subfamily M
Member 8 ; HAX-1 : HS-1-associated protein X-1 ; a-SNAP : a-soluble N-ethylmaleimide-sensitive
factor attachment protein . () indique une stimulation et (-) une inhibition. (D’aprés Syrovatkina et al.,
2016; Wettschureck et Offermanns 2005; Milligan et Kostenis 2006; Hurowitz et al., 2000).
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2Q2 dg 20 Q 28 d2da B
Gil SAEDKAAVERSKMIDRNL E! EVKLLLLGAGESGKSTIVKQMKIIHEAGYSE-~~-~-=ccccennx E QYK 69
G(iot) Gol SAEERAALERSKAIEKNL. 18 VKLLLLGAGESGKSTIVKQMKIIHEDGFSG-~~=====ememnnux QYK 69
Gtl SAEEK----HSRELEKKL KDARTVKLLLLGAGESGKSTIVKOMKITHQODGYSL -~ -==ceccncnnnux EECLEFI 65
Ggq SE EARRINDEIERQLRRDKRDARRE GKSTFIKQMRIIHGSGYSD-=~==ceccmcmnax EDKRGFT 70
G(q) Gll 8D ESKRI IEKQLRRDKRDARRE GKSTFIKQMRITHGAGYSE--~-~--=ccecunnx EDKRGFT 76
Gl4 SAEEKESQRISAEIERQLRRDKKDARRE GKSTFIKQMRITHGSGYSD -~ ===vewemcmnnx EDRKGFT 72
G(s) Gs RNEEKAQR IEKQLQKDKQVY. HRLLLLGAGESGKST IVMIWNGFNGBGGBBDPQMRSNSD.IKA 92
Golf GVDEKERR IEKQLQKERLA HRLLLLGAGESGKSTIVKOMRILHVNGFNP----=-cccceeeax I 79
G(12) G12 RDAEREARRRSRDIDALLARERRAVRRLVKILLLGAGESGKSTFLKQMRIIHGREFDQ--<--=cvvccccennx mnsrn 93
G1l3 TSGEAEQQRKSKEIDKCLSREKTYVKRLVKILLLGAGESGKSTFLKQMRIIHGQDFDQ -~ === cvwcmeunnux RAREEFR 85
<t I <—D <@—Helical Domain Start
GPCR *g5htact™ P-Loop
B 2 d2d
Gil AVVYSNTIQSIIAIIRAMGRL--KIDFGDS. DARQLFVLAGAA--~-~-~-~~ EEGFMTAELAGVIKRLWKDSGVQA 140
G(iot) Gol PVVYSNTIQSLAAIVRAMDTL--GIEYGDKE! AKMVCDVVSRME- - - - - = DTEPFSAELLSAMMRLWGDSGIQE:! 141
Gtl AIIYGNTLQSILAIVRAMTTL--NIQYGDSARQDDARKLMHMADTI -« ~«=~~ EEGTMPKEMSDIIQRLWKDSGIQACFE 136
Gq KLVYQNIFTAMQAMIRAMDTL - -KIPYKYEHNKAHAQLVREVDVE- - - = - - - KVSAFENPYVDAIKSLWNDPGIQECYD 140
G(g) Gll1 KLVYQNIFTAMQAMIRAMETL--KILYKYEQNKANALLIREVDVE--====== KVTTFEHQYVSAIKTLWEDPGIQECYD 146
G14 KLVYQNIFTAMQAMIRAMDTL- -RIQYVCEQNKENAQIIREVEVD- -« ==~~~ KVSMLSREQVEAIKQLWQDPGIQECYD 142
G(s) Gs QDI LKEAIETIVAAMSNLVPPVELANPENQFRVDYILSVMNV == == ===~ PDFDFPPEFYEHAKALWEDE! CYE 164
Golf LDI AIVTIVSAMSTIIPPVPLANPENQFRSDYIKSIAPI-~-~=~=~~ TDFEYSQEFFDHVKKLWDDE! 151
G(12) Gl2 DTIFDNILKGSRVLVDARDKL--GIPWQYSENEKHGMFLMAFENKAGLP----VEPATFQLYVPALSALWRDSGIREAFS 167

G13 PTIYSNVIKGMRVLVDAREKL--HIPWGDNSNQQHGDKMMSFDTRAPMAAQGMVETRVFLQYLPAIRALWADSGIQNAYD 163

d 4 I 2 2 2 22 2 2
Gil IsmgmllD!IAQPN‘!IHQWWRTMMMTH’TFKDLH’D-IM!WIHQ!MM 220
G(iot) Gol RSREYQLNDSAKYYLDSLDRIGAADYQPTEQDILRTRVKTTGIVETHFTFKNLHFRLFDVGGQRSERKKWIHCFEDVTAI 221
Gtl RASEYQLNDSAGYYLSDLERLVTPGYVPTEQDVLRSRVKTTGIIETQFSFKDLNFRMFDVGGQRSERKKWIHCFEGVICI 216
Gq RRREYQLSDS LDRVADPAYLPTQQDVLRVRVPTTGIIEYPFDLQSVIFRMVDVGGORSERRKWIHCFENVIST 220
G(g) Gll1 RRREYQLSDS RIATLGYLPTQQDVLRVRVPTTGIIEYPFDLENIIFRMVDVGGOQRSERRKWIHCFENVISI 226
Gl4 RRREYQLSDS IDRIATPSFVPTQQDVLRVRVPTTGIIEYPFDLENIIFRMVDVGGQRSERRKWIHCFESVIST 222

a(e) Gs RSNEYQLI KIDYIKQADYVPSDQDLLRCRVLTSGIFETKFQVDK I VIAT 244
Golf RSNEYQLI RIDSVSLVDYTPTDQDLLRCRVLTSGIFETRFQVD! I VIAI 231
Gl2 RRSEFQLGESVKYFLDNLDRIGQLNYFPSKQDILLARKATKGIVEHDFVIKKIPFKMVDVGGORSQROKWFQCFDGITST 247

G(12) G13 RRREFQLGESVKYFLDNLDKLGEPDYIPSQQODILLARRPTKGIHEYDFEIKNVPFKMVDVGGQRSERKRWFECFDSVTSI 243
Switch I h Switch II
Helical Domain End
2 ga g ad TRagaE ¥ d2
Gil IFCVALSDYDLVLAEDEEMNRMHESMKLFDSICNNKWFTDTSIILFLNKKDLFEEKIKK--SPLTI EYAGS--~~-~-~ 292
G(iot) Gol IFCVALSGYDQVLHEDETTNRMHESLMLFDSI FIDTSIILFLNKKD EKIKK--SPLTICFPEYTGP- -~~~ 293
Gtl IFIAALSAYDMVLVEDDEVNRMHESLHLFNSI ATTSI FEKIKK--AHLSICFPDYDGP- -~ =~~~ 288
Gq LVAL'RYDQ ESKALFRTII QNSSVILFLNKKDLLEEKIMY - - SHLVDYFPEYDGPQ- - - - - 293
G(q) Gl1 LVAL'mQ ESKALFRTII QNSSVILFLNKKDLLEDKILY - - SHLVDYFPEFDGPQ- - - - - 299
Gl4 IFLVALSEYDQ ESKALFKTII LNSSVILFLNKKDLLEEKIMY - - SHLISYFPEYTGPK- -~~~ 295
G(s) Gs IFVVASSS RIDNQMLQHLMUIWNNR TISVILFLNKQDLLAEKVLAGKSKIEDYFPEF. PEDA 324
Golf I!VMC'S REDNNTNRLRESLDLFESIWNNR TISIILFLNKQODMLAEKVLAGKSKIEDYFPEY. PEDA 311
G(12) Gl12 LFMVSSSEYDQVLMEDRRTNRLVESMNIFETIVNNKLFFNVSIILFLNKMDLLVEKVKT --VSIKKHFPDFRGDP 320
G13 LFLVSSSEFDQVLMEDRLTNRLTESLNIFETIVNNRVFSNVSIILFLNKTDLLEEKVQI--VSIKDYFLEFEGDP 316
NKxD
Switch III
2 I 2

Gil ~-ee=-- NTYEEAAAYIQCQFEDLNKR- - KDTRBIm"CI IKNN“DCGLP 353

G(iot) GOl ~====-=-=- NTYEDAAAYIQAQFESKNR- - - SPNKEIY CA A IIIANNLRGCGLY 353

Gtl --cc--- NTYEDAGNYIKVQFLELNMR- -RDVKEIYS IIIKENLKDCGLF 349

Gq ======--=- RDAQAAREFILKMFVDLNP- - - DSDRII!SIHCIWIRMMV@TIWWBMV 353

G(q) Gll --cc=--- RDAQAAREFILKMFVDLNP - - -DSDKIIY¥SHFTCATDTENIRFVFAAVKDTILQLNLKEYNLV 359

Gl4 ----=--- QDVRAARDFILKLYQDQNP- - - DRBKVI!SI“C&TDTDIIRMMVKDTILQLMBMV 355

G(s) Gs TPEPGEDPRVTRAKYFIRDEFLRISTASGDG: PHFTCAVDTENIRR' QYELL 394

Golf TPDAGEDPKVTRAKFFIRDLFLRISTATGDG! PHFTCAVDTENIRR QYELL 381

G(12) Gl2 ------- HRLEDVQRYLVQCFDRKRR - - -msxm.mmummmmrnomxm 380

Gl3 ---v--- HCLRDVQKFLVECFRNKRRD - -QQQKPLYHHFTTAINTENIRLVFRDVKDTILHDNLKQLMLQ 377

< 1CAT .
st¥amd 6 < helix 5 » GPCR

Figure 28. Alignement des différentes sous-unités Go mettant en évidence les positions invariables
et distinctes. Les résidus invariables conservés dans les 4 familles Ga sont en gris foncé alors que ceux
conservés dans 3 des 4 familles Ga sont en gris clair. Une variation en acides aminés dans chaque famille
est illustrée au niveau des sites spécifiques colorés en fonction de la classe Ga et notées au-dessus de
I’alignement : ‘S’= Gas (bleu) ; ‘I’= site Gai/o (vert) ; ‘Q’= Goaq (magenta) ; ‘2’ = Gal2/13 (jaune) et
‘d’= site. Les positions ‘d’ sont spécifiques et conservées sur deux familles de Ga. Les régions
fonctionnelles sont indiquées sous l'alignement, incluant les régions importantes pour le couplage aux
RCPGs (GPCR), les boucles flexibles switches I, II, III et les régions de liaison aux nucléotides (P-loop,
motifs NKxD et TCAT). (D’apres Temple et al., 2010).
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3.1. La famille Gas

La classe Gas, principalement composée de Gas et Gasolf (Tableau 1), stimule toutes les
isoformes de 1'AC qui convertissent ’ATP en AMPc. Contrairement a Goolf dont 1’expression
est restreinte a certains tissus ou organes (épithélium olfactif, cerveau, appareils digestif et
urogénital), Gas est exprimée de maniere ubiquiste (Milligan et Kostenis, 2006, (Hurowitz et al.,
2000; Wettschureck and Offermanns, 2005; Milligan and Kostenis, 2006; Syrovatkina et al., 2016)). En
effet, les membres de cette famille couplent de nombreux RCPGs associés a 1’activation de
I'AC et I’augmentation de la concentration intracellulaire de I’AMPc, second messager capable
d’exercer ses effets par l'intermédiaire d'une protéine kinase AMPc-dépendante, la PKA, qui
par phosphorylation du facteur de transcription CREB (cAMP response element-binding
protein) entre autres, permet la régulation de I’expression de nombreux génes. Comme déja
mentionné dans la section 1, la CTX catalyse la ribosylation de I’ADP du NAD+ sur un acide
aminé cible Arginine (Arg®!) indispensable a la stabilisation de I'état de transition lors de
I'hydrolyse du GTP en GDP, de certaines sous-unités Ga. Gas-GTP reste ainsi bloquée dans sa

conformation active et maintient la stimulation de I’AC.

Les sous-unités Gas sont codées par GNAS, un gene localisé sur le chromosome 20 (Chr.
20q13) soumis a une empreinte parentale complexe qui donne lieu a plusieurs produits géniques
en raison de la présence de différents promoteurs et mécanismes d'épissage alternatif (Figure
29) (Weinstein et al., 2004; Wettschureck and Offermanns, 2005). Le principal produit du géne
GNAS, qui est généré par le promoteur le plus en aval (exon 1), est la sous-unité Gas exprimée
de maniére ubiquiste (Weinstein et al., 2004). Un autre produit du géne GNAS, issu d’un
promoteur en amont de celui de Gas est la protéine neuroendocrine sécrétoire de 55 kDa
(Nesp55) n’est pas apparentée a Gas sur le plan structurel et fonctionnel. Le troisiéme transcrit
de GNAS est l'isoforme GasXL, spécifique aux tissus neuroendocrines (Hayward et al., 1998;
Wettschureck and Offermanns, 2005; Xie et al., 2006). Contrairement a Nesp55, GasXL est
structurellement identique a Gas, mais posséde une trés longue séquence N-terminale codée
par un premier exon spécifique (Kehlenbach et al., 1994; Wettschureck and Offermanns, 2005).
Nesp55 est uniquement exprimé a partir de I’allele maternel, son promoteur étant méthylé au
niveau des dinucléotides CpG sur 1'all¢le paternel. A I’'inverse, GasXL n'est exprimé que par

l'allele paternel, son promoteur étant méthylé sur 1'allele maternel (Figure 29).
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Figure 29. Représentation schématique du locus GNAS. Les transcrits de GNAS générés a partir des
alleles maternel et paternel sont représentés en haut et en bas, respectivement. Les promoteurs actifs sur
les exons codant pour Nesp55 (NESP), GasXL (GNASXL) et Gas (exon 1) sont indiqués par des fléches
du coté ou ils sont actifs. Ainsi, Nesp55 s’exprime uniquement a partir de I’alléle maternel alors que
GasXL s’exprime a partir de I’alléle paternel. Les régions méthylées sont indiquées au-dessus des
promoteurs inactifs (croix rouge). Les exons pour les transcrits non codants ne sont pas représentés.
(Adapté de Xie et al., 2006; Weinstein et al., 2004).

3.2. La famille Gai/o

La premiere sous-unité Ga clonée était celle de la transducine Gat, capable de moduler le
niveau intracellulaire du guanosine monophosphate cyclique (GMPc). En février 1985,
plusieurs auteurs ont publié le résultat du clonage de la transducine a a partir de d’ADNc de la
rétine de boeuf, montrant des séquences trés similaires mais non identiques entre les cellules de
cones et de batonnets (Lochrie et al., 1985; Medynski et al., 1985; Birnbaumer, 2007). Ces
premiéres données montrant I’existence de deux isoformes rétiniennes Gatl et Gat2, ont ensuite
été complétées pour révéler que la famille Gai/o est constituée en réalité de Gatl, Gat2, de
deux isoformes du systéme nerveux central (SNC) de type GaoA et GaoB, de Gail, Gai2, Gai3
détectées dans la plupart des types cellulaires, ainsi que de Goz dont I'expression est limitée a
certains neurones et aux plaquettes (Ho and Wong, 1998; Wettschureck and Offermanns, 2005;
Milligan and Kostenis, 2006). La famille Gai/o de nature inhibitrice, et notamment Gail, Gai2,
Gai3 classiquement couplées a de nombreux RCPGs inhibiteurs, est connue pour sa capacité a
inhiber l'activité de I'AC (a I’inverse de Gas) et diminuer la production d’AMPc a partir d’ATP.
De nombreuses hormones et neurotransmetteurs essentiels, notamment ['adrénaline,
l'acétylcholine, la dopamine ou la sérotonine via 1’activation de leur RCPGs respectifs,
I’adrénocepteur-o2, M2/M4-muscarinique, de la dopamine (D2, D3), de la sérotonine (5-
HT1A), utilisent la voie Gai/o pour des réponses physiologiques (Neves et al., 2002; Dorsam
and Gutkind, 2007; Albarran-Juarez et al., 2009; Ockenga et al., 2013). Les membres de cette

famille ainsi que les sous-unités Gy issues de leurs activations sont capables de réguler
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plusieurs effecteurs notamment les canaux calciques et potassiques (GaoA/B), certaines PLC
et la phosphoinositide 3-kinase ou PI3K (GPy), ou la voie de transduction des MAPKs (mitogen
activated protein kinases) (Wickman and Clapham, 1995; Clark et al., 2003; Wettschureck and
Offermanns, 2005; Dorsam and Gutkind, 2007). La famille Gai/o est sensible a la toxine
pertussique (PTX) produite par Bordetella pertussis, qui catalyse la ribosylation de I’ADP de
la sous-unité Gai au niveau d’une cystéine (Cys*>?) C-terminale et ’empéche de maniére
constitutive d’interagir avec le récepteur (Kaslow and Burns, 1992; Neves et al., 2002). Goz est
le seul membre de cette famille a étre insensible a PTX mais reste cependant identique aux
autres Gai dans le couplage aux RCPGs et I’activation des effecteurs (Hsia et al., 1984;
Birnbaumer, 2007; Mangmool and Kurose, 2011). La famille Gi/o est la famille de protéine Ga

la plus grande et la plus diverse.

3.3. La famille Gaq/11

Cette famille est composée de Goqg, Gall, Gal4 et Gal5/16. En 1990, des efforts de
purification a partir de foie de boeuf ont abouti a l'identification et la caractérisation de Gag/11
sous forme d’un polypeptide de 42 kDa (Taylor et al., 1990). La comparaison des séquences en
acides aminés de Gaq et Gall obtenues d’ADNc de cerveau de souris avec les autres Go
identifiées a I’époque a permis a Strathmann et Simon de suggérer Gag/11 comme une 3¢m¢
famille de protéine G (Strathmann and Simon, 1990). Par hybridation a partir d'ARN purifié¢ de
divers tissus de souris, il a été montré que Gaq et Gall sont exprimées de manicre ubiquiste,
contrairement aux deux autres membres Gal4 et Gal5/16 de cette famille dont I'expression est
plus restreinte (Wilkie et al., 1991; Milligan and Kostenis, 2006). En effet, Gal4 se trouve
principalement dans le rein, le poumon ou le foie, et Gal5/16 est spécifiquement exprimée dans
les cellules hématopoiétiques (Downes and Gautam, 1999; Wettschureck and Offermanns,
2005; Syrovatkina et al., 2016). Tous les membres de la famille Gaq sont capables d’activer les
trois isoformes de la phospholipase CB (PLCP1-3) (Smrcka et al., 1991; Wu et al., 1992)
responsable de 1’hydrolyse du phosphatidylinositol 4,5-biphosphate (PIP2) membranaire en
inositol triphosphate (IP3) et diacylglycerol (DAG) qui activent respectivement la libération de
Ca?* a partir des pools du réticulum endoplasmique (RE) et les protéines kinases C (PKC). Les
membres de la famille Gaq sont toutes insensibles a la PTX mais des inhibiteurs ont pu étre
proposés plus récemment, bien qu’ils suscitent la controverse. Parmi ces inhibiteurs il y a BIM-
46187, qui en particulier inhibe D’activation de Gog en empéche les changements de
conformation du complexe RCPG/Ga bloquant de I’échange GDP/GTP stimulé par I’agoniste

(Ayoub et al., 2009). En plus d’inhiber ainsi la signalisation associée a la voie Goq (comme la
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libération de calcium), il a été¢ démontré que BIM-46174 empéche également la signalisation
des RCPGs médiée par d’autre sous-unité Go, notamment la génération d' AMPc par Gas ou le
recrutement de Gas ou Gaq dans la voie wnt-2/frizzled pour I’invasion tumorale (Prévost et al.,
2006; Ayoub et al., 2009). L’absence de spécificité¢ de BIM-46187 dans I’inhibition des sous-
unités Ga le rend moins intéressant dans les études de fonctionnalité d’une protéine.

D’autres voies de signalisation activées par la famille Goq ont été décrites. A titre d’exemple,
le couplage Gaq au RCPG PAR-1 dont le ligand est la thrombine, peut activer le promoteur c-
jun via le recrutement de différentes MAPK (JNK, c-Jun N-terminal kinase, MAPK p38,
ERKS5/6) (Marinissen et al., 2003) ou bien Gaq peut également étre impliquée dans l'activation
de ERK (van Biesen et al., 1996) et la régulation de la croissance cellulaire (LaMorte et al.,
1993). Un lien évident entre les récepteurs couplés a Gaq et l'activation de Rho
indépendamment des effets sur les PLCPs a aussi été décrit (Katoh et al., 1998; Vogt et al.,
2003; Birnbaumer, 2007; Williams et al., 2007). De plus, la voie Goq étant hautement
conservée chez toutes les espéces (environ 82% d’identité entre Caenorhabditis elegans et
I’Homme), Williams et al., ont démontré que les membres de la famille Gaq peuvent activés
les Rho, notamment RhoA dans les cellules musculaires lisses via p63RhoGEF (qui contient
un domaine d'échange de nucléotide guanine (GEF) spécifique de Rho) pilotant ainsi la
locomotion, la ponte et la croissance chez C elegans (Williams et al., 2007; Syrovatkina et al.,
2016). Aussi, en surexprimant Gaq et p63RhoGEF dans des cellules embryonnaire 293 du rein
humain (HEK293), il a été proposé que 1’activation de p63RhoGEF en interagissant directement
avec Gog, entrainerait l'activation de RhoA indépendamment de I’activation de la PLC,
l'effecteur canonique de Gaq (Lutz et al., 2005). De plus, la surexpression de p63RhoGEF dans
des cellules humaines de carcinome de vessie induirait 1’activation de RhoA associée a la

formation de fibres de stress a l'actine (Lutz et al., 2004).

11 faut noter que la sous-unité Ga.l15 semble étre la seule sous-unité atypique et différente des
autres de la famille Gag, 7) par sa faible similitude en acides aminés puisqu’elle posséde environ
57% d’identité de séquence avec Gall et Gaq (Yu et al., 2008; Syrovatkina et al., 2016) ii)
surtout parce qu’elle ne semble pas étre associée a un type de récepteur (Offermanns and Simon,
1995; Su et al., 2009; Giannone et al., 2010). Les spécificités liées a la sous-unité Gal5 sont

détaillées dans le chapitre 3.
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3.4. La famille Ga12/13

La famille Gal2/13 regroupe les sous-unités Gal2 et Gal3 dont les séquences
nucléotidiques complétes ont été rapportées en 1991 (Strathmann and Simon, 1991) montraient
67% d’identité de séquence en acides aminés entre elles et seulement 45% avec les autres sous-
unités Ga, permettant de classer Gal2 et Gal3 en tant que la 4™ famille de sous-unités Ga
(Strathmann and Simon, 1991; Milligan and Kostenis, 2006). Elles sont exprimées dans la
plupart des types cellulaires (cerveau, rein, foie, poumon, cceur, muscle, rate, testicule, utérus,
thymus) (Strathmann and Simon, 1991; Syrovatkina et al., 2016). Fautes d’inhibiteurs
pharmacologiques spécifiques, les voies de signalisations relayées par Gal2 et Gal3 ne sont
¢tudiées que depuis peu, grace aux outils moléculaires tels que les ARN interférents. Des études
biochimiques et structurelles chez les vertébrés ont clairement démontré que Ga12/13 sont les
activateurs majeurs des Rho GTPases par leurs interactions directes avec le domaine régulateur
de signalisation (RGS) de p115RhoGEF (Katoh et al., 1998; Wells et al., 2002; Aittaleb et al.,
2010). Les sous-unités Gal2 et Gal3 sont actuellement bien connues pour leur rdle dans le
remodelage du cytosquelette permettant notamment la formation des fibres de stress d’actine et
de points focaux d’adhésion via la GTPase Rho (Buhl et al., 1995; Denis et al., 2012). Dans la
lignée de fibroblastes Swiss 3T3, Iutilisation d’un mutant dominant négatif a démontr¢ le role
de la sous-unité Gal3 sur les fibres de stress via la transactivation du récepteur de /’epidermal
growth factor (EGFR) (Gohla et al., 1998). Une autre fonction cellulaire importante de Ga12
et Gal3 est leur capacité a interagir avec le domaine cytoplasmique de certaines cadhérines (N-
cadherine et E-cadherine), provoquant la libération de la B-caténine, qui régule négativement la
capacité d’adhésion cellule-cellule de la E-cadhérine, induisant ainsi la migration des cellules
de cancer du sein et de leucémie (Meigs et al., 2001; Meigs et al., 2002; Wettschureck and
Offermanns, 2005). Il faut mentionner que certains récepteurs des chimiokines, et notamment
le récepteur CXCR4 ou le récepteur UT de 'urotensine II (UII) peuvent coupler les protéines
Ga12/Gal3 pour I’activation des voies Rho/ROCK (Rho-associated protein kinase) permettant
la migration chimiotactique cellulaire (Bian et al., 2006; Tan et al., 2006; Lecointre et al., 2015).

4. Les sous-unités G et Gy des protéines G

Avant les années 1990, les sous-unités GPy étaient considérées comme des protéines G
structurelles nécessaires a la localisation membranaire et a l'inactivation des sous-unités Ga,
mais il est maintenant bien établi que les complexes Gy assurent au moins autant de fonctions

que les sous-unités Ga (Clapham et Neer 1993 ; van Biesen et al., 1996). Les sous-unités Gfy

Kléouforo-Paul DEMBELE 96



CHAPITRE 2 : les protéines G hétérotrimériques INTRODUCTION

régulent directement un ensemble de molécules effectrices, parmi lesquelles les PLCPBs (Park
et al., 1993), la phospholipase A2 (Jelsema and Axelrod, 1987), les AC (Federman et al., 1992),
certaines PI3K (Stoyanov et al., 1995), les canaux Ca** (Herlitze et al., 1996), des canaux
potassiques de type gated-inward rectifying potassium (Logothetis et al., 1987) ainsi que les
kinases spécifiques des récepteurs B-adrénergiques appelées BARK ou les kinases spécifiques
des récepteurs couplés aux protéines G (GRK), qui sont recrutées par Py pour la
désensibilisation des RCPGs par phosphorylation et internalisation (Pitcher et al., 1992; Shukla
et al., 2011; Im, 2013). Le clonage du gene codant la sous-unité § de la transducine par Van der
Voorn et Ploegh (1992) a permis de révéler qu’il code une protéine comportant des segments
répétitifs maintenant reconnus comme étant le motif répété WD40 (décrit précédemment), que
I'on retrouve également dans d'autres protéines dont la localisation et les fonctions sont
différentes, notamment la coronine (composant du cytosquelette d’actine), CDC4 (cell division
control protein 4), Ssn6 (protéine de répétition tétratricopeptidique (TPR)) et TUP1 (répresseur
général de la transcription chez la levure) sont nucléaires (van der Voorn and Ploegh, 1992;
Birnbaumer, 2007). Finalement, le nombre de sous-unités G connu a I’heure actuelle se
compte au nombre de 5, les GB1 a GB5 codées par les génes GNB1 a GNBS5, respectivement
(Tableau 2, Figure 30A). Les sous-unités GB1, GB2, GB3 et GB4 présentent une forte identité
de séquence entres elles (entre 80 et 90%), et leur expression est considérée comme ubiquiste.
En revanche, la sous-unit¢ GB5 ne montre que 50 % d’identité environ avec les autres sous-
unités B, et se trouve principalement exprimée dans le cerveau (Birnbaumer, 2007; Syrovatkina
et al., 2016). En effet, I'analyse phylogénétique des sous-unités G} montre qu’elles ont trés tot
divergé d'un ancétre commun en deux superfamilles qui donna ensuite d’une part, la famille
composée des sous-types GB1 a G4 et d'autre part, celle composée de la sous-unité G5
(Figure 30A) (Khan et al., 2013).

Au méme titre que les sous-unités Ga et Gf, la premiere sous-unité Gy clonée est celle de la
transducine (Hurley et al., 1984; Yatsunami et al., 1985). Finalement, 12 génes GNG1 a GNG12
codant les sous-unités Gy (Gyl a Gyl2) ont été identifiés chez les mammiféres. Composées
entre 68 et 75 acides aminés, ces sous-unités Gy, contrairement aux sous-unités Gf3, partagent
entre 20% et 80% d’identité de séquences (Figure 30B) (Syrovatkina et al., 2016). Au cours de
I’évolution, ces sous-unités Gy ont divergé en cinq classes : classe I (Gy7 et Gy12), classe II
(GY2, Gy3, Gy4 et Gy8), classe III (Gy5 et Gyl10); classe IV (Gyl, Gy9 et Gyl1) et classe V
(Gy13) (Khan et al., 2013).

Les sous-unités Gy forment des complexes permanents et obligatoires avec les sous-unités

GP et conferent une diversité structurelle et fonctionnelle qui n’est pas pleinement étudiée et
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comprise. Les dimeres Gy purifiés constitués de différentes combinaisons d'isoformes Gf3 et
Gy présentent généralement des activités biologiques similaires telles que I’activation des PKD
via PLCP2/3 (Lau et al., 2013a), la stimulation de I’AC (longtemps réservée pour Ga
uniquement) pour produire I’AMPc responsable de 1’activation du PKA (Melien, 2007) ou
I’activation de Akt via PI3K induit par les RCPGs (Hino et al., 2005).

. Position - MW :
Géne cytogénétique Protéine (kDa) Expression Effecteurs
Largement exprimé,
GNBI 1p36.2 p1 37,37 batonnets
GNB2 7q21.1-g21.2 B2 37,33 | Largement exprimé
GNB3 12p13 B3 37,22 | Largement exprimé, cones
GNB4 3q26-q27 B4 37,56 |Largement exprimé
GNB5 15921 BS 43,56 | Cerveau
AC type I (=)
GNGT1 7q21.3 vl 8,49 | Batonnets, Cerveau
AC types II, IV, VII (1)
GNGT2 17921 v14, ycone | 7,74 | Codnes, Cerveau
PLCB (B3> 2> p1) (1)
GNG2 14921-q22 Y2, 76 7,85 | Largement exprimé
GIRK1+4 (Kir3.1-3.4) (1)
GNG3 11pl1 3 8,3 scaenwsf‘;‘e’s"euules
2 PI3K (+)
GNG4 1q43-q44 v4 8,39 | Cerveau, autres tissues
VDCC de type T (+)
GNGS5 1p22 Y5 7,32 | Largement exprimé
VDCC de type N, P/Q, R ()
GNG7 19p13.3 7 7,52 |L t imé
p Y argement exprimé p114-RhoGEF ()
GNGS |19q132-q13.3| y8,y9 | 7,84 |FEPithélium olfactif/
voméronasal
GNG10 9q31-q32 v10 7,2 | Largement exprimé
GNG11 7q921.3 y1l 8,48 | Largement exprimé
GNG12 1p31-p33 v12 8 Largement exprimé
GNGI3 16p13.3 A9 || g ||SoEE s
gustatives

Tableau 2. Les différentes sous-unités GP et Gy et leurs fonctions. AC : Adénylyl-cyclase ; PLCP :
phospholipase C-f ; GIRK1-4 : G protein-coupled inwardly-rectifying potassium channels 1-4 ; PI3K :
Phosphoinositide 3-kinase ; VDCC : Canal calcique dépendant du voltage. RhoGEF : Rho-guanine
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nucleotide exchange factor. (+) indique une stimulation, (-) représente l'inhibition. (D’aprés
Wettschureck et Offermanns 2005; Milligan et Kostenis 2006; Hurowitz et al., 2000).

A —GB,

GB>
GB-
———GBs
GBs

50 70 90

% amino acid identity
B — Gy12
Gy7
Gy8
Gy2
Gy4
Gy3
Gy9

Gy1

Gy11

Gy13
Gy10

Gy5

20 40 60 80 100
% amino acid identity

Figure 30. Relation phylogénétique des sous-unités Gp et Gy chez ’Homme. (A) Les protéines G 1
a Gp4 présentent entre 80 et 80% d’homologie alors que GB5 ne montre que 50 % de similarité environ
avec les autres Gf. (B) Contrairement aux sous-unités Gp, les sous-unités Gy partagent entre 20% et
80% d’homologie de séquence et ont divergé en cinq classes au cours de 1’évolution : classe I (Gy7 et
Gy12), classe II (Gy2, Gy3, Gy4 et Gy8), classe III (Gy5 et Gyl0); classe IV (Gyl, Gy9 et Gyl1) et
classe V (Gy13) (D’apres Syrovatkina et al., 2016).
5. Principe de la signalisation des protéines G hétérotrimériques

Les RCPGs partagent la capacité de s’associer aux protéines G hétérotrimériques, et il était
précédemment supposé que ce complexe diffuse librement pour entrer en contact uniquement
avec des RCPGs activés. Plus récemment de nombreuses études in vitro et in cellulo ont permis
de montrer que les RCPGs pouvaient étre précouplés aux protéines Gofy.

En effet, la liaison aux récepteurs activés provoque l’¢loignement de I’hélice a5 de la

protéine Ga. par rapport a la boucle 6-a5, ce qui favoriserait un changement conformationel

conduisant a 1’échange de nucléotides au niveau de la sous-unité Ga et la dissociation de
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I'hétérodimere GBy de Ga-GTP (Oldham and Hamm, 2006). Ainsi, la transduction du signal
s'effectue par Ga-GTP et/ou GBy. La durée de vie du complexe Ga-GTP est limitée par 1'activité
intrinséque de la GTPase qui hydrolyse le GTP en GDP ramenant ainsi la sous-unit¢ Ga-GTP
a 1'état inactif ou elle est liée au GDP et peut a nouveau s'associer au dimere Gy (Neer, 1995;

Wang et al., 2002). Ce mécanisme entraine ainsi la terminaison de la signalisation.

5.1. Le couplage des protéines G aux récepteurs

Parce qu’il catalyse I’échange du GDP en GTP, un RCPG est donc considéré comme un
facteur d’échange du nucléotide guanine ou guanine nucleotide-exchange factor (GEF)
(Rosenbaum et al., 2009). Avec environ 850 RCPGs jouant le réle de GEF, et des dizaines
d'effecteurs de protéines G, la voie de signalisation des protéines G est diverse et complexe,
(Temple et al., 2010). Tous les RCPGs connus n’interagissent en effet pas forcément avec les
mémes protéines G (Figure 31A) : pendant que certains RCPGs peuvent étre couplés a la méme
protéine Go, comme le B1AR et le récepteur 5-HTs qui couplent préférentiellement Gas (Frielle
et al., 1987; Ruat et al., 1993; Flock et al., 2017), d’autres RCPGs peuvent étre couplés a
plusieurs protéines Ga, tel I'exemple du récepteur P2 adrénergique (B2AR) qui est
principalement couplé aux protéines Gas mais peut également lier Gai (Li et al., 2004). En
effet, les antagonistes sélectifs de Gai (NF 023) et Gas (NF 449) ainsi que I’inhibiteur de I’AC
(SQ 22536) bloquent la relaxation des cellules musculaires lisses de rat, induite par le
procaterol, un agoniste du B2AR (Li et al., 2004). D’autres études ont confirmé ces données
suggérant que le couplage de P2AR avec Gai et Gas est en réalit¢ dépendant du ligands
spécifique du f2AR et du mode de couplage aux protéines G (Wenzel-Seifert and Seifert, 2000;
Van Eps et al., 2018).

Dans ce contexte, Satagopam et al., (Satagopam et al., 2010) ont établi une distribution des
sous-familles de RCPG en fonction du nombre de familles Ga avec lesquelles ils interagissent
(Figure 31B). Leurs travaux ont permis de montrer que seule la famille TSHR (thyroid-
stimulating hormone receptor) de classe A Rhodopsine des RCPGs couple les membres des
quatre familles Ga (tous les membres de la famille Gagq ; les Gai, Gao, Goz, Gal2/13). La
majorité des RCPGs couple des membres d'une seule sous-famille Ga (623 des 708 RCPGs).
Seulement une quinzaine de sous-familles de RCPG sont capables d’interagir avec des
membres de 3 familles Ga, alors que 48 RCPGs couplent des membres de 2 familles Ga. Certes
les sous-familles de RCPG et protéines G exactes (Figure 31B) n’ont pas été précisé, ces travaux
confirment et mettent en évidence les nombreuses interactions possibles entre différents RCPGs

et différentes protéines G complexifiant la signalisation intracellulaire. Ainsi, selon le type de
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couplage, des réponses biologiques différentes peuvent étre observées, et ’interface entre
protéines G-RCPG est responsable de la spécificité d’interaction. En effet, pour chacun des
couples protéines G-RCPG, il existe plusieurs sites d’interaction des protéines G avec les
récepteurs mais un des mieux caractérisé est I’extrémité C-terminale de la sous-unit¢ Go
comme précédemment évoqué. Aussi, le remplacement de cinq résidus dans la boucle a3-5 de
Gas par des acides aminés homologues de Gai2, entraine la diminution de 1’affinité de liaison
du GTP induite par le récepteur B2AR tandis que 'affinité pour le récepteur augmente (Grishina
and Berlot, 2000). L'hélice aN interagit également avec le récepteur (Oldham and Hamm,
2008).

Deux théories ont été proposées pour expliquer le couplage des protéines G aux RCPGs.
Selon la premiére, I’interaction entre ces deux protéines s’exerce selon un mode collisionnel et
par diffusion latérale des protéines G au niveau de la membrane plasmique (couplage
collosionnel) ou les protéines G n’interagissent qu’avec des récepteurs activés (Gilman, 1987).
Cependant, I’observation de complexes RCPG/protéines G (Galés et al., 2005) avant
I’activation du récepteur, ainsi que l’activation rapide (de 1’ordre de la milliseconde) des
protéines G suite a la stimulation d’'un RCPG (Hille, 1992) ont fait émerger la seconde
hypothese selon laquelle il existerait un pré-couplage entre les RCPGs et les protéines G. De
nombreuses observations ont confirmé cette hypothése, i.e. i) la protéine Gat peut étre associée
aussi bien a la rhodopsine activée qu’inactivée (Jastrzebska et al., 2010), ii) il est possible
d’isoler des complexes récepteur/protéines G en 1’absence de stimulation par un agoniste
(Nanoff and Stiles, 1993), iii) la majorité des sites de contact entre le récepteur M3
muscarinique et Gas sont détectables aussi bien a I’état actif qu’inactif et iv) les sous-unités

Gas et GPy sont toujours associées au P2AR indépendamment de son état d’activation

(Lachance et al., 1999).

Dans une analyse récente (Flock et al., 2017), des données existantes sur le couplage des
protéines G a mis en évidence la complexité de la sélectivité du couplage dans le systeme de
signalisation RCPG-protéine G ou un important nombre de récepteurs couple différentes
protéines G (Figure 31 C ; Figure 32). A partir de 394 RCPGs classés structurellement en 6
classes (A a F): Rhodopsine (A), Sécrétine (B), Métabotropique glutamate (C), Fungal
pheromone (D), AMPc (E) et Frizzled smoothened (F), chaque classe se composant de familles
identifiées grace au guide ITUPHAR/BPS (International Union of Basic and Clinical
Pharmacology/British Pharmacological) de la base de données pharmacologique, les auteurs

ont établi les propriétés et caractéristiques de couplage des différentes familles de protéines G
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a plusieurs classes de RCPG comme illustré sur la Figure 32. Ainsi, leurs résultats montrent
effectivement que les différentes classes et familles de RCPG présentent des préférences de
couplage a certaines protéines G. A titre d’exemple, pendant que les 18 RCPGs étudiés de la
famille des chimiokines sont tous couplés a la famille Gai/o, la famille des RCPGs orphelins
dans la classe A de [IUPHAR peut étre couplée a au moins familles de protéines G (au nombre
de 5 RCPGs pour Gas, 7 pour Gai/o et Gag/11) ainsi qu’a des combinaisons (au nombre d’un
RCPG pour Gas+Gai/o et Goas+Gai/o+ Gag/11+Gal2/13 et 2 pour Gai/o+Gaq/11) (Figure
32A). Dans chaque classe, le nombre total de RCPG avec différentes propriétés de couplage
avec les familles de protéines G sont aussi précisés (Figure 32A), mettant en évidence la

variation ainsi que la complexité des couplages protéines G-RCPG.
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Figure 31. Sélectivité de la signalisation protéine G-RCPG. A. La méme protéine G peut étre activée
par différents récepteurs et le méme récepteur peut étre couplé a différentes protéines G. B. Distribution
des sous-familles de RCPG (d’apres Satagopam et al., 2010) en fonction du nombre de familles Ga avec
lesquelles ils interagissent. C. Représentation en réseau des données de couplage actuellement
disponibles des protéines G avec les RCPGs de classe A (C, gauche) ainsi que le nombre de récepteurs
(toutes les classes de RCPG) couplés a différentes protéines G (C, droite). (D’aprés Flock et al., 2017).
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Figure 32. Propriétés de couplage des protéines G aux RCPGs. A. Nombre de RCPG couplés aux
différentes protéines G ou combinaison de protéines G, pour chaque famille de RCPG selon le guide
IUPHAR/BPS de la base de données pharmacologique (GtoPdb). B. Nombre total de RCPG dans les 3
classes A, B, C de la base de données pharmacologique ayant des couplages avec différentes protéines
G ou combinaisons de protéines G. Le nombre de RCPGs dans chaque classe ou famille indique
le nombre de protéines G ou combinaison de protéines G auxquelles ils peuvent étre couplés.

(D’apres Flock et al., 2017).
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En utilisant la méthode STAR (Structure, Transparent, Accessible Reporting) récemment
introduite et utilisée dans toutes les revues de sciences de la vie de Cell Press, Inoue et ses
collégues ont récemment quantifié¢ les interactions entre 148 RCPGs et les extrémités C-
terminales des différentes famille de sous-unités Ga (Inoue et al., 2019). IIs ont mis en évidence
les résidus d’intérét des RCPGs impliqués dans la sélectivité du couplage avec les protéines G.
Parmi les différentes structures de la protéine Ga, 8 se sont avérés déterminantes pour le
couplage aux RCPGs : la partie N-terminale de la sous-unité, les hélices a2, a4 et a6 et les
boucles a2-B4, a4-B6, a3-f5, aN-B1 du domaine GTPase. Les extrémités N et C-terminales,
les boucles a4-B6 et aN-B1 semblent participer a la spécificité d’interaction entre les protéines
G et les RCPG (Moreira, 2014). Du point de vue du RCPG, en fonction de la longueur ainsi
que de la charge électrostatique des acides aminés composant les domaines ICL3 et I’extrémité
C-terminale du RCPG, ils ont établi une signature des couplages significatifs avec les quatre
familles de protéines G (Figure 33 A, B). On peut ainsi remarquer que la sélectivité du couplage
de la famille Ga12/13 est surtout dépendante de la composition du domaine ICL3 et du domaine
C-terminal du RCPG (Figure 33 B, D), alors que la caractéristique majeure contribuant au
couplage avec les familles Gai/o et Gas est surtout I’extrémité C-terminale du RCPG. En effet,
les caractéristiques déterminantes du couplage sont significativement plus abondantes du c6té
des interfaces cytosoliques du récepteur (Figure 33 C, D), notamment aux interfaces connues
de liaison aux protéines G (comme les hélices TM3, TM5, TM6 et la boucle intracellulaire
ICL3) (Venkatakrishnan et al., 2016; Inoue et al., 2019). Pour exemple, 1’étude du complexe
formé par le M3R et Gaq a montré que i) la sous-unité Gaq interagit avec plusieurs sites de
I’hélice a8 du M3R notamment via des résidus de la boucle a4-B6 et I’extrémité C-terminale,
ii) Goq se lie avec au moins 3 résidus de la boucle cytoplasmique du TM6 de M3R et iii) le
résidu arginine de I’hélice aN de Goaq est en contact avec ICL2 de M3R (J Hu et al., 2010).
Dans le cas du récepteur B2AR couplé au complexe Gasply2, la structure cristallographique
montre que seules les parties N- et C-terminales et I’hélice a4 de Gas interagissent avec le
récepteur (Rasmussen et al., 2011). Il apparait que la partie C-terminale s’insére au cceur de la
cavité cytoplasique (formée par I’activation du RCPG) constituée des TM3, TMS5, TM6, et TM7
(Janz and Farrens, 2004; Scheerer et al., 2008; Rasmussen et al., 2011). D’autres études ont
également démontré que le motif E/DRY dans la boucle ICL2 est impliqué dans une interaction
directe avec les sous-unités Ga (Scheerer et al., 2008; Choe et al., 2011) ce qui corrobore les

mécanismes d’activation et la théorie du verrou ionique observé pour les RCPGs.
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Ainsi, plusieurs autres caractéristiques se trouvent dans des régions extérieures aux 7 TM,
en particulier les régions ICL3 ou C-terminales (Figure 33 B, C, D), qui ne sont généralement
pas visibles dans les structures expérimentales, a 1'exception de ICL3 dans certains complexes
formés avec Gai/o, mais qui jouent néanmoins un rodle crucial dans la signalisation
(Venkatakrishnan et al., 2014). Aussi, il existe plutdt une contribution égale des positions a
l'intérieur ou l'extérieur des 7 TM du RCPG pour toutes les familles de protéines G, avec une

plus grande prévalence des positions a 1’extérieur pour la famille Ga12/13 (Figure 33 C, D).
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Figure 33. Résidus clés des RCPGs impliqués dans la sélectivité du couplage aux protéines G. A.
Schéma du RCPG indiquant les régions contribuant aux caractéristiques. ICL : boucle intracellulaire ;
ECL : boucle extracellulaire ; TM : hélice transmembranaire. B. L’influence des résidus extra-7TM,
notamment les domaines ICL3 et C-terminus incluant la longueur et la composition en acides aminés
sur le poids du couplage de 11 protéines G. Chaque cellule est colorée sur la base du coefficient donnée
dans la fonction de décision du groupe de couplage correspondant (le poids), les valeurs négatives et
positives étant colorées en rouge et en vert, respectivement. C. Analyse fonctionnelle des résidus liés a
la sélectivité de couplage RCPG-protéine G. La figure du haut correspond a la distribution des fractions
extra et intra-7TM du RCPG, caractéristiques du couplage. La fraction des 7TM ne comprend que le
domaine hélicoidal au sein des 7TM alors que I’extra-7TM inclut les extrémités N- et C-terminales et
les boucles extracellulaires et intracellulaires (ECL et ICL) des récepteurs. Sur la figure en bas est
indiquée la distribution des fractions caractéristiques du couplage dans la zone transmembranaire,
incluant le domaine extracellulaire (EC), transmembranaire TM et intracellulaire (IC). D. Répartition
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significativement des fractions du RCPG caractéristiques du couplage en dehors de la zone des 7TM.
(D’apres Inoue et al., 2019).

En plus des nombreux déterminants structurels sur Go, I’un des déterminants moins célébres
de la spécificité du couplage aux RCPGs est la sous-unité GBy. Une précédente étude avait par
exemple démontré que la composition du dimere Gy orientait 1’interaction et la signalisation
des récepteurs P1AR et A2a de I’adénosine (A2aR). En effet, I’efficacité du dimere Gp4y2 peut
étre plus élevée que celle du dimere GB5y2 pour coupler Gas aux deux mémes RCPGs. Aussi,
la capacité de couplage au récepteur B1AR de GB1ly2 peut étre similaire a celle du dimere
GP4vy2, alors que le couplage au récepteur A2aR peut étonnamment étre 20 fois plus €élevée que
celui de GB4y2 (Mclntire et al., 2001; Oldham and Hamm, 2008). De plus, les complexes G 1-
4y2 seraient capables de stimuler I'AC2 de maniére similaire et les mémes complexes pourraient
entrainer 1’inhibition de I'AC1, alors que le complexe GB5y2 n’aurait quant a lui aucun effet.
Aussi, dans un méme complexe hétérotrimérique, la sous-unit¢ Gy a elle-seule pourrait
influencer 1’interaction et la spécificité de la signalisation des RCPGs particuliérement grace a
sa partie C-terminale (Azpiazu et al., 1999; Hou et al., 2000; Jian et al., 2001; Oldham and
Hamm, 2006). L’ensemble de ces données suggérent fortement que l'isoforme des sous-unités
dans le dimére Gy peut déterminer la spécificité de la signalisation au niveau des récepteurs

et des effecteurs.

En résumé, bien que la sous-unité¢ Ga ait été¢ la mieux caractérisée dans le couplage aux
RCPGs avec I’implication de ses nombreuses régions moléculaires, Gy apporte aussi une
contribution majeure dans la spécificité de I’interaction complexe entre protéine G et RCPG.
La diversité des sous-unités de protéine G offre donc plusieurs possibilités de combinaison
complexifiant ainsi les réponses biologiques associées aux RCPGs, un domaine de recherche

encore peu exploré.

5.1.1. Les mécanismes d’activation des protéines G
Deux modeles différents ont été suggérés pour expliquer le couplage des protéines aux
RCPGs : le «couplage par collision» et «1’échafaudage physique» (Galés and Bouvier, 2007;
Moreira, 2014). Le premier mode¢le suppose que les interactions se produisent par couplage de
collision et diffusion libre dans la membrane plasmique avec des interactions seulement entre
les protéines G et les récepteurs activés (Gilman, 1987; Oldham and Hamm, 2008). Néanmoins
le mode¢le par collision ne permet pas d’expliquer les temps de réponse trés rapides suite a une

stimulation extérieure. D’autre études ont plutot suggéré que des complexes RCPGs/protéines
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G, des complexes protéines G ou les deux pourraient persister pendant le processus d'activation
(Klein et al., 2000). C’est cette observation qui a conduit a I’hypothése de « I’échafaudage
physique » suggérant un pré-assemblage des protéines G et du RCPG avant l'activation, formant
un complexe stable au cours des premieres étapes de l'activation (Moreira, 2014). Beaucoup
d’étude récentes en faveur de cette hypothese de pré-couplage proviennent d'études de BRET
et/ou de FRET (Bioluminescence/Fluorescence Resonance Energy Transfer) utilisant des
récepteurs et des protéines G étiquetées par des fluorophores donneurs et accepteurs pour
¢tudier ces interactions in vivo (Galés and Bouvier, 2007; Oldham and Hamm, 2008). Grace a
ces méthodes, pour la premiére fois I’interaction et les mouvements entre un RCPG et les
protéines G en temps réel dans des cellules vivantes ont ét¢ mesurés par étiquetage du RCPG
B2AR et des sous-unités Gail, GB1, Gy2 (Galés et al., 2005). En effet, Galés et Bouvier ont
démontré que I’activation du RCPG entraine une augmentation du signal BRET, suggérant un
rapprochement entre le RCPG et la protéine G compatible avec le modele collisionnel (Galés
and Bouvier, 2007). Toutefois, le signal BRET basal spécifique était toujours détectable et
n’excluait pas la possibilité que I’augmentation du BRET refléte un réarrangement moléculaire
local au sein d’un complexe RCPG-protéine G. Par ailleurs, la stabilité du signal durant les
premiéres minutes d’activation est difficilement conciliable avec le mode¢le par collision qui ne
permet pas d’expliquer les temps de réponse trés rapides suite a la stimulation du RCPG. Bien
que beaucoup d’étude in vitro soutiennent maintenant le modéle conformationnel, compatible
avec la spécificité du couplage récepteur-protéine G et la réponse intracellulaire rapide, ce
modele de pré-couplage ne suffit pas pour expliquer toutes les possibilités d’activation
notamment dans le cas ou le RCPG est capable d’utiliser différentes protéines G pour
différentes voies de signalisation (Hill and Baker, 2003; Oldham and Hamm, 2008). Par
exemple, le cas de la signalisation des récepteurs P2AR dans I’activation de la voie MAP
Kinase, peut impliquer un switch dans le couplage du récepteur de la protéine Gas a la protéine
Gai (Daaka et al., 1997; Hill and Baker, 2003). En effet, Daaka et al., ont démontré que la
stimulation de B2AR entraine dans un premier temps, 1’activation de Gas conduisant a
I’activation de PKA. La PKA en phosphorylant en retour le 2AR au niveau de son ICL3 et de
son extrémité C-terminale, provoque d’une part, une atténuation du couplage f2AR-Gas et
facilite d’autre part, le couplage B2AR-Gai qui conduit & son tour a I'activation de la voie MAP
kinase (ERK1) (Daaka et al., 1997; Hill and Baker, 2003). Aussi, par des expériences de BRET,
il a été démontré que le récepteur de la thrombine PARI, connu pour utiliser les voies
signalisation de Gai, Gaq et Gal2 (Ghil et al., 2014) est pré-couplé a Gail mais pas a Gal2
(Ayoub et al., 2010). Ayoub et al., ont prouvé que I’activation PARI1 induit rapidement une
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activation transitoire de Gail (t1/2 = 4,13 s) et un recrutement tardif et stable de Gal2 (t1/2 =
8,8 min). De maniére intéressante, 1’évaluation par BRET de la capacité de recrutement de
Gal2 par d’autres RCPGs (5-HT2c, ViaR et M1) a montré que le signal basal mesuré entre ces
récepteurs et Gal2 était élevé par rapport a celui observé avec le récepteur PARI1, soutenant
ainsi l'existence de complexes préassemblés entre ces récepteurs et Gal2, contrairement a
PARI1 dont le recrutement de Ga12 s’effectue sur un temps plus long (Ayoub et al., 2010). Ces
travaux confirment non seulement les deux modeles de couplage mais suggerent aussi que

différents modes de couplage peuvent s’opérer selon le type de RCPG et de protéine G.

Il est finalement possible que ces modeles cohabitent dans des événements dynamiques.
Globalement, les protéines Gofy seraient a I’état basal sous forme libre ou pré-complexée aux
RCPGs, et leurs activations résulteraient d’un recrutement ou d’un réarrangement structural de
ce complexe. D’un point de vue conceptuel, I’existence d’un tel complexe pourrait permettre
une modulation spatio-temporelle sélective des effecteurs régulés par les couples
RCPGs/protéines G donnés et la concentration en ligand disponible (Galés and Bouvier, 2007;

Ayoub et al., 2010; Civciristov et al., 2018).

5.1.1. Cycle des protéines G

La fonction de commutation des protéines G dépend de la capacité de la sous-unité¢ Gao a
effectuer le cycle entre une conformation inactive liée au GDP interagissant avec un récepteur
activé, et une conformation active liée au GTP pouvant moduler l'activité des protéines
effectrices en aval, comme une variété d'enzymes et de canaux ioniques (Oldham and Hamm,
2006; Oldham and Hamm, 2008). Les stimuli extracellulaires tels que hormones,
neurotransmetteurs, chimiokines, lumicre et odeurs peuvent activer les récepteurs, entrainer un
changement conformationnel qui permet la liaison de la protéine G et catalyser la libération du
GDP par Ga, entrainant ainsi la formation d'un complexe stable de haute affinité entre le
récepteur activé et la protéine G. La liaison du GTP au Ga déstabilise ce complexe, ce qui
conduit a un réarrangement structurel du Ga-GTP, du dimeére Gy et du récepteur. Les deux
protéines Ga-GTP et Gy interagissent ensuite avec les protéines effectrices en aval, propageant
et amplifiant le signal intracellulaire. Le systéme est désactivé par l'activité GTPasique
intrinséque a Ga, améliorée par les régulateurs de la signalisation des protéines, les protéines
RGS. Cette activité enzymatique permet d’hydrolyser le GTP de Ga-GTP en GDP terminant la
réponse cellulaire et Ga se réassociant au dimere Gy, complétant ainsi le cycle d’activation

(Figure 34A). L’hétérotrimére résultant peut ensuite entrer dans un nouveau cycle si de
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nouveaux récepteurs activés sont présents (Wettschureck and Offermanns, 2005). Cependant,
il est décrit que l'activité GTPasique des protéines G in vitro est inférieure a celle observée dans
des conditions physiologiques, suggérant I'existence de mécanismes qui accélérent l'activité de
la GTPase. Divers effecteurs renforcant I'activité GTPasique de la sous-unité¢ Ga ont été décrits,
notamment les RGS, qui agissent comme des protéines activant les GTPases (GAP, GTPase-
activating protein) contribuant ainsi a la désactivation et permettent une modulation rapide de
la protéine G régulant la durée et la cinétique de la signalisation (Tinker, 2006; Aittaleb et al.,

2010).

5.1.1.1. Relargage du GDP de la sous-unité Ga

Le récepteur une fois activé, agit comme catalyseur de la réaction d’échange de GDP par du
GTP au niveau de la sous-unité Ga. Lors de cette dissociation du GDP de la sous-unité G, un
complexe de haute affinité est formé entre le récepteur et la protéine G et jusqu’a ce que le GTP
se lie a sous-unité¢ Ga. Les modeles courants montrent que la poche de liaison du GDP au sein
de Ga est a une distance d’environ 30A du site de contact du récepteur le plus proche
(Ciarkowski et al., 2005; Van Eps et al., 2006). Par conséquent, le récepteur doit induire un
changement de conformation dans la protéine G pour provoquer la libération du GDP (Oldham
and Hamm, 2008). Deux mode¢les ont été proposés pour expliquer la maniere dont le récepteur
modifie 1'orientation relative des sous-unités Ga et GBy et provoque la libération du GDP de la
sous-unité Ga. Dans le premier modele appelé lever arm model, le récepteur utilise 1’hélice N-
terminale de Ga comme levier pour éloigner la sous-unité Goa de GPy. Cela entraine le décalage
des boucles Switch I et Switch II de Ga, loin de la poche de liaison aux nucléotides permettant
ainsi la libération du GDP (liri et al., 1998). Cette hypothése a été soutenue dans une étude ou
le raccourcissement de I’extrémité C-terminale de 1'hélice aN, par délétion de quatre acides
aminés pour mimer l'orientation supposée induite par le récepteur, permet a GBy d’agir comme
un facteur d’échange (GEF) pour Gas (Rondard et al., 2001). Le deuxiéme modele appelé gear-
shift, propose plutot que le récepteur utilise I'hélice aN pour forcer GBy a se rapprocher de Ga,
permettant ainsi a 'extrémité N-terminale de Gy de s’engager avec le domaine hélicoidal de
Ga. Cette interaction provoque I’ouverture de I’écart inter-domaine entre le domaine hélicoidal
et le domaine GTPase de Ga, entrainant la libération du GDP (Cherfils and Chabre, 2003;
Oldham and Hamm, 2008). En effet, le mouvement du domaine hélicoidal a été confirmé par
la structure cristalline du complexe hétérotrimérique GasPly2 dans I'état de transition en
l'absence de nucléotides et en complexe avec le B2AR en conformation active (Rasmussen et

al., 2011). Dans cette structure, le domaine hélicoidal effectue une rotation d'environ 130° par
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rapport a sa position dans les structures liées aux nucléotides, libérant 'accés permettant
I'échange des nucléotides (Audet and Bouvier, 2012).

Tous ces modeles présentent le dimére Gy comme treés important dans le relargage du GDP
d’ou la présence cruciale de ce dimére dans le complexe Gapy-RCPG pour l'activation de la

protéine G par le RCPG activé.

5.1.1.2. Liaison du GTP et dissociation du complexe trimérique

La plupart des études rapporte que la liaison du GTP a la sous-unit¢é Ga entraine un
réarrangement structural du Go-GTP, de Gy ainsi que du récepteur, ce qui permet la
dissociation du récepteur et l’interaction avec des effecteurs. Une comparaison entre les
structures cristallines du complexe hétérotrimérique a I’état basal et de la sous-unité Ga li¢e a
un analogue non hydrolysable du GTP, le GTPyS, révele que des changements
conformationnels au niveau des trois régions Switch de Ga, modifient et altérent la surface
d’interaction avec Gfy, provoquant ainsi la séparation des sous-unités. Bien que ces
changements de conformation soient nécessaires pour la liaison de Ga au GTP, il est par
exemple démontré que ces changements ne peuvent pas se produire dans 1’hétérotrimére formé
par GalB1y2, hétérotrimere qui se lie au GDP avec une affinité 100 fois supérieure en présence
de Gy par rapport a celle des sous-unités Ga libres (Sprang, 2016). L activation du RCPG par
un agoniste induit ainsi le changement conformationnel aboutissant a la fixation du GTP et la
dissociation GPy.

Ce cycle fonctionnel de l'activit¢ des protéines G est le plus suggéré avec
dissociation/réassociation des sous-unités au cours du processus de signalisation ; cependant
une autre hypotheése (Figure 34B) propose une dissociation incompléte des sous-unités
impliquant de nombreux hétérotrimeres actifs liés au GTP (Ga-GTPGpy) (Biinemann et al.,
2003; Lambert, 2008; Bondar and Lazar, 2014). En effet, les premiéres expériences in cellulo
basées sur des mesures de FRET chez 1’amibe Dictyostelium discoideum avec les sous-unités
Ga et G marquées respectivement par la protéine fluorescente CFP et YFP (Janetopoulos et
al., 2001) indiquent que l'activation du récepteur chimiotactique de ’AMPc (cAR1) dans ces
cellules entraine une forte diminution du signal FRET entre les sous-unités, ce qui est
compatible avec la dissociation des hétérotrimeres marqués. Cependant, une augmentation du
signal FRET est au contraire rapportée entre les sous-unités marquées Gai-YFP et CFP-GB1y2
apres l'activation du récepteur a2AR par la noradrénaline (Blinemann et al., 2003) impliquant
un réarrangement des sous-unités, plutoét que leur dissociation et supportant ainsi I’hypothése

d’un hétérotrimere (Ga-GTPGPy) étroitement associ€¢ aprés activation, méme si dans la
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majorité des cas il y aura dissociation de 1’hétérotrimere (Biinemann et al., 2003; Frank et al.,
2005; Digby et al., 2006; Bondar and Lazar, 2014). Il semblerait que 1'augmentation ou la
diminution du signal FRET induit par I’activation du récepteur dans ces expériences soit
dépendant de l'isoforme Gao étudiée et de l'emplacement précis des fragments rapporteurs

(Frank et al., 2005; Lambert, 2008; Bondar and Lazar, 2014).

A
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a

Figure 34. Les deux versions du cycle d'activation des protéines G hétérotrimériques. A. Le mod¢le
commun simplifi¢ dans lequel la liaison au GTP et la dissociation des hétérotrimeres est présenté sous
la forme d'une étape unique irréversible. L'activité GEF du RCPG accélere 1'échange du GDP pour GTP,
tandis que les RGS accélérent I'hydrolyse du GTP. B. Un modele plus complet dans lequel la liaison au
GTP et la dissociation des hétérotrimeéres est présentée sous forme d'étapes réversibles distinctes. Les
deux mod¢les pourraient coexister. (Adaptée de Bondar et Lazar 2014; Lambert 2008; Neubig et
Siderovski 2002). GAP : GTPase activating proteins ; GEF : facteur d’échange de la guanine ; RGS :
regulator of G protein signaling.

Aussi, il est suggéré qu’une méme sous-unité Ga peut se lier simultanément au dimére Gy

et a un effecteur respectivement grace a I’hélice aN et par 1’intermédiaire des régions switch
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(Lambert, 2008). Par exemple, il a ét¢ démontré que les sous-unités Gaq et Gal3 peuvent
interagir avec certains de leurs effecteurs (Regulator of G protein signaling (RGS2) et PLC
pour Gaq, RGSRhoGEF pour Gal3) tout en restant potentiellement associé¢e a Gy, régulant
ainsi la migration de cellules MCF7 stimulées avec 1’acide lysophosphatidique (LPA)
(Cervantes-Villagrana et al., 2019). Des résultats similaires sont rapportés avec 1’hétérotrimere
formé par la sous-unité¢ Gail constitutivement active et GB1y2, qui peut activer les canaux
GIRKs (Bondar and Lazar, 2014).

Dans tous les cas, il est important de noter la possibilité que les cellules utilisent des
hétérotrimeres intacts et dissociés pour le transport des signaux et que la probabilité de
dissociation des sous-unités soit optimisée pour répondre a un besoin de signalisation

particulier.

5.1.2. Les effecteurs des protéines G
Les protéines G hétérotrimériques régulent une multitude de voies de signalisation cellulaire
en transmettant, via les sous-unités Ga ainsi que les dimeres Gy, les signaux des RCPGs aux

effecteurs intracellulaires, et les fonctions physiopathologiques.

5.1.2.1. Les effecteurs des sous-unités Ga
5.1.2.1.1. Les adénylyl-cyclases (AC)

Un des effecteurs des sous-unités Ga les plus connus est I’AC, une enzyme membranaire
qui synthétise ’AMPc a partir de I’ATP. La réaction nécessite du magnésium (Mg?*) et
provoque la libération de pyrophosphate. L’AMPc devient a son tour un activateur allostérique
intracellulaire de plusieurs effecteurs intracellulaires dont le plus connu est la PKA (Sunahara
etal., 1996; Qi et al., 2019). Grace aux différents travaux de clonage réalisés depuis la premiere
publication du groupe de Gilman en 1989 (Krupinski et al., 1989), on dénombre actuellement,
chez les mammiféres, neuf isoformes membranaires d’AC notées AC1 a AC9 largement
distribuées (Tableau 3) dont la premiere (type 1, AC1) fut caractérisée a partir d'une librairie
d'ADNc de cerveau de beeuf (Krupinski et al., 1989; Berridge, 2014), et une isoforme soluble
(ACI10) qui est exprimée essentiellement dans les testicules (Hanoune and Defer, 2001).

Les isoformes membranaires sont des glycoprotéines dont le poids moléculaire est compris
entre 120 et 140 kDa. Toutes possédent une structure secondaire commune contenant une
extrémité N-terminale intracellulaire, deux domaines transmembranaires similaires (M1 et M2)
constitués chacun de six segments transmembranaires organisés en hélices a et séparés par une

boucle cytoplasmique C1 et une extrémité C-terminale cytoplasmique appelée C2 (Qi et al.,
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2019). La région C1 porte les domaines de liaison a I’ATP pour former le coeur catalytique de
I’AC. Le domaine C2 est le domaine régulateur ou se trouve le site de liaison des sous-unités
Ga ainsi que les sites de liaison de la forskoline (FSK), activateur connu de la plupart des
isoformes membranaires, ou encore du magnésium (Sprang et al., 2007; Willoughby and
Cooper, 2007). Toutes les isoformes membranaires d'AC sont activées spécifiquement par la
sous-unité¢ Gas liée au GTP alors que seules les isoformes AC4, AC5 et AC6 sont inhibées
spécifiquement par Gai-GTP. Par sa liaison avec le domaine C2, Gas-GTP favorise
I’hétérodimérisation entre C1 et C2 tandis que Gai-GTP se lie a C1 et empéche la formation du
complexe C1-C2 (Sunahara, et al., 1997 ; (Taussig et al., 1993).

L’AMPc se lie aux sous-unités R (regulatory) d’une PKA, ce qui permet ensuite aux sous-
unités C (catalytic) de cette derniére de phosphoryler un large éventail de substrats en aval
comme le facteur de transcription CREB (cyclic AMP response element-binding protein) ou les

canaux calciques CaV1.1/CaV1.2 (Vandael et al., 2013; Berridge, 2014).

Régulation par :

AC
. &l Distribution tissulaire
isoforme Protelnes.G Calcium et kinases
Ga | GBy | Gai ou Goo

Cerveau, Glandes

AC1 | O Gai (-) CaM () ; PKC (+) ; CaMKIL (3) surrénales (médulla)

Cerveau, muscle

AC2 | ) PKC (+) squelettique et cardiaque,
poumon
AC3 () CaM (+) ; PKC (+) ; CaMKII (-) | Cerveau, épithélium olfactif
AC4 | ) PKC (+) Cerveau, ceeur, rein, foie,
2 ) . Cceur, cerveau, rein, foie,
ACGS | M) | O] O Ca® (+) ; PKC (+) 5 PKA () oumons
AC6 | (P | () ) Ca”* (-) ; PKC (+) ; PKA () Ubiquiste

Ubiquiste, forte dans le

LY ) i PKC (+) cerveau

Cerveau, poumons, utérus,

AC8 | (D | O CaM (+) testicules, cceur
Cerveau, muscle

ACY +) squelettique

AC10 Pas d’effet Activé par HCOs- Testicules

Tableau 3. Distribution et régulation des AC. Les AC membranaires (AC1-AC9) sont largement
distribuées. Elles sont particuliérement riches dans le cerveau, mais sont également exprimées dans de
nombreux autres types de cellules. L'AC10 soluble est limitée aux testicules. Elles sont toutes activées
par Gas, mais seulement quelques-unes sont inhibées par Goi. GBy peut aussi activer les isoformes AC2,
AC4 et AC7 et inhiber AC1, ACS5 et ACS8. (D’aprés Berridge, 2014). CaM : Calmoduline ; CaMK :
Calmoduline kinase ; (+) Stimulation ; (-) Inhibition.
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5.1.2.1.2. Les phospholipases C (PLC)

Connue pour étre activée par les sous-unités de la classe Gog, la PLC est une
phosphodiestérase qui catalyse 1’hydrolyse du phosphatidylinositol biphosphate (PIP2) en
seconds messagers, 1’inositol triphosphate (IP3) et le diacylglycerol (DAG) en réponse a
l'activation des RCPG. Cette voie de signalisation est dite « divergente » dans le sens ou I’'IP3
libéré de la membrane plasmique diffuse dans le cytosol pour générer un signal Ca®" en
engageant les récepteurs de I’IP3 (IP3R) libérant le Ca®* du réticulum endoplasmique (RE),
alors que le DAG provoque ’activation de la PKC en se fixant a I'un de ces domaines
régulateurs (domaine C1) (Berridge, 2014).

A ce jour, il existe treize types de PLC chez les mammiféres classés en six familles, f(1-4),
v(1-2), 6(1,3,4), &, n(1-2) et &, en fonction de leurs structures qui présentent des domaines
conservés ainsi que les domaines régulateurs spécifiques distincts. La plupart des PLCs partage
un mécanisme commun, mais chaque famille posséde des mécanismes d'activation distincts, un
role particulier et une distribution cellulaire spécifique liée a une fonction déterminée (Cocco
et al., 2015). Par exemple, les isoformes de PLCP sont activées par les RCPGs via les sous-
unités Goaq et/ou GBy tandis que les isoformes de PLCy sont activées par les récepteurs tyrosine
kinase (RTK). Les PLCe quant a elles peuvent étre activées par les RCPGs et les RTK (Suh et
al., 2008). Les isoformes de PLC peuvent également étre distinguées par leurs poids
moléculaires, leur sensibilité au Ca?* et leur localisation subcellulaire. Seules les PLCPBs seront

détaillées ici car elles constituent une cible d’intérét dans notre projet de recherche.

5.1.2.1.2.1. Caractéristiques structurelles des PLCps

Les PLCPs sont les premiéres PLCs pour lesquelles une interaction avec les sous-unités Gy
a été montrée, conduisant a une élévation de la concentration de calcium cytosolique. Trois des
4 isoformes PLCP, présentent des variants d'épissage (PLCPla et b, PLCB2a et b, PLCB4a et
b). Les sites de variation sont généralement localisés dans la partie C-terminale et modifient la
longueur totale de 1'enzyme (Figure 35A). L'élément déterminant de la famille PLCP est un
domaine C-terminal d'environ 400 acides aminés qui contient des segments hautement
conservés a son extrémité N-terminale (le domaine C-terminal proximal ou CTD) et un domaine
hélicoidal en spirale d'environ 300 acides aminés (le CTD distal) séparé par une région flexible
de 28 a 61 résidus (linker CTD). Les isoformes de PLCP partagent aussi bon nombre de
caractéristiques structurelles présentes dans d'autres membres de la famille des PLCs, y compris
le domaine TIM (triose-phosphate isomérase) contenant les structures catalytiques X et Y

conservées, une répétition de quatre motifs EF, les domaines PH et C2 et deux régions de liaison
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membrane-phospholipides. Il a ét¢ démontré que les sous-unités Gy interagissent via les
domaines PH N-terminal et TIM tandis que les sous-unités Goq régulent la PLCB en
interagissant avec leur domaine CTD (Gresset et al., 2012; Lyon and Tesmer, 2013), domaine
¢galement impliqué dans d’autres fonctions telles que la localisation nucléaire (Rhee, 2001;
Suh et al., 2008; Lyon and Tesmer, 2013). La structure cristalline du complexe Gaq/PLCB3

(Waldo et al., 2010; Lyon and Tesmer, 2013) a révélé un autre site de liaison au niveau du

domaine C2.
pag XY HINKSr o
:m uzlun ao:laa 172 584 nu”no s:usz nnmlu ) ((\7() TIM barrel
Pess [EIEEEE « Bl v = kel :
} ytic core |
PLCB1a N = o
PLCB1b = 7
PLCB2a N | I 1o
PLCB2b W — I 13
PLCB4a — I 1o
PLCB4b 7 — T o EF hands

proximal CTD
Figure 35. Structure des isozymes de PLCP et des variantes d'épissage. A. Structure primaire des
variants de la PLCP. Les nombres au-dessus du diagramme correspondent aux limites de chaque
domaine de la PLCB3. Tous les diagrammes présentés en A représentent des isoformes de PLCP
humaines a I’exception de PLCB4b qui est un variant provenant de Ratfus Norvegicus. Tous les variants
identifiés partagent le méme noyau catalytique, qui est le fragment minimal de PLC qui hydrolyse le
PIP2, situé entre la partie N-terminale et la fin du domaine C2. Les isoformes de PLCP différent le plus
significativement dans la longueur du linker X-Y, alors que les variants d’épissage rapportés pour
chaque isoforme varient principalement dans la longueur et la séquence du domaine CTD distal et dans
la partie C-terminale extréme. B. Structure tertiaire de la PLCB3 entiére complexée avec la sous-unité
Gaq activée. La structure présentée ici dérive de la base PDB ID 4GNK. Les domaines de la PLC[3 est
représentée avec le méme code couleur que dans la figure A et la sous-unité Gagq est colorée en gris. La
surface hydrophobe du domaine CTD distal qui lie I'hélice N-terminale de Goq est montrée en jaune.
Les extrémités N- et C-terminales de la PLCB3 et de Gaq sont étiquetés N et C ou N’et C’,
respectivement. (D’apres Lyon et Tesmer 2013).

Les sous-unités Gag, Gall et Gal4 activent indistinctement les isoformes 1, 3 et 4 de la
PLCp, et elles sont de faibles activatrices de la PLCB2 in vitro (Wu et al., 1992). En revanche,
Gal5/16, qui est surtout connue comme étant spécifiquement exprimée dans les cellules
hématopoiétiques, semble activer les PLCP1, 2 et 3 in vitro (Kozasa et al., 1993). De maniére
intéressante, la PLCP2 est également exprimée spécifiquement dans les cellules
hématopoiétiques. Par conséquent, il est suggéré que Gal5/16 et PLCPB2 sont fonctionnellement
liées dans ces cellules. Ensemble, ces données suggerent que certains membres de la famille
Gaq peuvent se coupler de maniére sélective aux isoformes de PLCP dans des cellules pour

générer des réponses tissus ou cellules spécifiques in vivo.
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5.1.2.1.2.2. Distribution tissulaire et régulation des PLCs

Les quatre isoformes de PLCP se distinguent aussi par leur profil d'expression et leurs voies
de régulation. La PLCP1 est fortement exprimée dans le cortex cérébral et 'hippocampe, alors
que l'expression de PLCP2 est largement, mais non exclusivement, limitée aux cellules
hématopoictiques (Park et al., 1993; Gresset et al., 2012). La PLCB3 est trés exprimée dans le
cerveau, le foie, la glande parotide et peut étre retrouvée dans tous les tissus, tandis que
l'expression de la PLCPB4 est plus marquée au niveau du cervelet et de la rétine (Suh et al.,
2008). Comme précédemment mentionné, toutes les PLCPs sont activées par Gag, bien qu'il y
ait une sélectivité pour les PLCB1 et PLCPB3 par rapport a PLCB2 (Smrcka and Sternweis, 1993).
De plus, ’implication des sous-unités Gy dans ’activation des PLCP a été proposée par Boyer
et al., en utilisant des vésicules constituées de sous-unités Gfy et de membranes d’érythrocytes
de dinde marquées avec de I’inositol-[*H] (Boyer et al., 1992). Ces auteurs ont ainsi montré que
GPy peut stimuler la voie des polyphosphoinositides via les isoformes de PLCB, excepté PLCB4
(Gresset et al., 2012). Des études ont finalement suggéré que la signalisation physiologique via
la PLCPI et la PLCP4 semble étre principalement, sinon entierement, relayée par les sous-
unités Gog. En revanche, la stimulation de la voie des inositol phosphates suite a 1’activation
de RCPGs couplés a Gai (tels certains récepteurs pour les peptides chimiotactiques dans les
neutrophiles) se produit via 1'activation de la PLCB2 et/ou de la PLCB3 par le dimére Gy
(Gresset et al., 2012). Aussi, le lipopolysaccharide (LPS) agoniste du TLR4 (Toll-like receptor-
4), qui est capable d’activer les facteurs de transcription tels que NF-«kB (nuclear factor-kappa
B), AP1 (la protéine activatrice 1) et CREB, induit une sous-expression post-transcriptionnelle
rapide et spécifique de PLCPB1 et PLCP2 dans les macrophages en déstabilisant leurs ARNm
(Grinberg et al., 2009).

La PLCB1 est la premic¢re GAP identifiée pour les protéines G et toutes les autres isoformes
stimulent de maniére robuste I'hydrolyse du GTP des sous-unités Gaq (Ross, 2008). Par
ailleurs, 1'activit¢ GAP de la PLCP se traduit par un taux d'hydrolyse du GTP suffisamment
¢levée pour empécher le récepteur activé de se dissocier du complexe de signalisation
Gaq/PLCP pendant la durée de vie du GTP lié. En d'autres termes, la PLC[} raméne rapidement
la sous-unité Gaq activée a 1'état li¢ au GDP, le récepteur activé reste cependant dans le
complexe ou il favorise la dissociation rapide du GDP et le cycle d'activation est réinitialisé.
En conséquence, la liaison de I'agoniste a un seul récepteur entraine plusieurs cycles d'activation
pour le complexe Gaq/PLCP (Harden et al., 2011). Un cas concret fut démontré avec des
vésicules de phospholipidiques contenant le récepteur M1 muscarinique et le trimeére Gaqf1y2

et la PLCBI1, ou la mesure de la cinétique des réactions d’échanges nucléotidiques dans ce
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complexe permit d’observer que 1’activit¢ GAP de la PLCB1 permet dans un premier temps
d’hydrolyser le GTP avec un temps de demie-réaction d'environ 25 ms qui est 1000 fois
supérieur au taux d'hydrolyse de base du GTP en I’absence de PLCB1, puis potentialise la
capacit¢ du M1R a diminuer I’affinit¢ du GDP ainsi qu’a accélérer d'environ 20 fois sa
dissociation de la sous-unit¢ Gaq (Mukhopadhyay and Ross, 1999; Turcotte et al., 2008;
Harden et al., 2011).

Dans ce contexte, on peut ajouter que les membres de la sous-famille des petites GTPases
Rac activent la PLCB2 et potentiellement la PLCPB3, mais aucune liaison apparente n’est
observée avec la PLCB1 ou PLCB4 (Illenberger et al., 1998; Illenberger et al., 2003a). Les
approches biochimiques ont montré que le domaine PH de la PLCP2 est a la fois nécessaire et
suffisant pour la liaison de Rac (Illenberger et al., 2003a) suggérant une signalisation PLCB2

spécifique.

5.1.2.1.2.3. Signalisation de la PLCp dans le noyau

La signalisation de la PLCP se produit non seulement au niveau membranaire mais
¢galement dans le noyau (Divecha and Irvine, 1995; Cocco et al., 2015). Bien que la présence
(par ordre décroissant d’abondance) de PLCB3, B2 et B4 ait également été détectée (Cocco et
al., 1999), PLCB1 est apparemment 1’isoforme la plus abondante dans le noyau de diverses
cellules, et sa région C-terminale est requise pour la localisation nucléaire (Kim et al., 1996).
La quantité de la protéine PLCB1 nucléaire, qui semble étre activée par un mécanisme inconnu
indépendamment de sa forme membranaire, augmente lors de la croissance cellulaire et diminue
lors de la différenciation (Manzoli et al., 1997). De maniére intéressante, 1'exposition des
cellules 3T3 a I’IGF-I entraine une augmentation rapide et transitoire de 'activité de la PLCB1
dans le noyau de ces cellules. De plus, I’inhibition de l'expression de la PLCB1 par des ARN
antisens supprime l'effet mitogeéne de 1'GF-I, tandis que la surexpression de cette isoforme
améliore considérablement la synthése de ' ADN observée lors du traitement avec le facteur de
croissance (Manzoli et al., 1997). Il a ét¢é montré dans des extraits nucléaires de fibroblastes
3T3 que le PIP2, substrat de la PLCP, est présent a l'intérieur du noyau associé a la matrice
nucléaire, avec toutes les enzymes et les précurseurs nécessaires a sa synthése (Divecha and
Irvine, 1995; Smrcka, 2015). Le traitement des mémes cellules avec IGF-1 induit une
diminution du taux de PIP2 nucléaire, concomitante a une augmentation du DAG nucléaire,
dépendante de la PLCB1 nucléaire. Dans le méme contexte, la stimulation avec le glutamate de
noyaux isolés a partir de cellules HEK exprimant le récepteur du glutamate (mGIluR5), entraine

des flux calciques intranucléaires qui sont bloqués par 1’U73122 et le ET18OCH3, deux
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inhibiteurs de la PLCP, ainsi que par les inhibiteurs de I’IP3R, le 2-APB et la Xestospongin.
Ces flux calciques sont également bloqués dans les neurones striataux transfectés avec la
protéine Goq non fonctionnelle (dominant négatif) ou les siRNA spécifiques de PLCB1 (Kumar
et al., 2008), suggérant ainsi I’existence d’une voie Gaq/PLCP dans le noyau. En accord avec
ces travaux, plusieurs études suggerent un role de la PLCP nucléaire dans la prolifération
cellulaire en controlant le cycle cellulaire, en particulier a la frontiére des phases G2/M (Faenza

et al., 2000; Fiume et al., 2009; Follo et al., 2014).

5.1.2.1.2.4. Role physiologique et physiopathologique des PLCps

Les altérations des isoformes de la PLCP ont été associées a plusieurs maladies pouvant
cibler différents tissus et organes (Follo et al., 2014; Cocco et al., 2015). Par exemple, la PLCB1
a ¢été décrite comme jouant un réle important dans le fonctionnement du cerveau et peut étre
associée a des troubles cérébraux (Koh, 2013). En fait, elle est fortement exprimée dans le
cortex cérébral, I'hippocampe, 1'amygdale, le septum latéral et le bulbe olfactif (Watanabe et
al., 1998; Fukaya et al., 2008), elle régule le développement cortical et la plasticité synaptique,
et intervient plus spécifiquement dans la signalisation des récepteurs muscariniques de
I'hippocampe. Les isoformes de la PLCP participent également a la différenciation et a
l'activation des cellules immunitaires, et contrdlent a la fois le systtme immunitaire natif et
adaptatif (Kawakami and Xiao, 2013). En particulier, la perte a la fois de PLCB2 et PLC[3 est
associée a une altération de la capacité migration des lymphocytes T provoquée par une
incapacité a augmenter le calcium intracellulaire. De manicre intéressante, il a ét¢ démontré
que I’expression de I’isoforme PLCPB2 est réduite dans les lymphocytes T humains de personnes
agées, suggérant ainsi qu'une déficience spécifique de cette enzyme dans les lymphocytes T
agés pourrait expliquer le défaut d’activité de la PLC lié a I’age et a contribuer a la suppression
de la réponse immune dans ce groupe de personnes (Li et al., 2000; Kawakami and Xiao, 2013).
De plus, la sous-expression de PLCB2 joue un role important dans la différenciation des
macrophages M1-M2. Alors que l'activité de PLCB3 est essentielle pour favoriser la survie des
macrophages, en particulier dans les plaques d'athérosclérose, elle pourrait ainsi constituer une
cible moléculaire spécifique pour le traitement de cette pathologie (Wang et al., 2008; Cocco
et al., 2015). Une étude utilisant des neutrophiles primaires a démontré¢ que le récepteur de
chimiokine CXCR2 forme un complexe macromoléculaire avec PLCP2 et la protéine
d’échafaudage NHERF1 (Na'/H" exchanger regulatory factor ). L’altération de ce complexe
diminue le signal calcique intracellulaire induit par 1’activation de CXCR2 et supprime la

migration chimiotactique et transépithéliale des neutrophiles (Y Wu et al., 2012) ainsi que
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production d’anions superoxyde (Jiang et al., 1997), suggérant ce complexe macromoléculaire
comme une cible thérapeutique d’intérét pour les maladies inflammatoires. De méme, les
petites GTPases telles que Cdc42, Racl et Rac2 lient et stimulent directement PLCB2 et PLCf33,
mais pas PLCB1 ni PLCB4 (Illenberger et al., 2003b; Lyon and Tesmer, 2013). De plus, Racl,
impliquée dans la stabilisation des lamellipodes pour la migration chimiotactique, est activée
en aval des protéines G et est nécessaire a l'activation de PLCB2 et PLCPB3 conduisant a la
génération d’IP3 et au flux de calcium dans les cellules myéloides humaines (Block et al.,
2016). En outre, la déplétion a la fois de PLCB2 et PLCP3, mais pas de PLCP1, inhibe
partiellement la migration des lymphocytes T en réponse au SDF-1 (Bach et al., 2007; Lyon
and Tesmer, 2013).

L’expression et 1’activité altérées des PLCPs sont aussi couramment détectées dans
différents cancers humains et sont souvent associ¢es a l'apparition et a la progression de
phénotypes tumoraux. Un cas trés intéressant est celui de la PLCPB2 : trés peu exprimée dans les
tissus normaux, sa surexpression (Bertagnolo et al., 2007)(Bertagnolo et al., 2007)est corrélée
a un mauvais pronostic dans une grande majorité des cancers du sein (Bertagnolo et al., 2006;
Park et al., 2012). Cette isoforme est capable de soutenir certaines caractéristiques malignes des
cellules tumorales, telles que la motilit¢ et I’invasion ou la prolifération. Cependant, sa
surexpression (plasmide d’expression) ou inhibition (siRNA) dans la lignée MCF10A issue de
cellules épithéliales mammaires n’ont pas d’effet significatif sur ces aspects de la tumorigenese,
suggérant qu’elle n’est pas oncogénique en tant que tel. En effet, dans les cellules normales ou
de cancer du sein, la régulation de I’expression de la PLCB2 ne modifie ni I’expression de la
cycline D1, de la cycline D3 et de leur partenaire CDK4 (cyclin-dependent kinase 4), ni celle
de la cycline A qui régule la transition le long des phase S/G2/M (Bertagnolo et al., 2007). Ces
données indiquent 1’absence de régulation des cyclines par la PLCB2 contrairement a PLCB1
qui a été suggérée étre un régulateur du cycle cellulaire des cellules murines leucémiques
érythroblastiques (LAM) en agissant sur le complexe de la cycline D3-CDK4 (Bertagnolo et
al., 2007). Par contre, I’augmentation de I’expression de la PLCB2 induite par une hypoxie dans
les cellules MDA-MB-231 issues d’un adénocarcinome mammaire, favorise la réorganisation
du cytosquelette d'actine et renforce la capacité d'invasion, via un effet combiné de HIF-1a et
son rdle dans la transition épithélio-mésenchymateuse (EMT) et la signalisation relayée par la
PLCPB2 (Brugnoli et al., 2016).

Les PLCPs jouent un role important dans le fonctionnement du cerveau et sont donc
associées a des troubles du systeme nerveux central. L'expression de la PLCPB1 est inversement

corrélée au grade pathologique des gliomes et constitue donc un potentiel facteur pronostique.
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En effet, les niveaux d’ARNm de la PLCBI sont plus élevés dans les tissus cérébraux non
tumoraux, et sont significativement supérieurs a ceux des gliomes de grade II. De plus, leur

expression est d’autant plus diminuée que le grade du gliome est ¢levé (Lu et al., 2016).

En conclusion, les PLCPs décrites ici ainsi que les autres phospholipases (PLA, PLD) non
détaillées dans le présent chapitre, sont des relais essentiels de la signalisation intracellulaire et
intercellulaire générant de nombreux médiateurs lipidiques bioactifs, tels que le DAG, ’acide

phosphatidique, I’acide lysophosphatidique et I’acide arachidonique (Park et al., 2012).

5.1.2.1.2.5. La signalisation du DAG / PKC

Dans le contexte de la signalisation des phospholipases, il est important de rappeler le role
des PKCs activées en aval. En effet, le DAG formé lorsque le PIP2 est hydrolysé par la PLC
reste au niveau membranaire, au niveau de duquel il agit, en paralléle avec le Ca?* libéré du
RE, comme un messager lipidique pour activer certains membres de la famille des PKCs. Les
PKCs sont réparties en trois familles nommées conventionnelles (PKCa, PKCPI et 11, PKCy),
nouvelles (PKC9, PKCe, PKCn, PKC0) et atypiques (PKCC, PKC1) (Tableau 4), qui présentent
des structures distinctes. Les PKCs conventionnelles ont un domaine pseudo-substrat N-
terminal (PS) suivi des domaines régulateurs C1 dupliqué (C1A, C1B) et C2, responsables de
la liaison du DAG et du Ca?" et du recrutement a la membranaire, un domaine C3 de liaison a
I’ATP et un domaine catalytique C4. Le domaine PS posséde une fonction auto-inhibitrice dans
la mesure ou il s'associe au site catalytique sur C4, l'empéchant ainsi de phosphoryler ses
substrats. Les nouvelles PKC ont une structure similaire, a la différence qu’elles ont un domaine
C2-like qui ne lie pas le Ca**. Les PKCs atypiques n’ont pas de domaine C2 et leur domaine
C1 qui n’est pas dupliqué ne lie ni le Ca**, ni le DAG (Griner and Kazanietz, 2007; do Carmo
et al., 2013; Berridge, 2014; Cooke et al., 2017).

A 1’état inactif, les PKCs se localisent dans le cytoplasme, mais apres activation via le DAG
et le Ca®' libérés suite a I’activation d’'un RCPG, les isoformes de la PKC peuvent étre
transportées vers la membrane plasmique, vers les organites cytoplasmiques ou dans le noyau
ou elles régulent la mitose, les voies de survie cellulaire, 1'apoptose, I'adhésion et la migration

cellulaire (do Carmo et al., 2013; Cooke et al., 2017).
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Groupe Isoformes Mécanisme d'activation Suplt::':j:lell;r e Promoteur de tumeur
Cellules tumorales Cellules tumorales de la
intestinales prostate, de I'endométre,

PKCa Dépendant du DAG et du Ca2+ pancréatiqu’es ot du sein, des. gl;omes et de
ISOfOI‘meS Phosphorylations sur les mammaires la vessie urinaire de haut
classiques résidus sérine, thréonine et %ralcliel - d
e ellules tumorales du
PKCp Y colon et du gliome
PKCy
Phosphorylations sur les
résidus sérine, thréonine et Cellules de gliome et .
. . Y : Cellules tumorales du sein
PKCd | tyrosine ; clivage des caspases ; | d'adénocarcinome ot du eliome
Activation par des cofacteurs | pulmonaire &
lipidiques
Cellules tumorales de la
vessie, du cerveau, du sein,
Nouvelles PKCs | Phosphorylations sur les de la peau, de la tete,"d.u
isoformes résidus sérine, thréonine et cou, Qu gliome thyroidien,
tyrosine ; clivage des caspases du foie, du poumon et de
la prostate
PKCO
PKCn Phosphorylations sur les C§1lqles NiH3T3 et Ce}lules MCEF-7 et
résidus sérine, thréonine et kératinocytes Glioblastome
PKCp | tyrosine
Isoforme Clivage des caspases ; Cellules tumorales Cellules tumorales du sein,
i PKC{ | Activation par des cofacteurs ovariennes pancréatiques et
atypique lipidiques hématopoiétiques

Tableau 4. Mécanismes d'activation des isoformes de PKC et leur role dans la tumorigenése.
(Adapté de do Carmo et al., 2013). PKC : protéine kinase C ; DAG : diacylglycérol.

La premiére preuve montrant I'implication de la PKC dans la tumorigénese provient d’études

sur les esters de phorbol (PE), suggérant que les PE peuvent imiter les effets du DAG et que le
développement des tumeurs par PE est associé a l'activation de la PKC (Nishizuka, 1984; do
Carmo et al., 2013). Il a ensuite été démontré récemment que les isoformes de la PKC pouvaient
réguler les voies de signalisation impliquées dans la prolifération cellulaire, la survie et la
migration, ainsi que les voies de signalisation impliquées dans la chimiorésistance (Griner and
Kazanietz, 2007; Martiny-Baron and Fabbro, 2007; X Wang et al., 2017; Bessa et al., 2018).
Par exemple, la surexpression de la PKCa dans la lignée MCF-7 issue d’un adénocarcinome
mammaire contribue a augmenter la capacité métastatique de ces cellules alors que son
inhibition réduit la prolifération ainsi que la migration des cellules MDA-MB-231 (Lenne et
al., 2010). De plus, l'activation de la PKCa par ’initiateur tumoral PE induit la stabilisation des
filaments d'actine tout en inactivant I’expression membranaire de la E-cadhérine, suggérant le
role de la PKCa dans la régulation des jonctions cellule-cellule (Mullin et al., 2000; do Carmo
et al., 2013). De méme, l'inactivation des PKCa ou PKCPI dans les cellules cancéreuses
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gastriques humaines altére la croissance et réduit la taille et le taux de formation de tumeurs
dans les xénogreffes de souris, associée a I’inhibition significative de I’activité du facteur de
transcription AP-1 connu pour étre principalement régulé par la PKC dans la tumorigenese
(Jiang et al., 2004). De maniére intéressante, la PKCa a été proposée comme pro-mitotique et
pro-survie dans les gliomes et sa perte dans les lignées cellulaires de gliome est associée a une
sensibilité accrue a divers stimuli apoptotiques tels que le TNF-a, la camptothécine ou le sulfate
de bléomycine (Cameron et al., 2008). Cependant, le mécanisme par lequel la PKCa contribue
a la prolifération des cellules de gliome semble complexe, car il fait intervenir différents
mécanismes de signalisation. Notamment, D’activation de mTORCI par la PKCa,
indépendamment de I’ Akt, alors que cette kinase est plutot comme la principale modulatrice de
la voie de signalisation ERK1/2, puissant mitogéne pour la croissance des cellules de gliome
(Leirdal and Sioud, 2000; Fan et al., 2009; do Carmo et al., 2013). De plus, Mut et al., ont
rapporté que la PKCa peut induire la phosphorylation de NF-xB/p65 qui est un facteur
favorisant la survie et la prolifération des cellules de GBM (Mut et al., 2010). Aussi, la
phosphorylation de la PKCa est nécessaire pour la régulation de la migration des cellules C6,
indiquant ainsi que la PKCa contribue non seulement a la survie et a la prolifération des cellules
de gliome, mais également a la motilité¢ de ces cellules tumorales (J-G Hu et al., 2010). En
accord avec ces observations, les résultats présentés par Kohutek et al., proposent que la PKCa
régule positivement la migration des cellules de GBM (U1242 et U251) en induisant le clivage
de la N-cadhérine via ADAM-10 (4 disintegrin and metalloproteinases) (Kohutek et al., 2009).

En ce qui concerne la PKCp, I'angiogenese induite par le VEGF dans les GBMs est médiée
par la PKCP, qui en interagissant plus spécifiquement avec la voie PTEN (phosphatase and
tensin homolog)/PI3K/Akt, augmente la prolifération cellulaire et la résistance a 1’apoptose
(Graff et al., 2005; do Carmo et al., 2013; Popescu et al., 2016). En effet, ’enzastaurine qui est
un inhibiteur sélectif de la PKCP, peut entrainer dans les études in vitro une réduction
significative de la prolifération des cellules de gliome (Graff et al., 2005; Griner and Kazanietz,
2007). Cependant, les essais randomisés de phase III de 1'enzastaurine chez des patients atteints
de GBM récurrent n’ont pas été prometteur, indiquant que d'autres voies que la PKCP
contribuent au comportement agressif des gliomes (Wick et al., 2010).

Nombreuses sont les fonctions jouées par les autres isoformes de PKC dans les cancers. Pour
résumer, il a été démontré que PKCe est un oncogene transformant a la fois dans les cellules
épithéliales et les fibroblastes, et sa surexpression dans divers modeles cellulaires favorise la
prolifération et confere un phénotype tumorigene chez la souris Nude (Mischak et al., 1993;

Cacace et al., 1996). Cette isoforme, qui est surexprimée dans les GBMs de grade IV mais pas
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dans les astrocytomes pilocytiques de grade I, est ainsi considérée comme un marqueur
important de I'évolution négative des gliomes et sa sous-expression a 1’aide de siRNA inhibe
l'activation de STAT3 et la protéine anti-apoptotique BCL-x1 (B-cell lymphoma-extra large)
atténuant ainsi la prolifération et I’invasion cellulaire associées a 1’apoptose des cellules U87
et U251 issues de GBM (Sharif and Sharif, 1999; Kahana et al., 2011; Xu et al., 2015). De plus,
dans les cancers du sein et de la prostate ainsi que dans les mélanomes, la sous-expression de
PKCe¢ inhibe la protéine anti-apoptotique Bcl-2 tout en favorisant I’activation mitochondriale
de protéines pro-apoptotiques comme Bax (Bcl-2—associated X) sensibilisant ainsi les cellules
a l'apoptose (Mclilton et al., 2003; Gillespie et al., 2005; Basu and Sivaprasad, 2007; Sivaprasad
et al., 2007; Shankar et al., 2010). Des résultats similaires ont été obtenus avec la PKC1 dont la
sous-expression dans les cellules souches de glioblastome (GSC) provoque aussi 1’apoptose,
ainsi que la perte de clonogénicité et une réduction de la prolifération cellulaire (Phillips et al.,
2016).

Certaines ¢études ont toutefois montré que plusieurs isoformes de PKC agissent en tant que
suppresseurs de tumeurs, en activant des voies pro-apoptotiques (Griner and Kazanietz, 2007;
Martiny-Baron and Fabbro, 2007; do Carmo et al., 2013). A titre d’exemple, la PKCJ transmet
des signaux anti-prolifératifs et apoptotiques dans divers types de cellules. Son inhibition par
la staurosporine ou la calphostine C, ou suite au traitement avec I’initiateur tumoral PE dans les
cellules 3Y1 de fibroblastes de rat surexprimant le proto-oncogeéne Src, favorise un phénotype
de malignité se manifestant par un changement morphologique ainsi qu’une augmentation de
la synthése d’ADN et de la capacité clonogénique (Lu et al., 1997; Hornia et al., 1999).

Bien que cette fonction de suppresseur de tumeur de la PKCd par induction de 1’apoptose
soit confirmée dans de nombreux cancers tels que le cancer du pancréas, du sein ou les gliomes
(Gonzalez-Guerrico and Kazanietz, 2005; Yin et al., 2005; Basu and Pal, 2010), des études plus
récentes ont révélé que la PKCo pouvait également fonctionner comme une protéine anti-
apoptotique et qu'elle était au contraire essentielle a la survie des cellules dans de nombreux
cancers incluant les cancers du poumon, du sein, du pancréas ou du colon (Basu and Pal, 2010;
X Wang et al., 2017; Bessa et al., 2018). Il a été proposé que ces effets opposées de la PKCo
soient dépendantes de sa modification post-traductionnelle (phosphorylation, clivage) et de sa
localisation cellulaire (cytoplasmique, mitochondriale, nucléaire) (Steinberg, 2004; X Wang et
al., 2017). Par exemple, en utilisant la PKCS constitutivement active dont 1I’expression a été
ciblée dans différents compartiments cellulaires en utilisant des plasmides d’expression
spécifique (pShooter, pPCMV/myc), il a ét¢ démontré dans les cellules de GBM (A172) et les
cellules HeLa que la PKCd cytosolique peut induire 1'apoptose en activant la MAPKp38, en
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inhibant Akt et en diminuant le niveau d’expression de XIAP (X-/inked inhibitor of apoptosis
protein), alors que la PKCS nucléaire induit 'apoptose via l'activation de JNK (c-Jun N-
terminal kinase) (Gomel et al., 2007; Basu and Pal, 2010). Aussi, sa phosphorylation sur la
tyrosine 311 induite par le peroxyde d'hydrogene (H>O») facilite son clivage protéolytique par
la caspase-3 au niveau des acides aminés situées entre les positions 324-327, causant
I’activation de la PKCd et de sa fonction pro-apoptotique dans les cellules neuronales
dopaminergiques et musculaires lisses vasculaires (Steinberg, 2004; Kaul et al., 2005; Kato et
al., 2009). En revanche, la phosphorylation sur la tyrosine 332 par la kinase Src est nécessaire
pour le clivage protéolytique de PKCd en réponse a des stimuli apoptotiques TRAIL (tumor
necrosis factor—related apoptosis-inducing ligand) et au cisplatine dans les cellules de gliomes
et les cellules HeLa alors que la phosphorylation sur tyrosine 311 n’a aucun effet (Lu et al.,
2007).

Dans le méme contexte, contrairement aux études mentionnées plus haut sur le réle pro-
ongénique de PKCa, certaines études montrent au contraire que la PKCa peut avoir des effets
anti-prolifératifs via p21©P! (kinase dépendante de la cycline) dans les cellules intestinales,

pancréatiques et mammaires (Slosberg et al., 1999; Detjen et al., 2000).

En conclusion, bien que les PKCs jouent clairement un réle majeur dans le développement
de cancers et en particulier des gliomes, la contribution de chaque isoforme de PKC dépend de
plusieurs paramétres, notamment de la phosphorylation des résidus tyrosine (Y), de I'apparition
de mutations oncogéniques, du type de stimuli et de l'environnement cellulaire (do Carmo et

al., 2013; Ardito et al., 2017).

5.1.2.1.3. Les protéines RhoGEF

Il a été démontré que les RhoGEF sont aussi capables de servir d'effecteurs directs en aval
des protéines G de type Ga12/13, Gag/11 et/ou Gy (Aittaleb et al., 2010; Berridge, 2014). En
effet, ces sous-unités de protéines G, en activant les RhoGEF, jouent ainsi un role important
dans la régulation des processus dépendants du cytosquelette d'actine, tels que I'adhésion, la
polarité et la migration (Moers et al., 2008; Syrovatkina et al., 2016). La famille des RH-
RhoGEF (RGS homology domain containing guanine nucleotide exchange factors for Rho)
comprend les protéines pl15RhoGEF (p115), (PDZ)-RhoGEF et LARG (leukemia-associated
RhoGEF), toutes régulées par Gal3 (Aittaleb et al., 2010; M Patel et al., 2014). Gal2 est
capable d’activer que LARG, bien que cela semble nécessiter une phosphorylation de LARG

par la tyrosine kinase Tec (Suzuki et al., 2003). En effet, au sein de cette sous-famille, Ga13
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(mais pas Gal2) semble directement stimuler l'activité des trois RhoGEF par recrutement
membranaire et interaction directe (Syrovatkina et al., 2016). En 2005, il a été démontré que la
famille Gag/11 pouvait aussi activer un autre RhoGEF, p63RhoGEF, li¢ a I'activation de RhoA
(Lutz et al., 2005; Aittaleb et al., 2010). Ce processus est apparemment indépendant de
I’effecteur canonique PLCB de Gag/11 et de sa signalisation en aval, telle que la mobilisation
de Ca?" et l'activation de PKC. On sait désormais que GPy peut aussi se lier et activer
directement les RhoGEF, tels que P-Rex1 (PIP3-dependent Rac exchanger 1), qui relie les
RCPGs de chimiokine couplés a Gai, a l'activation de Rac2 (Welch et al., 2002; Cervantes-
Villagrana et al., 2019).

Plusieurs études ont montré que RhoA est surexprimé et hautement activé dans de
nombreuses tumeurs solides. L’augmentation de son activation via ses effecteurs en aval, tels
que ROCK, la kinase associée a Rho initie d’une part, les modifications du cytosquelette
essentielles a la motilité et a l'invasion des cellules cancéreuses et notamment des cellules de
GBM (Lecointre et al.,, 2015), et d’autre part la transcription des geénes favorisant la
prolifération des cellules cancéreuses (M Patel et al., 2014). De plus, la migration des cellules
de cancer du colon induite par GRRR (Gastrin-releasing peptide receptor) et de GBM par le
peptide chimiokine UII est essentiellement relayée par RhoA, principalement activée par Gal3

(M Patel et al., 2014; Lecointre et al., 2015).

5.1.2.2. Les effecteurs des sous-unités Gy

Longtemps considéré comme un point d’ancrage a la membrane pour la sous-unité¢ Ga et
désactivateur de la forme active de cette derniere, il est maintenant reconnu que le dimére GBy
est aussi capable de moduler de nombreux autres effecteurs, via une interaction directe avec les
PLCpB, les AC, ainsi que les canaux calciques voltage-dépendants (Khan et al., 2013). La
premiere preuve évidente du role de GPy dans la régulation d’effecteurs a été obtenue par
I’équipe de Logothetis et al., qui montrait que Gy stimule 1’activation directe d’un canal
potassique sélectif GIRK (G protein-activated inwardly-rectifier K* channel) dans les cellules
atriales cardiaques (Logothetis et al., 1987). L'année suivante, Whiteway et al., ont montré que
GPy, et non Ga, est l'activateur clé de la signalisation en aval des récepteurs de phéromone
codés par STE2 et STE3 (Receptor for alpha-factor pheromone) chez la levure Saccharomyces
cerevisiae (Whiteway et al., 1988). Aujourd’hui, la liste des protéines qui peuvent interagir
avec GPy s’est élargie pour englober un grand nombre de cibles incluant les kinases des RCPGs
(GRK2-3),les PLCBs 1 a 3,laPLA2,les AC-1 a7, les RGS (Clapham and Neer, 1997; Smrcka,
2008; Khan et al., 2013; Samaradivakara et al., 2018). L’activation de la sous-unité¢ Go expose
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des surfaces sur la sous-unit¢é GPy, notamment la surface supérieure au niveau du motif
structural S-propeller de la sous-unité G, qui peuvent servir de sites de liaison aux effecteurs
tels que les PLCPB2-3 ou I’AC-2 (Panchenko et al., 1998; Buck and Iyengar, 2001; Smrcka,
2008).

En effet, il a ét¢ démontré que GPy stimule dans I’ordre de puissance PLCB3> 2> 1, mais
n'augmente pas significativement l'activit¢é de PLCB4 (Smrcka and Sternweis, 1993; Rhee,
2001). De maniére intéressante, dans des dosages de I’activité des effecteurs de la PLCPB2, il a
ét¢ démontré que certains peptides synthétisés correspondant a différentes régions du f-
propeller de la sous-unité G} inhibent par exemple la régulation dépendante de Gy de PLC2,
tandis que d'autres stimulent la PLCB2 indépendamment de Gy (Buck et al., 1999; Buck et al.,
2002). Cela a conduit au concept selon lequel il existe des surfaces distinctes au sein de Gfy,
d’une part pour la liaison de l'effecteur (ici PLCB2) et d’autre part, pour le transfert de signal.
Quant a la régulation des effecteurs par Gfy, deux mécanismes généraux ont été décrits et
dépendent de la localisation cytoplasmique ou membranaire de la cible. Dans le cas de protéines
cytoplasmiques telles que la PLCB2 ou la GRK2, dont les substrats sont localisés dans la
membrane plasmique, leur mécanisme potentiel d'activation passe par leur recrutement a la
membrane plasmique relayé par GBy li¢ a la membrane. Lors de l'activation du récepteur par
exemple, les sous-unités GPy sont libérées et fournissent un site de liaison pour GRK2, et en
coopération avec les PIP2, GBy recrute GRK2 a la membrane, ou elle peut interagir et
phosphoryler les RCPGs activés (Pitcher et al., 1995; Murga et al., 2019). Pour d'autres cibles,
telles que les ACs ou les canaux GIRK, qui sont des protéines transmembranaires, la régulation
ne nécessite pas de translocation mais s’effectue directement au niveau membranaire par
modification structurale favorisant I’ interaction entre Gy et les domaines catalytiques des ACs
ou les sites de liaison identifiés aux extrémités N- et C-terminales des canaux GIRK (Smrcka,
2008; Khan et al., 2013; Zylbergold et al., 2014).

Il existe également une spécificité associée aux sous-unités GPy avec des effecteurs non
canoniques. Par exemple, il a été constaté que Gyi2 était associée a la F-actine dans les cellules
Swiss 3T3 et les cellules de gliome C6. En revanche, GPys semble étre associée a la vinculine
dans les complexes d’adhérence focale (Ueda et al., 1997) plutot qu’a 1’association directe avec
I’actine (Hansen et al., 1994). Il a récemment été décrit que la protéine ELMO sert d’effecteur
de Gy en relayant les signaux des RCPGs de chimiokine pour activer Racl induisant ainsi la
polymérisation de l'actine, associ¢e a la migration des cellules HeLa et HL60 (Wang et al.,

2016). L’activation de ERK par phosphorylation induite par les sous-unités GPy issues de
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’activation du B1AR couplé a Gas, a aussi été montrée dans les cardiomyocytes du rat néonatal
ou les cellules HEK293 (Smrcka, 2008; Vidal et al., 2012; Gallo et al., 2019).

Certes, les sous-unités Go et les dimeres GPy sont capables d’activer de nombreux
effecteurs, il est intéressant de noter que la puissance de l'activation des effecteurs dépendante
de la sous-unité GBy est 10 a 100 fois inférieure a celle des effets relayés par la sous-unité Go.
(Smrcka, 2008). Ainsi, par exemple, dans les conditions requises pour obtenir une libération
maximale des IP3 via un récepteur couplé a Gag, les processus dépendants de Gy ne seraient
pas activés. Etant donné que Gai a une affinité relativement faible pour I’ AC et que les protéines
Gai sont relativement abondantes, 1'activation des récepteurs couplés a Gai pourrait libérer
suffisamment de Gy pour obtenir une activation significative d’effecteurs. Ainsi, on considere
classiquement que ce sont les sous-unités Py issues du découplage des protéines Gai qui sont

capables de signaliser.

5.2. Activation des protéines G indépendamment des RCPGs

Bien que l'activation des protéines G résulte principalement de la stimulation des RCPGs, il
est maintenant accepté que certains événements qu’elles relayent se produisent via des
partenaires de liaison non canoniques. Les partenaires RCPG-indépendants les plus connus sont
d’une part des activateurs de la signalisation des protéines G ou AGS (Activators of G protein
Signaling) qui agissent soit par la liaison a Ga, libérant ainsi Gfy, soit par liaison directe a Gy
et les nucléosides diphosphate kinases (NDPKs) qui modifient GB de manicre post-
traductionnelle (phosphorylation) permettant ensuite le transfert de ce phosphate vers le GDP,
permettant la synthése de GTP (Takesono et al., 1999; Melien, 2007; P Zhang et al., 2015;
Syrovatkina et al., 2016). Ces découvertes, ainsi que les observations des protéines G dans
plusieurs localisations intracellulaires, comme dans l'appareil de Golgi ou le noyau, suggerent
des roles supplémentaires pour les protéines G, au-dela du role de transducteurs de signal du

RCPG.

5.2.1. Les NDPKs
Les NDPKSs sont ubiquistes et catalysent le transfert des phosphates y entre les nucléosides
5'-triphosphates (NTP) et les nucléosides 5'-diphosphates (NDP) (Mehta and Orchard, 2009).
Actuellement, 10 isoformes humaines de NDPK ont ét¢ identifiées, mais elles ne présentent pas
toutes une activit¢ NDP kinase et sont organisées en deux groupes (Boissan et al., 2009). Le
premier groupe composé par les 4 isoformes A a D (ou H1 a H4) sont ubiquistes, partagent une

homologie de séquence élevée (58 a 88%) et présentent une activité NDPK. Les 6 isoformes du
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second groupe (E a J ou H5 a H10), principalement exprimées dans les testicules, partagent une
faible homologie avec le groupe 1 et entre-elles (22 a 44%), et n’ont pas d’activit¢ NDPK a
l'exception de H6.

NDPK-A et B sont les plus étudiées, notamment pour leurs fonctions régulatrices dans le
développement normal et le développement tumoral. Il a par exemple été démontré que la sous-
expression de NDPK-A est corrélée a l'augmentation du potentiel métastatique dans les
mélanomes et les cancers du sein, du foie, des ovaires et du colon (Milon et al., 1997; Steeg,
2006; Bunce and Khanim, 2018; Lee et al., 2018). A titre d’exemple, il est décrit que l'isoforme
B de NDPK (NDPK-B) forme un complexe avec GPy et phosphoryle Gf sur 'histidine His266,
ce qui permet un transfert de phosphate sur le GDP et la formation locale de GTP pour un
¢change et une activation ultérieure de la sous-unité Ga (P Zhang et al., 2015; Abu-Taha et al.,
2018) (Figure 37). La surexpression du mutant GB1H266Ly2 qui s’intégre et remplace le Gy
endogene, entraine une suppression de la production d’AMPc et la contractilité¢ des
cardiomyocytes néonataux et chez 1’adulte (Hippe et al., 2007), suggérant que I’activation de
Gas via NDPK B/Gy contribue a la production d'AMPc et la contractilité des myocytes.
L’implication des NDPKs dans l'activation des protéines G, a été suggérée par d’autres études.
Cependant, les mécanismes exacts et la signification fonctionnelle de ce mode d’activation

indépendant du RCPG sont encore mal compris.

5.2.2. Les AGS

Les protéines AGS ont été initialement identifiées dans des criblages fonctionnels chez la
levure a partir de banques d’ADNc afin de caractériser des acteurs de la signalisation des
protéines G en l'absence de RCPG par la technique de double hybride (Takesono et al., 1999;
Cismowski and Lanier, 2005). Ces protéines sont regroupées en 4 classes (Figure 36) en
fonction i) de leurs interactions avec les sous-unités de protéines G et ii) de leurs mécanismes
de régulation des protéines G (Blumer and Lanier, 2014). Les derniéres AGS a étre découvertes
sont celles de la classe IV (AGS11-13) et sont les moins bien comprises (P Zhang et al., 2015).
Alors que les protéines AGS de la classe I agissent comme des GEF, celles de la classe II se
comportent comme des inhibiteurs de dissociation de nucléotides (GDI) en se liant aux
membres de la famille Gai/o impliquant de un a quatre motifs GPR (G protein regulatory, aussi
appelé motif GoLoco) présentes sur ces AGS, ce qui conduit a la stabilisation de la sous-unité
Ga-GDP et a I'accumulation de GPy pouvant activer ses cibles en aval (Park, 2015; P Zhang et

al., 2015). En se passant des contraintes présentes au sein de I’hétérotrimere Go(GDP)By, les
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AGS de classe III se lient directement a Gy et potentiellement a I’hétérotrimére tout en

permettant a Gy d’entrainer une signalisation en aval (Yuan et al., 2007; Smrcka, 2008).
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Figure 36. Diversité des roles des AGS et des protéines associées. (Adaptée de Blumer et Lanier
2014). AGS : Activators of G protein Signaling ; DYNLT] : Dynein light chain Tctex-type 1 ; FNDCI1
: Fibronectin type Il domain containing 1 ; Gapl : General amino-acid permease 1 ; GIV : Ga-
Interacting-Vesicle-associated protein ; GPSM : G-protein-signaling modulator ; MITF : Melanocyte
inducing transcription factor ; PCP2/L7 : Purkinje cell protein 2 L7 ; Rapl : Ras-related protein 1 ;
RASDI1 : Dexamethasone-induced Ras-related protein 1 ; RGS14 : Regulator of G-protein signaling 14
; Ric-8 : Resistance to inhibitors of cholinesterase 8 ; TFE3, B : Transcription factor E3, B ; HLM :
Histone-like DNA-binding protein.
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Globalement, ces protéines AGS peuvent ainsi agir pour : 1) favoriser l'activation de
protéines G en tant que GEF comme les RCPGs (Figure 37), 2) interférer avec les interactions
des sous-unités lors du cycle d'échange de nucléotide et d'hydrolyse, 3) favoriser la dissociation
ou le réarrangement des sous-unités de protéines G indépendamment de l'échange de
nucléotides, 4) influencer le trafic des sous-unités de protéines G, et/ou 5) se lier aux sous-
unités de protéines G de manicre co-traductionnelle de sorte que le trimére Gafy ne se forme
pas (Blumer et al., 2007; P Zhang et al., 2015). De nombreuses questions restent cependant a
résoudre, notamment sur les régulateurs de 1’activité des AGS, a savoir si Ga et GBy jouent un
role dans la cellule indépendamment de la formation d'hétérotrimeres en se complexant avec

d'autres partenaires de liaison.

Il existe d’autres régulateurs de 1’activation des protéines G indépendants des RCPGs tels
que les protéines Ric-8 (Resistance to inhibitors of cholinesterase-8), les protéines a domaine
GPR, les protéines contenant le motif GBA (Ga-binding and activating) ayant une activité GEF
et les protéines contenant le domaine RGS (Coleman et al., 2016; Syrovatkina et al., 2016).
Démontrées comme pouvant se lier a la forme inactive de Gai/o, les protéines a domaine GPR,
comme certaines AGS ou RGS (Takesono et al., 1999), favorisent la signalisation des protéines
G en séquestrant la sous-unité¢ Goa de GBy afin que GPy libre puisse interagir avec ses effecteurs
et/ou en maintenant Ga sous une forme pouvant par exemple étre activée par la protéine Ric-
8A afin de prolonger la signalisation de la protéine G (Blumer and Lanier, 2014; Syrovatkina
et al., 2016) (Figure 37).

En effet, les protéines Ric-8 A/8B ont été initialement proposées en tant que GEF, mais leurs
effets de signalisation peuvent étre attribués a leur role de chaperons Ga (P Zhang et al., 2015).
Ric-8A se lie aux protéines Ga-GDP, favorise la libération rapide du GDP et forme un
complexe stable transitoire sans nucléotide avec Ga, qui est perturbé lors de la liaison du GTP,
conduisant a la formation de Ga-GTP. Ainsi, Ric-8 différe des RCPGs car ces derniers agissent
sur I'hétérotrimere inactif Ga(GDP)Gpy, tandis que Ric-8 n'agit que sur le monomére Ga(GDP)
complexé ou non avec les protéines GPR (Syrovatkina et al., 2016).

Certains facteurs cytoplasmiques portant le motif GBA possedent aussi une activité GEF in
vitro pour les protéines de la famille Gai et favorisent la signalisation de la protéine G dans les
cellules, en générant le complexe Gai-GTP ou Gy libre (Marivin et al., 2019). Bien que les
RCPGs et GBA partagent une fonction commune, le mécanisme d’activation varie selon les
différents types de GEF. Par exemple, les RCPGs exercent leur activité GEF plus efficacement

en agissant directement sur les hétérotriméres Gofy intacts, alors que les protéines GBA
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semblent aussi agir sur les monomeres Ga aprés déplacement de Gy (DiGiacomo et al., 2018).
Les protéines avec un motif GBA incluent les GIV (Ga-Interacting-Vesicle-associated protein)

/Girdin qui interagissent uniquement avec Ga-GDP inactif et favorise ainsi la signalisation Ga.
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Figure 37. Représentation schématique de D’activation des protéines G hétérotrimérique
dépendante et indépendante des RCPGs. A. Cycle d'activation/inactivation des protéines G
hétérotrimériques par les RCPGs (gauche) et par d’autres régulateurs indépendants du RCPG (droite)
détaillés en B, C et D. Les AGS agissent comme des GEF (B) qui favorisent 1'échange de nucléotides
sur Ga et libérent du Gfy dans un mécanisme similaire aux RCPGs. NDPK active les protéines G (B)
via un mécanisme impliquant la formation d'un intermédiaire phosphate a haute énergie sur I'histidine
118 de NDPK. Les protéines GBA (C) et les GPR (D) agissent sur les sous-unités Go. monomériques
suivi de la dissociation de Gy, aprés quoi s’effectue 1'échange de GDP en GTP. (Adaptée de Zhang et
al., 2015; Syrovatkina et al., 2016; DiGiacomo et al., 2018). AGS : activateurs de la signalisation des
protéines G ; GBA : Ga-binding and activating ; GEF : facteur d'échange guanine-nucléotide ; GPR : G
protein regulatory ; NDPK : Nucléosides diphosphate kinases ; Ric-8 : Resistance to inhibitors of
cholinesterase-8.

Trés récemment, un nouveau motif GEM (guanine-nucleotide exchange modulators) de
GIV/Girdin a ét¢ identifié (Kalogriopoulos et al., 2019). 11 faut noter que les GEMs sont des
protéines cytosoliques qui agissent uniquement en tant que GEF pour Gai et en tant que GDI
pour Gas, utilisant toutes le méme motif GEM conservé au cours de I'évolution. Les études

structurelles ont démontré que GIV-GEM se lie a la sous-unité Gai a l'interface de liaison
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typique des effecteurs, la poche hydrophobe entre switch-II et I'hélice a3 de Gai
(Kalogriopoulos et al., 2019). Lors de la liaison, GIV-GEM perturbe la conformation du switch-
IT de Gai et accélere I’échange GDP/GTP dans Gau.

Le paradigme original de la signalisation de la protéine G dépendante du RCPG, qui prend
naissance au niveau de la membrane plasmique, est maintenant considérablement étendu.
L'expression et 1'assemblage des protéines G, leur état d'activation et leur ciblage subcellulaire
sont régulés par des mécanismes impliquant des partenaires d'interaction non canoniques ainsi

que des modifications post-traductionnelles (Figure 40).

5.2.3. Les régulateurs de la signalisation des protéines G (RGS)

Au cours de I’activation des protéines G, la durée de vie de Ga-GTP est considérablement
réduite par 1'hydrolyse du GTP qui peut étre accélérée par les membres de la famille des
régulateurs de la signalisation des protéines G ou RGS. En fonctionnant principalement comme
des GAPs (Hollinger and Hepler, 2002) renforgant 1'activité GTPase intrinséque de la sous-
unité Go, les protéines RGS inhibent les événements de signalisation relayées par Ga et Gy,
jouant ainsi le réle de modulateurs négatifs du cycle des protéines G. Chaque protéine RGS
contient un domaine d'environ 120 acides aminés, appelé domaine RGS ou « RGS box »,
responsable de l'activit¢é GAP (Hurst and Hooks, 2009). Elles peuvent antagoniser 1’activation
des effecteurs canoniques de Ga-GTP par compétition (P Zhang et al., 2015) et sont ainsi
importantes dans le controle de la durée de vie de la transduction du signal des protéines G-
RCPG. Divisées en plusieurs sous-familles (principalement RZ, R4, R7, R12, RA), toutes les
protéines RGS contiennent le RGS box conservé et nécessaire a I’activité et a I’interaction avec
les sous-unités Ga (Sierra et al., 2002; Hurst and Hooks, 2009; Baltoumas et al., 2013), tandis
que certaines contiennent également des domaines supplémentaires qui conférent une
fonctionnalité additionnelle. L’interaction entre la boucle a5-06 du RGS box et les régions
switch de Ga accélere l'activité GAP, favorise 1'état de transition pour I'hydrolyse du GTP dans
le domaine de liaison aux nucléotides et facilite ainsi la désactivation de Ga (Tesmer et al.,
1997; Syrovatkina et al., 2016). Cependant, le positionnement spécifique des RGS sur les sous-
unités Ga dont elles vont augmenter 1'activité GTPase, ne s’exerce pas seulement avec le RGS
box mais aussi par l'intermédiaire d'autres domaines de RGS qui reconnaissent soit directement
d'autres régions de Ga, soit la sous-unité G, soit des protéines d'échafaudage. Par exemple, la
GP5 interagit avec certaines RGS (RGS6, 7, 9, 11) par l'intermédiaire du domaine de liaison a
la sous-unité Gy. Cette interaction entraine, de maniére unique, la séparation des sous-unités

GP et Gy (Oldham and Hamm, 2006). Un autre site d’interaction avec les RGS se trouve au
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niveau du domaine hélicoidal de Ga qui est impliqué dans les interactions avec les RCPGs et
les effecteurs (Baltoumas et al., 2013).

Il a été démontré que de certaines RGS peuvent réguler l'activité de plusieurs sous-unités
Ga. Par exemple, RGS4 interagit avec Gaq et Gai, et RGS16 peut réguler a la fois Gai et de
Goao. D'autre part, certains domaines RGS présentent une spécificité vis-a-vis de leurs
partenaires en interaction. C’est le cas de RGS2, qui est normalement exclusif a Gaq et est le
seul membre connu de la sous-famille R4 a avoir une telle sélectivité (Baltoumas et al., 2013;
Sjogren, 2017). Cependant, des mutations dans trois résidus spécifiques de RGS2 permettent
des interactions avec Gai3 sans affecter son activit¢é GAP vis-a-vis de son partenaire d'origine
(Kimple et al., 2009). Il existe d'autres interactions exclusives. Finalement, la spécificité de
l'action des RGS peut dépendre d’abord du type de sous-unité Ga, du récepteur mais aussi du
niveau d'expression de la protéine RGS (Neubig and Siderovski, 2002). En effet, les RGS
peuvent étre surexprimées ou sous-exprimées différemment dans certaines situations
physiopathologiques notamment le cancer (Hurst and Hooks, 2009). Plus particuliérement,
RGS2 est significativement sous-exprimée dans le cancer de la prostate indépendant des
androgénes et dans la leucémie myéloide aigu€. L’axine, une RGS atypique, montre quant a
elle une sous-expression dans le cancer colorectal métastatique, tandis que RGSS5 est
surexprimée dans le carcinome hépatocellulaire et le systéme vasculaire du carcinome rénal.

L'identification des protéines RGS a domaines multiples, a permis de suggérer d’autres
fonctions des RGS au-dela de leur activité GAP. Dans ce contexte, Hart et ses collégues ont
découvert un autre domaine fonctionnel RGS dans I'extrémité N-terminale de la protéine p115-
RhoGEF, connue comme une GEF de RhoA (Hart et al., 1998). La p115-RhoGEF, ainsi que
les protéines apparentées structurellement comme PDZ-RhoGEF et LARG, interagissent avec
les sous-unités Gal2 et Gal3 activées, par leur domaine RGS de l'extrémité N-terminale
(Neubig and Siderovski, 2002). Ces travaux furent les premiers a mettre en évidence qu’une
protéine contenant un domaine RGS agit en tant que GAP pour Gal2 ou Gal3 et qu'une
protéine RGS peut servir a la fois d'effecteur et de régulateur négatif de la signalisation de la

protéine G (Hart et al., 1998; Neubig and Siderovski, 2002).
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6. Les modifications des protéines G
6.1. Régulation post-transcriptionnelle de I'expression des protéines G

Le niveau d’expression des ARNm codant les protéines G est régulé dans différentes
conditions physiologiques. Bien que les changements dans 1'expression des ARNm se traduisent
souvent par des variations corrélées a l'expression des protéines, les mécanismes post-
transcriptionnels épigénétiques impliquant des micro-ARN (miARN ou miR-) et des chaperons
moléculaires jouent un réle important dans la détermination des niveaux d’expression des
protéines G (P Zhang et al., 2015).

Les miARN régulent généralement négativement l'expression des génes en réprimant la
traduction de ' ARNm et/ou en favorisant la dégradation de I'ARNm par liaison a leurs régions
3’ non traduites ou directement a la séquence codante du géne cible (Huang et al., 2011). A ce
jour, les quelques études portant sur la régulation des protéines G par des miR concernent
principalement le domaine du cancer. En effet, il a été décrit que les miR-182 et les miR-200a
inhibent spécifiquement la sous-unité Gal3, un médiateur important de l'invasion des cellules
du cancer de la prostate (Rasheed et al., 2013). De plus, dans les cellules de cancer du sein,
I'expression du geéne codant Gal3 est réduite par des mécanismes post-transcriptionnels
impliquant miR-31 qui régule partiellement I’invasion cellulaire en ciblant 1’expression de
GNA13 (Rasheed et al., 2015). Gai2 a aussi été identifiée comme une cible directe du miR-
30d, qui joue un rdle dans l'invasion et les métastases tumorales de carcinome hépatocellulaire
(Yao etal., 2010). Il a aussi été suggéré un lien entre le miR-328 et Gy7 du fait d’une corrélation
inverse de leurs niveaux d’expression dans 16 lignées de cellules cancéreuses de l'cesophage
(Ohta et al., 2008), mais le lien fonctionnel doit étre confirmé (P Zhang et al., 2015). Cette piste
dans le domaine du cancer doit notamment étre explorée.

En ce qui concerne les chaperons, ils jouent un role clé dans I'assemblage des sous-unités
Ga, GB, et Gy de la protéine G. En effet, les sous-unités Gf et Gy sont intrinséquement instables
et, a I'exception de G5, elles forment trés souvent des dimeéres qui fonctionnent essentiellement
comme une protéine unique avec cependant des fonctions distinctes basées sur la spécificité de
l'assemblage Gf et Gy (P Zhang et al., 2015). Cet assemblage de Gy dans le cytoplasme est
étroitement régulé et nécessite des chaperons (Figure 38) pour un repliement correct et une
stabilisation de ces protéines (Willardson and Tracy, 2012). Comme illustré sur la Figure 38A,
la chaperonine cytosolique (chaperonine-containing T-complex protein 1 (TCP-1)) ou CCT
aide la sous-unité¢ G nouvellement synthétisée a adopter sa structure en f-propeller. La PhLP1
(Phosducin-like protein 1) agit ensuite comme un co-chaperon qui stabilise le complexe ternaire

avec CCT et GP lorsqu'elle n'est pas phosphorylée. Lors de sa phosphorylation par la caséine
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kinase 2, le complexe PhLP1-GJ est libéré de la CCT, ce qui permet a G} de s'associer a Gy
(Lukov et al., 2006; Dingus and Hildebrandt, 2012; Willardson and Tracy, 2012). DRiP78
(protéine d'interaction du récepteur de la dopamine 78) agit comme chaperon de certaines
isoformes de Gy pour la liaison a la membrane du RE avant 'assemblage avec Gf, assurant la
stabilité et facilitant le repliement (Dupré et al., 2007; Dingus and Hildebrandt, 2012). De
manicre intéressante, 1’isoforme court de PhLP1 largement exprimée dans les tissus humains,
perturbe le repliement et I'assemblage de Gff avec Gy en formant un complexe tertiaire inactif
avec CCT et G en cours de synthese, réduisant ainsi nettement 1'expression de GBy (Gao et al.,
2013; P Zhang et al., 2015). Cette isoforme peut également inhiber au niveau transcriptionnel
l'expression de Ga (Gao et al., 2013). Finalement, il y a actuellement trés peu de données sur
I’implication des chaperons dans 1’expression et le repliement de Ga. Les protéines Ric-8A/B
sont les rares a étre décrites comme jouant un réle clé dans le repliement post-traductionnel des
sous-unités Go naissantes des quatre familles (Figure 38B), dans l'assemblage de

I’hétérotrimeére Gafy ainsi que son association membranaire (Gabay et al., 2011).

6.1. Régulation des facteurs de transcription par les protéines G

Les cascades de signalisation impliquant I’activation spécifique des protéines G par les
RCPGs, ou indépendant des RCPGs, ont été largement étudiées et de plus en plus de preuves
indiquent que les quatre familles de protéines G peuvent utiliser des voies uniques, distinctes
ou communes pour la régulation de la transcription de nombreux génes impliqués dans de trés
vastes processus physiologiques et physiopathologiques. La régulation de principaux facteurs
de transcription ainsi que quelques fonctions cellulaires associées sont résumées dans le

Tableau 5.
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Figure 38. Régulation des protéines G par les chaperons. A. Mod¢le d'assemblage de GBy depuis la
synthese de la chaine G nouvellement synthétisée a la formation de 1'hétérotrimere. La phosphorylation
de PhLP déstabilise le complexe ternaire, éventuellement par répulsion électrostatique entre les
phosphates du site de phosphorylation (P) sur PhLP et les résidus chargés négativement sur les domaines
CCT a ou &. (Adapté de Lukov et al., 2006; Willardson et Tracy 2012). B. Mode¢le d'action de Ric-8 et
du chaperon pendant la biosynthése de la protéine Go. (1) La chaine Ga nouvellement synthétisée forme
un complexe tertiaire avec Ric-8 et CCT des chaperons lors de son repliement initial (2). (3) Le
complexe Ric-8-Ga est ensuite transloqué vers un facteur d’encrage (X) putatif de la membrane du RE,
qui peut également servir d'activateur cellulaire de la stimulation de ’activité GEF de Ric-8, permettant
ainsi la dissociation de Ric-8 et la production de Ga-GTP lié¢ & la membrane (4). Le GTP de Ga est
ensuite hydrolysé (5), éventuellement a 'aide de spécifiques RGS GAP. La résultante Go(GDP) se liec a
GPy avant que I'hétérotrimére Gofy nouvellement formé ne parvienne a la membrane plasmique.
(Adapté de Gabay et al., 2011). CCT : Cytosolic chaperonin-containing t-complex ; DRIP78 : Dopamine
receptor-interacting protein 78 ; PhLP : Phosducin-like protein ; RE : Endoplasmic reticulum ; Ric-8 :
Resistance to inhibitors of cholinesterase-8 ; RGS : Regulator of G protein signaling.
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INTRODUCTION

Facteurs de Les intermédiaires de Type de
Famille Ga transcription . . L. yp . Fonctions possibles
R YR signalisation Cellule/Tissue
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mAKAP, calcineurin Af, . Hypertrophie cardiaque et
LIS RyR2 e transformation cellulaire
NF-«B
c-Jun Epacl, PKA, ERKS, . Hypertrophie cardiaque et
(&8 MEF2C PDE4D3, mAKAP Lamlwiyesy = transformation cellulaire
c-fos / Fra-1
PKA, JAK?2/3, Racl, JNK,
STAT3 PI3K, Divers fibroblastes Transformation cellulaire
Src, Ras, Raf-1, MEK 1/2
Ll Signalisation développementale
Glil-3 AC, PKA, GSK3 embryonnaire de gnalisay pp
. médiée par Smoothened
souris
. Tératocarcinome Signalisation développementale
LESiE ! PDEG, PKG, o-catenin F9 médiée par Wnt/Frizzled2
Gailo Ste, ERK, IKK, PI3K, INK, U87 astrocytome; leeratlon d‘es‘ cytokllnes";
NF-xB SH-SYS5Y actions morphiniques aigués et
CaMKII .
neuroblastome chroniques
Six1/4 By Noblt Suppression de'la‘ transcription
myogénique
STAT3 Rap1GAPIL, Rapl, Ral, Src e, e lhifs Excroissance des neurites
neuro2A
NF-AT PLCB, PKC, ERK1/2 Cellules-T Signalisation des récepteurs des
cellules-T
Cellules
immunitaires,
I, focs L, IEE, AR4) Actions chimioattractantes ;
NF-xB ERK172, Cancers réponses inflammatoires
c-Sre, JAK2/3 - .
pancreatiques,
Gag/11 Cellules Reh
PLCB, TPR1, PKC,
CaMKII, Ras, . B
STATI1/3, Raf-1, MEK, ERK1/2, c- Erythroleucémie
c-fos HEL
Src,
JAK2/3
TULP3 PLCB Adipocytes ; Stockage de graisse ;
neurones Développement neuronal
Fibroblastes, crr .
AP-1, c-Jun, NF-kB p115RhoGEF, Ras, Rac, 1321N1 Prollferan‘on c.ellulalre et
INK, p38 migration
Astrocytomes
c-fos, Egr-1, SRF RhoGEF, Rho Cellules NIH3T3 Réarrangement du cytosquelette
SW480 et DLD1
. . . - cancer colorectal, Adhésion cellulaire ;
Gol2/13 (GRS OV el Cellules MDCK et Métastase tumorale
HCT116
. . Cellules SW480, Adhésion cellulaire ;
LS T e MDCK cells Métastase tumorale
NF-AT Rac, NADPH oxidase, JNK OIS, Transformation cellulaire
Cellules HeLa
STAT3 PDGEF a, PI3K, JAK, Src Divers fibroblastes Transactivation de PDGFa
AEBPI G ys (direct binding) Cellyles 3T3-L1 A6 s e IEIHEIILS e
transcription adipogéniques
c-Jun Src, PLCB, INK U87 astrocytome Expression des cytokines
. .y Cellules GH3, Supprimer la transcription des
Gpy GR Gp2y: (direct binding) HCT116 génes médiée par GRE
PLCB, PKC, CaMKII, Tératocarcinome Signalisation développementale
NF-AT . . P .
calcineurin F9 médiée par Frizzled2
Faciliter la transcription médi¢e
MEF2C HDACS Cellules HEK293 par MEF2C

Tableau 5. Régulation de l'activité transcriptionnelle par les protéines G. Apres leur activation
canonique et/ou non canonique, les différentes familles des protéines G incluant Gas, Gai/o, Gog/11
ainsi que le dimere Gy exploitent de nombreuses voies de signalisation pour réguler l'activité
transcriptionnelle de génes impliqués dans de processus cellulaires tels que la prolifération, la migration
et les métastases parmi d’autres fonctions. (D’aprés M. K. C. Ho et al., 2009). AC : Adénylyl-cyclase ;
AEBP1 : AE binding protein 1 ; mAKAP : Muscle-specific A-kinase anchoring protein ; Akt : Proteine
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kinase B; AP1 : Activator protein 1; CAMKIIL : Calmodulin kinase 1l ; CREB : cAMP response
element-binding protein ; EGR-1: Early growth response factor 1; ERK : Extracellular-signal-
regulated kinase 1/2 ; EPACI1 : Exchange protein directly activated by cAMP type 1 ; DARPP-32 :
Dopamine- and cAMP-regulated phosphoprotein 32 ; FRA1 : Fos-related antigen 1 ; GLIS2 : Neuronal
Krueppel-Like Protein 2 ; GLI1-3 : glioma associated oncogene 1-3 ; GSK3 : glycogen synthase kinase
3 ; HDACS : histone deacetylase 5 ; IKK : IkappaB kinase ; JAK2/3 : Janus kinase 2/3 ; INK : c-Jun
N-terminal kinase ; Kaiso : ou ZBTB33 (Zinc Finger And BTB Domain Containing 33) ; MEF2C :
Myocyte enhancer factor 2C ; MEK1/2 : Mitogen activated protein kinase 1/2 ; NADPH : Nicotinamide
adénine dinucléotide phosphate ; NF-xB : Nuclear factor-kappa B ; NF-ATc: Nuclear factor of
activated T-cells, cytoplasmic ; P120CTN : ou CTNND1 (Catenin delta-1) ; PDE6 : Phosphodiesterase
6 ; PDE4D3 : cAMP-specific phosphodiesterase-4D3 ; PI3K : Phosphoinositide 3-kinase ; PKA, C, G :
Protéine kinase A, C, G ; PLCP : Phospholipase C beta ; PP1 : Protein phosphatase 1 ; Racl : Ras-
related C3 botulinum toxin substrate 1 ; RAL : Ras-related protein ; Rapl : Ras-related protein 1 ;
Rap1GAPII : Rapl GTPase activating protein 2 ; RhoGEF : Rho guanine nucleotid exchange factor ;
RyR2 : Ryanodine receptor 2 (cardiac) ; SIX : Transcription factor SIX Homeobox ; Src: Proto-
oncogene tyrosine-protein kinase ; SRF : Serum response factor; STAT3 : Signal transducer and
activator of transcription 3 ; TCF/LEF : T-cell factor/lymphoid enhancer-binding factor ; TPR1 :
Tetratricopeptide repeat 1 ; TULP3 : TUB Like Protein 3.

6.1. Les modifications post-traductionnelles des protéines G
6.1.1. Modifications lipidiques des protéines G et leur trafic membranaire

Les modifications lipidiques permettent l'association de 1'hétérotrimére Gafy a la membrane,
et c’est surtout la plupart des sous-unités Ga et Gy qui sont concernées par ces modifications,
i.e. essentiellement palmitoylation, myristoylation, et 1'isoprénylation. Les sous-unités Go sont
surtout concernées au niveau de la face cytoplasmique de la membrane plasmique par des
palmitoylations lipidiques réversibles (Tsutsumi et al., 2009).

En fait, toutes les sous-unités Ga, sauf celles de la transducine, subissent une palmitoylation
post-traductionnelle par addition d'acides gras saturés a 16 carbones sur un ou plusieurs résidus
de cystéine a I’extrémité N-terminale de Ga. Les travaux de Tsutsumi et al., (2009) ont permis
d’identifier DHHC3 et DHHC7 (motif Asp-His-His-Cys palmitoyl acyltransferase), enzymes
responsables de ces modifications. Pendant que certaines Ga sont palmitoylées sur un seul site
(Gas et Gal2), d'autres le sont sur deux sites potentiels (Gaq et Gal3), mais dans tous les cas,
la modification a lieu prés de 1'extrémité N-terminale (Chen and Manning, 2001).

Seules les membres de la famille Gai/o sont des cibles pour une myristoylation sur
I’extrémité N-terminale (Milligan and Kostenis, 2006). Cette myristoylation sur Gai/o
s’effectue sur la glycine N-terminale par ajout de l'acide myristique a 14 atomes de carbone
saturés (Milligan and Kostenis, 2006; Oldham and Hamm, 2006). La myristoylation est le
premier signal menant a une interaction transitoire de Gai/o avec la membrane et la
palmitoylation est le deuxiéme signal qui sert a assurer I’ancrage des protéines a la membrane

(Oldham and Hamm, 2006).
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Bien que la palmitoylation des Ga soit un facteur déterminant du ciblage membranaire de
Gapy, les modifications lipidiques des sous-unités Gy sont aussi importantes. D’ailleurs, ces
sous-unités Gy sont isoprenylées grace au motif CAAX sur leur extrémité C-terminale qui peut
spécifiquement étre farnésylée ou géranylgéranylée en fonction de l'identité des acides aminés
C-terminaux de certaines sous-unités Gy (Milligan and Kostenis, 2006). Par exemple, Gyl est
farnésylée, alors que Gy2 est plutdt géranylgéranylée. L’ensemble des groupements farnésyl ou
géranylgéranyl est fixé a Gy via une liaison thioester stable a la cystéine située dans le motif
CAAX C-terminal (Clapham and Neer, 1997; Michaelson et al., 2002). La localisation
endomembranaire de Gyl farnésylée, mais pas de Gy2 géranylgéranylée, nécessite une
méthylation de carboxyl. La farnésylation ou la géranylgéranylation des sous-unités Gy ne
semble pas requise pour la dimérisation de Gy mais apparait indispensable a sa localisation
membranaire (Clapham and Neer, 1997). De maniére intéressante, pour les sous-unités Ga qui
ne sont pas myristoylées, toute perturbation empéchant la palmitoylation peut nuire
considérablement a 1'association membranaire. Dans ce cas, le groupe isoprényl sur Gy peut
agir comme premier signal, conduisant a la liaison membranaire et a la palmitoylation (Oldham
and Hamm, 2006). Les sous-unités G} ne sont pas modifiées mais reste étroitement associées
a la sous-unité Gy (Michaelson et al., 2002).

L’ensemble de ces modifications des protéines G sont importantes pour le ciblage a la
membrane plasmique et donc pour leur fonctionnement. Apres une traduction cytoplasmique,
le transport de GoPy a la membrane plasmique nécessite ainsi la co-expression des trois sous-
unités incluant au moins I’isoprénylation de Gy sur le motif CAAX avec la modification
d'acides gras (palmitoylation) de Ga. L’association de ces deux signaux distincts, initialement
dans le Golgi (Figure 39), ne sert pas simplement a stabiliser la liaison a la membrane plasmique
mais cooperent aussi pour la translocation de I'hétérotrimére a la membrane plasmique via le
trafic des endomembranes (Michaelson et al., 2002). Ces modifications peuvent également
jouer un rdle en favorisant la liaison aux effecteurs ou par inhibition de l'association avec les

protéines activant la GTPase (Chen and Manning, 2001).
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Figure 39. Modéle de modification lipidique et trafic membranaire des protéines G
hétérotrimériques. Apres la synthése des sous-unités de protéines G sur des polysomes libres dans le
cytosol, G et Gy se dimérisent immédiatement (1) avant ou apres la prénylation de Gy. La prénylation
de Gy (2) entraine le dimere Gy vers la face cytosolique du RE (3), ou son domaine CAAX rencontre
la carboxyméthyltransférase (4). Le dimére Gy entiérement traité est ensuite acheminé vers la face
cytosolique du Golgi, ou il recrute Ga (5), qui est ensuite acylé par une acyltransférase du Golgi (6).
L'acylation permet a I'hétérotrimere d'étre transporté sous forme d'holoenzyme a la membrane plasmique
(7) via la voie de sécrétion classique par exemple. (Adapté de Michaelson et al., 2002).

6.1.2. Phosphorylation des protéines G

La plupart des études sur la phosphorylation des protéines portaient principalement sur des
kinases spécifiques connues pour étre situées en aval de la signalisation relayée par la protéine
G. Récemment, I'implication de certaines de ces kinases dans la phosphorylation des protéines
G a été clairement mise en évidence (Chakravorty and Assmann, 2018). Notamment, la PKA
et la PKC ainsi que les tyrosines kinases sont capable de phosphoryler des sous-unités Ga
(Tableau 6). Les premiéres études ont montré que la phosphorylation des sous-unités Gai2 et
Gal3 sont relayées par une PKA. Plus tard, de nombreux sites de phosphorylation aux motifs
consensus ont été identifiés sur la plupart des sous-unités Ga (Neuberger et al., 2007). 11 a aussi
été démontré que la PKC peut phosphoryler Goz sur les sites p21, S16 et S27, Gal2 ainsi que
Gal5 de la famille Goq (Fields and Casey, 1995; Chakravorty and Assmann, 2018). Cette
phosphorylation semble spécifique de la forme monomérique de Ga car GPy inhibe ce
mécanisme (Chen and Manning, 2001). Cette observation n’est pas surprenante, car Gy peut
se lier au domaine N-terminal (parmi d’autres régions) des sous-unités de Ga et empéche donc

la PKC par encombrement stérique. De méme, la phosphorylation de Ga empéche sa liaison a
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GPy et aux RGS suggérant un prolongement de I'état actif lié au GTP par la PKC (Chen and
Manning, 2001), bien que les impacts résultants sur l'activité des effecteurs restent peu connus.
Il est intéressant de noter que la phosphorylation en S336 de Gal5 par la PKC, se produit dans
une séquence consensus présente dans le domaine C-terminal spécifique de la sous-unité a. Ce
domaine de Gal5 est aussi une région d'interaction avec les récepteurs et sa phosphorylation
peut affecter cette interaction (Chakravorty and Assmann, 2018).

La phosphorylation par les protéines tyrosines kinases a également été décrite comme
mécanisme de régulation de la signalisation des protéines G. Par exemple, la stimulation par le
carbachol du récepteur M1R provoque la phosphorylation de Gaq et Gall (Umemori et al.,
1997). La phosphorylation de Gag/11 par les tyrosines kinases de la famille v-src augmente son
pouvoir stimulateur direct sur 1’activité de la PLC in vitro (Liu et al., 1996), suggérant un rdle
de la phosphorylation d’une tyrosine dans la modulation de I’efficacit¢ du couplage
Gag/11/effecteur. La tyrosine kinase proto-oncogene p60°s™ est aussi directement impliquée
dans la phosphorylation des sous-unités Ga (Chakravorty and Assmann, 2018), notamment sur
Y37 et Y391 de Gas, favorisant la liaison au GTPyS et I'hydrolyse du GTP stimulée par le
récepteur f2AR (Hausdorff et al., 1992).

Les sous-unités Gy peuvent aussi étre phosphorylée par la PKC avec pour conséquence une
interaction plus étroite avec les sous-unités Ga mais moins forte avec certains effecteurs (Chen
and Manning, 2001). Il a été démontré que Gyl2 est un substrat de la PKC in vivo et que sa
phosphorylation sur la premiére serine favorise la formation de I’hétérotrimere Gooflyl
(Yasuda et al., 1998). De plus, la phosphorylation de Gy induite par la PKC n'affecte pas
l'activation de la PLCP par GB1y12, mais diminue 'aptitude du dimere a activer I’ACII (Yasuda
et al., 1998). D’autres études ont plutot constaté que la phosphorylation de G par PKA et PKC
augmente au contraire l'activité de I’AC induite par GPy (Chakrabarti and Gintzler, 2003).
Globalement, le role de la phosphorylation des protéines G dans I’interaction et I’activité des

effecteurs, peut étre spécifique aux différentes sous-unités et aux effecteurs concernés.

L’ensemble de ces données indique que les protéines G, au méme titre que les RCPGs, sont
des protéines clés de la signalisation, dont les niveaux d’expression, les régulations post-
traductionnelles, les nombreuses régulations et contrdles des effecteurs jouent des roles
absolument fondamentaux dans les mécanismes de signalisation cellulaires. A ce degré de
diversité et plasticité, s’ajoute des protéines G plus méconnues dont le comportement differe

de celui des autres protéines G, tel le cas de la protéine Ga15/16.
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Sous-unités Phosphosites Kinase (s) Fonction de la phosphorylation
Goi2 S44/S144/S302 PKC Eavquse la desens1b1lhsat10n des récepteurs p-opioides
induite par la morphine
Goz S16 PKA Inhibe la liaison GBy
S16/S27 PKC Inhibe la liaison Gy aux RGS
Gas Y37/Y391 SRC Favorise I'hydrolyse du GTP et la liaison au GTPyS

stimulée par le récepteur

Goq S53 YpkA Empéche la fixation du GTP/ I'activation de Ga
Potentialise 1'activation de Goq stimulée par un

Y356 PMT agoniste et donc l'activation de PLCP
Gall S154 CaMK Réduit I'activation de PLC-} stimulée par un agoniste
Y356 IYLoSne S P sduit lfinteraction des récepteurs (M)
Kinase
Gal5s S336 PKC Favorise le couplage des récepteurs (M2 et B2AR)
Gal3 T203 PKA Réduit l'activation de Rho médiée par Gal3

Augmente l'affinité a Goo et réduit la stimulation de
Gyl2 S2 PKC I'ACII par GBy
(aucune modification de la stimulation de la PLCP)

Tableau 6. Les phosphosites des protéines G et les fonctions connues dans la signalisation. (D’apres
Chakravorty et Assmann 2018). ACIL: Adenylyl-cyclase 2 ; B2AR : beta-2 adrenergic receptor
CaMK : Calmodulin kinase ; M1/2 : Muscarinic acetylcholine 1/2 ; PKA : Proteine kinase A ; PKC :
Proteine kinase C ; PLCP : Phospholipase C beta ; PMT : Phosphoethanolamine N-Methyltransferase ;
RGS : Regulator of G protein signaling ; Src: Proto-oncogene tyrosine-protein kinase ; YpKA :
Yersinia protein kinase A.

Régulation des protéines G hétérotrimériques

L

Régulation de ’activation " Régulation post-traductionnelle)’ Localisation

Régulation de I’expression

*  MicroRNAs RCPG * Palmitoylation Membrane plasmique
* Chaperones AGS *  Myristoylation Noyau
NDPK * Prenylation Appareil de golgi
GBA * Phosphorylation Réticulum endoplasmique
GPR Endosome
RGS Mitochondrie

Figure 40. Les facteurs impliqués dans la modulation de la signalisation des protéines G
hétérotrimériques. Parmi ces facteurs, il y a ceux impliqués dans la régulation de 1’expression, de
I’activation des protéines G et de leurs modifications post-traductionnelles, influencant ainsi leurs
localisations membranaires et dans les organites subcellulaires ainsi que leurs fonctions. (Adapté de
Zhang, et al., 2015). AGS : activateurs de la signalisation des protéines G ; GBA : Go-binding and
activating ; GEF : facteur d'échange guanine-nucléotide ; GPR : G protein regulatory ; NDPK :
nucléosides diphosphate kinases ; RGS : Regulator of G protein signaling.
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7. Role des protéines G dans la physiopathologie du cancer

Notre compréhension des fonctions des protéines G qui relayent les signaux des RCPGs,
dans le fonctionnement des cellules tumorales est encore trés fragmentaire et presque inconnue
dans le contexte des gliomes. Des études émergeantes ont récemment permis de montrer que la
perturbation des génes (mutations, nombre de copies,...) codant les protéines Ga., 3 ou y et
leurs effecteurs est impliquée dans la régulation de la prolifération, de I’invasion et/ou de la
migration chimiotactique de cellules cancéreuses essentielles a 1’établissement des métastases
(Tableau 7) (Dorsam and Gutkind, 2007; Entschladen et al., 2011; Cherry and Stella, 2014;
Iglesias-Bartolome et al., 2015). Ces protéines constituent ainsi des cibles d’intérét pour le

développement de nouvelles thérapies.

7.1. Implication des protéines G dans la Survie/Prolifération/Invasion

L'activation des protéines G par remplacement du GDP de la sous-unit¢ Ga par le GTP
favorise la dissociation des sous-unités Gfy qui avec Ga-GTP concourt, comme nous I’avons
déja vu, a initier plusieurs cascades de signalisation en aval, des mécanismes impliqués dans la
survie, la prolifération et I’invasion tumorales. Quelques études sur I’implication des protéines
G dans ces processus doivent étre évoquées. Par exemple, le role de la sous-unité Gas et du
dimére GPy dans la croissance tumorale a ét¢ évalué dans le cancer du célon (Castellone et al.,
2005; Shao et al., 2005). La prostaglandine E2 (PGE2) en se fixant a son récepteur EP2 (EP2R)
provoque d’une part, la libération de sous-unités Gy qui stimulent Akt (ou PKB, protéine
kinase B) via la PI3K et d’autre part, la fixation de la sous-unité Gas de maniére concomitante
au domaine RGS de I’axine et I’activation de Akt via la PKA (Hino et al., 2005). L association
Gas-axine libére GSK-3f (glycogen synthase kinase) du complexe GSK-3[/axine/p-caténine,
GSK-3p est ensuite phosphorylée et inactivée par Akt, ce qui conduit a la stabilisation et a la
translocation nucléaire de la B-caténine, pour induire l'expression de genes favorisant la
prolifération et I’invasion tumorale (Figure 41, 1). Trés récemment, Konishi et ses collégues
ont résumé les nceuds de signalisation impliquant Gaq/11 comme médiateur de la signalisation
de I’acétylcholine (Ach) sécrété par les cellules du microenvironnement de cancers gastro-
intestinaux (Konishi et al., 2019a). Ainsi, la liaison de I’Ach a son récepteur M3R active
Gag/11, qui régule la prolifération, la survie et la tumorigenese gastro-intestinale en activant
diverses voies de signalisation telles que les MAPKSs, Akt, YAP (ves-associated protein) et Wnt
(Figure 41, 2) (Konishi et al., 2019a). La croissance et I’invasion des GBMs relayées par la
chimiokine CXCL12 (ou SDF-1) sont principalement controlées via la voie Gai (Yang et al.,

2007). En utilisant des lignées de GBMs (U87) et de médulloblastome (Daoy), Yang et al., ont
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montré pour la premicre fois que le niveau intracellulaire d’AMPc est réduit de 45% dans les
U87 et 70% dans les Daoy comparativement aux cellules contrdles, aprés traitement avec SDF-
1. Cette réduction de I’AMPc induite par SDF-1 est bloquée par la forskoline (activateur de
I’AMPc). De plus, la croissance tumorale in vitro et in vivo (xénogreffe intracranienne de U87
et Daoy), induite par SDF-1 par activation de Gai pour inhiber I’AMPc, est bloquée suite au
traitement avec 'AMD 3465 (un antagoniste de CXCR4) qui empéche la suppression de
I'"AMPc induite par SDF-1 (Yang et al., 2007). De maniére intéressante, les travaux de I’équipe
du Dr Castel pour une autre chimiokine, UII/UT, ont montré que 1’injection intratumorale d'UII
chez des souris Nude xénogreftées avec des U87, favorise la croissance du GBM et réduit
significativement la survie des souris (Le Joncour et al., article en préparation). Il semblerait
que cette stimulation de la prolifération induit par UII/UT passerait également en partie par
inhibition de I’AMPc via Gai (Jarry et al., 2010; Lecointre et al., 2015) (Figure 41, 5).

Ainsi, en plus de confirmer I’implication des récepteurs chimiotactiques dans la croissance
tumorale, ces données montrent le role important de la sous-unité Gai et suggerent que cibler
les voies associées a I’AMPc pourrait étre efficace dans le traitement de certains cancers, bien
que les mécanismes soient encore mal connus. Wang et ses collégues ont récemment démontré
que la sous-expression des 3 sous-unités Gail, 2 et 3 inhibe I’activation de ERK1/2 et la voie
Akt-mTOR associées a la croissance et a I’invasion des cellules de cancer du sein et des
fibroblastes traitées par les facteurs de croissance EGF et bFGF (Z Wang et al., 2014). Partant
de cette observation importante et des résultats de Lecointre et al., (2015) par exemple, on peut
supposer que la dérégulation des mémes voies ERK1/2, Akt-mTOR relayées par Gai pourrait
aussi impacter la croissance de GBMs et de médulloblastomes (Figure 41, 4 et 5) (Yang et al.,
2007).

La fonction proto-oncogénique de la sous-unité Gal2 a aussi été évaluée dans le cancer de
I'ovaire (Goldsmith et al., 2011; Ha et al., 2014). Plus spécifiquement, sa sous-expression
atténue radicalement la phosphorylation de CREB (cAMP response element-binding), stimulée
par le LPA, via un mécanisme dépendant de la voie Ras-ERK, conduisant a la prolifération de
cellules cancéreuses de 1'ovaire (Goldsmith et al., 2011; Ha et al., 2014). De plus, la sous-unité
Gal3 joue aussi un role proto-oncogénique dans les cancers du pancréas par promotion de la
prolifération cellulaire stimulée par LPA (Figure 41, 3) (Gardner et al., 2013). Appartenant a la
méme famille dont les fonctions sont généralement étroitement liées, Gal3 pourrait utiliser des
voies similaires a Gal2 pour stimuler la prolifération cellulaire dans le cancer du pancréas. De

manicre intéressante, LPA stimule plutdt la migration dans les GBMs (Figure 42, 6) a travers
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des voies de signalisation de Gai (Malchinkhuu et al., 2005), suggérant au moins en partie deux

couplages possibles.
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Figure 41. Exemples schématiques de I’implication des protéines G dans la survie, la prolifération
ou l’invasion aprés Dactivation par un RCPG. Ces processus sont différemment régulés dans
différents types de cancer apres activation des RCPGs, qui utilisent les voies de signalisation impliquant:
(1) les sous-unités GaS et GBy dans la prolifération de cellules de cancer du cdlon; (2) les sous-unités
Gag/11 dans la prolifération, la survie et la tumorigenese gastro-intestinale; (3) les sous-unités Gal2 et
Gal3 dans la prolifération de cellules cancéreuses de l'ovaire et du pancréas, respectivement; (4) les
sous-unités Gai dans la prolifération de cellules de gliome (Gai) et de cancer du sein (Gail/2/3); (5) la
sous-unité Gai dans la prolifération de GBM. Akt (ou PKB) : Protéine kinase B ; AMOT : Angiomotine ;
COX2 : cyclooxygenase 2 ; CREB : cAMP response element-binding ; GSK : glycogen synthase kinase ;
MEK : MAP kinase kinase ; mTOR : mammalian target of rapamycin; TCF/LEF : T-cell factor/lymphoid
enhancer-binding factor ; TEAD (ou domaine TEA) : transcriptional enhanced associated domains;
TRIO : Protéine a domaine triple fonctionnel ; YAP : yes-associated protein.

7.2. Implication des protéines G dans I’adhésion/migration/métastases
Gal2/13 et Gag/11 sont les deux familles de protéines G les plus souvent répertoriées
comme activateur direct des GTPases de la famille Rho pour réguler la migration et la

morphologie cellulaire. Dans ce contexte, la famille Gal2/13 semble surexprimée dans les
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cancers du sein de type basal ou, une fois activée par couplage a CXCR4, les Ga12/13 régulent
la mise en place des métastases via RhoA (Figure 42, 2) (Yagi et al., 2011; O’Hayre et al.,
2014). De méme, la signalisation Ga12/13-RhoA est activée par les récepteurs LPAR et PAR-
1 fortement impliqués dans les métastases (O’Hayre et al., 2014). De plus, 1’étude de Lecointre
et al., a aussi montré que le systeme UII/UT stimulent 1'adhésion et la migration chimiotactique
des cellules de gliome (U87, SW1088) par augmentation de la polymérisation d'actine via
UT/Ga13/Rho/ROCK, de la formation des lamellipodes principalement via UT/Gai/PI3K/Rac
(Figure 42 ) (Lecointre et al., 2015).

Aussi, le RCPG d’adhésion GPR116 dont I’expression est significativement associée aux
métastases et a un mauvais pronostic, a été décrit comme favorisant les métastases dans le
cancer du sein en stimulant la migration cellulaire via la voie Gaq-p63RhoGEF-Rho/Racl
GTPase (Tang et al., 2013). En effet, aprés avoir démontré que la modulation (siRNA, shRNA)
du niveau d’expression de GPR116 dans les cellules régule 1’activation de RhoA et Rac pour
la formation des lamellipodes et des fibres de stress d’actine, la sous-expression de Gog/11,
contrairement a celle de Ga12/13, régule négativement 1’activation de RhoA et Racl. De plus,
I’effet pro-migratoire qui est inhibé lorsque GPR116 est sous-exprimé, est complétement rétabli
par la surexpression du mutant constitutivement actif de Gaq suggérant ainsi que la régulation
de la migration par GPR116 des cellules cancéreuses du sein dépend surtout de la voie Gaq/11
(Figure 42, 1) (Tang et al., 2013). De méme, ’activation de la voie Gag-Rho GTPase a été
récemment évoquée comme indispensable au GPR78, un RCPG principalement exprimé dans
les tissus cérébraux, pour la migration et les métastases de cellules de cancer du poumon (Dong
et al., 2016).

Le traitement des cellules de mélanomes avec Wnt5a induit 1’activation de Gaq qui par
stimulation de la PKC contribue a 1’expression des marqueurs d’EMT (Snail, Vimentine) et la
survenue de métastases (Figure 42, 5) (Dissanayake et al., 2007). Des résultats similaires ont
été observés dans les cancers de 1'estomac ou il semblerait que Wnt5a active la PKC puis Src
via Gaq couplé au récepteur Frizzled conduisant ainsi, indépendamment de la B-caténine, a
l'activation de FAK (kinase d'adhésion focale) et de la paxilline qui sont importantes pour la
migration cellulaire (Figure 42, 4) (Kiihl et al., 2000; Huang et al., 2004; Kurayoshi et al.,
2006). Toutefois, dans le cancer du sein, la migration cellulaire peut étre inhibée via la sous-
unité¢ Gos activée par Wnt5a/Frizzled-3 (Hansen et al., 2009). Dans leur étude, Wnt5a active
plutot la sous-unité Gas qui en stimulant I’AC, active d’une part, la phosphoprotéine DARPP
32 (dopamine- and cAMP-regulated phosphoprotein) et d’autre part, la phosphorylation de
CREB. En conséquence, DARPP-32 inhibe I'activité de la Rho GTPase Cdc42 qui est cruciale

Kléouforo-Paul DEMBELE 146



CHAPITRE 2 : les protéines G hétérotrimériques INTRODUCTION

pour la formation des filopodes, tout en potentialisant l'activité de CREB, ce qui conduit a
bloquer la formation des filopodes et la migration (Figure 42, 7) (Hansen et al., 2009). Le rdle
suppresseur de tumeur de la voie Gas a donc été découvert dans de nombreux autres cancers,
notamment de la prostate (L Wang et al., 2014), dans les médulloblastomes (He et al., 2014;
Iglesias-Bartolome et al., 2015), ainsi que dans les cancers de ’ovaire (Teoh et al., 2014).

Inversement, I’implication de la famille Gai dans la migration cellulaire a aussi été évaluée.
En utilisant des inhibiteurs pharmacologiques, il a ét¢ démontré qu’apres stimulation du
récepteur LPA1, Pactivation de Gai favorise la migration des cellules de GBM via des voies
dépendantes de PI3K/Rac1/INK ou PI3K/Cdc42/p38MAPK (Figure 42, 6) (Malchinkhuu et al.,
2005), des mécanismes tres similaires a ce qui a pu étre démontré dans le cas des systémes
chimiokines. Dans le cancer du poumon non a petites cellules et les GBMs, les systémes
chimiotactiques bien connus SDF-1/CXCR4 et UII/UT recrutent aussi Gai pour activer les
voies de signalisation PI3K et MAPK qui contribuent a la migration chimiotactique mais aussi
a la sécrétion de diverses MMP menant a I’invasion tumorale (Otsuka and Bebb, 2008;
Lecointre et al., 2015).

Li et ses collegues ont aussi démontré que Gai2 est nécessaire a la translocation membranaire
d'ELMOI (Engulfment And Cell Motility I) induite par SDF-1, a la polymérisation de l'actine
et aux métastases des cellules de cancer du sein (Li et al., 2013). Le complexe ELMO/DOCK
fonctionne comme une GEF pour réguler l'activation de Rac. Lors de l'activation de ce
complexe, la protéine DOCK180 expose son domaine Docker, qui a son tour se lie et active
Rac (Brugnera et al., 2002; Coté and Vuori, 2007). En utilisant des siRNA et par traitement a
la PTX, les auteurs ont démontré, par immunocytochimie, migration en chambre de boyden et
wound healing, que SDF-1/CXCR4 active la sous-unit¢ Goi2 qui par interaction avec
I’extrémité N-terminale de ELMO1 déclenche sa translocation membranaire et son association
a DOCKI180 pour activer les petites protéines G Racl et Rac2 qui régulent ensuite le
cytosquelette d'actine et la migration au cours du processus métastasique de cellules de cancer
du sein. Par ailleurs, en utilisant des techniques similaires, Wang et ses collégues ont récemment
démontré qu’en réalité les RCPGs de chimiokines stimulent des voies dans lesquelles
I’activation de la sous-unit¢ Gai2 ainsi que du dimere Gy (Wang et al., 2016: 1) sont donc

nécessaires (Figure 42, 3).
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Figure 42. Exemples schématiques de I’'implication des protéines G dans I’adhésion, la migration
et les métastases aprés ’activation par un RCPG. Ce schéma non exhaustif illustre des voies de
signalisation impliquant d’une part les sous-unités Gog/11 comme stimulateur de I’adhésion, de la
migration et des métastases dans le cancer du sein (1), de ’estomac (4) et des mélanomes (5) ; d’autre
part, les sous-unités Goi comme stimulateur de 1’adhésion, de la migration et des métastases dans le
cancer du sein et les gliomes (3 ; 6) ainsi que GBy dans le cancer du sein (3). L’activation de Ga.12/13,
par CXCR4 ou UT, régule positivement 1’adhésion et la migration cellulaire dans le cancer du sein et le
gliome (2) alors qu’elle joue un role de suppresseur de tumeur apres activation par SIPR dans les
lymphomes dérivés de cellules B du centre germinatif (GCB-DLBCL) (8). Gas inhibe la migration
cellulaire dans de le cancer du sein (7). ARHGEF1 (ou pl15RhoGEF) : Rho guanine nucleotide
exchange factor 1 ; Cdc42 : cell division cycle 42 ; DARPP : phosphoprotéine régulée par la dopamine
et 'AMPc ; DOCK180 (ou DOCK1) : dedicator of cytokinesis 1 ; ELMOL1 : Engulfiment and cell motility
1 ; FAK : kinase d'adhésion focale ; INK : c-Jun (activator protein 1 transcription factor subunit) N-
terminal kinases ; PAK : p21-activated serine-threonine kinase ; P-rex : PIP3 dependent Rac exchanger
protein ; ROCK : Protéine kinase associée a Rho.

L’implication du dimere GPy dans 1’agressivité tumorale a aussi été évaluée dans de récentes
¢tudes. Par exemple, PI3K et P-REX1, un GEF spécifique de Rac (RacGEF), ont été décrits
comme des effecteurs fondamentaux de GBy dans les voies contrélant la motilité et la migration
directionnelle dans la progression tumorale (Figure 43) (Welch et al., 2002; Vazquez-Prado et
al., 2016). Dans les modeles précliniques de cancer murin cancer du sein, I'inhibition de Gy
atténue la croissance tumorale, alors que chez les patients atteints de certains cancers, la

surexpression aberrante des effecteurs chimiotactiques de Gy ou les mutations récemment
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identifiées dans G sont corrélées & un mauvais pronostic (Vazquez-Prado et al., 2016).
Dr’ailleurs, des travaux récents ont conforté ces données en démontrant que le dimére GPy est
efficace dans la réorganisation du cytosquelette, la protrusion cellulaire et la migration via
l'activation directe de P-REX1 (Cervantes-Villagrana et al., 2019). Partant de ce fait, ils ont
évalué et démontré que cette signalisation principalement associée a Gy est surtout efficace
lorsque Gy provient de RCPGs qui couplent normalement les sous-unités Gai, par rapport aux
autres Ga (Figure 43). Cette observation recouvre les données précédemment évoquées dans
notre introduction, suggérant une vraie spécificité des GPy issues du complexe Gai dans la
réorganisation du cytosquelette, les protrusions cellulaires et la migration. Il est possible de
suggérer plusieurs hypothéses : la grande disponibilité de GPy causée par 1’expression
abondante de Gai (Smrcka, 2008; Kehrl, 2016), la possible existence d’hétérotriméeres Gaify
formant un complexe préassemblé avec des récepteurs et des effecteurs (Hepler, 2014), la
dissociation plus efficace de Gai par rapport aux autres hétérotrimeéres composés des trois autres
familles de Ga (Lambert, 2008). A ce propos, les sous-unités Gaq et Ga12/13 interférent avec
cette signalisation GBy/P-REX1/Rac (Cervantes-Villagrana et al., 2019) en activant plutét Rho
via une interaction directe avec p63RhoGEF/TRIO et RGS-RhoGEF, respectivement (Lutz et
al., 2005; Rojas et al., 2007). Etant donné que Rho et Rac ont des effets opposés sur la
morphologie cellulaire, ils sont considérés comme des signaux contradictoires qui doivent étre

régulés de manicre spatiotemporelle lors de la migration (Cervantes-Villagrana et al., 2019).
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Figure 43. Implication des sous-unités Gpy dans la migration des cellules de cancers
métastatiques. La migration chimiotactique peut étre stimulée par les sous-unités Gy provenant de
Gai, qui activent les RhoGEF P-REX1/Rac associées la polymérisation de 1’actine pour faire avancer la
cellule.
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7.3. Les protéines G en tant que régulateurs directs de I’agressivité tumorale

Au cours des derniéres années, il est devenu évident que les protéines G jouent un réle
important dans la régulation de nombreuses cascades et de signalisations intracellulaires qui
sont impliquées dans le développement des cancers. De récentes études ont mis en évidence le
role crucial direct des protéines G et les conséquences de leurs mutations sur 'agressivité¢ des
tumeurs (Figure 44). L'une des protéines G les plus fréquemment mutées dans les cancers est
le géne GNAS de la sous-unit¢ Ga, avec 4,4% de mutations sur les 9486 échantillons de
tumeurs, dont la grande majorité de ces mutations sont autour de deux résidus R201 et Q227
(O’Hayre et al., 2013). L’une des conséquences de ces mutations est le maintien sur une plus
longue période de la sous-unité¢ Ga-GTP active. Il a été suggéré que la mutation de Gas permet
I’activation des voies pro-inflammatoires dans le cancer du pancréas, du poumon, du c6lon, de
l'ovaire et peut favoriser la croissance aberrante de la tumeur (O’Hayre et al., 2013) alors que
sa suppression dans les kératinocytes chez la souris est suffisante pour induire un carcinome
basocellulaire via ’activation non canonique de GLI (glioma-associated oncogene, oncogene
associ¢ au gliome) et de YAP1 (Iglesias-Bartolome et al., 2015). Comme précédemment
mentionnée, cette fonction suppresseur de tumeurs de Gos a aussi été décrite dans les
médulloblastomes, la tumeur maligne du cerveau la plus répandue chez l'enfant, dans lesquelles
Gas agit en inhibant la voie Sonic Hedgehog (Shh) via 1’augmentation de I’AMPc (Figure 44,
2) (He etal., 2014).

Dans 8778 échantillons de cancer analysés a partir de la base de données COSMIC (2013),
3,3% de mutations sur les génes GNAQ et GNA11 ont été identifiées. La majorité de ces
mutations affecte les résidus Q209 et R183 nécessaires a 'activité de la GTPase, [’hydrolyse du
GTP est ainsi perturbée (O’Hayre et al., 2013; O’Hayre et al.,, 2014). La croissance du
mélanome uvéal dépend essentiellement de la mutation de GNAQ ou GNA11 qui deviennent
alors des oncogenes (Van Raamsdonk et al., 2010). De maniére intéressante, la mutation
somatique de GNAQ a été signalée dans 83% de cas de naevus bleu et 46% de mélanome
oculaire de l'uvée. Ces mutations se produisent exclusivement sur Q209 et entrainent une
activation constitutive, transformant la GNAQ en un puissant oncogéne (Van Raamsdonk et
al., 2009). La surexpression du mutant GNAQX®! dans les cellules de mélanome induit des
tumeurs hautement pigmentées apres 10 semaines chez la souris Nude, entraine également la
croissance cellulaire ainsi que I’augmentation de la capacité clonogénique des cellules de
mélanocyte ou des HEK293T via I’activation de ERK. Ces résultats ont été confirmés en sous-

Q0L o

exprimant GNAQ avec des siRNA dans des mélanocytes portant la mutation GNAQ n

plus de réduire la croissance cellulaire, la majorité des cellules reste bloquée en phase G0/G1
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par rapport aux cellules contrdles (Van Raamsdonk et al., 2009). Récemment, Feng et ses
collegues ont démontré qu’en réalité la croissance aberrante de cellules de mélanome est
dépendante de I’activation de YAP par Gag/11 via Trio et sa Rho GTPase régulée, RhoA
(Figure 44, 3), mais moins dépendante des seconds messagers générés par la PLC (Vaqué et
al., 2013; Feng et al., 2014; Feng et al., 2019).

La sous-unit¢ Gal3, membre de la famille Gal2/13, a été démontrée comme trés
positivement impliquée dans les cancers métastatiques du sein et de la prostate (Kelly, Moeller,
et al, 2006; Kelly, Stemmle, et al., 2006) et dans les PDAC (pancreatic ductal
adenocarcinoma) chez lesquels elle joue un rdle stimulateur dans l'invasion des cellules
(Gardner et al., 2013; Chow et al., 2016). Sa sous-expression diminue significativement
l'invasion protéolytique induite par les MMPs dans le collagéne tridimensionnel et améliore
'adhérence cellule-cellule induite par la E-cadhérine. Par ailleurs, Gal3 peut affaiblir les
jonctions adhérentes en se liant a la E-cadhérine et en déplacant la B-caténine des jonctions
adhérentes (Meigs et al., 2001; Meigs et al., 2002). Il a aussi été¢ démontré que cette sous-unité
perturbe les jonctions adhérentes endothéliales en se liant a la VE-cadhérine et en provoquant
son internalisation (Gong et al., 2014). Cependant, la signalisation exacte par laquelle Gal3
contribue a l'invasion des cellules cancéreuses du pancréas n’est pas encore bien décrite. Le
séquencage d’échantillons de patient atteints de lymphome (GCB-DLBCL, germinal center B
cell-derived lymphoma) a révélé la présence de mutation dans GNA13 (Muppidi et al., 2014).
Les cellules B murines du centre germinatif (GCB) et les GCB-DLBCL humaines, dans
lesquelles Gal3 a été supprimée, sont incapables d’inhiber 1’activation de Akt et la migration
en réponse a la S1P, et ces souris déficientes en Gal3 développent un lymphome dérivé de
cellules GCB (Muppidi et al., 2014). De plus, la suppression de Ga13 entraine la dissémination
des GCB dans le systéme lymphatique et sanguin. Cette étude, contrairement a celle de Chow
et ses collegues (Chow et al., 2016) dans les cellules PDAC, propose une voie dépendante de
Gal3 et son effecteur ARHGEF1 (p115RhoGEF), qui cible directement RhoA pour inactiver
pAkt, suffisants pour I’inhibition de la croissance et de la dissémination de GCB- DLBCL
(Muppidi et al., 2014).

En ce concerne les sous-unités Gai, une étude récente a montré que I'ARNm de la sous-unité
Gai3 est significativement surexprimée dans plusieurs tissus de gliome humain et son niveau
d'expression est associé a celui des récepteurs tyrosine kinases (RTK, y compris EGFR, FGFR
et PDGFRa) et surtout a I'hyperactivité de la voie Akt-mTOR (Li et al., 2016). De manicre
intéressante, l'inactivation de Gai3 a ’aide de shRNA spécifiques entraine I’inactivation

significative de la voie Akt-mTOR associée a la diminution de la viabilité cellulaire, de la
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capacité clonogénique des cellules de GBM et a I’augmentation de 1'apoptose. De plus, la
croissance tumorale in vivo est inhibée et les cellules sont plus sensibles a une irradiation
induisant la mort cellulaire lorsque Gai3 est inactivée (Li et al., 2016). En revanche, des
résultats contraires ont été obtenus lorsque Gai3 est surexprimée dans les cellules confirmant
ainsi la fonction régulatrice de la croissance des gliomes par Gai3 via Akt-mTOR (Figure 44,
1). Trés récemment, des mécanismes similaires ont ét¢ confirmés avec Gail (Liu et al., 2018).
La protéine et 'ARNm de Gail sont, comme Gai3, significativement surexprimés dans les
tissus de gliomes, et leurs expressions sont corrélées a la sous-expression d'un miARN anti-
Gail (miR-200a) qui, en condition normale, cible le 3 'UTR de Gai pour le sous-exprimer,
inactive Akt-mTOR et inhibe la prolifération des cellules de gliome (Liu et al., 2018). De
manicre intéressante, la sous-expression Gail par shRNA (shGNAIl) ou sa délétion
fonctionnelle par interférence d’un dominant négatif (mutant G202T), inhibe non seulement
l'activation de Akt-mTOR mais aussi la prolifération des cellules de GBM ou des cultures
primaires de gliome isolées de patients. De plus in vivo, la croissance de xénogreffes sous-
cutanées et orthotopiques de gliomes chez la souris Nude est largement inhibée suite a la
l'expression de shGNAIl ou de miR-200a. Par ailleurs, miR-200a est incapable d'inhiber la
prolifération des cellules lorsque Gail est sous-exprimée ou mutée (Liu et al., 2018). Partant
de ces faits, les auteurs ont conclu que la régulation négative de miR-200a dans le gliome
conduit a la surexpression de Gail (sans effet sur Gai2 et Gai3) puis a l'activation de la voie

Akt-mTOR aboutissant a la prolifération accrue des cellules de gliome.
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Figure 44. Résumé schématique de I’'implication directe des sous-unités Ga dans la survie, la
prolifération et ’invasion tumorale. Les différentes sous-unités Gai et Goq utilisent différentes voies
de signalisation conduisant respectivement a l'agressivité des gliomes (1) et des mélanomes (3). Gas est
plutdt un inhibiteur de la croissance cellulaire (2) dans les médulloblastomes et les carcinomes
basocellulaires. GLI : oncogéne associ¢ au gliome ; LATS : large tumor suppressor ; MOB1 : Mps one
binder kinase activator protein 1 ; PDK1 : pyruvate déshydrogénase kinase 1.

Bien que les familles Gai, Gaq, Gas, Gal2/13 sont classiquement étudiées dans le contexte
de la tumorigenése, ce n’est que récemment que I’implication des sous-unités Gy a également
¢été mise en évidence dans le cancer. Yoda et ses collégues ont identifi¢ des altérations de GNB1
et GNB2 dans de multiples cancers humains, notamment dans les leucémies et lymphomes
(Yodaetal., 2015). Ces mutations récurrentes, pour la plupart, sont retrouvées sur les sites K57,
K78, 180, K89 et M101 localisés sur le géne de la sous-unité 3 et affectent ainsi I’interface de
GP qui lie la sous-unité¢ Ga, les effecteurs en aval et perturbent I’interaction entre Ga et le
dimére Gfy. Ils ont ensuite démontré que les mutations de G favorisent I’activation de la voie
PI3K/Akt/mTOR et MAPK dans les cellules TF-1 d’érythroleucémie (Yoda et al., 2015). Etant
donné que le traitement par la PTX, toxine qui bloque la signalisation Gai, n'inhibe pas la
croissance cellulaire ni la phosphorylation de ERK dans les cellules portant des mutations de

GNBJI, ils concluent qu’effectivement la croissance cellulaire est favorisée par les mutants Gf3

via PI3K/Akt/mTOR (Figure 45, 2) (Yoda et al., 2015). De plus, le traitement in vivo avec
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BEZ235, un double inhibiteur de PI3K/mTOR, inhibe la signalisation induite par GB1 mutée
et augmente considérablement la survie des souris dont la moelle osseuse est transplantée avec
le mutant K89E de GP1. L’évaluation de la croissance cellulaire des BaF3-MYC, lignée
cellulaire pro-B dépendante de l'interleukine-3 (IL-3) (Shindoh et al., 2012) et exprimant
I’oncogéne MYC, montre que I’absence d’IL-3 dans leur milieu de culture entraine leur mort
au cours du temps contrairement aux mémes cellules exprimant le mutant GNB1 K89E. De
méme, les cellules A375 de mélanome ou K562 de leucémie myéloide exprimant le mutant
GNB1 K89E deviennent résistantes aux inhibiteurs de kinase Vemurafenib et Nilotinib qui sont
des inhibiteurs de proto-oncogenes BRAF et Ber-Abl, respectivement (Yoda et al., 2015).

Plus spécifiquement, le role d’une sous-unité¢ G, la GBS, dans la régulation de l'apoptose
dans le cancer colorectal a été décrit (Fuchs et al., 2015). A partir d’ ARNm extraits de tissus de
patients classés en grade de tumeur non agressive (cancer du c6lon non métastatique) ou tres
agressive (cancer du cdlon métastatique), Fuchs et ses collégues ont d’abord découvert par RT-
PCR que la sous-unité G5 est surtout surexprimée dans les cancers du cdlon métastatiques. Ils
ont ensuite réalisé des études fonctionnelles en surexprimant stablement ou en sous-exprimant
GBS dans les lignées HCT116 de cancer du co6lon, et ont démontré que GBS rend les cellules
résistantes a I'apoptose entrainée par TRAIL (tumor-necrosis-factor related apoptosis inducing
ligand) via (1) l'activation de la voie de signalisation NF-kB, (2) I'induction de 1'expression de
la protéine anti-apoptotique XIAP et (3) la diminution de l'expression membranaire du
récepteur de mort cellulaire TRAIL-R2 ainsi que la modification de la composition du
complexe de signalisation induisant la mort (DISC) dans ce cancer (Figure 45, 1).

Depuis peu, les isoformes de la protéine kinase D (PKD 1/2/3), activées canoniquement par
le DAG (Wang, 2006), ont été décrites comme étant dérégulées dans de nombreux cancers et
sont impliquées dans des processus cellulaires importants pour la progression tumorale,
notamment la survie, la prolifération, la migration, les réponses immunitaires et 1’angiogenese
(LaValle et al., 2010; Lau et al., 2013a). Il est intéressant de noter que parmi certains membres
des quatre familles de protéines G, seules les sous-unités de la famille Gag/11 activent
efficacement les trois isoformes de PKD. Cependant les Gy provenant des sous-unités Gai
sont d’autant plus efficace pour activer la PKD via PLCB2/3 et I’identité spécifique de Gy au
sein des dimeres Gy détermine cette stimulation (Lau et al., 2013a). En effet, seuls les diméres
GBly avec y2, v3, v4, v5, Y7 et Y10 peuvent servir d’activateurs efficaces de la PKD. Une fois
activée, PKD se localise rapidement a différents emplacements subcellulaires, particuliérement
a la membrane plasmique, le noyau et les mitochondries, ou elle peut moduler le développement

tumorale (Roy et al., 2017).
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Figure 45. Résumé schématique de I’implication directe du dimére GPy dans la survie, la
prolifération et I’invasion tumorale. DISC : complexe de signalisation induisant la mort; IKK :

inhibitor-xB kinase ; PS0/P65 : dimere actif de NF-xB ; XIAP : protéine inhibitrice de I'apoptose lie au
chromosome X.

Receptf:}lr Protéine ,G Vone(§) prin cq:oales de Type de cancer Fonctions Références
associé concernée signalisation
Role des protéines G aprés stimulation d’un RCPG
Wnt5a/GPR54 PKC/Snail/Vimentine Mélanome Invasion/Métastase/EMT (Dlssanzet)y(;i%e el
Ach/M3R YAP, ERK, Akt Cancers gastro- Prolifération/Survie (omtkit eiiell,
intestinaux 2019b)
(Kiihl et al., 2000;
Frizzled Gyl PKC/Src/Paxillin C,a TSR Adhésion/Migration Kurayoshi et al.,
l'estomac
2006)
SDF1, Cancer du pancréas, .
Neurotensine, PLC/PKD1 de la peau, du col de Prolifération gy ik, 20078 Low
- etal., 2013b)
TGFa l'utérus
GPR116 p63RhoGEF-Rho/Racl Cancer du sein Migration/Métastase (Tang et al., 2013)
WNT5a/ . s L
Frizzled PKA/DARPP-32/CREB Cancer du sein Inhibition de la migration (Hansen et al., 2009)
ET-1/ETAR Gas/cAMP/PKA | Cancer de I'ovaire | [Mhibition delamigration et | iy p o1 2914)
des métastases
ET-1/ETAR das - Cancer de la Invasion (L Wang et al., 2014)
prostate
(Castellone et al.,
PGE2/EP2 Axin/B-caténine Cancer du c6lon Prolifération/Invasion 2005; Shao et al.,
2005)
SDF1/CXCR4 AMPc GBM, Prolifération/Invasion (Yang et al., 2007)
Médulloblastome & ’
. PI3K/Rac/JNK; . . . (Malchinkhuu et al.,
LPA/LPAIR Gai PI3K/Cdc42/p38MAPK Gliome, GBM Migration 2005)
SIP/SIPR = Gliome, GBM Migration (MalChlznokohs‘;“ el
EGF, . PI3K/Akt/mTOR, . . .
FGF/RTK Gai3 ERK1/2 Cancer du sein Croissance cellulaire/ (Z Wang et al., 2014)
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EGF (Y-M Zhang et al.,
> Gai2 PI3K/Akt/mTOR GBM Croissance cellulaire 2015; Liu et al.,
FGF/RTK
2018)
SDF1/CXCR4 Goi2 ELMO1/DOCK180/Rac Cancer du sein Migration/Métastase (Lietal., 2013)
SDF1/CXCR4 RhoA Cancer du sein Migration/Métastase (’Yagl el AV
Gal2 O’Hayre et al., 2014)
LPA/LPAR Ras/ERK/CREB Cancer de I’ovaire Prolifération (Haetal., 2014)
LPA/LPAR - Cancer du pancréas Prolifération (Gardner et al., 2013)
Gal3
S1P/S1PR P115RhoGEF/pAkt GCB-DLBCL Migration/Métastase (Muppidi et al., 2014)
SDF1/CXCR4 GB Tax-1/Raf-1/ERK LeucemleTa eI Migration/Infiltration (Twizere et al., 2007)
SDF1/CXCR4 Gy ELMO Cancer du sein Migration chimiotactique (Wang et al., 2016: 1)
(Véazquez-Prado et
SDF1/CXCR4 Cancer du sein, du Motilité/Migration al., 2016; Cervantes-
LPA/LPAR Gy R e col de l'utérus chimiotactique Villagrana et al.,
2019).

SDF1, Cancer du pancréas, .
Neurotensine, G C;B;“/é‘si 3 PLC/PKD1 de la peau, du col de Prolifération iy tet 131,22(1);!:’ Lo
TGFa 7, Gy l'utérus San )

(Castellone et al.,
PGE2/EP2 Gy PI3K/Akt/GSK3p Cancer du colon Prolifération/Invasion 2005; Shao et al.,
2005)
Role direct des protéines G
Inhibition de GLI / Carcinome Inhibition de la croissance (Iglesias-Bartolome
YAPI basocellulaire cellulaire etal., 2015)
Gos Inhibition de la croissance
Inhibition de Shh/GLI Médulloblastome . (He etal., 2014)
cellulaire
Croissance cellulaire,
Gaq ERK M¢élanome augmentation de la capacité (Ve IR iom < g
L al., 2009)
clonogénique
Croissance cellulaire (g el ADIGE
Gaq Trio/FAK/YAP Mélanome b " Feng et al., 2014;
aberrante Vaqué etal., 2013).
Goi2 PI3K/Akt/mTOR GBM Croissance cellulaire (Liu et al., 2018)
Gai3 Akt/mTOR GBM (DS (Lietal., 2016)
cellulaire/résistance
Stimulation des MMP, Cancer (Kelly, Moeller, et
Gal2/13 Diminution de la E- pancréatique, du Invasion ; Métastase al., 2006; Chow et
cadhérine sein, de la prostate al., 2016)
Leucémie, Croissance
GB1/2y PI3K/Akt/mTOR i cellulaire/Résistance (Yoda et al., 2015)
GBSy NF_KB/XII?ZP » TRAIL- Cancer du c6lon Survie cellulaire/Résistance (Fuchs et al., 2015)

Tableau 7. Revue non exhaustive des protéines G comme modulateur de I’agressivité tumorale.
Ach : Acétylcholine ; Akt : Protéine kinase B ; CREB : cAMP response element-binding ; DARPP :
Dopamine- and cAMP-regulated phosphoprotein ; DOCK : Dedicator of cytokinesis ; EGF : Epidermal
growth factor ; EMT : Epithelial mesenchymal transition ; ELMO : Engulfment and cell motility ; EP2
: Prostaglandin EP2 receptor ; ET-1 : Endothelin 1 ; ERK : Extracellular signal-regulated kinase ;
ETAR : Endothelin receptor ; FGF : Fibroblast growth factor ; GSK3p : Glycogen synthase kinase 30 ;
JNK : Janus kinase ; LPA : Lipoprotein A ; MAPK : Mitogen-activated protein kinase ; mTOR:
mechanistic target of rapamycin ; M3R : Muscarinic acetylcholine receptor M3 ; NF-xB : Nuclear
factor-kappa B ; PI3K : Phosphoinositide 3-kinase ; PGE2 : Prostaglandin E2 ; PKA, C : Protéine kinase
A, C; PKDI : Polycystin-1 precursor ; PLC : Phospholipase C ; P-rex : PIP3-dependent Rac exchanger
1 ; RTK : Receptor tyrosine kinase ; SDF1 : Stromal cell-derived factor 1 ; S1P : Sphingosine-1-
phosphate ; TGF : Transforming growth factor ; TRAIL-R2 : Tumor-necrosis-factor related apoptosis
inducing ligand R2 ; Wnt5a : Wingless-related integration site family, member 5A ; XIAP : X-linked
inhibitor of apoptosis protein ; YAP : Yes-associated protein.
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Ce résumé non exhaustif met en évidence le degré d’implication et le fonctionnement des
sous-unités de protéine G dans 1’agressivit¢é de nombreux cancers. Cependant trés peu
d’informations existent a ce jour sur I’implication directe des protéines G dans la progression
des gliomes. Dans ce contexte, nous avons tenté d’étudier le rdle principal des protéines G dans
les gliomes et avons identifié leur signature d’expression, ce qui a conduit a la découverte de
certaines sous-unités Ga, Gf et Gy clés et spécifique des GBMs, notamment la protéine Gal5

non ubiquiste et atypique.
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CHAPITRE 3 : LA SOUS-UNITE Gal5s

1. Structure et modification de la sous-unité Gal$s

La sous-unité Gal5, avec une masse moléculaire estimée a 43,5 kDa, est I’un des membres
de la famille Gaq partageant une identité de séquence en acides aminés d'environ 57% avec
Gall et Gaq (Strathmann and Simon, 1990; Yu et al., 2008), environ 40% d’identité en acides
aminés avec Gas et 45% avec les membres de la classe Gai/o (Amatruda et al., 1991). Clonée
dans un premier temps chez la souris (Wilkie et al., 1991; Wilkie et al., 1992), l'isoforme
humaine ensuite clonée a ét¢ dénommée Gal6 dans I’hypothese qu’il s’agissait d’une nouvelle
protéine Ga (Amatruda et al., 1991), mais a ensuite été reconnue comme forme orthologue mal
conservée de Gal5 partageant 85% d'identité de séquence avec Gol6, puis conduisant a sa
requalification de Gal5 chez ’Homme (Chakravorty and Assmann, 2018). Comme les autres
membres de la famille Gaq, Gal5 est palmitoylée au niveau de séquences polycystéines (Cys9
et Cysl0) a l'extrémité N-terminale, ce qui est important pour sa localisation a la membrane
plasmique et son activité¢ fonctionnelle (Figure 46) (Pedone and Hepler, 2007). Une autre
modification structurelle intéressante de Gal5 est sa possible phosphorylation par la PKC,
unique parmi les membres de la famille Gaq (Aragay and Quick, 1999; Gu et al., 2003; Su et
al., 2009). En effet, une premiere étude proposait trois s€équences consensus de phosphorylation
par la PKC (Serines 4 et 53, Thréonine 6), qui ne sont pas présentes sur les Gaq (Aragay and
Quick, 1999). Plus tard, Gu et ses collégues ont d’abord observé que 1’activation de RCPGs tels
que M2R peut induire la phosphorylation de Gal5 exprimée dans des cellules COS-7 et leur
¢tude de phosphorylation in vitro montre que Gal5 est un substrat direct de la PKC. Le site de
phosphorylation supposé est la serine 336 sur la boucle a4/B6 unique de Gal5 et ce site de
phosphorylation de la PKC est essentiel pour l'activation des PLCs induite par un RCPG, mais
pas pour l'interaction directe de la protéine Gal5 avec la PLCP (Figure 46) (Gu et al., 2003).
Ce site (a4/p6) ainsi que ’extrémité C-terminale de Gal5 ont aussi été décrits comme étant
des régions critiques d'interaction avec les récepteurs, notamment le récepteur C5aR impliqué
dans la chimiotaxie/inflammation (Lee et al., 1995; Davignon et al., 2000). D’autres régions
d’interaction avec des RCPGs ont été décrites et sont indiquées sur la Figure 46, notamment les
boucles a4/p6, aN/B1 et I’hélice a5 a proximité de 1’extrémité C-terminale, des régions qui
sont toutes impliquées dans le couplage avec mGluR2 (metabotropic glutamate receptor 2), un

RCPG principalement impliqué dans le maintien de 'homéostasie du SNC, et stimulant la
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croissance des cellules U87 de GBMs (Blahos et al., 2001; Gu et al., 2003; Ho et al., 2004; Su
et al., 2009; Pereira et al., 2017).

En plus d'étre palmitoylée et phosphorylée, la sous-unité Gal5 peut étre dégradée par la voie
du protéasome (Johansson et al., 2005). En effet, un prétraitement des cellules HEK293,
exprimant transitoirement Gaq et GalS, avec des inhibiteurs du protéasome (MG132,
lactacystin) atténue la dégradation de Gal5 ainsi que de Gaq alors que les inhibiteurs de
protéases lysosomales (leupeptine) et de protéases a cystéine non-protéasomales (ALLN) ont
trés peu d'effets sur la stabilité de ces sous-unités (Johansson et al., 2005). L'absence de site de

palmitoylation semble étre déterminante pour 1’adressage de ces protéines G au protéasome.

Gogq FILKMFVDL NPDSDKI IYSHFTCATDT
Gall FILKMFVDL NPDSDKI IYSHFTCATDT
+ +
Gal4 FILKLYQDQ NPDKEKV IYSHFTCATDT
Gals FILDMYTRMYTGCVDGPEGSKKGARSRRLFSHYTCATDT
Site de palmitoylation
MARSLTWRC®C'PWCLT... 336
S
N " alN- Site de phosphorylation par PKC

Régions C
d'interaction avec
les RCPGs
Switch | Switch lll -a5 7 Motif de liaison

TCAT | de nucleotide

Figure 46. Structure secondaire de la sous-unité Ga15 avec les modifications covalentes et régions
interagissant avec les récepteurs. La comparaison des acides aminés des membres de la famille Gaq
est représentée en haut avec des régions "gaps" (--) pour optimiser l'alignement et les + indiquent un
alignement entre acides aminées similaires. (Adapté de Gu et al., 2003 ; Su et al., 2009 ; Oldham et
Hamm 2008).

Kléouforo-Paul DEMBELE 160



CHAPITRE 3 : La sous-unité Ga15 INTRODUCTION

2. Spécificité de I’expression de Gal5

Amatruda et ses collégues sont les premiers a identifier la sous-unit¢ Gal5 comme
spécifiquement exprimée dans les cellules humaines de la lignée hématopoiétique (Amatruda
et al., 1991). D’autres études ont ensuite confirmé son expression exclusive dans les
progéniteurs hématopoiétiques normaux et malins, et son absence d’expression dans les
leucocytes matures (Pfeilstocker et al., 1996; Grant et al., 1997). Dans les cellules
hématopoictiques normales, Gal5 est surexprimée dans les cellules progénitrices
hématopoiétiques, les cellules CD34", une expression qui diminue brusquement au cours de la
différenciation granulocytaire et érythrocytaire (Tenailleau et al., 1997). Depuis, de nombreuses
¢tudes ont identifié son expression dans différents tissus (Figure 47). Il a été rapporté que la
sous-unité Gal5 est absente ou sous-exprimée dans les cellules normales différenciées ou dans
les lignées de cellules leucémiques apres induction de la différenciation (Grant et al., 1997;
Mapara et al., 1995; Amatruda et al., 1991). Elles a aussi été observée dans des lignées
cellulaires humaines provenant de myélomonocytes et de lymphocytes T, mais son expression
est seulement observée au début de 1'ontogenese des lymphocytes B puis sous-exprimée lors de
la différenciation (Mapara et al., 1995). Ces observations impliquent que la signalisation
dépendante de Gal5 peut moduler la prolifération ou la différenciation cellulaire en fonction
de I'environnement cellulaire spécifique (Tenailleau et al., 1997; Su et al., 2009). D’ailleurs, il
a été récemment démontré que GNAI1S est I’'un des genes altérés par 1’urbanisation des
populations (Bickler et al., 2016). En effet, GNAI1S serait significativement surexprimé dans
les populations rurales contrairement aux populations urbaines positionnant ce gene/cette
protéine dans une signature moléculaire du milieu, un aspect qui pourrait s’avérer intéressant
dans le domaine de I’immunité, I’inflammation et le cancer. Il faut dans ce contexte souligner
que l'expression de Gal5 a été aussi constatée dans des kératinocytes en culture (Rock et al.,
1997) et la surexpression de son ARNm a été mise en évidence dans les cellules de la peau, les
lignées cellulaires épidermoides A431, les cellules souches hématopoiétiques, contrairement a
d'autres tissus humains comme le foie, les muscles, la rate ou les surrénales (Giannone et al.,
2010). Ces études ont montré que le profil de distribution de Gal5 est non ubiquiste et devrait
étre davantage étudi¢ dans les situations pathologiques, surtout lorsqu’on constate que son
niveau d’expression est significativement plus élevé dans de nombreuses tumeurs (colon, rein,

thyroide, carcinome €pidermoide du poumon) (Figure 47B).
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Figure 47. Expression de la sous-unité GalS. (A) Niveau d’expression en ARN et en protéine de
Gal5 dans différents tissus, normalisé a partir de 3 bases de données transcriptomiques (HPA, GTEXx,
FANTOMS) ou protéiques (UniProtKB / Swiss-Prot). D’aprés The Human Protein Atlas. (B) Analyse
différentielle de I'expression de GNA1S5. Les données d'expression génique normalisées (données de
2015) ont été obtenues a partir de RNASeqV2 extraites de la base données TCGA en utilisant le logiciel
R TCGA-Assembler. T-test, adjusted P<0.05. D’apreés Cancer Cell Metabolism Gene DataBase.

3. Réle physiologique et physiopathologique de la sous-unité Gal5

3.1. Promiscuité et fonction physiologique de Gal5

A ce jour, nombreuses sont les fonctions physiologiques associées a la sous-unité¢ Gals.
Gal5 peut activer les PLCs et montre des caractéristiques particuliéres vis a vis des RCPGs :
elle a une promiscuité unique avec les RCPGs en général avec moins de spécificité (Offermanns
and Simon, 1995), ce qui souligne son importance dans la signalisation cellulaire, lorsqu’elle
est exprimée. Alors que les membres de la famille Gaq entrainent le recrutement de la PLC-
B1=P3>B4>p2, il est propos¢ que Gal5 couple I’ensemble des PLCP (Kozasa et al., 1993) mais
de préférence la PLCB2 (Lee et al., 1992). La co-transfection de Gal5 avec f2AR dans des
cellules COS-7 favorise I'accumulation d’inositol phosphates (IPs) au cours d’une activation
concentration-dépendante par la noradrénaline (Wu et al., 1995). De maniére intéressante, les
récepteurs de la vasopressine (V2R), de la dopamine (D1R) et de 1'adénosine (A2aR) sont
naturellement couplés a Gas et a I'AC pour la production d'AMPc. Lorsque ces RCPGs sont

co-exprimés avec Gal35, la formation d’IPs dépendant du ligand est significativement accrue
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(Offermanns and Simon, 1995). De résultats similaires ont ét¢ obtenus avec d'autres RCPGs
(Innamorati et al., 2009). En effet, Innamorati et ses collegues ont montré que Gal5 est capable
de coupler plusieurs autres RCPGs tels que les récepteurs B2AR (qui couplent normalement
Gas and Gai) ou, d-opioides (DOR) principalement couplés a Gai (Lee et al., 1995), et
d’orienter les voies de signalisation en aval de type IPs et AMPc. De plus, co-expression de
Gal5 avec le mutant de V2R (V2R-R137H), qui est normalement séquestré a 1’intérieur de la
cellule a cause de son internalisation stable par la f-arrestine ; restitue une fraction significative
de ce récepteur a la surface de la cellule (Innamorati et al., 2009). Le mécanisme particulier de
translocation a la membrane plasmique a été confirmé pour d’autres RCPGs suggérant ainsi
que la sous-unité Gal5 présente une résistante a la désensibilisation induite par la B-arrestine.
Une autre particularité de cette sous-unité, contrairement aux autres membres Gaq, est sa
capacité a induire l'activation de la PLC dépendante, déja mentionnée dans le cas de f2AR. En
effet, Lee et ses collegues ont montré que le récepteur du complément C5aR peut stimuler la
PLC via I’activation de Gal5 alors que Gal1 de laméme famille est sans effet apres stimulation
par C5a (Lee et al., 1995). De plus, la délétion (KO total, conditionnel, dans les cellules souches
embryonnaires de souris) de Gal5 chez des souris transgéniques réduit la libération du Ca?*
induite par C5a dans les macrophages sans impacter d’autres RCPGs tels que le récepteur
P2Y2R dont le couplage n’est pas altéré (Davignon et al., 2000). Contre toute attente,
l'inhibition de Gal5 dans les cellules érythroleucémiques (LAM) réduit la mobilisation
intracellulaire de Ca?* lorsque le méme P2Y2R est stimulé (Baltensperger and Porzig, 1997).
Ces ¢études prouvent que la spécificité fonctionnelle de Gal5 pourrait dépendre du type

cellulaire ou du couplage spécifique a un RCPG.

Malgré la longue liste de récepteurs pouvant activer Gal5, notamment les récepteurs DOR,
opiacés (KOR), D2AR, ADRI1, B2AR, SSTR-1 et SSTR-2 (Tableau 8), Gal5 présente une
préférence sélective pour certains RCPGs. Cet aspect est mieux percu lorsqu'on compare son
couplage avec les récepteurs de la méme famille (Lee et al., 1995; Innamorati et al., 2009; Su
et al., 2009). Dans ce contexte, Lee et ses collégues ont par exemple montré que, dans la famille
des récepteurs opioidergiques, 1I’ordre d'efficacité du couplage a Gal5 est DOR, KOR > MOR.
Toutes ces études ont contribué a identifier Gal5 comme unique parmi les autres protéines G

en ce sens qu’elle peut étre recrutée par une grande variété de RCPGs (Tableau 8).
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Catégorie des récepteurs Sous-types
Récepteurs normalement couplés a Gai
Adénosine Al
Adrenergique a2
Cannabinoide CB)
Chimioattractant C3a, C5a, fMLP
CCR1, CCR2b, CCR3,
Chimiokine CXCR1, CXCR2
CCR2a, CCRS, CCR7, CXCR4
Dopamine D1, D2

GABAB1. + GABAB2,

Acide y-aminobutyrique, métabotropique GABAs1s + GABAR

M¢élatonine MTI1, MT2
Muscarinique M2
Neuropeptide AF/FF
Opioide d, K, W, nociceptine
Purinergique UDP-glucose
Sérotonine 5-HT1A
Somatostatine SST1, SST2
Récepteurs normalement couplés a Gas
Adénosine A2A
Adrénergique B1, B2
Dopamine DI, D5
Histamine H2

Hormone lutéinisante -

Hormone parathyroidienne -

Prostaglandine 1P

Sécrétine -

Hormone libérant la thyrotropine -

Vasopressine V2

Récepteurs normalement couplés a Gaq
Adrénergique alB
Bombesin -
Muscarinique M1, M3, M5
Sérotonine 5-HT1C/2C
Thrombine -
Thromboxane TXA2
Vasopressine VIA

Tableau 8. Différents récepteurs couplés a Gal5S induisant I’activation de la PLCP et une
mobilisation intracellulaire rapide de Ca*". (D’aprés Su et al., 2009).

L’implication de la sous-unit¢ Gal5 dans l'activation de plusieurs facteurs de transcription
importants dans de nombreux processus cellulaires a été prouvée (Figure 48). Pour mieux
préciser les fonctions de GalS, de nombreux chercheurs ont mis a profit le mutant

constitutivement actif de Gal5 (Gal15-Q212L). En effet, de nombreuses études ont démontré
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que I’expression de Gal5QL dans différentes lignées cellulaires induit d’abord 1’activation de
la PLCP qui entraine la transformation des PIP2 en IP3 et DAG, ces derniers pouvant ensuite
moduler de nombreuses cascades de signalisation, comme [’activation des voies de
signalisation PKC, ERK, STAT3 et NF-xB (Lo et al., 2003; Lo and Wong, 2006; Yang et al.,
2001; Liu and Wong, 2004). Cependant, Gal5 posséde des propriétés de signalisation
supplémentaires qui peuvent étre indépendantes de 1'activité de la PLCP. La découverte d'un
nouveau partenaire de liaison de Gal5, le TPR1 (tetratricopeptide repeat 1) ouvre de nouvelles
possibilités de régulation de la signalisation cellulaire (Figure 48). Etant donné que TPRI
préfere interagir avec les Ras actifs, son activation par Gal5 peut faciliter la signalisation via
'axe Ras/Raf-1/MEK/ERK et d’autres effecteurs en aval (Marty et al., 2003). Aussi, le facteur
de transcription E3 (TFE3) et Gal5 semblent surexprimés dans I'hypertrophie cardiaque. De
maniére intéressante, la formation du complexe TFE3-Gal5 active, entraine la translocation
nucléaire de Gal$5 et la régulation positive de la protéine de jonction cellulaire Claudine 14
dans les cardiomyocytes (Sato et al., 2011). Sato et ses collégues ont ainsi suggéré Gal5 comme
un nouveau régulateur spécifique et direct de la transcription (une premiére pour une sous-unité

Ga) via TFE3, son AGS indépendant des RCPGs.

3.2. Implication de la sous-unité GalS dans la physiopathologie du cancer

La signalisation oncogénique de la sous-unité Gal5 n'est pas encore bien décrite, cependant,
quelques études récentes suggerent I’implication de Gal5 dans la signalisation et 1’agressivité
tumorale. Il a ét¢ démontré que Gal5 n'est pas exprimée dans les cellules pancréatiques
normales (Giannone et al., 2010), elle est le seul membre de la famille Gaq absent dans les
cellules acineuses pancréatiques (Yule et al., 1999). De maniére surprenante, l'expression de
I'ARNm codant Gal5 a été détectée dans 11 lignées cellulaires établies de carcinome du
pancréas (PaCa), suggérant que son expression dans les cellules PaCa est strictement corrélée
a la transformation oncogénique (Giovinazzo et al., 2013). De plus, la sous-expression de Ga15
a I’aide de shRNA spécifiques, dans les cellules PaCa réduit significativement la densité de
cellules adhérentes uniquement lorsque le microenvironnement tumoral est simulé par
diminution de la concentration en sérum (Giovinazzo et al., 2013). Ainsi, la signalisation par
Gal5 peut soutenir la résistance des cellules tumorales a un microenvironnement tumoral
hostile. Giovinazzo et ses collégues ont été€ les premiers a proposer Gal5 en tant que nouvelle
cible pharmacologique de tumeurs solides et/ou en tant que nouveau marqueur tumoral pour le

traitement du PaCa.
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Figure 48. Les voies de signalisation régulées par Gal5. Comme tous les autres membres de la famille
Gaq, Gal5 active les différents isoformes de PLCP favorisant I'hydrolyse du PIP2 en réponse a la
stimulation d’un RCPG (Offermanns and Simon, 1995; Kozasa et al., 1993; Wu et al., 1993). La sous-
unité Gal5 intervient dans la régulation des facteurs de transcription STAT (Wu et al., 2003; Lo et al.,
2003; Lo and Wong, 2006) principalement par la signalisation Ras/Raf-1/MEK/ERK ou PKC/c-Src
alors qu’elle stimule 'activation de NF-xB (Yang et al., 2001; Lee and Wong, 2009) principalement par
les voies PLCB/CaM/CAMKII (calmodulin kinase II) et PKC, mais aussi par la voie ERK. L'activation
de la PKC déclenche plusieurs voies, notamment la voie JAK (Lo and Wong, 2006; Lo et al., 2008), c-
Src (Lee and Wong, 2009) et JNK (M. M. K. Lee et Wong 2009). La protéine adaptatrice TPR1
(Tetratricopeptide repeat 1) relie I’interaction entre Gal5 activés et Ras, ce qui contribue d’une part a
I’activation de ERK (Heasley et al., 1996), d’autre part a 1’activation de STAT3 et de NF-xB (Marty,
Browning, et Ye 2003; Yu et al., 2008). La petite GTPase Rho est aussi modulée par Gal5 via
p63RhoGEF (Su, Ho, et Wong 2009; Giannone et al., 2010). Le facteur de transcription TFE3 peut
activer Gal5 indépendamment des RCPGs et sa complexation avec Gal5 entraine leur translocation
nucléaire pour réguler I’expression de genes (Yeung et Wong 2009). (Adapté de Lo et al., 2003; Su et
2009; Giannone et al., 2010).

Récemment, il a été démontré que la protéine Gal5 et son ARNm sont fortement exprimés
dans les cellules de tumeurs neuroendocrines gastro-entéro-pancréatiques (GEP-NEN) et sont
aussi détectables dans les échantillons cliniques (Zanini et al., 2015). Dans les cellules de
néoplasie neuroendocrine de l'intestin gréle (SI-NEN), la sous-expression de Ga15 entraine une
diminution de la prolifération associée a 1’inhibition de facteurs pro-prolifératifs Akt et ERK
ainsi qu’a l'activation de I'apoptose. Cependant, 1’activation de NF-kB est quant a elle amplifi¢e
apres stimulation du B1AR par exemple. Aussi, lorsque Gal5 est sous-exprimée, les niveaux

de transcription des inhibiteurs de cycle cellulaire (inhibiteur de la kinase dépendante des
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cyclines 2A, CDKN2A) augmentent malgré la stimulation par la NNK (Nicotine-derived
nitrosamine ketone, un agoniste pro-proliférative du B1AR) contrairement aux conditions
contrdles, suggérant ainsi que 1’expression de Gal5 pourrait les réguler négativement, les
inhibiteurs de cycle cellulaire favorisant ainsi la croissance tumorale. De plus, la surexpression
de Gal5 est associée a une survie plus faible des patients SI-NEN (Small intestinal
neuroendocrine neoplasia) (Zanini et al., 2015). Récemment, 1'anticorps monoclonal AC10364
nouvellement mis au point et capable de cibler des protéines dans les lysats cellulaires
provenant de plusieurs lignées de carcinome incluant les cancers gastriques (cellules KATO-
IT), du sein (cellule MCF-7), hépatocellulaires multi-résistant (cellule Bel/fu) ou
I’adénocarcinome colorectal (cellule HCT-8), a été démontré comme inhibiteur spécifique de
la viabilité et de la prolifération de cellules de carcinome hépatocellulaire (Wu et al., 2019). De
maniére intéressante, les cellules traitées avec AC10364 présentent une sous-expression
significative de GNAI1S5 associée a l'expression aberrante de multiples geénes liés a la
tumorigenese, comme la surexpression du suppresseur de tumeur P53, I’activation de Caspases
3 et 9 pour induire la mort cellulaire et la sous-expression de protéines anti-apoptotiques BLC-
x1, accompagnée du blocage en phase S du cycle cellulaire (Wu et al., 2019). Certes, le lien
direct entre Gal5 et ces facteurs n’est pas €élucidé, mais il parait évident que cette sous-unité
est un acteur clé de la croissance tumorale.

Actuellement, I’émergence des bases de données « omiques », répertoriant les niveaux
d’expression de nombreux genes et protéines, a permis d’identifier GNA1S5 comme I'un des
genes codant une protéine G les plus importantes dans 1’agressivité de nombreux cancers. Par
exemple, le criblage fonctionnel a I'échelle du génome a révélé GNALS parmi les génes qui
stimulent la surexpression de MDM2 (murine double minute 2), un important régulateur négatif
du suppresseur de tumeur p53 dans les leucémies (Kim et al., 2016). De méme GNA1S5 s’est
révélé, avec de nombreuses chimiokines pro-inflammatoires, comme 1’un des geénes impliqués
dans la pathologie du cancer de 'ovaire (Lu et al., 2017). Trés récemment, dans le but de trouver
des geénes candidats potentiels biomarqueurs dans les PDAC, Gu et ses collégues ont évalué les
bases de données (Gene Expression Omnibus) et identifié GNA1S5 combiné a 7 autres génes
(CXCL5, CCL20, NMU, F2R, ANXA1, EDNRA, LPAR®), tous surexprimés dans les PDAC
par rapport au pancréas normal, comme potentielles cibles pour le diagnostic et les stratégies
thérapeutiques des PDAC (Gu et al., 2019).

Méme si le mécanisme fonctionnel n’est pas toujours bien décrit dans ces cancers,
globalement, ces études proposent que I'expression ectopique de Gal5 dans des systémes non

hématopoictiques doit étre considérée comme un signe pathologique. Cependant, Gal5
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présente des niveaux faibles en ARNm ainsi qu’au niveau protéique dans de nombreuses lignées
cellulaires de cancer du poumon non a petites cellules (NSCLC) par exemple (Avasarala et al.,
2013). Sa sous-expression augmente la prolifération de ces cellules tandis que sa surexpression
a P’aide du mutant actif Gal5QL diminue significativement la prolifération cellulaire.
Avasarala et ses collégues ont aussi établi I'importance de Gal5 en tant qu'effecteur essentiel
en aval de la voie de signalisation non canonique de Wnt. En effet, Wnt7a/Frizzled9 peut
recruter Gal5 pour activer le suppresseur de tumeur PPARc (peroxisome proliferator-activated
receptor y pathways) via ERKS indépendamment de la B-caténine dans les cancers du poumon

(Avasarala et al., 2013).

En conclusion, la fonction exacte de cette sous-unité Gal5 au niveau cellulaire est encore
peu connue et semble provoquer des effets distincts en fonction du type cellulaire ou du cancer
testé. Le role de Ga 15 dans la gliomagenése n’est pas abordé et a donc été étudié dans ce travail

de thése.
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Objectifs de thése

Représentant environ 45% de tous les gliomes, le GBM est la tumeur cérébrale la plus
agressive chez 1’adulte. Comme nous I’avons décrit dans 1’introduction de ce manuscrit, le
caractere trés hétérogéne du GBM associé aux signatures moléculaires et expressions géniques,
mais ¢également aux conditions microenvironnementales hypoxique et inflammatoire,
contribuent a la récidive quasi-systématique apres exéreése complete-radio/chiomiothérapie, et
expliquent les nombreux échecs thérapeutiques. Malgré 1’arsenal thérapeutique potentiellement
disponible, appliqué parfois de maniere multimodale, la survie des patients atteints de GBM
n’est pas significativement améliorée, les défis a relever pour améliorer cette survie et la qualité
de vie des patients restent énormes. Ainsi, l'identification de facteurs exprimés de manicre
différentielle qui pourraient mieux définir le comportement agressif des cellules de GBM
fournirait une base pour le développement de thérapies innovantes et peut-étre plus efficaces.

Une des caractéristiques des GBMs est leur capacité trés migratoire et invasive, relayées
principalement par des facteurs chimiotactiques dans un microenvironnement tumoral
hypoxique et inflammatoire. Les récepteurs couplés aux protéines G (RCPGs) et leurs ligands,
particulicrement les RCPGs de chimiokines, surexprimés dans les GBMs et stimulant la
migration chimiotactique, l’invasion et [’angiogen¢se jouent un rdéle majeur dans le
développement des GBMs et l'acquisition d'un phénotype agressif. Dans ce contexte, notre
équipe avait démontré que le récepteur UT de I’urotensine II (UII), une chimiokine peptidique
pro-angiogénique et pro-inflammatoire, ainsi que le systéme chimiokine bien connu SDF-
1a/CXCR4 semblent systématiquement co-exprimés dans les GBMs, plus spécifiquement dans
les zones vasculaires et périnécrotiques, montrant une corrélation avec le grade des gliomes. In
vitro, nous avions aussi établi que I’UII/UT stimule la migration chimiotactique des cellules de
GBM via les couplages de type Gai/PI3K et Gal3/Rho/ROCK, des couplages précédemment
mis en évidence pour le systéme SDF-1a/CXCR4 et d’autres RCPGs chimiotactiques. De plus,
une récente analyse de la base de données TCGA (The Cancer Genome Atlas) en composante
principale réalisée par Alexandre Mutel, é¢tudiant en thése dans I’équipe, a permis d’identifier
la signature d’expression des RCPGs exprimés dans les gliomes et particulicrement dans les
GBMs, qui révele un nombre trés important de RCPGs chimiotactiques. Dans 1’ensemble, leur
expression et activité signalisante redondantes fréquemment associées a la tumorigenése, en
particulier dans les GBMs, soulignent I’intérét d’étudier les nceuds de signalisation communs a

I’ensemble de ces RCPGs chimiokines. Ces nceuds sont principalement représentés par les
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protéines G hétérotrimériques composées des sous-unité a, B et y, qui couplent ces RCPGs et
relayent les effecteurs secondaires intracellulaires, probablement essentiels a la régulation de
I’agressivité des GBMs.

Ainsi, I’objectif de mon travail de these était d’identifier les principales protéines Ga., 3 et y
parmi les 31 protéines G exprimées chez I’Homme dans les gliomes et celles plus
spécifiquement associées au degré de malignité, et a ’agressivité des GBMs, puis a déterminer
le réle d’une de ces protéine G dans les mécanismes de prolifération et d’invasion de cellules
de GBM.

Pour atteindre cet objectif, ce projet de recherche a consisté a :

(1) analyser le niveau d’expression des protéines G dans les gliomes et identifier les plus
spécifiques des GBMs incluant la sous-unité Gal5 atypique et non ubiquiste et tester leur
implication potentielle dans la prolifération et la migration des GBM par répression de leur
expression dans la lignée U887 de GBM,

(2) déterminer les effets de I’inhibition d’expression ou de la surexpression de Gal5 qui se
montre exprimée de novo dans certains GBM notamment mésenchymateux, dans les processus
cellulaires de type la survie/prolifération, remodelage du cytosquelette d'actine, adhésion et
migration des cellules de GBM (U87 et SMG),

(3) caractériser les principales voies de signalisation oncogénique et mésenchymateuse
dépendantes de 1’expression de Ga15 par des méthodes de qPCR et Western blot et enfin,

(4) rechercher I’impact d’une diminution ou d’une stimulation de I’expression de Ga15 sur
la croissance in vivo des cellules U87 xénogreffées dans le striatum de souris Nude, et la survie

des animaux.
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Résultats
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Abstract

Glioma represent 81% of malignant brain tumors, and the most aggressive form corresponds to
glioblastoma multiform (GBM). Despite multimodal surgery and radio-chemotherapy treatments, the
median overall survival of patient is only 14.6 months. Thus, improved strategies for an effective
treatment are urgently needed. One of the main reasons for this poor prognosis resides in the highly
invasive nature of these tumors towards chemokine cues, making total resection of glioma impossible.
We recently demonstrated that UT, the receptor of urotensin II (UII), a pro-angiogenic and pro-
inflammatory chemokine, as well as the well-known chemokine system SDF-1/CXCR4 are
systematically co-expressed in GBMs and their expression are correlated with the grade. Thus, the
implication and redundant overexpression of chemokine G protein-coupled receptors (GPCRs) raise the
issue of studying signaling nodes common to all these GPCRs promoting invasiveness. These nodes are
primarily represented by heterotrimeric G proteins (Ga, B, and y) relaying many intracellular signaling
pathways, potentially regulating GBM aggressiveness.

Here we first analyzed the expression of the 31 subunits (150, 5B and 11y) of G proteins from the
TCGA database and identified Gal5 Gai3, GB2 and Gy5 subunits particularly overexpressed and
specific of GBM, associated with a poor patient survival. Then, the function of Gal5, an atypical and
non-ubiquitous G protein, was studied by its repression using siRNA, shRNA or Crispr-Cas9 (Gal5-
KO) technology or overexpression via pLenti-viral infection of U87 and 8MG GBM cell lines. Results
demonstrated that in the absence of exogenous stimulation of chemokine GPCRs, Gal5 expression
promotes GBM cell survival/proliferation and GBM cell motility/migration through an increased
number of Phospho-paxillin and vinculin-enriched focal adhesion complexes and activation of stress
actin fiber polymerization, mechanisms associated with the PLCB2, ERK, Akt and STAT3 oncogenic
protein expression. These Gal5-induced signaling cascades were associated with i) mRNA expression
of master mesenchymal transcription factors including C/EBPJ, RUNX1, FOSL2, BHLHB2, ZEB1 and
repression of tumor repressors DKK1, ZNF23 or SOX2, ii) expression of angiogenic (Angiogenin and
VEGFA) and the inflammatory SERPINA1 markers. /n vivo, Gal5-KO GBM xenografts significantly
improved Nude mouse survival while Gal5 overexpressing cells induced the poorest survival animal
rate compared with U87-bearing mice.

Collectively, this work highlights for the first time the direct involvement of the Ga15 subunit in the
aggressiveness of GBMs and suggests this subunit as a potential diagnostic and therapeutic target of

GBMs.
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Introduction

1. Classification of glioma

Gliomas are the most common primary intracranial tumor, representing 81% of malignant
brain tumors. Although relatively rare, they cause significant mortality and morbidity. Gliomas
form a heterogeneous group of tumors of the central nervous system (CNS) and were classically
through the World Health Organization (WHO) classified based on histologic types and
malignancy grades (Louis et al., 2007). All tumors with an astrocytic phenotype were grouped
differently from those with an oligodendroglial phenotype, no matter if the various astrocytic
tumors were clinically similar or disparate. According to these criteria, WHO 2007 has
identified the growing malignancy of astrocytomas into 4 grades (I-IV) and of
oligodendrogliomas in 3 ones (I-II) (Louis et al., 2007). But, in a clinical point of view, for
most of low- or high-grade gliomas, their diffuse nature leads to extensive infiltration in the
CNS parenchyma (Louis et al., 2016). Patients with glioblastoma multiform (GBM), the most
common (~45% of all gliomas) and aggressive glioma (Grade 1V), show only a very poor
prognosis with only 5% of patients still alive at 5 years (Ostrom et al., 2014).

It’s important to underline the genetic aspect also because it can be responsible for divergent
clinical outcomes between these two types of neoplasm and may explain differential response
to treatments. In agreement with this concept, in 2016, WHO gives rise to a new glioma
classification that breaks with the old principle of diagnosis based entirely on microscopy by
incorporating molecular parameters to define many glioma tumor entities (Louis et al., 2016).
The use of “integrated” phenotypic and genotypic parameters for CNS tumor classification adds
in fact levels of objectivity that has been missing from some aspects of the previous diagnostic
processes. Thus, the mutation of the gene encoding isocitrate dehydrogenase 1 or 2 (IDH1/2),
associated with 1p19q co-deletion, is a predictive marker of response to chemotherapy
(Stancheva et al., 2014) and is mainly associated with oligodendrogliomas. Conventionally, the
vast majority of GBMs have a wild-type IDH1/2 status, with an amplification of EGFR. In
addition, mutations in PTEN are rather poor prognosis in terms of overall survival and fall into
the category of GBM. GBM is the most frequent and aggressive primary malignant brain tumor
in adults (Stupp et al., 2005; Teo et al., 2014).

Despite intensive standard treatment including surgical resection followed by concomitant
radio-chemotherapy and adjuvant chemotherapy with temozolomide (Stupp et al., 2005; Stupp
etal., 2015), the median overall survival is around 15 months from the time of diagnosis. Unlike

with most other cancers like melanoma, breast, renal and lung cancers in which systemic
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treatments now improve long-term survival, the survival rates for GBM have not improved
much in recent years, even with the introduction of new treatments such as targeted therapies
and immunotherapies (Touat et al., 2017; McGranahan et al., 2017).

The reasons for this poor prognosis can be explained by #) the highly invasive nature of these
tumors, making total resection of gliomas impossible, ii) the intrinsic or acquired radio- and/or
chemo-resistance of these glial tumor cells and/or iii) the presence of a blood-brain barrier

(BBB) that limits the delivery of anti-neoplastic agents.

2. Invasion and chemotactic brain invasion

One of the defining characteristics of GBM is an abundant and aberrant vasculature (Hardee
and Zagzag, 2012) associated with hypoxic state of pseudopalisading peri-necrotic areas with
the GBM. This angiogenesis process is promoted by diverse molecular mechanisms initiated
by GBM cells to adapt to local hypoxic environment for continuous growing. Among these
molecular mechanisms, the hypoxia-induced transcription factor-la. (HIF-1a) has been
described as being related to tumor growth and invasiveness (Zagzag et al., 2008; Seidel et al.,
2010).

Glioma cells undergoing mesenchymal (MES) transition acquire the potential to initiate
metastasis and invasion. Inflammatory processes or hypoxic microenvironment within the
tumor or neighboring normal tissues, may result in the recruitment of circulating or residential
myeloid cells (macrophages or microglia) into the tumor stroma (Ye et al., 2012). These cells
release a number of growth factors, including TGF-p, EGF, PDGF and FGF-2, which trigger
alterations in the levels of transcription factors required for the initiation of EMT, and also in
numerous proteases that increase invasiveness into the surrounding normal brain (Ye et al.,

2012).

3. Detailed description of transcription factors involved in MES transition in glioma

It has been shown that Twist-1 increases GBM invasion, migration, widespread gene
transcription (as SNAI2) (Mikheeva et al., 2010) and that STAT3 is a signaling protein
activated by cytokines to form phosphorylated dimer proteins and act as transcription activator
to regulate cell growth and apoptosis inducing MES transition. The transcription factor C/EBPf
has also been shown to be associated with the initiation and regulation of mesenchymal
transformation and, like STAT3 in GBM, regulates mesenchymal gene expression and tumor
aggressiveness (Carro et al., 2010). The snail family factors, in particular SNAII is a

transcriptional repressor that down-regulates expression of ectodermal genes in mesoderm and
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promotes in GBM MES transition, proliferation, viability and migration (Myung et al., 2014).
SNAI2/SLUG is a transcription factor that represses the transcription of E-cadherin involved
in MES transition and provides the mesenchymal signature of GBM, increases tumor
invasiveness and growth (Mikheeva et al., 2010; Yang et al., 2010; Cheng et al., 2012).

Patient GBM samples with increased expression of a mesenchymal gene signature have
shown a shorter time to tumor recurrence (Cheng et al., 2012) and in one study, 52% of primary
GBM and 85% of recurrent primary GBM with prior treatment expressed a mesenchymal
transcriptome, and molecular phenotype (Tso et al., 2006). These results support the poor
prognosis factor of mesenchymal-types GBM and suggest that this subtype transformation may
be a mechanism of resistance.

GBM cells evolve in an acidic and hypoxic environment which releases numerous factors
promoting cell motility, including ligands of Receptor Tyrosine Kinase-type (RTK) expressed
by glioma cells. One of them, EGF, plays an important role in the proliferation of GBM and is
also involved in tumor invasion by activating the EGFR constitutively active (EGFRVIII)
(Welch et al., 2002; Vazquez-Prado et al., 2016)(Lal et al., 2002) and/or overexpressed
(Silbergeld and Chicoine, 1997). Other auto/paracrine phenomena involved in the invasion have
been described for the TGFa (EI-Obeid et al., 1997), PDGF-a (Feng et al., 2012) or SF/HGF
(Eckerich et al., 2007), whose receptors are expressed by tumor cells. Consistent with these
data, the expression of the HGF/SF-Met receptor system is positively correlated with tumor
grade (Koochekpour et al., 1997), and HGF/SF appears to be the most potent chemotactic factor
tested on glioma cell lines (Brockmann et al., 2003).

The WNT/p-catenin pathway is an important stem cell maintenance pathway and is involved
in therapy resistance (Clevers et al., 2014). GBM cells, in which the WNT/B-catenin pathway
is activated, may also trigger the expression of a set of MES transition activators, including
Twistl, ZEB1, SNAII and SLUG. Furthermore, high expression levels of the WNT/B-catenin
receptor, Frizzled-4, promotes the expression of SNAI1 and the acquirement of a mesenchymal
phenotype in GBM (Liu et al., 2011). In addition to WNT/B-catenin, NOTCH is a major
regulator of glioma stem cells (GSCs) within their microenvironments. Fan et al. (2010)
reported that inhibition of this signaling pathway by y-secretase inhibitors reduces stemness of

GBM cells and CD133-expression (Fan et al., 2010).

4. G protein coupled receptors and G proteins: emerging key actors in cancer
GPCRs comprise a large and diverse superfamily of members identified in organisms as

evolutionarily distant and involved in cell-surface signal transmission. With more than 800

Kléouforo-Paul DEMBELE 177



RESULTATS

members and accounting for >2% of the total genes encoded by the human genome (Dorsam
and Gutkind, 2007), many of the GPCRs activated by ligands are linked to cellular functions
including neurotransmission, hormone and enzyme release from endocrine and exocrine glands
or cell proliferation while aberrant activation contributes to many pathological progression like
tumorigenesis, angiogenesis and metastasis including GBM development (Rubin et al., 2003;
Epstein, 2004; Dorsam and Gutkind, 2007; Grieco et al., 2011; Wu etal., 2012; Liu et al., 2013;
Federico et al., 2014; Franco et al., 2014; Castel et al., 2017). This suggests the potential interest
of GPCRs and their primary effectors in the treatment of devastating cancers.

Among GPCRs, receptors for chemokines or vasoactive molecules are of key interest in the
development of gliomas and acquisition of an aggressive phenotype. Chemokines can be
secreted by normal brain cells and gliomas. As the most known example, the chemokine
Stromal cell-Derived Factor-la (SDF-1a also known as CXCL12) and its receptor C-X-C
chemokine receptor type 4 (CXCR4), are overexpressed in GBM compared with health brain
parenchyma (Sehgal et al., 1998; Bajetto et al., 2006). The effect of SDF-1a on glioma cell
invasion was first demonstrated in vitro (Ehtesham et al., 2006). Its role was then tested in vivo
in a mouse model of brain tumor using a particular siRNA directed against CXCR4, showing a
decrease in tumor growth and cell infiltration through the fibers in brain parenchyma (Zagzag
et al., 2008; Wang et al., 2012). Moreover, CXCR4 knockdown in glioma cells has also shown
to reduce tumor invasiveness in vivo, to inhibit invasion of tumor cells along blood vessels.
Interestingly, CXCR4—deficient glioma cells were more sensitive to radiation-mediated cell
death (Yadav et al., 2016). In fact, tumor cell migration is a key and rate-limiting event in
metastasis, and CXCL12/CXCR4 activates mTORC inducing chemotaxis migration and
spontaneous metastasis dependent of Gai family (Dillenburg-Pilla et al., 2015).

Other paracrine signals involved in motility also require bioactive lipids. Indeed, autotaxin,
a protein overexpressed in GBM (Kishi et al., 2006) induces a lysophospholipase D activity
catalyzing the production of Lysophosphatidic Acid (LPA). By linking its LPA1 receptor
expressed on the membrane of glial tumor cells, it promotes invasion into the brain parenchyma
(Hoelzinger et al., 2008). More recently, the Team Astrocyte and Vascular Niche similarly
established that a vasoactive peptide urotensin II (UII) activating a GPCR named UT (Lecointre
et al., 2015) also promotes migration of glioma cells via chemotaxis and localized inhibition of

autophagic mechanisms (Coly et al., 2016).
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4.1. The transducing mechanism of GPCR and G proteins

Stimulation of these GPCRs activates a group of coupling proteins, the heterotrimeric
guanine nucleotide-binding proteins (G proteins) composed of a, B and y subunits, which are
signal transducers of cell surface GPCR to numerous intracellular signaling pathways (Gilman,
1987; Simon et al., 1991). In fact, upon agonist binding, GPCRs increase the exchange of GDP
bound on the Ga subunit with GTP, this leads to the dissociation of Ga subunit from Gy dimer
resulting in two functional subunits (Ga and GBy). Both Ga and Gy subunits signal to various
cellular pathways. All vertebrate Ga proteins described so far belong to four major classes, Gos,
Gai/o, Gag/11 and Ga12/13 (Hurowitz et al., 2000). Recently, a fifth family called Gav, was
identified in fish (Oka et al., 2009) and considered attributed to Gai and Gaq families despite
the presence of its gene in a limited number of species (Krishnan et al., 2015; Lokits et al.,
2018). Based on the amino acid sequence, structural and functional homologies, Gas class is
composed by Gas et Gaolf; the Gai/o class contains Gai, Gao, Gat, Goz and Gogust; the
Gag/11 class includes Gaq, Gall, Gal4 and Gal5/16; and the Ga12/13 class is composed of
the two Ga12 and Gal3 subunits (Downes and Gautam, 1999; Wettschureck and Offermanns,
2005). In addition, 5 B subunits and 12 y subunits are identified exhibiting distinct signaling
(Downes and Gautam, 1999).

Heterotrimeric G proteins and effectors were shown to be involved in oncogenic cell
signaling and become very attractive for therapeutic peptide development. Indeed, many studies
have demonstrated that they regulate cancer cell migration and chemotaxis, which are
prerequisites for metastasis formation (Dorsam and Gutkind, 2007; Entschladen et al., 2011).
For example, GPR116, an adhesion GPCR, promotes breast cancer metastasis by regulating
cell migration via the Gag-p63RhoGEF-Rho GTPase pathway (Tang et al., 2013). Similarly
GPR78 likely promotes lung cancer cell migration and metastasis through activation of Gog-
Rho GTPase pathway (Dong et al., 2016). More specifically, a proto-oncogenic function of
Gal2 has been demonstrated in ovarian cancer (Goldsmith et al., 2011; Ha et al., 2014), since
silencing of Gal2 drastically attenuates LPA-stimulated phosphorylation of CREB through
Ras-ERK-dependent mechanism, leading to the proliferation of ovarian cancer cells (Ha et al.,
2014). LPA has also been shown to stimulate the migration of GBM cells through PTX-
sensitive Gai signaling pathways (Malchinkhuu et al., 2005), suggesting at least in part two
possible couplings. Other lipids as PGE2 can stimulate the proliferation of colon cancer cells
by activation its EP2 receptor coupled to the Gas. The mechanism requires activated Gas able
to bind the RGS domain of axin, promoting the release of GSK-3f3 from the complex leading

to the stabilization and nuclear translocation of B-catenin, to induce expression of growth-

Kléouforo-Paul DEMBELE 179



RESULTATS

promoting genes (Castellone et al., 2005). Finally, In Non-small Cell Lung Cancer, the well-
known CXCL12-CXCR4 and the UII/UT systems recruit Gai to activate the PI3K and MAPK
signaling pathways which contribute to chemotaxis, cell migration, or secretion of various

matrix metalloproteinases (MMP) leading to invasion (Otsuka and Bebb, 2008).

4.2. Current work hypothesis

Interestingly, many cancers rely on G proteins and GPCRs (Dorsam and Gutkind, 2007;
Cherry and Stella, 2014; O’Hayre et al., 2013); their aberrant expression and activity are
frequently associated with tumorigenesis. More than these previously enumerated, GPCRs are
usually highly expressed in cancer, their implication and redundant expression raises the issue
of studying signaling nodes common to all these GPCRs. These nodes, are primarily
represented by G proteins that couple these GPCRs, relaying secondary effectors, playing a
central role in the regulation of cancer development.

In this context, we attempted to investigate the main role of G proteins in glioma and
identified their expression signature (see results section) leading to the discovery of some key
Ga, B and y protein subunits specific of GBM including the non-ubiquitous and rather atypical
Gal5. Indeed, little information is currently available about its exact functions and role in

cancer, especially in glioma.

4.3. Direct role of G proteins in oncogenesis

Some recent publications highlighted the direct crucial role of G proteins and the
consequences of their mutations on tumor aggressiveness. As an example, mutations on the
GNAQ and GNAI1I1 genes occur in 3.3% of 8,778 samples analyzed from the COSMIC
database (2013) and one of the most frequently mutated G proteins in human cancer appears to
be GNAS with 4.4% mutations in the 9,486 tumor samples (O’Hayre et al., 2013). It has been
suggested that Gas mutation could activate pro-inflammatory pathways in pancreatic, lung,
colon, ovarian cancer and promote the aberrant growth (O’Hayre et al., 2013) while its deletion
in the mouse skin was sufficient to induce basal-cell carcinogenesis (Iglesias-Bartolome et al.,
2015). Frequent somatic mutations have also been reported in GNAQ encoding Gog subunit,
promoting blue nevi (83%) and ocular melanoma of the uvea (46%) (Van Raamsdonk et al.,
2009). Gal3, a Ga12/13 family member, has been shown to be upregulated in pancreatic ductal
adenocarcinoma (PDAC). Its knockdown decreased membrane type 1 matrix
metalloproteinase-driven proteolytic invasion in three-dimensional collagen and enhanced E-

cadherin-mediated cell-cell adhesion. They conclude that Gal3 regulate PDAC cell invasion
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(Chow et al., 2016). A deep sequencing study on germinal center B cell-derived lymphoma
(GCB-DLBCL) have revealed mutation of Gal3 gene GNA13 (Muppidi et al., 2014). Ga13-
deficient mouse GC B cells and human GCB-DLBCL cells were unable to suppress pAkt and
migration in response to sphingosine-1-phosphate (S1P), and Gal3-deficient mice developed
GC B cell-derived lymphoma. In addition, deficiency in Gal3 led to GC B cell dissemination
into lymph and blood. This study of Muppidi and colleagues (Muppidi et al., 2014), in contrast
to those of Chow and colleagues (Chow et al., 2016) in PDAC cell, proposes Gal3-dependent
pathway as a growth suppressor and dissemination blocker of GCB-DLBCL.

Recent study has shown that Gai3 is overexpressed in glioma and promote glioma cell
growth via Akt-mTOR activation (Z Li et al., 2016a). They demonstrated that Gai3 knockdown
significantly decrease cell viability, colony-forming ability and increase apoptosis. Moreover,
the silencing of Gai3 inhibits tumor growth in vivo and sensitizes cells to irradiation inducing
cell death.

Although Gai, Gag, Gos, Gal2/13 families, in general have been shown to regulate
tumorigenesis, it is only recently that the involvement of Gfy subunits have also been
highlighted in cancer. Yoda and colleagues identified alterations in GNB1 and GNB2 in
multiple human cancers. They demonstrated that recurrent mutations in the G proteins
promotes transformation and confer resistance to targeted kinase inhibitors across a range of
human tumors (Yoda et al., 2015). It has also been shown that G subunits interact with the
oncoprotein Tax-1, which expression is correlated with activation of the CXCR4 and known to
regulate the expression of several cellular genes involved in cellular activation, proliferation,
and transformation (Twizere et al., 2007).

In fact, Gai2 is necessary for CXCL12-induced membrane translocation of ELMOI, and
metastasis of breast cancer cells (Li et al., 2013). Interestingly, it has been demonstrated that
diverse chemoattractants stimulate ELMO1/2 translocation to the plasma membrane. This
relocalization is mediated by G, which directly interacts with the amino-terminal region of
ELMO (Wang et al., 2016: 1). GB5 was described to protect colon carcinoma cells from
apoptosis by decreasing the cell surface expression of the TRAIL-R2 death receptor, inducing
the expression of the anti-apoptotic protein XIAP and activating the NF-kB signaling pathway
(Fuchs et al., 2015). Moreover, PI3Ks and P-REX1, a Rac-specific guanine nucleotide
exchange factor (RacGEF), are fundamental Gy effectors in the pathways controlling
directionally persistent motility for tumor progression (Vazquez-Prado et al., 2016). In
preclinical murine models of cancer, inhibition of Gy attenuates tumor growth, whereas in

cancer patients, aberrant overexpression of chemotactic Gfy effectors and recently identified
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mutations in Gf correlate with poor clinical outcome (Vazquez-Prado et al., 2016). A very
recent study highlights that GBy is efficient to promote cytoskeletal reorganization, cell
protrusion, and migration via P-REX1 directly activation. They suggest that this signaling is
mainly associated to GPy and is more effective when it comes from Gai-linked GPCRs, Gagq
and Gal3 interfere with this signaling (Welch et al., 2002; Cervantes-Villagrana et al., 2019).

Emerging studies have revealed that specific protein kinase D (PKD) isoforms are
dysregulated in cancer cells and implicated in a variety of cellular processes important to cancer
development, including cell survival, migration, proliferation, immune responses, and
angiogenesis (LaValle et al., 2010; Lau et al., 2013). Interestingly, Lau and colleagues
demonstrated that GBy mediates activation of PKD in phospholipase C (PLC) B2/3-dependent
manner, and the specific identities of Gy components within GBy dimers may determine this
stimulatory action. In fact, only those GB1y dimers with y2, y3, v4, y5, y7, and y10 can serve as
effective activators of PKD (Lau et al., 2013).

4.4. Description of GalS and its expression

The Gal5, with a predicted molecular mass of 43,5 kDa, is a Gaq subfamily member sharing
~57% amino acid sequence identity with Gai1 and Goaq (Strathmann and Simon, 1990; Yu et
al., 2008), 40% amino acid identity with Gas and 45% identity with members of the Gai class
of G proteins (Amatruda et al., 1991). First cloned in mouse (Wilkie et al., 1991; Wilkie et al.,
1992) the human isoform then isolated was named Gais assuming it represented a novel subtype
(Amatruda et al., 1991) but later it was recognized as the poorly conserved ortholog of Gal5
sharing only 85% sequence identity, then renamed Gal5 (Chakravorty and Assmann, 2018).
Like the other Gog subfamily members, Gal5 is palmitoylated at distinct polycysteine
sequences (Cys9 and Cysl) in N-terminus, important for its plasma membrane localization and
functional activity (Pedone and Hepler, 2007). Another interesting structural modification of
Gal5 is its possible phosphorylation by protein kinase C (PKC), unique among the members
of the Gaq subfamily (Aragay and Quick, 1999; Gu et al., 2003; Su et al., 2009). Besides being
palmitoylated and phosphorylated, recent study characterizes the degradation process of Ga15
through proteasome pathway depending on the subcellular localization andor other protein
interactions (Johansson et al., 2005).

Amatruda and colleagues first identified a Ga 15 subunit as specifically expressed in human
cells of hematopoietic lineage (Amatruda et al., 1991). Some studies, then confirmed its rather
exclusive expression in normal and malignant hematopoietic progenitors with lack of

expression in mature leukocytes (Pfeilstocker et al., 1996; Grant et al., 1997). In normal
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hematopoietic cells, Gal5 expression was high in hematopoietic progenitor cells, CD34" cells,
then decreased sharply during granulocytic and erythroid differentiation (Tenailleau et al.,
1997). Since many studies have identified its expression in different cell lines. It was reported
that Gal5 expression is absent or strongly downregulated in differentiated normal cells or in
leukemia cell lines after induction of differentiation (Grant et al., 1997; Mapara et al., 1995;
Amatruda et al., 1991). Moreover, Gal5 expression was observed in human cell lines of
myelomonocytic and T-lymphocytic origins, but its expression is restricted to progenitor B cells
during B-cell differentiation (Mapara et al., 1995). These results imply that Gal5-dependent
signaling may modulate cell proliferation or differentiation, depending on the specific cellular
environment (Tenailleau et al., 1997; Su et al., 2009). Further information about expression and
potential roles of Gal5 in non-hematopoietic cells has been investigated. Expression of Ga15
was found in cultured keratinocytes (Rock et al., 1997), and enhanced Ga15 mRNA expression
was detected in skin, epidermoid A431 cell lines, hematopoietic stem cells, unlike other human
tissues like liver, muscle, spleen or adrenal (Giannone et al., 2010). These studies have shown
that Ga 15 distribution profile is non-ubiquitous and should be more investigated depending on

the pathological situations.

4.5. Roles of Gal5s

Many physiological and physiopathological roles of the Ga15 subunit have been described.
Gal5 can activate PLC and its unique promiscuity for GPCRs in general with low specificity
(Offermanns and Simon, 1995), highlights its importance in cellular signaling. It has been
proposed that whilst Gog11 members lead to the recruitment of PLC-B1=B3>p4>p2, Gal5 is
also able to couple all these PLCP (Kozasa et al., 1993) but preferentially the PLC-B2 (Lee et
al., 1992). Interestingly, the vasopressin V2 (V2R), the dopamine D1A and the adenosine A2A
GPCRs are naturally coupled to Gas and the adenylyl-cyclase (AC) for cAMP production.
When coexpressed with Gal5, unlike the others of Gaog family, the ligand-dependent inositol
phosphate formation was significantly increased (Offermanns and Simon, 1995). In addition,
Innamorati and colleagues demonstrated similar result with other GPCR (Innamorati et al.,
2009) and showed that Gal5 was able to couple multiple GPCRs like B2 adrenergic (B2AR),
V2R, and 6-opioid receptors (DOR), to various downstream signaling pathways like inositol
phosphate (IP) and cAMP accumulation but exhibit resistance to [-arrestin-induced
desensitization. Interestingly, unlike Ga15, the other Goq members were not able to mediate
B2AR ligand-dependent activation of PLC when cotransfected in COS-7 cells (Wu et al., 1995).

Deletion of the gene encoding Gal5 in mice reduced the ability of C5a to induce Ca?" release
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in macrophages without impacting other GPCRs like P2Y> purinoceptor coupling (Davignon
et al., 2000). Unexpectedly, Gal5 silencing in erythroleukemia cells reduced intracellular Ca**
mobilization upon stimulation of the same P2Y> purinoceptor (Baltensperger and Porzig, 1997).
These studies establish that Gal5 functional specificity could depend on the cell type or the
specific GPCR coupling. To better specify the Gal5 functions, many researchers took
advantage of GalS5 constitutively active mutant (Ga15-Q212L). Indeed, many studies have
shown that expression of Gal5QL in different cell lines first induces activation of PLC which
triggers the metabolism of PIP2 to form IP3 and DAG, and the latter can modulate numerous
signaling cascades, like activation of PKC, STAT3 and NF-kB signaling pathways (Lo et al.,
2003; Lo and Wong, 2006; Yang et al., 2001; Liu and Wong, 2004).

The oncogenic signaling of Ga15 is not well described however, some recent studies suggest
that Gal5 supports tumorigenic signaling. It has been shown that Gal5 was not expressed in
normal pancreas (Giannone et al., 2010), being the only member of the Gog subfamily absent
in pancreatic acinar cells (Yule et al., 1999). Surprisingly, Gal5 mRNA expression was
detected in 11 established Pancreatic carcinoma (PaCa) cell lines showing that its expression in
PaCa cells is strictly correlated with cell transformation (Giovinazzo et al., 2013). Giovinazzo
and colleagues have then shown that Gal5 signaling may support tumor cells resistance to the
hostile tumor microenvironment and proposed Gal5 as a novel pharmacological target of solid
cancer and/or as a novel tumor marker for PaCa treatment. Recently, it has been shown that
Gal5 was highly expressed at the mRNA and protein levels in Gastroenteropancreatic
neuroendocrine neoplasia (GEP-NEN) cells and is detectable in clinical samples (Zanini et al.,
2015). In small intestinal neuroendocrine neoplasia cell (SI-NEN), decreased expression of
GNA15 was associated with inhibition of proliferation, activation of apoptosis and differential
effects on pro-proliferative ERK, NF-kB and Akt signaling pathways. Higher Ga 15 expression
was associated with a poorer survival of patients with SI-NEN. Together, these studies suggest
that the ectopic expression of this Gal5 protein in non-hematopoietic system must be

considered as a pathological sign.

5. Objective of the study

Many cancers rely on G proteins and GPCRs (Dorsam and Gutkind, 2007; Cherry and Stella,
2014; O’Hayre et al., 2013); their aberrant expression and activity are frequently associated
with tumorigenesis. Their implication and redundant expression of GPCRs coupling the same
effectors, raise the issue of studying signaling nodes common to all these GPCRs. Indeed, these

nodes are primarily represented by G proteins o and By potentially relaying many signaling
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pathways would play a central role in the regulation of cancer development. In particular, we
demonstrated that the chemokine components UII/UT and SDF-1a/CXCR4 (Rouen CHU
Hospital, Pr A. Laquerri¢re) are found systematically co-expressed in GBM and found in
vascular and perinecrotic areas, with a correlation with the grade. They are known to stimulate
GBM cell chemotactic migration and invasion via activation of Gal2/13 and Gai proteins
(Lecointre et al., 2015; Coly et al., 2016). In addition, the role of the UII peptide as also
observed for SDF-1a/CXCR4, favors the GBM growth in vivo via the stimulation of
angiogenesis, suggesting a key role of the peptide in the progression of glioma.

In this context, we investigated about the main role of G proteins in glioma and identified
their expression signature in GBM including the non-ubiquitous G protein alpha 15 (Gal5)
from TCGA. It appears that Gal5 is one of the few GBM-specific G proteins. Up to know,
sparse information is currently available about its specific role in cancer, and especially in

glioma.
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6. Material and Methods

6.1. Products and reagents

Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM), Trypsin-EDTA (0.05%) and Hanks’
Balanced Salt Solution (HBSS) were from GIBCO Life Technologies (Fisher Scientific,
Illkirch, France). Lipofectamine 2000 and one shot TOP10 chemically competent E. Coli, were
provided by Invitrogen (Fisher Scientific). 10% sodium dodecyl sulfate (SDS) solution and
methanol were from Fisher Scientific. Dulbecco’s phosphate-buffered saline (DPBS), the
antibiotic-antimycotic solution (penicillin 10,000 U/mL; streptomycin 10 mg/mL;
amphotericin B 25 pg/ml), the penicillin/streptomycin solution (penicillin 10,000 U/mL;
streptomycin 10 mg/mL), sodium pyruvate solution (100 mM), puromycin, fibronectin from
human plasma (0.1%), 4',6-diamidino-2-phenylindole dihydrochloride (DAPI), hematoxylin,
normal donkey serum (NDS), paraformaldehyde (PFA), triton X-100, hydrochloric acid (HCI),
TRIS-HCI (1 M), glycine, the cocktails of protease and phosphatase inhibitors, ammonium
persulfate (APS), U73122, Tween-20, TRI Reagent, acrylamide/bisacrylamide 30% solution,
N,N,N',N'-tetra-methyl-ethylenediamine (TEMED), polyvinylidene difluoride transfer
membranes (PVDF, Merck), isopentane and WST-1 reagent were purchased from Sigma
Aldrich (Saint-Quentin-Fallavier, France). PLC inhibition U73122 (112648-68-7) was from
TOCRIS. Fetal Bovine Serum (FBS) was purchased from Dutscher (Brumath, France). FuGene
HD and Improm-IITM Reverse Transcription System were obtained from Promega
(Charbonniéres-les bains, France). Cell line nucleofector kit V was from Lonza Sales Ltd
(Basel, Switzerland). Mowiol 4-88 (Calbiochem) and ethanol were from VWR (Fontenay-sous-
bois, France). ECL prime western-blotting detection reagent was from GE Heathcare (Freiburg,
Germany). Transblot turbo RTA transfer kit PVDF was provided by Bio-Rad (Marnes-la-
Coquette, France). 6,5 mm transwell with 8 um pore polycarbonate membrane insert, 24- and
96-well cell culture plates were from Corning (Bagneaux-Sur-Loing, France). Antibodies raised
against the GB2 subunit, the horseradish peroxidase-conjugated (HRP-conjugated) secondary
antibodies against rabbit, mouse and sheep IgGs were from Santa-Cruz Biotechnology
(Heidelberg, Germany). The rabbit monoclonal anti-Ga 15 and mouse monoclonal anti-vinculin
antibodies were obtained from Sigma Aldrich (Saint-Quentin-Fallavier, France). The secondary
antibodies Alexa Fluor 488- and 594-conjugated donkey anti-rabbit (DAR488, DAR594) and
Alexa Fluor 594-conjugated donkey anti-mouse and anti-sheep (DAMS594, DAS594), the
secondary Alexa Fluor 647-conjugated donkey anti-rabbit (DAM647) antibody, R415
rhodamine-phalloidin and CellTracker™ Green CMFDA Dye were provided by Invitrogen
(Fisher Scientific). Antibodies raised against paxillin (phospho Y31), CD44 and STAT3 were
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purchased from Abcam (Cambridge, Great Britain). The polyclonal rabbit anti-Gai3 and sheep
anti-N-cadherin were respectively obtained from Proteintech (Euromedex, Souffelweyersheim
France) and Novus Biologicals (Bio-Techne, Abingdon, UK). Primers were synthetized by
Eurofins Genomics (Ebersberg, Allemagne). The control and Gal5 siRNA, GIPZ shRNA
plasmid (control, GNA15, GNAI3, GNB2, GNGS5), the transduction kit containing Trans-
Lentiviral packaging mix (Kit TLP59143), the CaCl2 solution were purchased from Dharmacon
(Horizon Discovery, Cambridge, UK). The lentiviral plasmid pLenti-CMV-MCS-GFP-SV-
puro (Plasmid # 73582) was from Addgene (Cambridge, USA). The polybrene
infection/transfection reagent (Sigma Aldrich, 107689) was generously provided by Dr. Luca
GRUMOLATO (Inserm 1239, Mont-Saint-Aignan, France). The pLentiCRISPR V2 plasmid
(control and with GNAI1S5 guides) was purchased from GenScript (Hong-Kong, China).
NucleoSpin RNAII kit for mRNA purification was from Macherey-Nagel (Hoerdt, France).
Fast SYBR Green Master Mix and QuantStudio3 Real-Time PCR System were from Applied
Biosystems (ThermoFisher Scientific, Illkirch, France). Temozolomide (TMZ) and Irinotecan

(CPT-11) were from CTI Europe (Heusenstamm, Germany).

6.2. TCGA data analysis

The clinical and molecular data of 703 low grade glioma and GBM patient samples were
down-loaded from  The Cancer Genome  Atlas (TCGA, https://tcga-
data.nci.nih.gov/docs/publications/tcga/) generated by the TCGA Research Network

(http://cancergenome.nih.gov/) firstly in 2014, and additional molecular informations were

completed in February 2016. The molecular data used were mRNA expression levels of G
protein a, B and y subunits obtained from RNAseq analyses by means of Illumina TruSeq Kit
Paired-end Sequencing on [llumina HiSeq2000 (TCGA Research Network, 2008). Detection of
somatic variants (IDHmy) from TCGA Whole-Exome Sequencing and RNA-Seq data was done
using RADIA (Radenbaugh et al., 2014). The mRNA levels were represented as "normalized
count" corresponding to a transformation of the "raw_count". For each gene of interest, all
"raw_count" values were divided by the 75" percentile of the column patient (after removing

zeros) and multiply by 1000.

6.3. Cell culture and transfection

The glioma cell lines SW1088 and US7MG were from American Type Culture Collection
(ATCC, Manassas, VA, USA). 8MG, 42MG and GLI15 cell lines were provided by Professor J
Honnorat (CRNL, Lyon, France) and HEK293T were obtained in collaboration with Dr. J-B
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Latouche (Inserm U1245, Rouen CHU Hospital). These cell lines were routinely maintained in
our laboratory according to the instructions from ATCC. For all experiments, cells were
cultured in complete culture medium containing DMEM, 2 mM sodium pyruvate, 1%
antibiotic-antimycotic solution and 10% FBS, at 37°C in a humidified incubator (5% CO»).
Transient transfections were performed using FuGene HD or Amaxa Cell Line Nucleofector
kit V according to the manufacturer’s protocol recommendations. More precisely, for
experiments done with siRNAs targeting Gal5, PLCB2 or with control siRNA, 400 pmol of
siRNA were used to transfect 2x10° glioma cells 72 h (for siGal15) and 48 h (for siPLCPB2)

before all analysis, by means of the Amaxa Cell Line Nucleofector kit V protocol.

6.4. Stable cell line production by lentiviral infection
Plasmid construction

The human GNA15 cDNA inserted into pcDNA3.1 (¢cDNA Ressource Center, Detroit, MI,
USA) was amplified and the PCR product was subcloned into pLenti-CMV-MCS-GFP-SV-
puro (Appendix A) using the Xbal restriction site. The sequence of the resulting plasmid
(pLentiGNA15) used for Gal5 stable overexpression was verified by sequencing (GATC
Biotech, Koln, Germany).
Production of lentiviral particles in HEK293T cells

HEK?293T cells (1.2x10°) were seeded into a 6-well plate. After 24 h, 6 pg of each lentiviral
vector (pGIPZ) (Appendix B) encoding the control ShRNA plasmid or shRNA directed against
mRNA encoding Gal5, Gai3, GB2 or Gy5, as well as the lentiviral vector GNAIS
(pLentiGNA15) or its control vector (pLenti-CMV-MCS-GFP-SV-puro) have been
successively mixed in the Trans-Lentiviral packaging mix, according to the manufacturer’s
protocol recommendations. The mixture was then incubated at room temperature for 3 min
before incubation with the cells. After 16 hours of incubation (37 °C, 5% CO>), the culture
medium was replaced with serum-reduced medium (5% FBS, 1% penicillin/streptomycin). The
viral particles released in the medium were collected at 48 h, centrifuged (1000 rpm, 3 min),
and the particles-containing supernatants were stored at -80°C.
Glioma cell infection

To produce stable Gal5-upregulated or Gal5-downregulated glioma cell lines, 2x10°
US7MG or 8MG cells were seeded in 6-well plates containing complete culture medium. After
24 hours, cell culture medium was replaced by the viral particles diluted in medium (1:1,
vol:vol) supplemented with 8 pg/ml of polybrene infection reagent. The next day, culture

medium of infected cells was renewed. The infected and expressing cells were selected in the
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presence of 4 pg/ml of puromycin 48 h after infection for 10-15 days, with selective medium

renewed every two days.

6.5. Generation of Gal5 knockout GBM cells

The Gal5 protein subunit encoded by the GNA1S5 gene, was targeted by a CRISPR-Cas9
system. GNA15-targeting sgRNA sequence is 5’-CGATCACGTTCTCGAAACAA-3’. The
sgRNA sequence was inserted in the CRISPR-Cas9 vector and the ready-to-use plasmid called
pLentiCRISPR V2 (control or containing GNA1S5 guide) was purchased from GenScript
(https://www.genscript.com) (Appendix C). GBM cells (10°) were cultured in complete

medium and transfected 24 h after seeding with 4 pg of pLentiCRISPR V2 vector (control and
containing GNA1S5 guide) using FuGene HD. After 48h, integrated cells were selected via
resistance to puromycin and cloned by limiting dilution to attempt isolation of a GNAI1S
knockout cell (Gal15-KO individual clones). Thus, Gal5-KO clones 26-1, 26-2, 26-4, 26-6 and
clone 3-1 were isolated and finally selected after verification of Ga15 expression levels. None

of these clones was totally KO for GNA15.

6.6. Reverse transcription quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR)

Total mRNAs from all cell lines were extracted using TRI Reagent and purified with
NucleoSpin RNAII kit according to the manufacturer’s instructions and quantified by
spectrophotometry (Nanodrop 1000, Ozyme, Saint-Cyr-1’Ecole, France). cDNA synthesis was
carried out using Improm-II reverse transcription kit. All primers used are listed in Table 1.
Each target mRNA gene was amplified and measured using the Fast SYBR Green Master Mix
and the QuantStudio3 Real-Time PCR System according to the following protocol: 20 sec at
95°C, 40 cycles of amplification (denaturation: 3 sec at 95 °C, annealing and amplification: 30
sec at 60 °C). Fluorescence signals, which are proportional to the concentration of the PCR
products, are measured at the end of each cycle and immediately displayed on a computer
screen, allowing real-time monitoring of the PCR reactions. The fold change in expression of
each target mRNA relative to ubiquitin C mRNA (UBC, internal control) was calculated based
on the threshold cycle (Ct) as 224 where ACt = Ctiarget — Ctunc, and A(ACt) = ACtsample —
AClteontrol.
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Genes 5'--3' Primer sequences fl?rsneber
A forward TTCCATTGTCCTGCCCGTTT 20
reverse GAAGTGTGTGTACCTGGAGTT 21
STIETA forward CTTGCCTTGCTGCTCTACCT 20
reverse GCAGTAGCTGCGCTGATAGA 20
forward ATCGACTTCAGCCCGTACC 19
C/EBP reverse CCGTAGTCGTCGGAGAAGAG 20
LS forward TATCCCGGGAACTTTGACAC 20
reverse TGAGCCAGGCATATCTACCC 20
LR forward ACCCAGCTCCCAAAGTGATG 20
reverse AAAGTCCGCTGGATGACTGG 20
ol forward CCCATCGCTTTCAAGGTG 18
reverse TGGTCAGAGTGAAGCTTTTCC 21
forward CAGCTTGATACCTGTGAATGGG 22
ZEBI reverse TATCTGTGGTCGTGTGGGACT 21
forward CCCCTGCCATGTCGTCATC 19
TFES reverse GTGGACGGCTCAATGTGTG 19
SERPA forward GACACCGAAGAGGCCAAGAA 20
reverse TGGAAGTCCTCTTCCTCGGT 20
TGE.p forward CGACTCGCCAGAGTGGTTAT 20
reverse GTAGTGAACCCGTTGATGTCC 21
KLF4 forward AGAAGACACTGCGTCAAGC 19
reverse GGAAGTCGCTTCATGTGGGA 20
ST forward TCAGCTTCCTCCACCCACTT 20
reverse TATTCAGCCAAACGACCATCT 20
forward GGGAAATGGGAGGGGTGCAAAAGAGG |26
S0X2 reverse TTGCGTGAGTGTGGATGGGATTGGTG |26
S forward ATAGCACCTTGGATGGGTATTCC 23
reverse CTGATGACCGGAGACAAACAG 21
forward TCCACTTTGCATCTGTCTCTCT 22
ZNE238 reverse AAAACCCTGGTGTCTCTGCTC 21
forward TGACGTCCTTCCTAACAGTCC 21
Az reverse GTACAGGCAGGGCACTGAAG 20
TRE forward CTGGAAGATGGTCGTACCCTG 21
reverse GGTCTTGCCAGTGAGTGTCT 20

Table 1. Primer sequences of target genes used in qPCR.
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6.7. Protein extraction, SDS-PAGE and Western blot

Cell were rinsed twice with cold PBS and then scraped in ice-cold RIPA lysis buffer (25
mM Tris-HCl pH 7.6, 150 mM NaCl, 1% NP40, 1% sodium deoxycholate, 0.1% SDS)
supplemented with 1% protease and phosphatase inhibitor cocktails. Cell lysates were
homogenized and centrifuged (18000 rpm, 15 min, 4 °C). The proteins of the supernatant are
quantified by a colorimetric assay derived from the Lowry method (DC Protein Assay, Bio-
Rad). Protein extracts (20 pg) were mixed with Laemmli buffer 5X (50 mM Tris HCI 0,84 M,
pH 6.8; bromophenol blue, 10% glycerol, 2% SDS and 4% B-mercaptoethanol) (4:1, vol:vol),
boiled at 95°C for 5 minutes and loaded onto a polyacrylamide 10% SDS-PAGE gel. After
separation (150 V, 90 min), proteins were transferred onto a PVDF membrane. Membranes
were blocked with either 5% non-fat milk or 5% BSA (1 h, room temperature), incubated
overnight at 4°C with the primary antibodies diluted in 10% of the blocking solution. The
following day, membranes were rinsed with TBS-Tween (0.05%) and incubated with HRP-
conjugated secondary antibodies at room temperature for 2 h. After several washes with TBS-
Tween (0.05%), immunoreactive bands were then visualized with ECL western blotting

substrate kit using a ChemiDoc XRS gel imaging system (Bio-Rad).

6.8. Glioma cell growth in vitro

Crystal violet staining

Cells were seeded in 6-well plates for 24 h and then starved with FBS-reduced culture
medium (0,5% FBS). After 72 h, viable cells were fixed with 4% PFA (5 min, room
temperature), stained with 0.2% crystal violet (10 min) and then rinsed 2-3 times with PBS.
Stained cells were visualized using the Bio-Rad ChemiDoc XRS Imager, and the relative
staining intensities were analyzed by binarizing the images. The integrated density of each well
was calculated using the ImageJ software (National Institute of Health, Bethesda, MD, USA).
Cell proliferation analysis with the Nucleocounter NC3000

NucleoCounter (Chemometec, Villeneuve-Loubet, France) allows by means of fluorescence
microscopy to determine cell number or viability. Cells were seeded in 24-well plates for 24 h,
then starved for 20 h in DMEM without serum or in 0.5% FBS. After 48 and 72 h, the number
of proliferating cells was evaluated according to the manufacturer’s protocol "Cell Viability
and Cell Count Assays". Briefly, cell suspension is stained with cell tracker green, loaded into
the NucleoCassette A8, and inserted in the NucleoCounter chamber. According to the protocol,
three different photos of each condition are generated and the total fluorescent cell number is

estimated.
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6.9. GBM cell viability analysis by WST-1 colorimetric assay and resistance to

chemotherapy

Cells were seeded into 96-well plates at a density of 1,3x10° cells/well in FBS-reduced
medium (0,5% FBS). After 72 h, cell proliferation reagent WST-1 was added to each well and
cells were incubated for 1 h at 37 °C. Cell metabolic activity was determined by measuring
absorbance at 450 nm of formazan produced by WST-1 reduction by cell mitochondrial
succinate-tetrazolium-reductase system, using the Infinite 200 PRO Tecan platereader.
Absorbance means of each condition in sextuplicate were normalized to the activity of control
cell lines.

To evaluate whether the level of expression of Gal5 can sensitize glioma cells to
chemotherapy, we analyzed cell viability after treatment with Temozolomide (TMZ) and
Irinotecan. Cell lines were seeded in 96-well plates 24 h before incubation with serum-reduced
medium (0.5% FBS) supplemented with different concentrations of TMZ or Irinotecan (10-19-
10* M) during 72 h. The metabolic activity of treated cells was determined by measuring
absorbance at 450 nm of cleaved WST-1 using the Infinite 200 PRO Tecan platereader.
Absorbance means of each point in sextuplicate were normalized to the activity of non-treated

cells.

6.10. Cell migration assay

Transfected or infected cells were seeded (50,000 cells/125 pL serum-free medium) on the
upper chamber of transwell membranes with 8 um pores, previously coated with human
fibronectin (20 pg/mL, 4°C, overnight). Serum-free medium (600 pl) was added in the lower
chamber. After 24h of incubation (37°C, 5% CO,), membranes were rinsed with PBS, non-
migrating cells were removed from the upper surface of the membrane using a cotton swab
while cells that migrated through the pores onto the lower surface were fixed with 4 successive
baths of methanol (50, 70, 90 and 100%) and then stained with hematoxylin. Membranes were
removed and mounted on glass slides using Mowiol, and randomly photographed using a
camera connected to a Nikon microscope (Eclipse TS-100). Cells on photographic fields were

counted using the “Cell counter” plug-in of ImageJ software.

6.11. Cell motility
Gal5-KO clones of US87MG were plated onto fibronectin-coated petri dishes in complete

medium. After 6 h of incubation (37°C, 5% CO2), cells were incubated in fresh medium and
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images were collected every 1 min during 20 h with a Lumascope videomicroscopy system
(Etaluma Lumascope 620, Carlsbad, California, USA). Data were first analyzed with a cell
tracking plug-in software and then with The Plot-At-Origin of Image] software. The average
speed for each condition was computed with an excel macro as already described (Gorelik and

Gautreau, 2014).

6.12. Wound healing

Glioma cells (150, 000 cells) were seeded onto 12-well plates. After 24 h of adhesion in
complete medium, cells were treated with PLC inhibitor U73122 (10uM/1 h) (the control
conditions were treated with the same amount of DMSO) and mitomycin C (10ug/mL/2 h)
diluted in serum free media. Images of wound healing were taken in different times (every hour
during 17 h) to follow the wound closure with the Zeiss Cell Discoverer 7 microscope and

wound closure was quantified manually using ImageJ® software.

6.13. Immunocytochemistry and image analysis

Transfected or infected cells were seeded at the density of 30,000 cells/well on 24-well plate
containing fibronectin-coated glass coverslips. After a 24-h incubation (37°C, 5% CO»), cells
were starved for 2 h with serum-free medium, then fixed with PFA (4%, 5 min), permeabilized
with Triton X-100 (0,05%; 5 min) and the non-specific binding sites were blocked with normal
donkey serum (NDS; 2%, 1 h, RT). Cells were incubated (overnight, 4°C) with the primary
antibodies (anti-Ga15, anti-P-Paxillin or anti-Vinculin). After several washes with PBS, cells
were incubated with the appropriate Alexa Fluor secondary antibody (DAR488, DAR594 or
DAMG647) 2 h at RT. Cells were then stained with DAPI (1 pg/mL, 10min) to label nuclei,
and/or with phalloidin-rhodamine (1/200, 10 min) for stress F-actin staining. Cells were
mounted on glass slides and imaged by confocal microscopy (Leica TCS SP8 confocal laser
scanning microscope, PRIMACEN platform, Rouen). The number and size of focal adhesion
complexes were calculated using a “particle analysis” plug-in after successive image treatment
by ImagelJ software. Gal5. or F-actin-labeling intensities were also quantified by measured the

integrated density using ImagelJ software.

6.14. In vivo xenografts studies

6 weeks old male Nude mice (Janvier, Le Genest Saint Isle, France) were housed under
controlled standard environmental conditions (25+1°C; 12 hours/12 hours light/dark cycle;
water and food available ad libitum). Animal procedures were carried out in accordance with

recommendations of the French Ethical Committee and under the supervision of authorized
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investigators (M. Dubois and H. Castel, Animal experimentation I and microsurgery).
Orthotopic intrastriatal xenografts of Gal5-KO clones of US7MG and control cell line, or
pLenticontrol and pLentiGal5 US7MG cells (50,000 cells/3pl HBSS) were conducted in mice
(at least six mice per group). When mice developed signs and symptoms of pains associated
with weight loss, they were sacrificed and the brains were removed and stored at -80°C. Mouse
survival was evaluated through Kaplan-Meier analysis and groups were statistically compared

using the log-rank test. P < 0.05 was determined as significant.

6.15. Statistical analysis

Data are presented as the mean = SEM for each group of samples. Statistical analyses were
performed using the GraphPad Prism version 7 software. Comparisons between two groups
were performed using unpaired #-test or Mann and Whitney test for non-parametric
comparisons. Multivariate analysis was done with ANOVA one-way test and survival curves
were generated by the Kaplan-Meier method. All reported P values were considered to be

statistically significant at P<0.05, *, P<0.001, **, P<0.001.
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Results
1. The expression level of G protein in glioma: signature with the grade

Currently, four families of G proteins, defined by the Gas, Gai/o, Gaq and Ga12/13 families
as well as 5 types of G} and 12 types of Gy subunits, differently expressed in different cell
types and participating in a number of cell signaling pathways, were identified (Wettschureck
and Offermanns, 2005; Goldsmith and Dhanasekaran, 2007). We examined the 31 G protein
subunit expression levels using RNAseq available data and clinical informations from TCGA
composed of samples from normal human brain tissue (NT, n=5) and glioma of different grades
(n=703). As shown in Figure 1A, the heatmap allowed classification and organization of the
relative expression level of upregulated (red) and downregulated (blue) G proteins in different
glioma grade, e.g. oligodendroglioma, oligoastrocytoma, astrocytoma and GBM compared with
NT (Figure 1A). The results highlight a higher expression level of the GNA15 (Gal5), GNAI3
(Gai3), GNB2 (GB2), GNGS5 (GyS), GNGI10 (Gy10), GNG11 (Gyll) and GNGI12 (Gy12)
subunits in GBM. In addition, the principal component analysis (PCA) makes it possible to
clearly separate the NT and 4 glioma grades according to the expression of G protein subunits
(Figure 1B). The expression signature in GBM thus established and included the genes
encoding Gal5, Gai3, GB2, Gy5, Gy10, Gyll and Gyl2, same G proteins as reported in the
heatmap. These results suggest that these identified G proteins could play a key role, or at least
in part are associated with glioma acquisition of aggressiveness. More particularly, the analysis
of the expression levels of specific subunits showed that GNA15 and GNAI3 and in the less
extent GNB2 and GNGS (solid lines) appeared preferentially expressed in GBM than in other
gliomas while GNB3 seemed particularly specific of oligodendroglioma (Figure 1C). The
quantification of the expression levels of the main G proteins highlighted in the radar graph are
summarized in Table (Figure 1C) with a statistical comparison of their individual expression in
each glioma grade to their expressions in NT or in the oligodendroglioma.

Reported for the first time by Parsons and colleagues in 2008 (Parsons et al., 2008), several
recent studies have since confirmed recurrent somatic mutations in the isocitrate
dehydrogenase-1 or -2 (IDH1/2) genes in glioma patients. The discovery of this IDH1/2
mutation in gliomas provided a new molecular angle for classification, diagnostic and
prognostic aspects, taking into account somatic driver mutations (Park et al., 2017). Thus, we
evaluated the mRNA expression level of identified G proteins classified according to the IDH
mutational status of glioma patients. Indeed, IDH mutations (IDHmut) in glioma were generally

associated with a better prognosis (Sanson et al., 2009; Yan et al., 2009) while no mutated forms
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(IDHwt) usually present in primary GBM, are here associated with significant increased

expression of all identified G proteins (Figure 2A).

In addition, when the analysis was made from all glioma patients, it was established from
the overall survival curves that the high expression levels of Gai3, GB2, Gy5, Gy10, G11 and
Gy12 protein subunits were significant factors of poor prognosis (Figure 2B). For example, the
median survival of low vs high GNAI3 and GNB2 expression is 11 years vs 4 years; GNG10,
9.5 years vs 4 years; GNGI11, 9.5 years vs 4 years. However, the survival curve depending on
the expression level of these G protein subunits in GBM patients shows no significant
difference (Figure 2C), likely suggesting homogenous G protein expression levels among the
different GBM subclasses belonging to the Verhaak classification. In addition to these rather
ubiquitous G proteins, important in term of diagnosis potential, our attention specifically
focused on the non-ubiquitous G protein Gal5, as a potential specific marker of GBM, and

potentially (Figure 3) involved in GBM aggressiveness as a new category of therapeutic target.

2. Gals expression level is associated with glioma aggressiveness and varies among

GBM samples

Gal5 is a non-ubiquitous G protein described as to be expressed in specific tissues/organs
and more particularly in hematopoietic stem cells (Giannone et al., 2010). The composition of
the G protein signature characterizing GBM includes Gal5 whose expression is distinctive in
that it was almost absent in NT and glioma, and appeared de novo in GBM as shown in Figure
1. The quantification of Gal5 subunit mRNA expression according to IDH mutational status
of glioma patients showed that Gal5 is also significantly highly expressed in glioma IDHy:
patients (n= 238) compared with IDHmu patients (n=346) (Figure 3A, left panel). From the
anatomocytopathological classification, GNA15 appeared significantly overexpressed in all
glioma grades and more specifically in GBM (Figure 3A, middle panel). Moreover, Gal5
mRNA expression in the four GBMs molecular subtypes according to the Verhaak
classification showed a significantly higher expression of Gal5 in the neural and mesenchymal
subtypes of GBMs (Figure 3A, right panel). Survival curves based on GNA15 expression in all
glioma (Figure 3B, left panel) and GBM (Figure 3B, right panel) showed that high expression
of GNAI15 compared with the mean expression value in glioma patients was significantly
associated with a lower overall patient survival (survival median in patients with high Gal5
expression is 5 years vs 8 years). No significant difference was observed within GBM groups

suggesting, again that G proteins are key markers of all GBMs. Pearson correlation analysis
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was thus performed to assess from TCGA the association between Gal5 expression, and higher
and lower expression of other interesting genes. The top significantly positively correlated
genes (only overexpressed were represented) with GNA15, according to the ranked coefficients
from 0.5 to 1, were illustrated in the curves of Figure 3C. From the numerous genes whose
higher expression was correlated with Gal5, were included mesenchymal transition markers
such as FOSL2, RUNX1, C/EBPB, SERPINAT or GSC markers like CD44, indicating potential
Gal5-regulated signaling pathways linked to the glioma-mesenchymal transition and
migration. Altogether, these data provide the first evidence of the importance of Ga 15 in glioma

aggressiveness.

3. G protein expression level in human GBM biopsies, GBM cell lines and role in

glioma cell growth in vitro

In order to confirm the presence of some identified G proteins of interest in GBM or
astrocytoma cells, we examined the expression of GNA15, GNAI3, GNB2 or GNG5 in GBM
patient biopsies (Rouen CHU hospital) and in different glioma cell lines by RT-qPCR. The
results showed that G proteins are present but differently expressed in the different GBM
samples and GBMs (SW1088, astrocytoma cell line) previously found as G protein signatures
in TCGA (Figure 4A). These G proteins thus constitute potential diagnostic/prognostic tools
and this raises the question about their potential roles in glioma growth. We thus investigated
their function in GBM by leading a stable downregulation of Gal5, Gai3, GB2 and Gy5 with
specific shRNAs according to the material and methods section. After infection of the US7TMG
GBM cell line with lentiviral particles of sShRNA targeting GNA15, GNAI3, GNB2 or GNGS,
the effectiveness of shRNA-induced depression of the G protein expression was confirmed by
RT-qPCR and western blot analyses (Figure 4B). We then analyzed the impact of the
downregulation of these G protein subunits on glioma cell proliferation/survival during 72 h
using the nucleocounter NC3000. As illustrated in Figure 4C, the downregulation of Gals,
Gai3 or GB2 expression led to a significant decrease of US7MG at 48 h and 72 h post-seeding
in the absence of serum compared with the respective control cell line infected with lentiviral
particles of shControl. However, no significant difference was observed between control cells
and shGNGS cells growing rate. Interestingly, by means of the Boyden chamber assay, the
directional migration of shControl cells and shG protein cells, revealed a drastic positive effect
of the Gal5, Gai3 and G2 subunits in GBM cells migration (Figure SIA) compared with the
control cells. Immunofluorescence analyses of the number of P-Paxillin-enriched focal

adhesion complexes as a key player of adhesion indicated a significant decrease of the total
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number of P-paxillin-enriched FA points (Figure S1B) suggesting a key role of these proteins
in GBM cell adhesion, confirming a major role of the Gal5, Gai3 and G2 subunits in
directional migration, in the absence of chemotactic stimuli. Together, these data thus suggest
that the endogenous expression level of G protein could therefore modulate different cellular
processes including proliferation, adhesion and migration promoting glioma aggressiveness.
These observations are in agreement with sparse studies evoking the involvement of G proteins
in cellular processes such as cell cytoskeleton dynamic and migration (Ueda et al., 1997;
Schwindinger and Robishaw, 2001; Z Li et al., 2016a). Nevertheless, here we highlight for the
first time the importance of some selective G proteins including the non-ubiquitous Gal5 in

high-grade glioma aggressiveness.

4. Gals extinction inhibits GBM cell growth

The involvement of Gal5 in cell proliferation has been reported in different pathologies.
Highlighted as primarily expressed in hematopoietic cells, an association of Gal5 with
hematopoietic cell growth has first long been suggested (Amatruda et al., 1991; Yang et al.,
2001). Indeed, it has been shown that decreased expression of GNA15 was associated with
inhibition of proliferation of small intestinal neuroendocrine neoplasia cells (Zanini et al., 2015)
and pancreatic carcinoma cell (Giovinazzo et al., 2013). In GBM, the highly proliferating level
of GBM cells likely induces a mass effect leading to important brain damages, neurological
deficits and patients’ pain, then inducing hypoxia and necrosis in the core of the tumor,
responsible secondly to invasion and angiogenesis. In order to confirm the key role of Gal5 in
GBM growth and migration/adhesion properties, we used two GBM cell lines (U87MG and
8MG) in which GNA15 was knockout as completely as possible by means of the CRISPR-Cas9
technology (see material and methods, Figure 5A).

First, crystal violet staining assay showed that Gal5 depletion in U§7MG and 8MG GBM
cells significantly inhibits GBM cell growth/survival 72 h after seeding (Figure 5B). In fact,
crystal violet staining intensity was decreased by more than 50% in all Gal5-KO cells tested
(U8TMG KO 26-6; 8SMG KO 2) compared with the control cell lines. These finding were
confirmed by Nucleocounter NC3000 system. As shown in Figure 5C the counted number of
Gal5-KO cells (KO 26-6; KO 2) significantly decrease after 72 h compared with the control
cell lines confirming the role of Gal5 in GBM cell proliferation or survival. In addition, we
evaluated the effect of Gal5 depletion on GBM cell viability by measuring the cell metabolic
activity determined by the WST-1 cleavage assay. Interestingly, the estimation of cell growth

by WST-1 activity was significantly reduced to ~40% in Ga15-KO cells (KO 26-6; 3-1; KO 2)
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compared with the control cells (Figure 5D). Together, these findings showed that loss of Ga15
expression inhibits GBM cell viability/proliferation and demonstrated that Ga15 is an important
G protein also implicated in cell growth, consistent with previous articles on other types of
cancer. However, we can note (data not shown) that the US7MG cell cycle was not modified
between native cells and KO cells, rather suggesting an impact of Ga15 on cell survival and

not on cell proliferation.

5. GalSs regulates GBM cell migration and motility

The invasive nature of GBM is particularly characterized by the ability of GBM cells to
migrate leading ultimately to local destruction of healthy tissues, and importantly, is the main
source of recurrence (Demuth and Berens, 2004; Armento et al., 2017). We investigated the
role of Gal5 in GBM cell migratory properties using a transwell assay, time-lapse
videomicroscopy and wound healing assay in unstimulated —no FBS and Chemotactic stimuli-
conditions. We first evaluated the effect of Ga15 downregulation or overexpression on US7TMG
and 8MG GBM cell migration by using siRNA directed against human GNA15 and a plasmid
overexpressing GNAI15 (pLentiGNA15) (Figure 6A). The cell lysates were analyzed by
Western blot. Gal5-attenuated specific immunoreactive bands were detected at ~43 kDa in
siGNAL1S transfected cells compared with control cells (Figure 6A) while the presence of
specific slightly overexpressed bands was more detected in 8MG pLentiGNA15 cells compared
with control cells (Figure 6B) with no evidence of overexpression in U87MG. We next
evaluated whether GNA15 silencing or overexpression modulates the directional migration of
these different GBM cell lines. Cells were seeded in the upper chamber of transwell 24 h before
fixing, staining and counting. The number of migrated cells was evaluated by counting cells in
all the membrane surface. In the two glioma cell lines, Gal5 downregulation triggered a
decrease of the number of cells which have migrated compared with control cells (Figure 6C,
left panel) while the overexpression of Gal5 significantly promoted cell migration (Figure 6C,
right panel) in the absence of stimuli. The effect of Gal5 disruption on inhibition of cell
migration was confirmed in two Ga15-KO cells (Figure 7A) demonstrating that Ga15 plays a

major role in GBM cell migration in the absence of extracellular stimuli.

We next explored whether this loss of migratory capacity in GBM cells is associated with
individual cell motility and not survival. Indeed, motility and migration are associated and
involves a cycle of four steps: protrusion of the leading edge and lamellipodia expansion,

adhesion to the substrate, retraction of the rear, and de-adhesion (Pollard and Borisy, 2003).
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Using videomicroscopy for time-lapse recordings of cell movement, we first visually examine
the entire cohort of cell trajectories using the Plot-At-Origin displaying all the continuous
trajectories emanating from the origin of each cell (Figure 7B, upper panels).

This showed reduction of the trajectory lengths when GalS5 is knockout compared with
control cells. In addition, the average speeds of each cell per condition was computed, then the
overall average speed was plotted and showed a significant decrease of the three tested Gal5-
KO clone average speed compared with control cells (Figure 7B, bottom bar graphs). Moreover,
the cumulative distances were significantly lowered compared with control cells (Figure 7B,
middle curves) suggesting a reduction of cell motility. Together, we have shown for the first
time that the inactivation of Ga15in GBM cells is critical in cell movement.

It has been shown that Ga15 would directly interact with PLCB2 and TPR1 (tetratricopeptide
repeat 1), and Gal$5 signals proceed via PLCP which triggers the cleavage of PIP2 to IP; and
DAG, and the latter can modulate numerous signaling cascades through the activation of PKC.
It has also been shown that Ga15 may activate transcription factors such as STAT3 and NF-xB
(key mesenchymal markers/inducers) which also require PLCP activity. The discovery of a
novel binding partner of Gal5 (TPR1) opens up new possibilities for the regulation of
Ras/RAF/ERK and its downstream effectors. To understand which signaling pathway
components relayed the Gal5-induced GBM cell survival or migration, we analyze the mRNA
expression level of three main effectors of Gal5 (PLCB1, PLCB2 and TPR1). Interesti